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Abreviaturas:

- a=MSH: hormona estimuladora de
melanocitos

- ACC: acetil-CoA carboxilasa

- ACTH: hormona
adrenocorticotropina

- Adipo R: receptor de adiponectina
(dos isoformas 1y 2)

- AgRp: proteina relacionada con
aguti

- AMPK: adenosin monofosfato
activado por kinasa

- ARC: nlcleo arcuato hipotaldmico
- BAT: tejido adiposo marrén

- BBB: barrera hematoencefdlica

- BDNF: factor neurotréfico
derivado del cerebro

- BMI: indice de masa corporal

- cAMP: adenosina monofosfato
ciclica

- CART: frdnscrito regulado por
anfetamina y cocaina

- CB: receptor de canabinoides (CB-1
y CB-2)

- CCK: colecistoquinina

- CCK1R: receptor de
colecistoquinina

- CNS: sistema nervioso central

- CPT-1: carnitina-palmitoil
transferasa

- CRH: hormona liberadora de
corticotropina.

- D1R: receptor de dopamina

- DAG: diacilglicerol

- DMH: ndcleo dorsomedial
hipotaldamico

- DMII: diabetes Mellitus tipo IT
- DMX: nicleo dorsal motor del vago
- DPP-IV: dipeptidil peptidasa IV
- FAS: dcido graso sintasa

- FFA: dcidos grasos libres

- FSH: hormona estimulante de
foliculo

- 66P: glucosa 6 fosfatasa

- GABA: dcido gamma-

aminobutirico

- GAL: galanina

- GALP: péptido similar a galanina
- G6H: hormona de crecimiento

- 6HR-d3: ghrelin deleccionado en

el exén 3

- 6HR-d4: ghrelin deleccionado en

el exén 4

- GHRH: hormona liberadora de

hormona de crecimiento

- GHRP: péptidos sintéticos

secretores de GH (6GHR-P2; GHR-
P6)

- 6HS: secretagogos de GH
- 6HS-R: receptor de

secretagogos de GH (6HS-Rlay
GHS-R1b)

- 6LP-1: péptido tipo glucagon

- 6LP1R: receptor de GLP-1

- 6LUT: fransportador de glucosa
- 6nRH: hormona liberadora de

gonadotropinas

- GOAT: ghrelin o-aciltransferasa
- 6TT: test de tolerancia a glucosa
- HFD: dieta alta en grasa

- HHA: eje hipotdlamo-hipofisis-

adrenal

- HMW: alto peso molecular

- icv: intracerebroventricular

- IGF-I: facor tipo insulina I

- IL-6: interleuquina 6

- IP3: inositol trifosfato

- IR: receptor de insulina

- IRS2: sustrato 2 de receptor de

insulina

- ITT: test de tolerancia a insulina
- iv: intravenoso
- LCFA-CoA: dcido grasos de

cadena larga

- LH: hormona luteinizante
- LHA: hipotdlamo lateral

- LMW: bajo peso molecular
- LPL: lipoprotein lipasa



- MBOAT: acyltransferasas unidas a
membrana

- MCD: malonyl-CoA decarboxilasa
- MCH: hormona concentradora de
melanina

- MCR: receptor de melanocortinas
(MC-R3, MCR -4)

- MMC: complejo mayor de migracion
- mTOR: "mammalian target of
rapamycin”

- NAc: nicleo acumbens

- NF-kB: factor nuclear kappa-beta
- NPY: neuropéptido y

- NTS: nicleo tracto solitario

- OB: leptina

- ObR: receptor de leptina

- OX: orexinas (hipocretinas)

- OXM: oxintomodulina

- PEPCK: fosfoenolpiruvato
carboxikinasa

- PKC: proteina kinasa ¢

- PLC: fosfolipasa c

- POMC: propiomelanocortina

- PP: polipéptido pancredtico

- PPAR: receptor activado por el
proliferador de peroxisomas

- PRL: prolactina

- PTP1B: proteina tirosina fosfatasa
1B

- PVN: ndcleo periventricular
hipotaldmico

- RE: reticulo endoplasmatico

- RSTN: resistina

- SCD-1: estearil-CoA desaturasa

- SCN: nicleo supraquiasmdtico

- SNS: sistema nervioso simpdtico

- SOCS 3: supresor de la
sefializacién de citokinas

- SREBP: proteina de union a
elementos regulados por esterol

- SST: somatostatina

- TG: triglicéridos

- TGF-B: factor de crecimiento
tumoral B

- TNFa:factor de necrosis tumoral o
- TRH: hormona seretora de
tirotropina

- TRKB: receptor de BDNF
- TSH: hormona estimuladora del

tiroides

- UAG: ghrelin desacetilado
- UCP: proteina desacoplante
- VMH: nicleo ventromedial

hipotaldmico

- VTA: drea tegmental ventral
- WAT: tejido adiposo blanco
- Y-R: receptor de NPY (Y1R, Y2R,

Y3R, Y4R, Y5R, Y6R))



INTRODUCCION






Introducciéon

I. REGULACION DE LA INGESTA

La ingesta de alimentos y la capacidad de los organismos para almacenar reservas
propias, han sido entendidas a lo largo de la historia como una ventaja evolutiva y una
garantia de supervivencia: todo indica que, desde un punto de vista evolutivo, nuestro
organismo estd preparado para aprovechar al mdximo los recursos en tiempos de
escasez. Sin embargo esta cualidad, en tiempos en los que hay mayores recursos
energéticos y con un menor esfuerzo para conseguirlos, se ha convertido en algo
perjudicial. Asi, en los paises desarrollados, uno de los principales problemas de salud,
llegando incluso a catalogarse de epidemia, es la Obesidad.

La obesidad, que es en sentido estricto un actimulo excesivo de grasa corporal, estd
definida por un BMI >30 (BMI, Indice de Masa Corporal = peso [kg] / altura [m]?).
Aunque son muchos los factores que intervienen en el desarrollo de la obesidad, entre
ellos genéticos, parece que el cambio sufrido por la sociedad en los dltimos afios en
cuanto al estilo de vida, incluyendo distintos hdbitos de comida y un mayor
sedentarismo, tiene un gran impacto sobre el desarrollo y la extension de esta
enfermedad (1).

La relacién entre obesidad y el riesgo de padecer otras enfermedades parece clara,
ya que las personas obesas presentan una mayor mortalidad y morbilidad, asociadas a
un aumento en la predisposicion a sufrir dafios vasculares (cardiacos y cerebrales),
diabetes tipo II, hipertensién, problemas respiratorios, osteoartritis e incluso
algunos tipos de cancer.

A pesar de su incidencia y los graves problemas asociados, el nimero de personas que
padece esta enfermedad aumenta afio tras afio, siendo especialmente preocupante en
el caso de los nifios; de hecho se calcula que en el 2015 el 40% de los nifios europeos

serdn obesos (2).

Independientemente de cual sea el origen, la obesidad puede considerarse un
desorden crénico del balance energético en donde la cantidad ingerida (ingesta) es
mayor al gasto (metabolismo, los efectos del ejercicio y termogénesis), y el exceso

energético es almacenado en forma de grasa en el tejido adiposo. (Figura 1)

_3.



Introducciéon

Pero tan importante como la cantidad de tejido adiposo acumulado, es el lugar en el
que se sitlan estos depdsitos, siendo especialmente peligroso el visceral/abdominal.
Ademds, existe un patrén dimérfico predominando el tejido adiposo subcutdneo en el
caso de las mujeres y el visceral en el caso de los hombres. Se cree, que en esta
distribucién juegan un papel importante los estrdgenos, y teniendo en cuenta que el
propio tejido adiposo presenta enzimas que le permiten sintetizar estrégenos, esto
puede tener una gran importancia en la regulacion del peso corporal en mujeres

postmenopdusicas y en hombres.

TERMOGENESIS

EJERCICIO

Metabolismo

INGESTA BASAL

BALANCE ENERGETICO

Figura 1: Esquema del balance energético

Paraddjicamente a la alta incidencia de sobrepleso y obesidad, el sistema fisioldgico
encargado de regular el peso corporal es amplio y muy preciso e integra una gran
cantidad de sefiales tanto fisioldgicas como de comportamiento, incluyendo no solo la
cantidad y la frecuencia de las comidas, sino también el tipo de alimentos elegidos
(cantidad de calorias, variedad, sabor, etc) (1). (Figura 2)

Inicialmente el objetivo del sistema encargado de regular el peso corporal es
mantenerlo constante. Y esto es posible porque al detectar alguna desviacién del peso
defendido, se disparan a distintos niveles sefiales que se integran y dan lugar a una
respuesta conjunta para lograr que el peso corporal se mantenga lo mds estable
posible. Por ofro lado, esta tendencia a mantener estable el peso corporal hace que la
suma de pequefias desviaciones entre ingesta/gasto energético, que se produzcan de
forma crénica, pueda derivar en un considerable aumento del peso corporal a lo largo

del tiempo.



Introducciéon

Hedonic inputs
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Figura 2. Regulacién de la ingesta. Las sefiales a largo plazo que informan del almacenamiento
energético son producidas por el tejido adiposo (leptina) y el pdncreas (insulina). El feedback
relativo al estado nutricional viene en forma de: nutrientes absorbidos, sefiales neuronales y
péptidos del tracto gastrointestinal. Las rutas neuronales, de forma primaria la del nervio vago,
dan informacién acerca de la distension gdstrica y el entorno quimico y hormonal de la parte
superior del intestino delgado al NTS dentro del complejo vagal dorsal. Las hormonas

secretadas por el tracto gastrointestinal estimulan acciones de hambre o de saciedad.

En definitiva la regulacién de la ingesta incluye integracion de sefiales procedentes de

2 niveles distintos:

1. Sefiales periféricas: incluyendo las sefiales producidas por pdncreas, tejido adiposo
y tracto gastrointestinal.

2. CNS (sistema nervioso central): especialmente el hipotdlamo.
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1. SENALES PERIFERICAS

+ PANCREAS

o INSULINA

La insulina es secretada por las células p del pdncreas en respuesta a los
hiveles de glucosa y en proporcién al tejido adiposo, circula por la sangre y
cruza la BBB mediante un mecanismo dependiente de receptor, pasando asi al
cerebro. Fue la primera hormona propuesta como factor circulante implicado
en la regulacién del peso corporal a través de distintos neuropéptidos del
hipotdlamo (3).

Se ha demostrado que la administracion icv de insulina, fanto en monos como
en roedores, causa un descenso de la ingesta y del peso corporal, y que esta
accién estd mediada por heuronas en el Ndcleo Arcuato (ARC) hipotaldmico,
donde se encuentran receptores de insulina (IR) (4-6).

Su mecanismo de accidn es a través de IRs, de los cuales se han descrito dos
en neuronas, IR-1 e IR-2. Teniendo en cuenta que el ratén ir-I 7~ no presenta
ninguna alteracién sobre ingesta o peso corporal, que el ratén /-2 7~ muestra
un incremento de ingesta, aumento de grasa corporal e infertilidad, y que el
IR-2 estd ampliamente expresado en neuronas del ARC, todo apunta a que la
insulina ejerce su accion a nivel central a través de IR-2 (7).

La unidn insulina-receptor hace que este Ultimo adquiera actividad catalitica
y puede fosforilar proteinas diana, que en Ultima instancia modifican la
expresion, entre otros, de distintos neuropéptidos hipotaldmicos tales como
NPY y POMC, ejerciendo asi el efecto de la insulina sobre la ingesta y el peso
corporal (8-10).

Esto ha hecho que se haya propuesto que, junto a la leptina, seria la hormona

encargada de la regulacion de la ingesta y el peso corporal a largo plazo.
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TEJIDO ADIPOSO

Inicialmente se pensaba que el tejido adiposo era un mero reservorio donde
se acumulaba en forma de grasa, el exceso de energia consumido. Sin
embargo, desde el descubrimiento en 1994 de la leptina (11), se establecié
con certeza que el tejido adiposo era un drgano endocrino. Se caracteriza
por sintetizar y secretar muchos péptidos denominados adipokinas que
pueden actuar a nivel local (autocrina/paracrina) o sistémico (endocrina), asi
como por expresar numerosos receptores que le permiten recibir sefiales
procedentes de otros érganos entre ellos el CNS. (Figura 3)

Esta capacidad para recibir informacion desde distintos drganos y poder
responder a ella mediante la liberacién de adipokinas, hace que se considere
al tejido adiposo como elemento clave en la regulacién de distintos procesos
bioldgicos tales como metabolismo energético, funciones neuroendocrinas e

inmunoldgicas (12).
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Figura 3: Esquema del tejido adiposo: adipokinas y receptores.
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¢ LEPTINA

1. Caracteristicas generales

Previo al descubrimiento de la leptina, experimentos de parabiosis con
ratones genéticamente obesos (ob) y diabéticos (db) realizados por Coleman
et al, predecian la existencia de un factor circulante capaz de transmitir
informacién desde la periferia al cerebro indicando la existencia de alta
cantidad de reserva energética (13;14).

Esto se confirmaria en 1994 cuando Friedman et a/ identificaron el gen ob,
que codificaba una hormona que se expresaba especialmente en el tejido
adiposo, y la denominaron leptina (del griego /eptos, que significa delgado), y
en los afios posteriores con la identificacién de su receptor (Lep®™, Lep™)
(15:16).

La leptina es un péptido de 16 KDa y consta de 167 aa. Es una hormona
secretada por el tejido adiposo en proporcion a la cantidad total de masa
grasa, el tamafio de los adipocitos y su contenido en triglicéridos; asi aumenta
en sujetos obesos y cae con la pérdida de peso. Se expresa también, aunque a
niveles mucho menores en: BAT (tejido adiposo marrdn), estomago, intestino,
epitelio de glandula mamaria, placenta, mdsculo esquelético y puede que en
cerebro (17).

Circula en sangre y cruza la BBB mediante un mecanismo saturable

dependiente de receptor.

2. Receptor

Han sido identificadas numerosas isoformas distintas del receptor de
leptina obtenidas por procesamiento alternativo del gen obr; por ejemplo en
ratén se han encontrado al menos 5 (ObRa-ObRe) (13;14).

Las distintas isoformas se pueden agrupar en tres tipos: secretadas, cortasy
larga.
- Las isoformas secretadas: son producto de sp/icing alternativo en las

distintas especies o los productos de escisién de las formas unidas a la
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membrana del ObR. Son solo dominios extracelulares que se unen a la leptina
circulante, quizds regulando la concentracién de leptina libre.

- Las isoformas cortas (ObRa, ObRc, ObRd y ObRf en ratdn), presentan
los 17 exones pero con los aa 3-11 truncados. La isoforma ObRa es altamente
conservada, y se expresa en el endotelio de los capilares del cerebro y de
organos periféricos, por lo que se ha propuesto que esta es la isoforma que
media el tranporte de la leptina a través de la BBB.

- La dnica isoforma larga es la ObRb: consta de 17 exones y se

diferencia en la porcién intracelular (18).

De todas las isoformas la clave para la accién de la leptina es la ObRb (19).
Este receptor se expresa especialmente en nicleos del hipotdlamo,
incluyendo el arcuato (ARC), dorsomedial (DMH) o el ventromedial (VMH), y
en otras regiones cerebrales tales como nicleo tracto solitario (NTS), ndcleo
dorsal motor del vago (DMX) y el hipocampo, implicadas también en el control

de la ingesta, metabolismo y sistemas neuroendocrinos (17;20).

3. Mecanismo de Accién

La leptina se une a la forma larga del receptor ObRb que es la esencial
para mediar el efecto de esta hormona sobre la regulacién del balance
energético y del peso corporal a largo plazo; de hecho es la isoforma ausente
en el ratén db/db.

Este receptor se expresa en dos poblaciones neuronales del ARC, claves en la
regulacién de la ingesta: los orexigénicos NPY/AgRP y los anorexigénicos
POMC/CART. Asi, la leptina estimula la produccién de neuropéptidos
anorexigénicos y suprime los niveles de los orexigénicos, como se demuestra
en casos de déficit de actividad de leptina tales como el ayuno, en los que se
estimula la ingesta mediante la supresién de la sintesis de POMC y el aumento
de los niveles de expresion de NPY/AgRP (21;22).

Ademds, la leptina puede ejercer su accién sobre las neuronas POMC,

mediante la disminucién del dcido y-aminobutirico, y sobre las neuronas

_9.
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NPY/AgRP, disminuyendo la secrecion de AgRP y mediante la activacién de
canales K-ATP (23).

Datos mds recientes sugieren que la leptina puede influir en la ingesta
mediante la modificacién de la plasticidad de las sinapsis entre distintas
poblaciones neuronales del ARC. Pinto et a/ (24) demostraron que ratones
ob/ob tenian incrementadas las sefiales excitadoras sobre las heuronas
NPY/AgRP y disminuidas sobre POMC/CART, mientras que se conseguia
revertir este efecto con la administracion de leptina. Bouret et a/ (25)
demostraron que la densidad de inervacién del PVN, DMN y LHA desde el
ARC es inferior en ratones ob/ob comparado con los wt. En este caso, la
administracién de leptina conseguia revertir el efecto si era administrada en
periodo perinatal pero no en estado adulto (26).

Tanto en roedores como en humanos la obesidad inducida por dieta parece ir

asociada a resistencia a la leptina.

La leptina fambién actia sobre otras neuronas: desciende la expresion génica
de MCH, galanina (GAL) y orexinas (27;28) e incrementa la de GALP (galanin-
like peptide) en el ratén ob/ob. El hecho de que las neuronas GALP
expresaran el receptor de leptina (29), indicaba un papel de GALP en las

acciones mediadas por leptina.

Ghrelin y leptina interactian funcionalmente de manera que ghrelin bloquea
los efectos de la leptina en la ingesta, mientras que la administracién previa
de leptina atenda los efectos de ghrelin en la ingesta (30) a través de las
neuronas de NPY (22). Asi, la regulacion de los efectos de ghrelin en las
neuronas del hipotdlamo, particularmente en las neuronas de NPY/AgRP,
puede ser uno de los mecanismos importantes de la sefializacién de la leptina

a nivel del hipotdlamo.

-10 -
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Figura 4: Mecanismos de accion de la leptina.

4. Vias de seializacion

La leptina, mediante su unién a la isoforma larga del receptor ObRb,
activa la via JAK-STAT. La activacién de JAK2, mediante autofosforilacidn,
lleva a la fosforilacién de STAT 3, dando lugar a la translocacion de STAT3
al ndcleo y la transcripcién de distintos neuropéptidos (31).

También se ha descrito la activaciéon de STATS mediante JAK2, aunque esta
parece de menor importancia a nivel hipotaldmico.

En las neuronas hipotaldmicas también activa una via comdn con la insulina:
IRS-PI3K. Ambas hormonas inhiben la ingesta activando IRS2 (sustrato 2 de
receptor de insulina), MAPK, ERK, AKT y fosfatidilinositol 3 Kinasa (32;33).
Datos mds recientes sugieren que los sensores celulares de energia, AMPK y
mTOR, son fambién importantes mediadores de la accién de la leptina a nivel
hipotaldmico, de modo que se puede inhibir el efecto de la adipokina evitando
la caida de la actividad hipotaldmica de AMPK y mediante la prevencién del

aumento de la actividad de mTOR (34).

-11 -
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La sefializacion de la leptina a través de la via JAK2-STAT3 puede estar
regulada mediante un feedback negativo ejercido por la proteina supresora
de citokinas SOCS3 y por la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) (35).
Ratones con deleccion neuronal del gen socs3 y también ratones con
deficiencia heterozigota de SOCS3, presentaban una mayor sensibilidad a la
leptina que los wt y estaban protegidos contra el desarrollo de obesidad
inducida por dieta (36). Mientras que ratones sin SOCS3, especialmente en
neuronas POMC, presentaban un fenotipo similar sugiriendo que las neuronas
POMC en el ARC pueden ser el lugar hipotaldmico donde se produce la
resistencia a leptina, que caracteriza a la obesidad.

Ptb1b " son resistentes a la obesidad inducida por dieta alta en grasas y no
sufren resistencia a leptina; pudiendo ser también un factor importante en el

desarrollo de resistencia a leptina (37).
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Figura 5: Vias de sefalizacién de la leptina.
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5. Otras Funciones:

Ademds de su importante papel en la regulacion de la ingesta y el peso

corporal a largo plazo, la leptina realiza otras funciones:

¥ Reproduccion

La reproduccion estd controlada por el llamado eje reproductor HHG
(Hipotdlamo-Hipofisis-Gdnadas). Su correcto funcionamiento, y por tanto el
desarrollo de capacidad reproductiva, estd muy relacionado con sefiales
nutricionales y metabdlicas. Es conocido desde hace tiempo que un déficit
energético impide el correcto desarrollo del eje reproductor, llegando a
inhibir o refrasar el inicio de la pubertad; con lo que se ha establecido la
necesidad de una cantidad minima de masa o peso corporal para desencadenar
el inicio de la pubertad con la suficiente garantia de poder mantener esa
capacidad reproductora en la edad adulta (38).

Uno de los candidatos a ejercer esa conexion entre estado nutricional y
actividad reproductora es la leptina, ya que existen receptores de Ob en
distintas zonas del hipotdlamo implicadas en la regulacién de la ingesta y de
la funcion gonadal, tales como el ARCy VMN.

En general, la leptina ejerce un papel permisivo/estimulador sobre la
liberacién pulsatil del neuropéptido GnRH (hormona liberadora de
gonadotropinas) a nivel hipotaldmico, aunque también se han descrito
acciones adicionales sobre hipéfisis y génadas, que explicarian el efecto
regulador de la leptina sobre este sistema; en concreto el hecho de que la
leptina inhiba la secrecién de testosterona por parte del testiculo, explicaria
los efectos inhibitorios sobre la actividad reproductora que se encuentran en

situaciones de hiperleptinemia, como por ejemplo en la obesidad (38).

Muchos son los indicios que sefialan a la leptina como un indicador de la
cantidad de energia acumulada, siendo ésta clave en el correcto desarrollo de

la capacidad reproductora:

-13-
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- Dimorfismo sexual: las hembras presentan mayores niveles plasmadticos
de leptina que los machos, ya que poseen mayor cantidad de fejido adiposo.
Esto, junto con el hecho de que para la aparicion de la menarquia se requiere
una determinada cantidad de grasa, y que situaciones de severo déficit
energético, tales como ayuno prolongado o exceso de ejercicio, causan
retraso o interrupcion de la capacidad reproductiva, llevan a pensar en una
fuerte relacion entre la fisiologia de la leptina y la funcion gonadal,

especialmente en el caso de las hembras.

- La administracién de leptina a ratones ob/ob consigue reestablecer los
niveles normales de gonadotropinas circulantes, el peso de las génadas y la
funcion reproductora, de modo que revierte el fenotipo infértil que

caracteriza a estos ratones (39).

- En ratén normal sometido a restriccion de calorias, fambién se consigue
revertir los problemas encontrados en la reproduccion mediante Ila
administracién de leptina. Por otro lado, se logra adelantar el inicio de la
pubertad unos 11 dias, respecto de los ratones control, mediante la

administracién de leptina (40).

- La administracion de leptina causa un descenso de la expresion de NPY,
dejando este de inhibir la secrecién de GnRH (41).
El NPY, ademds de un potente estimulador de la ingesta, inhibe la secrecidn
de gonadotropinas, tal y como se ha comprobado en experimentos realizados
con hembras de primate: la administracién de NPY causa la inhibicién de

GnRH y por tanto no alcanzan la madurez sexual (42).

- La accidn de la leptina sobre el eje reproductor puede llevarse a cabo a

los tres niveles del eje (43-45):
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e Hipotdlamo: las neuronas productoras de GnRH presentan
receptores de leptina, de modo que ésta regula (estimula) la
liberacion de GnRH.

e Hipéfisis: estimula directamente la secrecién de LHy FSH.

e (Gdnadas: tanto en ovario (células foliculares) como en testiculo
(células de Leydig) existen receptores de leptina. A este nivel la
leptina antagoniza los efectos estimuladores de la sintesis de
estrégenos y testosterona ejercidos por determinados factores y
hormonas, tales como IGF-I, insulina o glucocorticoides. Mientras
que el déficit de leptina lleva a la disminucién de la actividad del
eje HHG, que resulta en la disminucion de los niveles circulantes

de esteroides sexuales.

»  GH (Hormona de crecimiento)

Teniendo en cuenta la distribucion de los receptores de leptina en el
hipotdlamo y que los niveles de tejido adiposo pueden modificar la secrecion
de GH en humanos, se pensé que la relacién tejido adiposo-secrecién de GH
podia estar mediada por la leptina (38).

Con la administracidn icv de suero antileptina a ratas ad /ibitum, se observé
que estos animales presentaban niveles plasmdticos de hormona de
crecimiento disminuidos, indicando que para obtener una secrecién
espontdnea normal de GH son necesarios unos niveles minimos de leptina. Asi,
los niveles fisioldgicos normales de leptina circulante ejercen un efecto
maximo en la secrecién de GH, y solo la administracion cronica de leptina
para sostener un estado de hiperleptinemia es capaz de incrementar la

secrecion de GH.

Posteriormente se observaron bajos niveles de GH plasmdtica en roedores y

humanos que sufrian mutaciones en el gen de la leptina o en su receptor (46).

-15-
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Con la administracién icv de leptina se conseguia revertir el efecto inhibidor
del ayuno sobre la secrecion espontdnea de GH, al igual que también se
conseguia aumentar la respuesta de GH a GHRH, administrada exégenamente,
en ratas sometidas a ayuno (47).

La presencia de receptores de leptina en diferentes nicleos hipotaldmicos,
incluyendo el paraventricular y el arcuato, en los que se también se
encuentran neuronas de GHRH sugiere una accién de la leptina a nivel
hipotaldmico sobre la expresion del gen, tanto de GH como de SST. De hecho,
se han encontrado pequefias poblaciones de neuronas GHRH en el nicleo
arcuato que expresan receptor de leptina (48).

La disminucién de la secrecion de mRNA de GHRH en el niicleo arcuato por el
ayuno, se restaura por completo tras la administracion de leptina; estos
resultados indican un papel de GHRH como mediador de la accién de la leptina

sobre la secrecidn de GH.

Por otro lado también se sabe que la administracion de anticuerpos antiSST
restaura la secrecién de GH que estaba inhibida en ratas en ayuno, de lo cual
se podria deducir que la secrecion de GH inducida por la leptina podria estar
mediada por una disminucién en la liberaciéon de SST desde el hipotdlamo. La
confirmacién de esta teoria llegd al ver que los niveles de mMRNA de SST en
el nicleo paraventricular de ratas hipofisectomizadas en ayuno se ven

significativamente reducidas por la leptina (49).

Teniendo en cuenta fodos estos datos se puede decir que el efecto de la
leptina sobre la secrecién de GH puede ser ejercida directamente sobre las
neuronas hipotaldmicas que regulan su secrecion, GHRH/SST, asi como
indirectamente a través de su papel sobre la regulacion de la ingesta,
modificando la expresién de distintos neuropéptidos que también pueden

modificar la secrecion de GH tales como NPY, GnRH o TRH (48).
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¥ Eje Hipotdlamo-Hipofisis-Tiroides

Durante el ayuno, asociado a bajos niveles de leptina, se observa
también un descenso en los niveles plasmdticos de hormonas tiroideas, y de
TSH y TRH en hipéfisis y hipotdlamo respectivamente (13;14).

La cuantificacion de los niveles de leptina en ratas de diferente estado
tiroideo indicaba que las hormonas tiroideas inhiben los niveles de leptina
plasmdticos, aunque hay datos discrepantes a este respecto (50).

La reduccién del mRNA de proTRH en las neuronas del PVN puede ser
prevenida mediante administracién de leptina. Por tanto, la disminucion de los
niveles circulantes de leptina durante el ayuno puede actuar como sefial clave
para las neuronas TRH, para reanudar el punto de partida en la regulacién
feedback de la expresién génica de TRH mediante hormonas tiroideas. Este
mecanismo podria inhibir la sintesis de TRH durante el ayuno, cuando los
niveles de hormonas tiroideas son bajos, llevando a una disminucion de la
secrecion de TSH y consecuentemente de la estimulacién de la tiroides por
TSH, y fambién a la reduccién de la termogénesis por las hormonas tiroideas,
que actia de forma coordinada con otros mecanismos homeostaticos.

Durante el ayuno, el ARC es esencial para la respuesta normal implicada en la
adaptacién del eje hipotdlamo-hipofisis-tiroides al déficit energético, y el
hipotdlamo, en general, sirve como un lugar critico de la regulacién de la
leptina en este eje. Puede que ese efecto sea mediado por NPY ya que las
neuronas NPY poseen numerosos receptores de leptina y emiten numerosas
proyecciones hacia el PVN donde se encuentran las neuronas TRH.

Datos obtenidos en pacientes con mutaciones en el gen de la leptina o su
receptor sugieren que la leptina ejerce un papel permisivo en el eje
hipotdlamo-hipdfisis-tiroides, ya que algunos de los miembros afectados

presentaban hipotiroidismo hipotaldmico (38).
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¥ Eje Corticoadrenal

Otra de las caracteristicas de los ratones y las ratas obesas es la
hipercorticosteronemia. El hecho de que la administracion de leptina corrija
esa alteracidn en los ratones ob/ob, y también el aumento de ACTH y/o los
niveles de corticosterona producidos por el estrés o el ayuno, hizo pensar que
la leptina podia estar regulando el eje hipotdlamo-hipéfisis-adrenal (HHA), al
menos en animales de experimentacion. Ademds, altos niveles de

glucocorticoides inhibian la accion de la leptina sobre la ingesta (38).

Sin embargo, en humanos no estd claro. Mientras en sujetos con mutaciones
en el gen de leptina o su receptor se observa una correcta funcién adrenal y
que las alteraciones en los niveles pulsdtiles de cortisol no son revertidos con
la administracion de leptina exdgena, en sujetos normales se ha encontrado
una relacion significativa inversa entre las fluctuaciones de leptina, ACTH y
cortisol (51;52).

El probable mecanismo de accién: mientras los glucocorticoides estimulan la
sintesis y secrecion de leptina por parte de los adipocitos, la leptina inhibe el
eje HHA a dos niveles: en hipotdlamo sobre las heuronas CRH y en la gldndula

adrenal inhibiendo la sintesis de cortisol.

*  Prolactina (PRL)

En humanos se ha encontrado que la hiperprolactinemia puede estar
asociada a obesidad, mientras que con la pérdida de peso se regulan los
niveles plasmdticos de prolactina.

En el ratén ob/ob la administraciéon de leptina restaura la lactancia. El
blogueo de leptina con anticuerpos retrasa el pico preovulatorio de la leptina,
mientras que con la administracién icv de leptina se revierte el efecto
inhibidor causado por el ayuno.

Mientras estos datos en roedores sugieren un efecto estimulador de PRL por
parte de la leptina, en humanos faltan datos que nos sefialen esa relacién

directa (38).
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¢ RESISTINA

a) Caracteristicas generales

La resistina (RSTN) fue descubierta simultdneamente por tres grupos
independientes. Es una hormona de 114 aa que pertenece a la familia de
proteinas ricas en cisteina (RELMs) que han sido implicadas en procesos de
inflamacién. En el caso de roedores se secreta mayoritariamente por
adipocitos, y en humanos por macrofagos y monocitos. Ademds de en
adipocitos se expresa también en otros tejidos: hipéfisis, glandula adrenal,
hipotdlamo, placenta, etc (53).

Circula en sangre bajo dos formas distintas de ensamblaje: HMW (de alto
peso molecular) y LMW (bajo peso molecular). De las cuales la biolégicamente
activa es la LMW, siendo el sistema de ensamblaje una forma de regular el

inicio de la actividad bioldgica de la RSTN.

Estudios iniciales sugerian que la RSTN causaba efectos sobre la accion de la
insulina, siendo el nexo de unién entre la obesidad y la resistencia a insulina.
Asi, la administracion de resistina recombinante causaba resistencia a
insulina, mientras que la inmunoneutralizacién de la misma revertia ese
efecto.

Mientras que en roedores parece clara la funcién de la resistina, en humanos
no tanto, de modo que no es tan evidente la conexion entre secrecion por

tejido adiposo o niveles circulantes con obesidad y resistencia a insulina.

b) Funciones:

- Inhibicion de Ingesta: se ha descrito en ratas que la administracion de

RSTN a nivel central causa inhibicion de la ingesta a corto plazo (90 minutos),
y que este efecto estd mediado por algin mecanismo hipotaldmico (54).

Posteriormente se observd, mediante la administracion crénica de RSTN a
nivel central, que la accién anorexigénica observada estaba asociada a

cambios en los niveles de expresion de distintos neuropéptidos, asi como de
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actividad de uno de los sensores energéticos AMPK a nivel hipotaldmico, y de
forma dependiente del estado nutricional. Asi, en ratas sometidas a ayuno
previo (48 horas) la administracién de resistina revertia el efecto del ayuno
sobre los niveles de expresién de distintos neuropéptidos hipotaldmicos,
causando un descenso en la expresién de los orexigénicos (NPY y AgRP) y un
aumento en el anorexigénico CART. Mientras, en ratas fed, la disminucién de
la ingesta observada parecia ser debida a la caida en la expresién de FAS
(dcido graso sintasa) a nivel del VMN causado por la activacion de AMPK (55).
Esta accién anorexigénica de la RSTN puede actuar como una seiial
informativa a nivel central de la cantidad de reserva energética, al igual que

la leptina.

- RSTN y Obesidad. Son numerosos los trabajos que consideran a la

RSTN como una hormona directamente relacionada con la obesidad (56):
modelos de roedores obesos, tanto genéticos como inducidos por dieta,
presentan altos niveles de RSTN circulantes; la administracién de
anticuerpos anti-resistina mejora los niveles de glucosa y la sensibilidad a
insulina en ratones con obesidad inducida por dieta; el raton transgénico que
sobreexpresa resistina es obeso debido al aumento del nimero y del tamafio
de los adipocitos, etc.

Publicaciones recientes indican que la RSTN a nivel central puede causar
resistencia a insulina hepdtica, mediante la modificacion de la expresién de
distintos neuropéptidos hipotaldmicos.

Sin embargo, en humanos esto no parece tan claro: mientras hay trabajos que
siguen la misma linea observada en roedores, otros no encuentran relacién

directa entre aumento de adiposidad y los niveles de resistina (57).

- RSTN, Resistencia a Insulina (RI) y Diabetes mellitus II (DMII) la

mayoria de estudios en roedores indican que la administracion RSTN /i vivo,
asi como su sobreexpresién transgénica, causa resistencia a insulina mediante

el incremento de la produccion de glucosa hepdtica (58).
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Ratones sometidos a dieta alta en grasa (HFD) presentaban RI hepdtica y
hiperresistinemia, efecto que se conseguia revertir mediante un
oligonucledtido antisentido de RSTN (59).

En algunos casos se ha encontrado fambién una posible conexién entre leptina
y resistina, indicando que la leptina puede mejorar la sensibilidad a la insulina
mediante una via que interaccione y suprima los efectos de la resistina:
ratones ob/ob presentaban altos niveles de resistina, que estaban
positivamente relacionados con los altos niveles de glucosa, insulina y lipidos;
tras la administracion de leptina mejoraba la sensibilidad a insulina en estos
ratones, posiblemente debido al descenso de los niveles de mRNA de
resistina (60). Sin embargo también hay trabajos que discrepan, llegando a no
encontrar variacién en la expresion de resistina en modelos de ratones con

RT (61).

La RSTN también interacciona con la insulina, y se cree que esta conexién es
a nivel del IR. El ratén transgénico que sobrexpresa resistina presenta

dificultades en el transporte de glucosa mediado por insulina (62).

Publicaciones recientes indican que la RSTN a nivel central puede causar
resistencia a insulina hepdtica, mediante acciones a nivel hipotaldmico.
Singhal et a/ (63) observaron que la resistencia a insulina hepdtica se
produce mediante variaciones en los nhiveles de expresién de neuropéptidos
en distintos ndcleos hipotaldmicos, especialmente con un aumento de NPY en
el ARCy el VMN. La RSTN causaba un aumento de IL-6, TNFay SOCS3,y la
disminucién de fosforilacion de STAT3, que causaban en definitiva un
acusado descenso en la sensibilidad a insulina y un incremento en la salida de
glucosa. Un trabajo posterior de este mismo grupo demostrd, mediante el uso
de ratones db/db KO para RSTN, que la ausencia de RSTN causaba un
descenso de triglicéridos y de esteatosis hepdtica, y que este efecto era mds

evidente en los ratones deficientes de leptina (64).
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Datos de nuestro grupo indican que la RSTN administrada a nivel central
durante 7 dias provoca resistencia a insulina hepdtica. Encontramos que la
RSTN provocaba la inhibicion de AMPK en el higado, lo que causaba un
aumento de adipogénesis indicado por el aumento de numerosas enzimas
implicadas en este proceso (LPL, ACC, SCD-1, SREBP), asi como un aumento
de moléculas proinflamatorias, como TNFa e IL-6, que podia ser debido al

exceso de acumulacién de acidos grasos y triglicéridos (55).

- RSTN e Inflamacion. se considera a la RSTN una molécula

proinflamatorias, ya que provoca el aumento de factores inflamatorios tales
como TNFa, IL-6 y la proteina C reactiva. Algunos trabajos sugieren que la
RSTN puede llevar a cabo este aumento a través de la ruta dependiente de
factor nuclear, NF-«p (65). También se encontré relacidn entre los niveles de
RSTNy la inflamacion en artritis reumatoide, donde se considera ademds que
la RSTN puede actuar, mediante la ruta de sefalizacién NF-«xp, disparando la
secrecion de otras moléculas proinflamatorias tales como TNFa, IL-1p e IL-6.
Recientes estudios indican que la RSTN a nivel central causa un aumento en
los niveles de TNFa y IL-6 en el higado, lo que sugiere que la RSTN induce
resistencia a insulina hepdtica incrementando los niveles de moléculas
proinflamatorias, mediante mecanismos no conocidos, pero que podrian ser
debidos al exceso de acumulacidn de lipidos tras el tratamiento.

La RSTN en humanos se expresa mayoritariamente en macréfagos en
respuesta a sefales proinflamatorias, tales como TNFa e IL-6; mientras que
la RSTN induce el aumento de secrecion, por el macréfago, de éstas y otras
moléculas proinflamatorias. Estos datos, junto con el hecho de que tanto la
RSTN como las moléculas proinflamatorias se encuentran elevadas en
obesidad y diabetes, enfermedades en la que tienen lugar procesos
inflamatorios, sugieren inevitablemente que la RSTN estd implicada en

procesos inflamatorios (66).
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¢ ADIPONECTINA

a) Caracteristicas generales:

La adiponectina es una proteina de 247 aa y 30 KDa. Fue descubierta,
al mismo tiempo, por cuatro grupos distintos usando distintas técnicas.
En su forma bdsica es un homodimero de tres subunidades que se va
asociando mediante puentes disulfuro hasta formar hexdmeros (LMW) o
estructuras mayores (HMW).
En plasma se encuentra mayoritariamente la adiponectina en su forma entera
(full-length). El efecto farmacoldgico de la forma globular parece ser la
estimulacion de la p-oxidacién en el mdsculo esquelético, mientras que la
forma entera produce un descenso en la salida de glucosa hepdtica (61;67;68).
Se expresa especificamente en adipocitos, y sus niveles plasmdticos estdn
negativamente correlacionados con la adiposidad, resistencia a la insulina,
dafios coronarios y dislipemia, tanto en ratén como en humanos (12;69),
sugiriendo que la hipoadiponectinemia contribuye a la patogénesis de esas

condiciones (70).

b) Receptor
Existen dos isoformas de receptor denominadas: Adipo R1y Adipo-R2,

que se expresan de forma mayoritaria en muisculo esquelético y higado
respectivamente. Ademds, ambos receptores se expresan en las células p
pancredticas, tanto en humano como en raton.

Adipo R1 se une a la adiponectina globular, mientras que Adipo-R2 se une a la
full-length.

Estos receptores median el incremento de AMPK y la actividad de PPAR-y, lo
que lleva a un incremento de la oxidacion de los dcidos grasos y captacién de
glucosa, con lo que participa en el incremento de la sensibilidad a la insulina

(68;71).
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Figura 6: Configuracion estructural de la adiponectina y sus receptores: Adipo R1y

Adipo R2.

¢) Mecanismo de accién

La adiponectina causa un descenso en el contenido de triglicéridos en
el mlsculo esquelético: incrementa la expresién de moléculas implicadas en el
transporte de dcidos grasos (CD36), en su combustion (AcilCoA oxidasa) y
disipacién (UCP2, proteina desacoplante). Observando que esto mismo
sucedia en ratones 0b/ob, el grupo de Kadowaki propuso que la adiponectina
puede activar PPARa (72).

Esto supondria que la adiponectina aumenta los niveles de combustion de
dcidos grasos y el consumo de energia, presumiblemente mediante la
activacién de PPARa, causando un descenso en el contenido total de TG, tanto
en higado como en musculo esquelético, y asi aumenta la sensibilidad a la
insulina /n vivo (73). Experimentos /n vitro con miocitos refuerzan esta teoria

(74).

Mediante experimentos en los que se inhibe la actividad de AMPK, usando un
dominante negativo, se pudo observar que la estimulacion en el uso de la
glucosa y la combustién de dcidos grasos por adiponectina podia ocurrir por la

activacién de AMPK (68).
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La adiponectina, tanto la forma globular como la full-/ength, estimula la
fosforilacién y la activacién de AMPK en el muisculo esquelético, aunque solo
la forma full-length es la que funciona en el higado (68). Mediante la
activacién de AMPK se consiguen efectos en paralelo en los dos tejidos
periféricos (75,76):

- En mdsculo: la adiponectina activa AMPK, que lleva a la fosforilacion e
inhibicién de ACC (acetyl-CoA-carboxilasa), lo que supone la inhibicion de
sintesis y activacion de la oxidacion de dcidos grasos.

- En higado: mediante la activacion de AMPK e inhibicion de ACC consigue
aumentar la combustién de dcidos grasos, y también reducir la expresién de
moléculas implicadas en la gluconeogénesis, consiguiendo asi disminuir los

niveles de glucosa (68).

En esta misma via apuntan también los trabajos de Scherer et a/, en los que
observan que el raton transgénico para adiponectina reduce la expresién de
enzimas gluconeogénicos como fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa (PEPCK) y
glucosa-6-fosfatasa (G6P), los cuales estdn asociados con un incremento en la

fosforilacién de AMPK en el higado (77).

Como también se ha demostrado que la leptina estimula AMPK en el mdsculo
esquelético (78), la activacion de la AMPK puede ser un mecanismo comdn por
el cual las adipokinas sensibilizadoras a insulina, como adiponectina y lepting,

incrementan la sensibilidad a la insulina.

d) Otras funciones:

A la adiponectina se le han atribuido también otras propiedades:
aterogénicas, vasodilatadoras, intervencion en procesos inflamatorios, altos
niveles de adiponectina disminuyen la probablilidad de sufrir determinados

tipos de cdncer asociados a obesidad y DMIT, etc.
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Ademds, se ha relacionado a la adiponectina con el desarrollo de diabetes
gestacional. Diversos estudios en los que cuantifican los niveles de
adiponectina a determinados tiempos de embarazo proponen una clara
conexion entre los bajos niveles de adiponectina en los primeros meses de
gestacion con el aumento de la resistencia a la insulina y el posterior

desarrollo de la diabetes gestacional.

¢ IL-6

Es una citokina asociada a la obesidad y a la resistencia a la insulina (79).
Circula en mdltiples formas glicosiladas, en un rango de 22 a 27 kDa, que se
expresa en tejido adiposo (adipocitos y matriz) y en neuronas, lo que sugiere
una doble accién a nivel periférico y central. Su receptor es homdlogo al
receptor de la leptina.
Un alto BMI se corresponde con hiveles plasmdticos altos de IL-6 y con
fallos en la tolerancia a la glucosa y resistencia a insulina, que se revierte con
la pérdida de peso. Por otra parte, las concentraciones plasmdticas de IL-6
predicen el desarrollo de diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares.
A nivel central IL-6, ademds de disminuir la ingesta, activa lipolisis, inhibe
adipogénesis, aumenta el gasto energético, y controla la secrecion de
hormonas como la adiponectina, ejerciendo en conjunto un efecto regulador
del peso corporal. Asi, el ratén /-6 se caracteriza por un significativo
aumento en la ingesta y en el peso a partir de los seis meses de edad,
llegando a ser obeso a los hueve meses. Sin embargo, con la administracién de
IL-6 se conseguia revertir ese fenotipo (80).
En humanos con sobrepeso tiene una relacién negativa con la masa grasa,
sugiriendo la deficiencia central de IL-6 en la obesidad (81). Los ratones
transgénicos que sobreexpresan IL-6 tienen un fallo generalizado en el
crecimiento, el cual incluye reduccién del peso corporal y descenso de la masa

grasa.
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Mediante la administracién de IL-6 icv e ip en rata, se pudo comprobar como
solo la administracién central de la citokina causaba aumento del gasto
energético. Esto indicaba que la IL-6 a nivel central ejerce efectos

antiobesidad en roedores.

¢ TNFa

Inicialmente descrita como Factor de Necrosis Tumoral, esta citokina es
una proteina transmembrana de 26-kDa que se divide en una proteina de 17-
kDa, biolégicamente activa, que ejerce sus efectos via receptor TNFa tipo T
y tipo II. Dentro del tejido adiposo se expresa en adipocitos y en células
estomovasculares (82), al igual que los dos tipos de receptores, pudiendo
encontrarse unidos a membrana o en sus formas solubles (83).

La habilidad del TNFa de inducir caquexia /n vivo, llevé a una exhaustiva
evaluacién de su papel en la homeostasis energética. Actualmente se ha visto
que puede estar implicada en la patogénesis de la obesidad y de la resistencia
a la insulina (83): estd altamente expresado en tejido adiposo de humanos y
roedores obesos, y disminuye con la pérdida de peso pudiendo observarse una
mejoria en la sensibilidad a la insulina. La exposicion crénica a TNFa induce
resistencia a la insulina, tanto /n vivo como /n vitro, mientras que el
tratamiento con neutralizantes solubles de TNFa mejora la sensibilidad a la
insulina en roedores pero no en humanos (83).

El ratén sin TNFa estd protegido frente a la resistencia a insulina causada

por obesidad inducida por dieta alta en grasa.

¢ VISFATINA

Es una proteina de 52 kDa que inicialmente habia sido descubierta en
relacion con procesos inflamatorios, entre ellos afeccién pulmonar.
El interés por esta proteina se debe al hecho de que la visfatina adiposa es
especifica de los depésitos de grasa viscerales y disminuye la resistencia a

insulina. Ademds, los niveles séricos de la misma estdn positivamente
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correlacionados con la adiposidad visceral, aumentando durante el desarrollo
de obesidad (x3 en ratones obesos mediante HFD). Por (ltimo, se ha descrito
que tiene efectos similares a la insulina y puede unirse y activar el receptor
de insulina en sitios distintos de la hormona pancredtica, desencadenando la
activacién de la misma via y ejerciendo asi efectos hipoglicémicos directos.
Sin embargo, teniendo en cuenta que la cantidad de insulina en sangre es
superior a la visfatina, fanto en condiciones de ayuno como de ingesta ad
libitum, parece que la visfatina no contribuye mucho al mantenimiento de la
normoglucemia en condiciones normales; pero el aumento de secrecién de
visfatina puede resultar un mecanismo compensatorio para intentar
estabilizar los niveles de glucosa ante la resistencia a insulina caracteristica
de la obesidad (84).

Ademds, estimula la diferenciacion de preadipocitos a adipocitos maduros,
induce que los TG se acumulen, acelera la sintesis de TG a partir de glucosa,
e induce la expresion de PPAR-y, FAS, diacilglicerol aciltransferasa y

adiponectina.

La expresion de visfatina estd regulada por la inflamacion y sepsis, y puede
inhibir la apoptosis en neutréfilos, implicando otras funciones ademds de
efectos miméticos a los de la insulina (85).

Sin embargo, es de mencionar que posteriormente se abrié una investigacion
por las autoridades académicas del laboratorio en el que se habian generado

dichos resultados, al haber dudas razonables de la fiablidad de los datos

publicados.
¢+ TGF

Es una citokina producida por una variedad de células capaz de regular el
crecimiento y diferenciacién de numerosos tipos celulares.
La elevada expresién génica de TGF-p en el tejido adiposo puede tener

amplias implicaciones en la fisiopatologia de la obesidad y estd asociado a
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varias complicaciones de ésta, ya que este factor de crecimiento tumoral
incrementa la proliferacion celular de los preadipocitos, y su elevacion
contribuye a incrementar el nimero de células en los depésitos de grasa

relacionados con el fenotipo obeso.

¢ OTRAS ADIPOKINAS

En el tejido adiposo se expresan ademds muchas otras adipokinas

implicadas en procesos inflamatorios, factores de coagulacién y
vasodilatadores, enzimas implicadas en la secrecion de hormonas sexuales y
cortisona, asi como numerosos receptores que permiten regular la secrecion
de muchas de estas adipokinas. Todo esto justifica que el tejido adiposo no
sea considerado como un mero reservorio energético, sino como un érgano

endocrino que participa activamente en la regulacién de la homeostasis

energética.

PROTEINAS RECEPTORES ENZIMAS
SECRETADAS
Leptina Insulina * Metabolismo lipidos
Adiponectina Glucagon LPL
Resistina Hormonas tiroideas Apo-E
Angiotensindgeno GH * Metabolismo glucosa
TNF-o Angiotensindgeno IT PI3K
IL-6 Gastrina/CCK PKB
Adipsina Adiponectina 6LUT-4
PAI-1 IL-6 * Sintesis esteroides
TGF-B TNF-a Aromatasa
Vaspina Hormonas tiroideas 118-HSD1
Visfatina Vitamina D 17B-HSD
Omentina NF-«B
Desnutrina PPAR-y

Figura 7: Resumen de adipokinas expresadas en el tejido adiposo.
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+  TRACTO GASTROINTESTINAL

@ COLECISTOQUININA (CCK)

Es una proteina secretada por las células I de la mucosa del intestino
delgado, en respuesta a la comida; pero también se expresa de forma significativa
en el CNS. A partir de un precursor de 115 aa, y mediante procesamiento
proteolitico, se obtienen distintos péptidos (caracterizados por presentar un
octapéptido carboxiterminal), de los cuales CCK-8, CCK-22 y CCK-33 son las
formas bioactivas que se encuentran en niveles mds elevados en sangre.

Se han descrito dos receptores para CCK: CCKIR, también denominado CCK-A
recordando su implicacion en procesos de ‘“alimentacién”, que se expresa
mayoritariamente en el fracto gastrointestinal, y CCK2R, o CCK-B (brain) que se
encuentra en cerebro.

Se sabe que la CCK inhibe la ingesta tanto en humanos como en roedores (86;87):
al administrar CCK periféricamente justo antes de la comida, disminuye la
cantidad ingerida de una forma dosis dependiente y sin afectar a la ingesta de
agua o causar aversién; y desencadena, ademds, una secuencia de comportamientos

en las ratas que normalmente se asocia a saciedad.

El efecto anorexigénico de CCK es de corta duracién e indetectable si el péptido
se administra mds de 30 minutos antes de la comida. Estd mediado por el receptor
CCKIR, y se transmite al cerebro mediante el nervio vago ya que se ha comprobado
que la vagotomia disminuye el efecto anorético de la CCK periférica (88;89).
Teniendo en cuenta que este receptor se encuentra también en distintas zonas del
cerebro, entre ellas el hipotdlamo, y que la microinyeccion de CCK en varios
ndcleos hipotaldmicos inhibe la ingesta, sugiere que la CCK aporta al cerebro
sefales de saciedad, tanto directa como indirectamente.

Aungue no de forma exclusiva, la saciedad inducida por la CCK se consigue
mediante la inhibicién del vaciado gdstrico a través de informacion recogida por

mecanorreceptores y transmitida por el nervio vago al cerebro. Tanto en monos
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como en humanos la distension gdstrica aumenta el efecto anorético de la CCK8
(87).

Sin embargo, ratas con daiio funcional en el CCKIR son diabéticas, hiperfdgicas y
obesas, mientras que en ratén la deficiencia del receptor no causa ninguna
variacién en el fenotipo. Posiblemente, el papel mds importante de la CCK sobre la
regulacion del peso corporal podria venir por la interaccion sinérgica con sefiales

de adiposidad a largo plazo, como por ejemplo la leptina.

@ GHRELIN

Aunque se produce principalmente en las células X/A de la mucosa
estomacal (90), también se expresa en otros tejidos: intestino, testiculo,
hipotdlamo...
Es un péptido de 28 aa, caracterizado por estar octanoilado en la Ser 3, siendo
esta caracteristica clave para desempefiar sus funciones, tanto en la secrecion de
GH (91) y en la regulacién de la ingesta (92), como la motilidad y el vaciado
gdstrico (93).
Se sabe que el ghrelin es una hormona muy importante en la regulacién de la
homeostasis energética, caracterizada por un fuerte efecto orexigénico, cuyas
acciones incluyen desde el inicio de la ingesta (aumento significativo en los niveles
plasmdticos de ghrelin unas 2 horas previas) y el aumento de la ingesta a corto
plazo cuando es administrado icv o periféricamente, hasta el efecto a largo plazo
sobre la ingesta y el balance energético, ya que se observa aumento de la
adiposidad y del peso corporal cuando es administrado de forma crénica.
Se une al receptor GHS-Rla, y realiza su efecto orexigénico mediante la
modulacién de distintas neuronas hipotaldmicas a nivel de ARC (NPY/AgRP). Datos
recientes (94) indican que el ghrelin ejerce su efecto a nivel hipotaldmico
modificando el metabolismo de dcidos grasos mediante la activacién de AMPK, que
a través de mecanismos hasta ahora desconocidos, modula la expresion de
distintos neuropéptidos hipotaldmicos implicados en la regulacion de la ingesta

(95).
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@ OXINTOMODULINA (OXM)

El gen preproglucagon se expresa ampliamente en el estémago, pdncreas y
NTS. Mediante procesamiento proteolitico tejido especifico, realizado por
convertasas, se obtienen distintos péptidos: glucagén en el pancreas y 6LP-1, GLP-
2 y OXM en el intestino.
OXM es secretada por la células L del intestino, y se ha encontrado tanto en
roedores como en humanos que reduce la ingesta (96).
Aunque el mecanismo de accion no estd del todo claro, parece probable que esté
implicado el receptor GLP-1R, ya que la OXM en ratones g/p-Ir " no modifica la
ingesta, al igual que mediante el blogueo del receptor con un antagonista (Exendina
9-39). Aunque la OXM actia en distintas zonas del cerebro, parece que el efecto
anorexigénico es a través del hipotdlamo.

Ademds de regular el apetito, parece que su papel en la regulacion de la

homeostasis energética implica también efectos sobre el gasto energético (95).

@ 6LP-1

Otro de los péptidos derivados de preproglucagon es GLP-1 (“glucagon like
peptide"). Es secretado por las células L, en respuesta a ingestion de nutrientes
(grasa y hidratos de carbono, principalmente) de forma directa o indirecta. Cuenta
con dos formas bioactivas, GLP-1;.35 y GLP-1;.37, que pueden ser inactivadas en
circulacion mediante la enzima DPP-IV (dipeptidil peptidasa IV).
GLP-1 disminuye la ingesta en distintas especies incluyendo humanos: la
administracion periférica aumenta la saciedad en personas con peso normal, obesas,
y diabéticas.
Se une al receptor GLP-1R y, aunque el mecanismo a través del cual ejerce su
efecto anorexigénico no es del todo conocido, parece que la informacién se
transmite por el nervio vago a distintas zonas cerebrales. Aunque GLP-1 puede
cruzar la BBB, parece improbable que llegue en cantidad suficiente

fisioldgicamente teniendo en cuenta la rapidez con la que es degradado en
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circulacion por la DPP-IV. Sin embargo, puede que presente efecto a nivel central
ya que se expresa en distintas neuronas del cerebro que emiten proyecciones
sobre el hipotdlamo y otras dreas implicadas en la regulacién de la homeostasis
energética.

En los dltimos afios, el interés sobre GLP-1 estd centrado en la sobreexpresion del

receptor, ya que reduce el peso corporal mientras mejora la diabetes (95;96).

@ Polipéptido Pancredtico (PP)

El PP es producido por células PP en los islotes de Langerhans sometidas a
control vagal, y en proporcion al total de las calorias ingeridas.
Tanto en su accidn central como periférica se une a los receptores Y4R y Y5R,
ejerciendo influencia sobre el pdncreas exocrino, secrecion de dcido gdstrico y
motilidad del tracto gastrointestinal.
Su papel en la regulacién de la homeostasis energética no estd del todo claro, en
parte porque la administracion periférica disminuye la ingesta, mientras que la
administracion central la aumenta; esto podria ser explicado por unién diferencial
a los receptores. Sin embargo, la administracion periférica de PP reduce la ingesta
y la ganancia de peso ftanto en los ratones ob/ob como en los wt, y en humanos

disminuye el apetito y la ingesta independientemente del vaciado gdstrico (95;96).

@ Pyy

Es un péptido de 36 aa secretado por las células L de la mucosa del
intestino delgado y grueso, postprandialmente y en proporcion a la ingesta calérica
(mayor respuesta a los lipidos que a los hidratos de carbono). Pertenece a la
familia de polipéptidos pancredticos junto con el NPY y el PP, que se caracterizan
por el nimero de aa, un motivo estructural comin, y por presentar una amidacién
en el extremo carboxiterminal en su forma bioactiva.
Se unen a una familia de receptores asociados a proteina G: Y1R, Y2R, Y4R, Y5R, y

Y6R.
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Circula en sangre de dos formas: PYYi.3, sobre el que rdpidamente actia la enzima
DPP-IV dando lugar a la forma predominante y bioactiva PYY3_z.

La administracion periférica de PYY;_3 lleva a una marcada inhibicién de la ingesta,
tal y como se comprobd en humanos, en los que se alcanzaba una reduccién del 36%
en la ingesta tras la administracion del péptido a concentraciones similares a las
producidas postprandialmente. Esta reduccion se conseguia sin causar nduseas,
alteracion del gusto por la comida o la cantidad de liquidos ingeridos, y tampoco
era seguido de un proceso de compensacién hiperfdgica. Datos similares se
obtuvieron también en roedores (97).

Sin embargo, la administracién a nivel central tanto de PYY como de PYY;.s
provoca el aumento de la ingesta. Una posible explicacion a esto es la existencia de
distintos receptores y la distinta accesibilidad a estos. PYY se une a todos los
receptores Y, siendo el efecto orexigénico mediado por Y1 e Y5, que se
encuentran en el nicleo paraventricular, sobre los que actda también NPY.
Mientras que PYY;.3 activa selectivamente Y2R y YBR, se cree que el PYYj 3
circulante fiene mayor acceso a Y2R, ya que este se encuentra en el ARC,
caracterizado por la ausencia de BBB (98).

En el hipotdlamo Y2R es un receptor autoinhibidor presindptico sobre neuronas
orexigénicas que expresan NPY y AgRP. Por tanto, la unién PYY;_3, al Y2R reduce la
ingesta mediante la inhibicion de las neuronas NPY/AgRP, dejando estas de inhibir
a POMC, con lo que aumentaria la produccion de a-MSH conocido por su efecto
anorético.

A pesar de los datos que indican que la administracion periférica de PYY3.36 reduce
la ingesta mediante un mecanimo a nivel hipotaldmico, otros estudios sugieren la
intervencion del nervio vago, basdndose en que el Y2R se expresa también en las
proyecciones vagales aferentes y que mediante la vagotomia se impide este efecto
(99).

Aunque algunos grupos no han conseguido replicar el efecto anorético de PYY3.3
administrado periféricamente, otros lo han descrito tanto en roedores como en

primates no humanos. Quizds estas discrepancias puedan ser explicadas por
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diferencias metodoldgicas en los tratamientos tales como dosis, vias e inicio de la

administracion (95;96).

2. CNs

El interés por entender el papel del cerebro en la regulacién del balance
energético corporal se inicié6 en la década de los 50, cuando Mohr y Frohlich
observaron que pacientes con adenomas hipofisarios presentaban un rdpido y
significativo aumento de peso.

Afios después, y a través de distintos experimentos con ratas en los que se lesionaban
y/o se bloqueaban mediante fdrmacos distintas zonas del cerebro, se establecié la
teoria del “"modelo de doble centro” en la que consideraban la existencia de dos
centros hipotaldmicos implicados: centro de saciedad (VMN) y centro del hambre
(LHA).

Actualmente se sabe que uno de los principales puntos de regulacion de la ingesta es
el hipotdlamo, donde se establecen distintos circuitos neuronales mediados por
neuropéptidos. Sin embargo, existen otras dreas cerebrales que también intervienen
en la integracién de sefiales periféricas y centrales, colaborando en definitiva en la

regulacion de la homeostasis energética.

+ HIPOTALAMO

Dentro del cerebro, el hipotdlamo es una region critica en la regulacién de la
ingesta ya que recibe e integra sefiales periféricas.
Dentro del hipotdlamo se diferencian distintos nicleos neuronales. De ellos el ARC
contiene el primer orden de neuronas (NPY/AgRP y POMC) sobre las que acttan
directamente sefiales periféricas como la leptina, y que emiten proyecciones a otras
regiones, tanto del hipotdlamo (VMN, PVN, LHA, y DMN) como del cerebro,

implicadas en la regulacién de la ingesta.
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Figura 8: Disposicién de los distintos nicleos en el Hipotdlamo. ARC (nicleo
Arcuato), VMN (Ventromedial), DMN (Dorsomedial), LHA (Lateral) y PVN

(Paraventricular).

> Nicleo ARC
Estd considerado el principal nicleo regulador de la ingesta por las

siguientes razones:

- Situacién: estad situado en la parte mds basal del hipotdlamo, justo encima
de la eminencia media. Como en esta zona casi no existe BBB permite el
paso de numerosas sustancias circulantes en sangre hacia el cerebro,
pudiendo asi responder rdpidamente a fluctuaciones en nutrientes y
hormonas.

- Control: los grupos neuronales que lo componen estdn muy inervados por
axones desde distintas zonas del cerebro y presentan receptores para
muchas hormonas, reflejando asi la existencia de una alta regulacion.

- Especializacion: en él se diferencian dos grupos de neuronas (NPY/AgRP y
POMC/CART) que estdn préximos e interconectados (100), que reciben
sefiales del estado nutricional y secretan neuropéptidos orexigénicos y
anorexigénicos respectivamente. Constituyen el primer orden de neuronas

implicadas en la regulacion de la ingesta.
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Figura 9: El ARC desempefia un papel clave en la regulacion de la ingesta.
Consta de dos grupos neuronales NPY/AgRP y POMC/CART que son las que
primero reciben informacién periférica (hormonas, neurotransmisores) sobre
las reservas del organismo, y mediante proyecciones sobre otras neuronas

regulan el balance energético.

* NPY

Es una molécula de sefializacion anabdlica secretada por las neuronas
NPY, que emiten proyecciones hacia otros nicleos neuronales como el PVN (la
proyeccién mds importante), DMN, y LHA.
La administracién de NPY en ratas, tanto intraventricular como hipotaldmica,
estimula la ingesta y disminuye el gasto de energia gracias a la disminucién de
la termogénesis en el tejido adiposo pardo (101) e inhibicidn del eje tiroideo
(102). Ademds, activa enzimas lipogénicas en el higado y tejido adiposo blanco.
Esto nos indica que no es simplemente un neuropéptido orexigénico, sino que
es un importante regulador del metabolismo causando el desarrollo de un

fenotipo obeso.
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De acuerdo con su papel fisioldgico en el control de la ingesta, los niveles de
mMRNA de NPY, asi como el péptido NPY, aumentan de forma significativa

durante el ayuno y disminuyen después de este (103).

A pesar de que NPY es una sefial orexigénica, el raton NPY-nu//, presenta un
fenotipo normal, con una pequefia disminucion en la ingesta provocada por
ayuno. Esto puede ser debido a un mecanismo compensatorio generado por
otros neuropéptidos como por ejemplo AgRP (104;105).

NPY, al igual que PP y PYY, se une a los receptores YR. Se han descrito 6, de
los cuales Y1R-YBR se encuentran en rata, mientras que Y6R se ha descrito
en ratdén y permanece inactivo en primates (106).

NPY puede unirse a distintos receptores (YIR, Y2R, Y4R y Y5R). Esto hace
pensar que el efecto orexigénico del neuropéptido pueda ser debido a una
accion conjunta de los distintos receptores. Aunque existen trabajos que
sefialan a los receptores YIR e Y5R como responsables de mediar el efecto
de NPY, existen otros en los que también se destaca la funcion de Y2R e Y4R
sobre la ingesta: el bloqueo de Y5R inhibe la ingesta (107); el ratén
deficiente en YBR tiene atenuada la respuesta a NPY (108); el ratén
deficiente Y1IR es obeso (109); el raton KO Y2R presenta un incremento en la
ingesta, peso corporal y adiposidad (110).

Se ha descrito una relacion inversa entre los niveles de NPY en el hipotdlamo
y los niveles de insulina y leptina circulantes: un descenso en los niveles de
leptina e insulina debidos a una reduccién de la grasa corporal provocan un

aumento en los niveles de NPY.

¥ AgRP (Péptido relacionado con Agouti)

Es un neuropéptido de 132 aa que pertenece a la familia de péptidos
agouti.
La expresion de agouti da lugar a distintos efectos: pelaje amarillo, obesidad,

resistencia a insulina, hiperglicemia, y un incremento de la longitud corporal.
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En humanos también se expresa el gen agoutien el tejido adiposo (111).

AgRP se expresa solo en el ARC del hipotdlamo en el cerebro. Coexpresa con
NPY y proyecta a varios nicleos hipotaldmicos, tales como PVN y DMN, y
lugares extrahipotaldmicos (112).

La leptina inhibe la liberacion de AgRP. Al igual que NPY, la expresion de
AgRP estd regulada por la deficiencia de leptina causada por ayuno o
mutacion (113).

AgRP es un potente y selectivo antagonista de MC3R y MC4R (114), que son
receptores de melanocortinas implicados en el control del balance energético.
La inhibicién de estos receptores lleva a un fenotipo obeso que estd asociado
con hiperfagia, disminucién de la termogénesis y de la eficiencia calérica.

A diferencia de NPY, la administracién de AgRP a lo largo de una semana en
roedores lleva a un incremento en la ingesta (115). Algunos estudios mds
recientes sugieren que al menos parte de las acciones a largo plazo pueden
ser independientes del antagonismo con los receptores MC3/4, y podria
implicar mecanismos adicionales tales como cambios iniciados por el
antagonismo sobre los receptores de melanocortinas, agonismo inverso sobre
MC3/4, o interaccion con receptores desconocidos (116).

La administracién crénica de AgRP en roedores causa una sostenida
hiperfagia que lleva a obesidad (117). Alteraciones en la expresiéon de AgRP
han sido observadas en condiciones crénicas de balance energético positivo o
negativo. Huang et a/ (118) observaron que 22 semanas de HFD reducen
significativamente la expresién hipotaldmica de AgRP e incrementa la

expresion de MCR4.

» POMC- Sistema Melanocortinas

El gen pomc, que en mamiferos se expresa exclusivamente en las

neuronas del ARC, da lugar por procesamiento proteolitico a una serie de
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péptidos entre ellos la hormona estimulante de melanocitos (a-MSH) y la
adrenocorticotropina (ACTH).

Los niveles de expresion de POMC reflejan el estado energético del
organismo ya que disminuyen con el ayuno y aumentan tras la administracién
de leptina o después de 6h de realimentacion (119). Tanto mutaciones en el
gen pomc como anomalias en su procesamiento dan lugar a obesidad temprana,
insuficiencia renal y pelo con pigmentacién roja en humanos (120). POMC se
coexpresa en el ARC con CART, y estas heuronas estdn directamente

reguladas por leptina (23).

Dentro de las melanocortinas, la mds implicada en la regulacion de la ingesta'y
el peso corporal es a-MSH (hormona estimulante de melanocitos), que ejerce
su efecto mediante la unién con los receptores de melanocortinas, MCR3 y
MCR4, expresados mayoritariamente en zonas sobre las que proyectan las
neuronas del ARC tales como el PVN. Ademds de disminuir la ingesta, activa
el eje tiroideo y aumenta el gasto energético (calculado en funcién del O,
consumido) aumentando también la termogénesis (121;122).

Los agonistas de estos receptores causan anorexia, mientras que los
antagonistas inducen hiperfagia y obesidad; ademds alteraciones en estos
receptores son las responsables del 1-6 % de la obesidad temprana severa en
humanos (123;124).

En ratones, la deficiencia genética del receptor MC4 origina hiperfagia y
obesidad. Sin embargo, en cuanto a MCR3 no estd todo tan claro: mediante la
administracién de un agonista selectivo no hay diferencias en ingesta (125),
mientras que la administracion de un antagonista de MCR3/MCR4 como AgRP
en un ratén sin MCR4 aumentaba la ingesta; el ratén con MCR3 nul// presenta
hiperfagia y obesidad fanto con dietas normales como altas en grasa;

mutaciones de MCR3 en humanos dan lugar a obesidad.
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La administracion central de a-MSH inhibe la ingesta y reduce el peso
corporal. El efecto estimulador de AgRP es inhibido mediante a-MSH (115).
Asi, se establece un sistema dindmico entre a-MSH y AgRP /n vivo.

Estudios mds recientes apuntan a la necesidad de que el sistema de
melanocortinas esté intacto para que se lleve a cabo la regulacién a corto
plazo de la ingesta (126).

Recientemente, datos obtenidos por Nogueiras et a/ comprobaron, mediante
el uso de una combinacién de pruebas genéticas y farmacoldgicas, que el
sistema de las melanocortinas promueve el almacenamiento de grasa
mediante la accién directa sobre el higado, mdsculo y tejido adiposo. Este
control del CNS sobre el metabolismo de lipidos y de glucosa parece ser
llevado a cabo principalmente por el SNS y es independiente de cambios
paralelos en la ingesta y la adiposidad. En concreto, cuando la actividad del
sistema de melanocortinas estd reducida, se desencadena una respuesta
coordinada que promueve la deposicion de grasa mediante: incremento de la
sintesis de TG en el higado, disminucién del uso de glucosa por parte del
mulsculo y BAT, aumento de la sensibilidad a insulina asi como la entrada de
glucosa y lipidos en WAT, promoviendo asi la sintesis de TG en WAT. Estos
cambios metabdlicos en distintos drganos parecen ser relevantes en roedores
y humanos; representa un circuito sinergisticamente regulado que puede
potenciar el cambio en el sustrato utilizado y reparto de nutrientes que, en

definitiva, puede alterar la reserva energética (127).

* CART
CART (trdnscrito regulado por anfetamina y cocaiha) se expresa en
las mismas neuronas que POMC en el ARC. El hecho de que esté altamente
conservado en los mamiferos indica que tiene un papel fisioldgico importante.

Aunque la homologia de CART entre humanos y ratas es del 92%, en ratas se
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obtienen dos isoformas mientras que en humanos solo la forma corta CART
(1-89) (128).

El péptido CART se expresa en distintas zonas del cerebro incluyendo el PVN
(donde colocaliza con vasopresina y CRH (129), DMN, regién perifornical,
LHA y sobretodo en el ARC.

Las neuronas que secretan CART también estdn asociadas con recompensa y
refuerzo, procesamiento sensorial, estrés, regulacién endocrina e ingesta
(caracterizada por la inhibicién de la ingesta sin modificar gasto energético)
(130).

La administracién icv de CART, especialmente en el 4° Ventriculo, provoca
activacion neuronal en el PVN, rico en CRH y TRH, causando asi la reduccién
de la ingesta normal y la inducida por ayuno (131). Colocaliza con receptores
de leptina en las neuronas del hipotdlamo: en ambos, ratas 7a/fay ratones
ob/o, reduce los niveles de expresién de CART en el ARC, mientras que la
administracién de leptina a ratones ob/ob incrementa mRNA de CART (128).
Los niveles de expresion de CART caen durante el ayuno o diabetes,
indicando que la expresién de CART estd regulada por la cantidad de reserva

energética y el estado hormonal periférico (129).

> Nicleo VMN
Desde que fue denominado “centro de saciedad” al comprobar que
lesiones bilaterales cuasaban hiperfagia y obesidad, la participacion del

ndcleo VMN en la regulacion de la ingesta parece clara.

Ventromedial nucleus (VMH)
Ghralin

Figura 10: Factores implicados en la regulacién de la ingesta a nivel del VMN.
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El VMN puede aumentar directamente la actividad de las neuronas POMC
mediante microcircuitos, estimulando su actividad excepto en estado de
ayuno en el que disminuye, ademds de proyectar hacia otros nicleos
hipotaldmicos y al tronco cerebral. Por su parte el ARC también regula la
actividad del VMN donde se encuentran receptores MCR4, YIR, Y2R e Y5R,
sugiriendo que tanto POMC como NPY emiten proyecciones al VMH. La
administracién de NPY en el VMN aumenta la ingesta, el ayuno estd asociado
con unos niveles elevados de NPY en esta regién, mientras que la respuesta
electrofisioldgica de las neuronas en el VMH a a-MSH estd disminuida en

animales en ayuno y/o tratados con AgRP.

La importancia del VMN en la regulacién de la homeostasis energética ha sido
soportada por estudios en los que se demuestra la existencia de ObRb y
activacion neuronal inducida por leptina: inyecciones selectivas de Ob en el
VMN reducen la ingesta y el peso corporal en ratas delgadas. También,
estados metabdlicos alterados tales como ayuno o prefiez alteran de forma
selectiva la expresion de ObRb en el VMN. Mientras, la deleccion de ObRb,
de forma selectiva en este nicleo, disminuye la ganancia de peso corporal con
un aumento de los niveles plasmdticos de leptinay de la expresién de UCP1 en

BAT (132).

Otro ejemplo de regulacidn nicleo especifica de la ingesta a nivel del VMN,
es la modificacion de la actividad de AMPK y consecuentemente de la via de
metabolismo de lipidos (ACC-FAS-CPT-1) (133). En concreto, se ha propuesto
que la inhibicién de FAS a nivel del VMN (genética, farmacolégica o por
hormonas periféricas) provoca el descenso de la ingesta, sugiriendo que FAS
en este nilcleo puede actuar como un sensor nutricional integrando sefiales

periféricas con los mecanismos centrales que regulan la ingesta.
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Ademds, en el VMN se expresa el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF), implicado en la regulacién del desarrollo neuronal y su plasticidad, y
cuya expresién se reduce en situaciones de ayuno (134). Se ha comprobado en
humanos que la alteracion de BDNF o su receptor TRKB, causan hiperfagia y
obesidad, ademds de retraso en el desarrollo mental, disminucién de la
memoria a corto plazo y hiperactividad (135;136).

Este factor, que interviene en las funciones metabdlicas reguladas por el
VMH, estd regulado a su vez por distintos factores nutricionales. Este
efecto no es mediado por el sistema de melanocortinas, a diferencia de lo
que se pensaba inicialmente, ya que BDNF reduce la ingesta y el peso

corporal en ratones deficientes de MCR4 (137).

> Hipotdlamo Lateral (LHA)

Este nidcleo forma parte del segundo orden de integracién de sefiales
implicadas en la regulacion energética, especialmente del ARC. En él se
sintetizan dos tipos de péptidos: hipocretinas (orexinas) y hormona
concentradora de melanina (MCH).

Se caracterizan por emitir proyecciones a un amplio nimero de zonas del
CNS (cértex, tdlamo o sistema limbico) participando en numerosas funciones
tales como aprendizaje, memoria, emocién, y respuestas motoras en funcion
del estado energético ya que estdn reguladas por numerosas hormonas, entre

ellas, ghreliny leptina.

Arcuate ""‘-\-..,“_.— — /Hind brain
nucleus " Orexin )

Orodn 2~ Cortex

(MGH) = Limbic

G_E13\\\ system

Thalamus

Figura 11: Factores implicados en la regulacion de la ingesta a nivel del LHA.
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% OREXINAS (OXs):

Las orexinas A y B, se obtienen a partir del procesamiento
proteolitico de la pre-pro-orexina. Son secretadas por neuronas distintas
(138), y ejercen su efecto a través de proyecciones a distintas zonas del
cerebro, por ejemplo PVN, ARC, tdlamo, cortex cerebral, NTS y nicleo
dorsal motor del vago. Estas importantes conexiones sugieren que las
orexinas intervienen en diferentes facetas relacionadas con la alimentacion.
Se unen a dos receptores especificos, ampliamente distribuidos en el CNS,
pertenecientes ambos al grupo de los acoplados a proteinas G (139).

Se las ha relacionado también con la ingesta de liquidos y con el suefio pues la
delecidn del gen de orexinas en ratones induce narcolepsia (140;141).

La administracion central de orexina A ejerce un potente efecto orexigénico,
mientras que la orexina B no tiene efecto (142). La expresion del mRNA de
pre-pro-orexina aumenta en situaciones de ayuno, y este efecto se revierte
cuando se trata a las ratas con leptina en el ventriculo lateral (27). Se sabe
que el 50% de las neuronas productoras de orexinas expresan receptores
tanto de orexina como de leptina, y que se activa la expresion de orexina
ante hipoglucemia causada por insulina. El estado tiroideo no afecta a los
niveles de mRNA de pre-pro-orexina en el hipotdlamo (143).

Todas las neuronas hipotaldmicas que se activan durante el estado de ayuno
reciben proyecciones desde las neuronas productoras de orexina, entre ellas
el NPY con el que establece, a bajas concentraciones, un efecto sinérgico
sobre la ingesta, pudiendo ser el sistema de las orexinas un regulador de NPY
y de su efecto sobre ingesta y metabolismo.

Los niveles de mRNA de pre-pro-orexina disminuyen tanto en la gestacién
como en la lactancia. En experimentos en los que se inducia
hiperprolactinemia también se vié que habia una disminucién significativa de
los niveles del mRNA de pre-pro-orexina cuando se comparaban con las ratas

“sham” (144).
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El ratén oxs 7~

es hipofdgico pero con un indice de crecimiento normal,
gracias a una disminucién en la tasa metabdlica. Es ademds un buen modelo de
estudio de narcolepsia humana (145) ya que las neuronas productoras de
orexinas proyectan también a dreas asociadas con el despertar y la atencién.
En circunstancias de inanicién, las orexinas pueden mediar tanto en respuesta
a la atencidn, para mantenerse despiertos, como en la ingesta dando la orden
del inicio de la comida. Esto hace que las orexinas sean buenas candidatas
para la conexién entre insomnio y obesidad.

La orexina puede jugar un importante papel como hormona periférica
implicada en la regulacién de la ingesta energética: las neuronas secretoras
de orexinas tienen receptores tanto de orexinas como de leptina

La orexina también se expresa en células endocrinas de la mucosa gdstrica,
intestino y pdncreas (146), y la administracién periférica aumenta los niveles
de glucosa en sangre.

Las terminaciones de NPY, AgRP y a-MSH son abundantes en el LHA y estdn
en contacto con células que expresan MCH y orexinas (147;148).

El mecanismo por el cudl las neuronas que expresan MCH y orexinas ejercen
su accién sobre la homeostasis energética todavia no ha sido completamente
elucidado, aunque esta claro que la mayoria de las dianas estdn en el sistema
endocrino y sistema nervioso autonomo, el nicleo nervioso craneal motor y

estructuras corticales (149).

*  MCH:

Es un péptido orexigénico que ejerce su efecto sobre la ingesta de
forma independiente de NPY y orexina, ya que no se observa ningln efecto
sinérgico cuando se administran juntos en el 3°" ventriculo de ratas (150).
Ademds de participar en la regulacion de la ingesta, se le han atribuido otras
funciones: suefio-vigilia, reproduccion, integracion de sefiales sensoriales y su

respuesta motora, asi como regulacién de la sed.
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Los niveles de mRNA de MCH estdn elevados en animales obesos y durante el
ayuno, y la administracion icv repetida de MCH incrementa la ingesta y
produce obesidad moderada en ratas (151;152). Ademds, la deleccién del gen
en ratén resulté en un fenotipo hipofdgico y muy delgado, con una tasa
metabdlica muy alta, mientras que el raton transgénico que sobreexpresa el
precursor de MCH es hiperfdgico y desarrolla obesidad central. Esto hace
pensar que MCH es el tfercer neuropéptido que modifica el balance
energético mediante el aumento de la ingesta y el descenso del gasto
simultdneamente. De acuerdo con esto, se ha comprobado que MCH suprime
la liberacidn de TSH.

El efecto estimulador de ingesta de MCH parece competir con a-MSH puesto
que, tras la administracién conjunta de ambos péptidos, uno antagoniza el

efecto del otro (137).

El LHA puede ser también un lugar de accién para el sistema de
endocanabinoides ya que las neuronas orexigénicas de esta zona (orexina y
MCH) expresan CB1, receptor de endocanabinoides (153):

- Se ha demostrado recientemente que la estimulacién de CB1 activa la misma
ruta intracelular que la orexina-A, sugiriendo un papel orexigénico de los
endocanabinoides a través de esta poblacién neuronal. Ademds, teniendo en
cuenta que estas neuronas proyectan hacia zonas del VTA, es posible que el
LHA actle como punto integrador de sefiales orexigénicas, hipotaldmicas y

extrahipotaldmicas, mediadas por el sistema de endocanabinoides.

-También las neuronas MCH pueden participar en la sefial orexigénica de los
endocanabinoides, ya que se ha comprobado que los endocanabinoides pueden
estimular las neuronas MCH, disminuyendo la sefial inhibidora GABA,
causando un aumento de la ingesta. Efecto que puede ser bloqueado mediante

la administracion de leptina.
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> Nicleo PVN

Estd situado en la parte anterior del hipotdlamo, proximo a la parte
superior del 3% ventriculo. Es el principal nicleo productor de hormona
liberadora de corticotropina (CRH) y hormona liberadora de tirotropina

(TRH).
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Figura 12: Regulacion de la ingesta a nivel del PVN.

Es una de las dreas de neuronas secundarias que procesan la informacion para
la regulacion de la homeostasis energética, ya que recibe proyecciones desde
las neuronas NPY/AgRP (atentan la sefial inhibitoria GABA-érgica) del ARC,
melanocortinas (aumenta la sefial GABA-érgica), orexinas y otras zonas como
el NTS.

El PVN es muy sensible a la administracién de péptidos implicados en la
ingesta como CCK, NPY, ghrelin. Estos péptidos pueden actuar mediante
AMPK ya que la administracion de péptidos anorexigénicos activan la
subunidad a2-AMPK mientras que los péptidos orexigénicos la estimulan.
Estas proyecciones desde otros nicleos, asi como los péptidos periféricos,

pueden regular la actividad de las neuronas TRH y las que expresan CRH, y
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éstas a su vez actdan sobre las células hipofisarias productoras de TSH,
indicando asi que el PVN integra sefiales nutricionales con el eje hipofisario y
tiroideo (99).

El PVN puede, ademds, ser un lugar de interaccion entre el sistema de
endocanabinoides y neuronas orexigénicas y anorexigénicas: se ha encontrado
que el receptor de endocanabinoides CB1 se coexpresa con CRH y CRH-R1, de
modo que el aumento de endocanabinoides lleva a un descenso en la secrecidn
de CRH, pudiendo éste ser el mecanismo a través del cual se ejerce, en

Ultima instancia, el efecto de los glucocorticoides sobre la ingesta (153).

> Nicleo DMH

El nicleo DMH, recibe conexiones de otras zonas como el hipotdlamo
medio y lateral, asi como del ARC de donde recibe proyecciones de
NPY/AgRP integrando y procesando esta informacion (154).
Estd relacionado con: modulacién de la secrecion de glucocorticoides,
temperatura corporal, suefio-vigilia, ritmo circadiano y actividad locomotora

(155).

» Otros factores hipotaldmicos

= El Nicleo Supraquiasmdatico (SCN) ha sido relacionado con la

regulacién de la ingesta teniendo en cuenta la importancia que tiene esta
regién cerebral sobre el ritmo circadiano y su influencia sobre las funciones
bioldgicas.

El CNS proyecta hacia distintas zonas hipotaldmicas, como el PVN y DMN, y
recibe inervacién desde el VMN y el ARC (en concreto el sistema de
melanocortinas) regulando asi la actividad de CNS, aunque estd

especialmente relacionado con el sistema de las orexinas (156).
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Mutaciones en determinados genes de esta region conducen a obesidad, como
por ejemplo el c/lock un gen critico para la generacién del ritmo circadiano y

cuya deleccién (clock ”") da lugar a un ratén hiperfdgico y obeso (157).

= Intracelulares:

¥ AMPK y metabolismo de lipidos:

- AMPK: el enzima AMPK se activa en respuesta a un incremento
en el ratio intracelular de AMP/ATP, actuando como un sensor del estado
energético en la célula. La activacién de AMPK (fosforilacién) dispara las
rutas productoras de ATP, mientras que inhibe las que consumen ATP,
intentando mantener el balance energético. La activacién de AMPK en
musculo esquelético, higado y tejido adiposo mejora la sensibilidad a insulina;
ademds, se ha demostrado recientemente que regula la ingesta a nivel
hipotaldmico (activacién de AMPK incrementa la ingesta mientras la inhibicion
la disminuye). Esto sugiere que el AMPK hipotaldmico, ademds de sensor
energético, puede estar mediando el efecto de ciertos péptidos: es activado
por péptidos orexigénicos como ghrelin, canabinoides o AgRP, e inhibido por
factores anorexigénicos (leptina, insulina) (158).

El efecto de distintas hormonas sobre AMPK puede ser especifico del tejido,
causando activacion/inhibicion de esta kinasa a nivel central e
inhibicién/activacién a nivel periférico, respectivamente (159).

En general, la activacién de AMPK causa el paso de condiciones anabélicas
(promoviendo la sintesis y almacenaje de glucosa, glucégeno, dcidos grasos,
colesterol y triglicéridos junto con un incremento del famafio y del nimero de
las células) a un estado catabdlico (oxidacion de glucosa, dcidos grasos y
triglicéridos, e inhibicién del crecimiento y la proliferacion celular) para

generar ATP.
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- Metabolismo de lipidos (160): una de las dianas mejor

caracterizadas para mediar el efecto de AMPK sobre ingesta es la ruta de
metabolismo de dcidos grasos. Asi, la activacién de AMPK hipotaldmico
mediante fosforilacion, lleva a la fosforilacién e inhibicion de ACC (acetyl-
CoA aarboxilasa), y esto causa un descenso en los niveles de malonyl -CoA, y
un aumento de la actividad de CPT-1 (carnitina-palmitoyl transferasa 1),
resultando finalmente en la inhibicion de la sintesis de dcidos grasos y la
activacion de la B-oxidacién. Al mismo tiempo, el descenso en los niveles de
malonyl-CoA es interpretado como una sefial de déficit energético y, por
mecanismos aln desconocidos, desencadena la expresion de neuropéptidos
orexigénicos causando un aumento de la ingesta. En definitiva ambas vias,
activacion de B-oxidacién y la expresion de neuropéptidos orexigénicos,
causan el aumento de los niveles de ATP.

Por el contrario, la inhibicién de AMPK a nivel hipotaldmico permite la sintesis
de dcidos grasos, con el aumento en los niveles de malonyl-CoA y por tanto la
inhibicion de CPT-1. Esto supone el acimulo de LCFA-CoA a nivel citosdlico,
interpretado como sefial de exceso energético, causando la inhibicién de la
ingesta mediante la modificacion de la expresion de distintos neuropéptidos

hipotaldmicos.
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Figura 13: Mecanismo de accién de AMPK. Cambios en la actividad de AMPK
en el hipotdlamo pueden actuar a través de ACC/Malonyl-CoA/CPT-1/p-

oxidacion de dcidos grasos para regular la ingesta.

¥ mTOR: mTOR (“mammalian target of rapamycin) es una kinasa
altamente conservada que al igual que AMPK actda como sensor del estado

energético. En rata, la sefial mTOR estd controlada por regiones especificas
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del hipotdlamo y colocaliza con NPY y AgRP en el ARC. Como la administracion
icv de leucina aumenta la sefial hipotaldmica de mTOR cuasando la disminucién
de la ingesta y del peso corporal, se ha propuesto que mTOR estd implicado
en la regulacion de la ingesta (34;161).

La administracién de leptina y el refeeding activan la sefial de mTOR,
mientras que el ayuno la disminuye; la inhibicion de mTOR mediante la
administracién de rapamicina consigue bloquear el efecto de leucina y leptina
sobre la ingesta y el peso corporal.

AMPK también disminuye la actividad de mTOR en hipotdlamo, mediando asi

la inhibicién de sintesis de proteinas (162).

» Sistema Endocanabinoides: son canabinoides enddgenos (anandamida

y 2-AG (2-Araquidonilglicerol)), que median sus efectos principalmente a
través de dos receptores, CB1y CB2.
Estd implicado en distintas funciones: procesamiento memoria, ansiedad,

actividad motora, nocicepcion, control del apetito, sistema inmune (153).

Mediante la activacién del receptor CB1, que se expresa fundamentalmente
en el CNS, intervienen en la regulacion de la ingesta: se ha encontrado altos
niveles de endocanabinoides en hipotdlamo de personas obesas; y la
administracién central y periférica de anandamida incrementa la ingesta,
efecto que puede ser atenuado mediante la coadministracion de antagonistas
de CB1.

Aunque se sabe que el receptor CB1 se expresa en neuronas hipotaldmicas
implicadas en la regulacién de la ingesta como CART, MCH y CRH, el
mecanismo a través del cual media su efecto orexigénico sigue siendo
materia de debate. Resultados recientes sugieren que la activacion de CB1
desencadena la activacién de neuronas orexigénicas e inhibicion de las

anorexigénicas, asi como la activacion de AMPK a nivel hipotaldmico (163).
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Ademds de su efecto sobre la ingesta actia directamente sobre tejidos
periféricos tales como tejido adiposo y higado, en los que promueve la

adipogénesis y disminuye el gasto energético (164).
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Figura 14: Mecanismo de accién de los endocanabinoides. Mediante sefial
presindptica inhibitoria impide la liberacién de neurotrasmisores por otras

neuronas.

El receptor CB2, aunque también estd presente en el cerebro, se expresa de
forma mayoritaria en tejidos periféricos tales como bazo o amigdalas, y estd
implicado en reacciones inflamatorias y procesos generales del sistema
inmune (153).

Mediante trabajos realizados en ratones doble KO para los receptores CB1y
CB2, se ha sugerido la existencia de otros receptores de endocanabinoides.
Uno de ellos es el GPR55, que se expresa en cerebro, componentes del
sistema inmune, epitelio vascular, etc. A juzgar por el fenotipo del raton
gpr55.”", parece que media acciones del sistema de endocanabinoides en

procesos de inflamacion, y percepcién y respuesta al dolor (165).
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+  TRONCO CEREBRAL

Existen conexiones reciprocas entre hipotdlamo y el tronco cerebral. Se cree
que el tronco cerebral estd implicado en el control autondmico de la ingesta, la
digestion y la absorcién de comida, mediante la inervacion parasimpdtica (nervio

vago) y respuesta simpdtica.

En concreto el nicleo tracto solitario (NTS) regula el tamafio de las comidas en

funcién de las sefiales postprandiales recibidas desde la boca y el tracto
gastrointestinal, segln las propiedades quimicas y mecdnicas de los alimentos, y
transmitidas a través del nervio vago y otros nervios craneales (137).

Se han encontrado en esta zona numerosos receptores de hormonas periféricas
que regulan la ingesta: YIR, Y5R y ObRb.

Mediante estudios realizados en ratas descerebradas, se ha comprobado que el
NTS puede aumentar el tamafio de las comidas si se disminuye la frecuencia de

estas (166).

+ OTROS MECANISMOS REGULADORES A NIVEL CENTRAL:

» Sistema Dopaminérgico: estd relacionado con la regulacion de la actividad

locomotora, estado animico y recompensa. En concreto, las que neuronas del drea
tegmental ventral (VTA) que liberan dopamina y que proyectan sobre el NAc
(nlcleo acumbes) estdn implicadas en sistemas de recompensa asociadas a ingesta.
Aunque inicialmente se creia que las sefiales metabdlicas modificaban el sistema de
dopamina a través del ARC, ahora se cree que las propias neuronas dopaminérgicas
son sensibles a distintos péptidos hipotaldmicos tales como NPY, AgRP y orexinas,

y también a ghrelin, insulina o leptina (137).
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» Cerebelo: mediante estudios electrofisiolégicos se han encontrado
conexiones bidirecciones entre neuronas hipotaldmicas y el cerebelo. Estd
relacionado con la motivacion de comer, y se ha encontrado que la saciedad
disminuye la actividad del cerebelo mientras que la administracién oral de glucosa
la aumenta. Desde el cerebelo salen proyecciones hacia otras zonas implicadas en

la regulacion de la ingesta tales como NTS (167).

» Hipocampo: estd relacionado con memoria espacial, asi como de eventos y
hechos. Ademds, estd implicado en la regulacién de la ingesta ya que presenta
receptores de sefales metabdlicas tales como insulina y leptina, necesitando para
ello que presente integridad estructural. Exposicién a dieta alta en grasa estd

asociada a aumento de ingesta, ganancia de peso y disminucién de la memoria (168).
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II. GHRELIN

1. Antecedentes y descubrimiento.

En el 1999, el grupo de Kojima et a/ (92) descubrié, a partir de extractos
gdstricos, un péptido que era ligando enddgeno para el receptor de secretagogos de
GH (GHS-R). Al péptido purificado lo denominaron ghrelin (“ghre” la raiz
protoindoeuropea de la palabra "growth” (crecimiento)).

El descubrimiento de ghrelin surgié como resultado de la conocida como farmacologia
reversa que se inici6 con la sintesis de secretagogos artificiales, siguié con la

clonacién del receptor y finalmente la identificacién de la hormona enddgena.

Desde finales de los 70 se sintetizaban pequefias moléculas denominadas GHRP
(péptidos sintéticos liberadores de hormona de crecimiento) con capacidad para
estimular y amplificar la secrecién pulsdatili de GH (169). Posteriormente, se
sintetizaron compuestos, tanto de naturaleza peptidica como no peptidica, que se
denominaron en conjunto GHS (secretagogos de GH). Estos compuestos, tales como
hexarelina o GHRP-6, causaban el aumento en los niveles de secrecién de GH, /n vitro

e /n vivo.

Posteriormente, en 1996 (170) descubren el receptor de secretagogos en hipdfisis y
en distintos nlcleos hipotaldmicos, lo que sugiere la existencia de algin otro
componente implicado en la regulacion de la secrecién de la hormona de crecimiento
ademds de los conocidos hasta ese momento (GHRH y SST). Al afio siguiente se
aislaron dos isoformas de este receptor: GHS-Rla y GHS-R1b.

Sin embargo, el descubrimiento del ligando endégeno vino posteriormente a partir de
la expresion del receptor en una linea celular, y mediante la cuantificacién del
incremento en los niveles de Ca®" intracelular que se producia tras la activacién del
GHS-R. Chequearon distintos extractos de tejidos de rata tales como cerebro, pulmadn,
corazdn, rifion y estémago, siendo en este Ultimo en el que detectaron, de forma

inesperada, mayor actividad del receptor.
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El péptido purificado constaba de 28 aa y estaba caracterizado por presentar un
grupo O-n-octanoico en el residuo 3 (Ser). Esta modificacion, no conocida hasta ese
momento, parecia clave para poder desempefiar su funcion como activador de la
secrecién de GH tanto /n vivo como in vitro. La homologia entre el ghrelin humano y de
roedores superaba el 80% (solo se diferencia en dos aminodcidos) (92), indicando que
estaba altamente conservado entre especies, especialmente en mamiferos (171)

mientras que no existia homologia estructural con GHRP-6 o hexarelina.
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Figura 15: Secuencia de aa de ghrelin acilado.

Su funcién como secretagogo de GH suponia la existencia de un nuevo péptido
implicado en la regulacion de esta hormona, modificando lo conocido hasta el momento.
Ademds de GHRH (estimulador) y SST (inhibidor) existia un tercer péptido que,
liberado mayoritariamente desde el estémago, podia regular la secrecion de GH. Esto,
junto con el descubrimiento de su potente efecto orexigénico (172) y que inducia
adiposidad en roedores (173), desperté un gran interés en este péptido: en saber
cémo se regulaba su sintesis y cudl era la fuente de su modificacién en el residuo 3,
cémo mediaba esas funciones y si intervenia en mds procesos fisioldgicos, y también

su potencial uso como diana terapéutica.
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2. Un gen, distintos péptidos.

2.1, structura y procesamiento
El gen ghArelin humano estd situado en el cromosoma 3p25-26. Consta de 4
exones y 3 intrones. En roedores se ha encontrado tfambién un 5° exén de tan solo 20
bp, que codifica parte de la region 5° que no se traduce (174).
A partir de este gen se obtiene un precursor denominado pre-pro-ghrelin que consta

de 117 aa.

1 2 3 4 S
—> s——-———{——3 DNA
Transcription and RNA processing (splicings)
o e B Il
Translation

. Prepro-desQ14-ghrelin (116 aa)  Exon-4 deleted Preproghrelin
Prepro-ghrelin (117 aa)

Signalase (7) Signalase (7}
Signalase (7)
. Pro-ghrelin (93 aa) Exon-4 deleted proghrelin
Pro-ghrelin (94 aa} 2 ; i -
’ " Peptidasels (T) Peptidase/s ()
Further Post-Transkational Peptidase/s (?)
cleavages & modifications o Acylase () Amidase (7}
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Figura 16: Estructura del gen de ghrelin en ratén, transcripcion y splicing alternativo,
traduccién de mRNA maduro y procesamiento postraduccional con la obtencién final de
ghrelin acilado, ghrelin desacilado y obestatina. Mediante sp/icing alternativo se obtienen
dos moléculas de preproghrelin: des-GIn14-pre-pro-ghrelin (sin glutamina en la posicién

14) y pre-pro-ghrelin.
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El posible codon de iniciacién ATG se sitla en los nucledtidos 34-36 mientras que el
codon terminal TAG se encuentra en la posicion 385-387 (175). La sefial de
poliadenilacién, AATAAA, estd en la posicién 494-499 de forma parecida a lo que
sucede en roedores (174).

En el gen ghrelin se encuentran dos sefiales de procesamiento: a -80 y -555 del codon
de iniciacién ATG, dando lugar a dos mRNA diferentes: mRNA-A (preproghrelin) y
mMRNA-B (Des-6In14-preproghrelin). Estudios con cDNA de ghrelin humano revelaron
que el transcrito mRNA-A (preproghrelin mRNA), producto de un splicing alternativo

de los exones 2 a 4, da lugar a la principal forma de ghrelin en humano (176).

El preproghrelin contiene una secuencia sefial de 23 aa y un proghrelin de 94 aa. Esto
incluye el ghrelin maduro de 28 aa (1-28) y una cola de 66 aa (29-94) (92). La
secuencia de ghrelin se inicia desde Glyl y los dos Ultimos residuos de ghrelin son
Pro27-Arg28, que corresponden con la sefial de procesamiento. El corte mds
frecuente suele darse tras el Pro27-Arg28 en el extremo C-terminal, dando lugar al
péptido de 28 aa, ghrelin (1-28). También es posible, aunque poco habitual, que en
ese mismo precursor se elimine también Arg28, dando lugar a ghrelin (1-27) (175).
Ambos péptidos son sometidos a una Unica modificacién postranscripcional: acilacién
del grupo OH de la Ser3. En la mayoria de los casos el dcido graso que se afiade es un
grupo octanoico (C8:0), pero puede ser también decanoico (€10:0) o (C10:1) (175).
Algunos trabajos sugieren que las distintas modificaciones pueden ser, al menos
parcialmente, dependientes de la nutricién: se puede aumentar la acilacién de ghrelin
mediante el incremento del consumo de dcidos grasos de cadena media o triglicéridos
de cadena media (177). Faltaria por demostrar si el efecto es directo o indirecto.

La purificacién y caracterizacién del ghrelin humano y sus andlogos del estomago, ha
permitido clasificarlos segun dos criterios: en funcidn de su longitud (1-28 aq, o 1-27
aa) y en funcién del tipo de acilacién (desacilado, octancilado, decanocilado y
posiblemente decenoilado).

Aungue la forma mds activa del ghrelin humano es el de 28 aa y octanoilado, pueden

encontrarse también las siguientes formas: ghrelin (1-28) decanoilado, ghrelin (1-28)
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decenoilado, ghrelin (1-27) octanoilado y ghrelin (1-27) decanoilado. Todas estas

formas de ghrelin son encontradas tanto en estomago humano como en plasma (175).

Recientes resultados indican que la cola de 66 aa del extremo C-terminal de
proghrelin puede circular como péptido completo (C-ghrelin) o ser procesado dando
lugar a péptidos mds pequefios, principalmente obestatina. Ambos con importancia
bioldgica.

Pemberton et a/ (178) demostraron la presencia de C-ghrelin circulante en plasma en
humanos, a una concentracién mayor del ghrelin (1-28) octanoilado, en casos de fallo
cardiaco, sugiriendo una posible funcion para este péptido. Mds recientemente, Bang
et al (179) propusieron que la mayoria de péptidos derivados de C- ghrelin , tanto en
tejidos como circulantes, presentan la secuencia C-terminal completa de proghrelin y
respondian a manipulacién metabdlica de forma similar a ghrelin (1-28), al menos en
humanos. Ellos también demostraron que la distribucion de C-ghrelin se corresponde
con el ghrelin (1-28), siendo el estémago la fuente principal.

En 2005, Zhang et al (180), mediante andlisis comparativo de las secuencia de
preproghrelin de 11 especies de mamiferos distintas, propusieron la existencia de un
nuevo péptido del extremo C-terminal de proghrelin. Este nuevo péptido, se denominé
obestatina ("Obese” del latin "obedere” que significa devorar y "statin” que significa
supresién). La estructura de la obestatina fue deducida mediante la secuenciacion de
un péptido de 20 aa, combinada con datos de espectrometria, para generar una
secuencia de 23 aa (proghrelin (53-75)). En el extremo C-terminal tiene un motivo
Gly-Lys, lo que sugiere un posible lugar de amidacién, siendo este paso un requisito
previo para tener actividad bioldgica (180). Ademds, la masa espectrométrica indicé
que ese péptido podia ser procesado para generar un péptido de 13aa, obestatina (11-
23). Aunque es necesaria mds informacién sobre cémo y dénde se forma esta proteina,
hay resultados que sugieren que posee actividad bioldgica.

La obestatina fue originalmente extraida de estomago de rata, y posteriormente se
propuso que tfambién era un péptido circulante, variando en plasma de forma similar a

ghrelin. La administracion icv de obestatina en ratas inhibia la ingesta, la contraccion

-61 -



Introducciéon

del yeyuno y disminuia la ganancia de peso. Inicialmente se considerd que la obestatina
se unia al receptor huérfano, asociado a proteina 6, GPR39 (180). Sin embargo, hay
muchos resultados contradictorios, algunos de los cuales dudan de la existencia de la

obestatina, especialmente como hormona circulante, en humanos (179).

Pre-pro-des-GInl4-ghrelin (mRNA-B), se obtiene a partir del mismo gen y estd
procesado de forma similar a preproghrelin. Da lugar a un péptido de 27 aa, Des-
6In14-ghrelin (181), que al igual que ghrelin estd octanoilado en la Ser 3 pero que
carece de glutamina en la posicion 14. Aunque en estomago humano la cantidad de des-
GInl4-ghrelin es prdcticamente despreciable (175), esto cambia en otras especies. Asi,
el ratio entre los precursores de ghrelin/des-GIn14-ghrelin es de 5:1 en estémago de

ratay 6:5 en estémago de raton (174).

Yeh et a/ (182), descubrieron la expresion de un nuevo trdnscrito de ghrelin humano
que carecia de exén 3 (ghrelin deleccionado en el exon 3) en cdncer de mama y
préstata, y que tenia un homélogo murino que carecia del exon 4 (ghrelin deleccionado
en el exon 4)(183). La deleccién del exon 3 en el preproghrelin resulta en un péptido
maduro de ghrelin, ademds de un péptido de 16 aa (COOH-terminal A3), que ain no se
sabe si estd presente en circulacién como el C-ghrelin; estudios preliminares indican
que no influye en la proliferacion celular ni en apoptosis. Sin embargo, la amplia
expresién de C-ghrelin sugiere que puede desempefiar una funcion fisioldgica ain
desconocida y soporta la hipotesis que la generacién de un C-péptido desde la variante

de proghrelin con exdn 3 deleccionado que puede tener alguna funcién fisioldgica.

Comparacién de secuencias entre ghrelin y motilina, muestra que ambas moléculas
tienen un ndmero idéntico de aa, lo que hizo pensar en su momento en un posible
precursor comin. Sin embargo, se comprobd que no sufrian la misma modificacion

postranscripcional (184).
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2.2. Distribucion

El gen ghrelin humano puede generar muchas moléculas activas mediante
splicing alternativo y modificaciones postraduccionales. Estas moléculas pueden ser
clasificadas en tres grupos principales: ghrelin y andlogos, C-ghrelin y Obestatina.
El primer grupo incluye ghrelin octanoilado (1-28), ghrelin octanoilado (1-27), ghrelin
decanocilado (1-28), ghrelin decanoilado (1-27), ghrelin desacilado (1-28) y ghrelin
desacilado (1-27). Todas estas formas moleculares de ghrelin fueron encontradas en
plasma humano asi como en estémago, siendo las formas mds comunes ghrelin (1-28)
octanoilado y desacilado (175).
La distribucién de ghrelin y UAG (ghrelin desacilado) parece ser similar. En mamiferos
adultos, los tejidos con mayores niveles de ghrelin y UAG son el estémago, seguido de
distintas partes del tracto gastrointestinal (duodeno, yeyuno, ileo, ciego y colon) (181).
En fetos, sin embargo, el estémago presenta una concentracién de ghrelin muy baja
aumentando ésta después del nacimiento. Algunos trabajos consideran al pdncreas y al
pulmén como principales fuentes de ghrelin durante este periodo (185).
En el cambio lactante-destete la concentracién de ghrelin total (que incluye UAG y
todas las formas aciladas de ghrelin con extremo C terminal) en estémago murino

permanece estable.

En estémago, las células que sintetizan y secretan ghrelin han sido identificadas como
las X/A, que son mds abundantes en el fundus (90). En el estémago humano, el ratio
UAG: ghrelin es 2:1 (175;179) mientras que circulante el UAG supera el 90% del
ghrelin total.

Ghrelin se expresa, ademds, en otros tejidos pero a nhiveles mds bajos: hipotdlamo,
hipofisis, gldandula adrenal, tiroides, mama, ovario, placenta, testiculo, préstata, higado,
vesicula biliar, pdancreas, tejido adiposo, linfocitos humanos, bazo, misculo esquelético,
miocardio, venas y piel (186). Aunque en muchos de estos tejidos se expresa fambién
el receptor (6HS-R1a), se desconoce si ejercen algin efecto fisioldgico autocrino o
paracrino, ya que teniendo en cuenta los bajos niveles de expresiéon un efecto

endocrino parece improbable.
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La distribucién de los péptidos que se obtienen del extremo C-terminal es igual que
para ghrelin, siendo el ghrelin deleccionado en el exdn 3 6 4 encontrado ademds, en
lineas celulares de cdncer de préstata y en carcinoma respectivamente.

Asimismo, se ha visto que se encuentra obestatina en células de la mucosa gdstrica,
pdncreas perinatal y testiculo de ratas (180;187;188). Un estudio reciente mostré que
las células inmunorreactivas para preproghrelin y obestatina fueron mds numerosas
que las inmunorreactivas para ghrelin en el estémago de rata, sugiriendo la falta de
ghrelin en algunas células X/A. En el pdncreas la obestatina estd presente en partes
periféricas de los islotes, con una distribucion distinta de las células productoras de

glucagén, insulina y polipéptido pancredtico (189).

2.3. Péptidos circulantes

Dos tercios del ghrelin circulante son producidos por las células X/A de la
mucosa oxintica del estémago y parte del restante de las células X/A del intestino
delgado (90).

La forma mds abundante de ghrelin circulante es el UAG (90%). La vida media de
ghrelin acilado en plasma es mucho menor que la de UAG debido, fundamentalmente a:
unién al receptor en distintos tejidos y el rdpido proceso de desacetilacién de ghrelin
para dar lugar a UAG (190).

Ghrelin y UAG estdn presentes en plasma humano. Al igual que en el estémago ambos
son activos. Existen dos teorias al respecto: 1) UAG podria resultar de una acetilacién
incompleta del péptido, siendo ambas formas secretadas mediante dos rutas
independientes y 2) UAG podria ser el resultado de la desacetilacion de ghrelin. En la
primera teoria, UAG podria ser un péptido activo producido directamente desde el
gen ghrelin. En la segunda, UAG podria ser producido a partir de ghrelin; en este
sentido se han encontrado en suero humano numerosos enzimas que pueden llevar a
cabo esta accion (191), mientras que en rata solo la carboxilesterasa
(lysophospholipase I) ha sido implicada. Estos enzimas estdn asociados con

lipoproteinas del suero, que también participan en transporte del ghrelin circulante. El
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proceso de desacetilacién puede llevarse a cabo incluso después de ser recogida o ser
manipulada a temperatura ambiente.

Hay estudios que sugieren que, mientras UAG circula como un péptido libre, la mayoria
de ghrelin circulante estd unido a otras moléculas, especialmente lipoproteinas
(191;192) tales como lipoproteinas ricas en triglicéridos (TG), lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y de muy alta densidad (VHDL). El aumento de hidrofobicidad en el
ghrelin debido a la unién de un dcido graso en la Ser3 puede causar su unién a estas
otras moléculas en sangre (191).

El péptido C-ghrelin es también detectado en circulacion en humanos, siendo sus
niveles especialmente altos en pacientes con problemas cardiacos (178). Adn no se
sabe si el alternativo C-ghrelin o sus potenciales productos proteoliticos desde el
preproghrelin con exdn 3 deleccionado circulan en sangre en humanos como hace el C-

ghrelin derivado del preproghrelin.

2.4. Variabilidad genética

Desde el descubrimiento de ghrelin en el 99, muchos grupos estudiaron
mutaciones en este gen y su posible implicacién en obesidad humana:
- Korbonits et a/: estudiaron un grupo de 70 nifios. Encontraron un polimorfismo
comln Leu72 por Met (L72M), que estaba asociado con un mayor BMI, y con
variaciones en el test de tolerancia a glucosa, aunque no se observaban variaciones en
los niveles de esta. Concluyeron que la variacion génica de ghrelin contribuia a
obesidad en nifios, y podia alterar también la secrecién de insulina inducida por glucosa
(193).
- Un polimorfismo Arg51 por GIn también asociado con obesidad (194).
- Hinney et a/estudiaron el gen ghrelin en 215 nifios y adolescentes alemanes obesos
(grupo 1) y 93 estudiantes con peso normal (grupo 2). Ellos encontraron, ademds de
algunas ya conocidas, dos nuevas varientes dentro de la region codificante: cambio GIn

a Leu en el codon 90, y una mutacién en un individuo con peso normal (195).
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- Recientemente, dos nuevas variantes y cuatro ya conocidas han sido identificadas
en personas caucdsicas danesas (196), aunque no encontraron relacién alguna entre
estas variantes y obesidad o diabetes tipo IT, tanto en adultos como en nifios (197).

- Steinle et a/analizaron tres polimorfismos (Arg516GiIn, Leu72Met and GIn90Leu) en
un estudio sobre diabetes en personas Amish, y concluyeron que estas mutaciones

podian suponer un riesgo de padecer sindrome metabdlico (198).

3. GHRELIN ACILADO (= ghrelin
El ghrelin aciladado es un péptido de 28 aa, aunque también puede presentar 27 aaq,
y estd caracterizado por presentar un grupo O-n-octanoico en el residuo 3 (Ser),

aunque aqui fambién puede haber variaciones.
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Figura 17: Ghrelin acilado, con un grupo octanoico en la Ser3.

3.1 GOAT

Teniendo en cuenta la importancia funcional que tiene la presencia del grupo
octanoico en la Ser3, una de las principales cuestiones pendientes en relacién con el
estudio de ghrelin era qué y cémo se realiza esa modificacion. El enzima encargado ha
sido recientemente identificado (199). Se denomina GOAT (ghrelin O-
acyltransferasa) y pertenece a la familia de acyltransferasas unidas a membrana
(MBOAT) encargadas de unir dcidos grasos a lipidos o proteinas (200); de ahi que
también se conozca como MBOAT-4.
Consta de 8 segmentos transmembrana y su secuencia estd altamente conservada en
mamiferos y aves, siendo también altamente conservado el posible lugar catalitico

asparragina-histamina.
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GOAT es el primer miembro de esta familia que transfiere de forma especifica un
dcido graso de cadena media como el octanoico, ya que lo que se conocia hasta el
momento era que afadian dcidos grasos de cadena larga. Actia, al igual que otras
MBOATSs, sobre proteinas que se encuentran en la superficie luminal, siendo
octanoilado el preproghrelin antes de ser transportado al golgi, donde es cortado por
la prohormona convertasa 1/3 (PC 1/3) para formar el ghrelin maduro. Esto sugiere
que GOAT se encuentra en el reticulo endoplasmdtico (RE). El donante es
probablemente octanoyl-CoA pero como pasa al RE no estd claro, aunque puede que
sea el propio GOAT quien realice esta accion (199).

Teniendo en cuenta que las células de mamiferos casi no sintetizan dcidos grasos de
cadena media, es posible pensar que la fuente de dcido octanoico sea la dieta (177),
pero no se puede descartar que se obtenga movilizando los depésitos propios de grasa,

o incluso que lo sinteticen células especializadas que coexpresan GOAT y ghrelin.

La distribucion de GOAT es similar a la de ghrelin, siendo especialmente alta en
estomago. Sin embargo, sus hiveles son menores que los de ghrelin, reflejando la
proporcién de ghrelin acilado (20-30%) y pudiendo tratarse, ademds, de un mecanismo

de regulacién entre enzima y sustrato.

A pesar de la alta homologia, algunas diferencias han sido descritas entre GOAT
murino y humano en cuanto a su distribucion y el tamafio del dcido graso que pueden
incorporar: GOAT se expresa mayoritariamente en estémago y tracto intestinal, pero
se puede encontrar también en otras zonas tales como testiculo en roedores y
pdncreas en el caso de humanos; y ademds, mientras que en roedores une a la Ser 3 de
ghrelin especificamente un grupo octanoico, en humanos puede unir también dcidos
grasos de tamafio variable (desde el acetato hasta grupos decanoicos).

Aungue se sabe que ghrelin acilado puede regular la secrecién de insulina, la fuente de
este ghrelin no estd tan clara. El hecho de que se exprese en pdncreas tanto ghrelin
como GOAT, sugiere que quizds el ghrelin acilado producido localmente puede estar

mediando los efectos observados en la secrecion de insulina.

_67 -



Introducciéon

Una cuestion importante es mediante qué mecanismos y bajo qué situaciones
fisiolégicas se activa o inhibe GOAT. Se sabe que el ayuno a largo plazo inhibe la
acetilacion de ghrelin pero no la secrecién total, mientras que la ingesta suprime la
secrecién de ambos, ghrelin acilado y UAG (201). También se ha demostrado en ratas
que la restriccion crénica de comida provoca un aumento en la expresion de GOAT en
la mucosa gdstrica, lo que podria explicar los altos niveles de ghrelin observados en
personas con anorexia. En este estudio demuestran ademds que con la administracion
de ob periférica a animales sometidos a ayuno se consigue un aumento de expresién de
GOAT. Esto sugiere que, al menos en ayuno, la expresién de GOAT estd regulada por
leptina (202).

Yang et al, mediante un ensayo bioquimico sobre células de insectos que
sobreexpresan GOAT de ratén, proponen que GOAT reconoce una secuencia

determinada en preproghrelin, que incluye a la Ser3: Glyl, Ser3 y PheAla4 (203).

El descubrimiento de GOAT abre nuevas e interesantes vias de estudio:

- La existencia de un ratén KO para GOAT (204) supone una posibilidad para conocer
mejor la importancia bioldgica de UAG, del ratio UAG/ghrelin acilado, e incluso
posibles efectos de estos dos péptidos derivados del mismo gen. Puede resultar
especialmente Gtil fambién en el estudio de la regulacién de la secrecién de insulina
por parte de ghrelin.

- Posible diana terapéutica para prevenir y tratar la obesidad bloqueando de forma
indirecta el efecto de ghrelin. Ya que esta es la Unica hormona conocida que sufre
este tipo de modificacion postraduccional, la inhibicién de GOAT afectaria a ghrelin

de forma directa y exclusiva, evitando posibles efectos secundarios.

3.2 Regqulacion de la expresion de ghrelin

a) Ayuno-Ingesta: los niveles de ghrelin circulantes varian en funcién del
estado energético, aumentando en situaciones de ayuno (205) y disminuyendo tras la

ingesta.
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Un par de horas antes de la ingesta aumentan los niveles plasmdticos de ghrelin,
actuando como una sefial para el inicio de la ingesta, y caen a niveles basales una hora
después de ésta (206). Ese incremento preprandial se produce sin la intervencién de
ninguna sefial relacionada con la comida, mientras que la supresién postprandial de los
niveles de ghrelin se produce en proporcion a las calorias ingeridas (207).

Sin embargo, no estd muy claro como se regula la expresién de ghrelin segtn la ingesta:

- la administracién oral de glucosa disminuye los niveles de ghrelin plasmdticos
(208;209).

- la distensién gdstrica mediante la ingesta de agua no cambia los niveles
plasmdticos de ghrelin, indicando que la expansién fisica del estémago no induce
liberacion de ghrelin (208;209).

- la disminucién de los niveles de ghrelin ocurre después de la ingesta de comida
rica en grasa, mientras que no cambia si es rica en proteinas (210;211), pero se
incrementan si la dieta es baja en proteinas (212).

- ayuno prolongado durante 3 dias no cambia los niveles de ghrelin comparado con el
estado basal (213).

- en humanos una dieta rica en hidratos de carbono causa una caida en los niveles de
ghrelin superior a la observada con dieta alta en grasa, mientras que la administracion

oral de aa esenciales o proteinas ho causa hinglin cambio (211).

b) Nervio Vago: la vagotomia subdriafragmdtica no efecta ni a los niveles de
ghrelin basales ni a la supresion de los niveles de ghrelin mediante los nutrientes (214),
pero si se evita completamente el aumento de los niveles de ghrelin causados por la
deprivacion de comida. Esto indica que la via eferente del nevio vago contribuye al
incremento de ghrelin durante el ayuno, mientras que la aferente interviene en la

transmision del efecto orexigénico del ghrelin desde el estomago hacia el CNS.

c) Peso corporal: los niveles de ghrelin plasmdtico son bajos en obesos y

altos en anoréxicos (215;216).
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- Obesidad: los niveles de ghrelin en liquido cefalorraquideo de obesos, asi como los

plasmdticos en obesos sometidos a ayuno, estdn negativamente correlacionados con el
BMI, porcentaje de grasa corporal y los niveles de leptina e insulina en el ayuno (216).
Esos niveles se van incrementando a medida que el sujeto va perdiendo peso (217).
Una excepcion dentro de los obesos es el Sindrome de Prader Willi. Esta compleja
enfermedad genética estd caracterizada por retraso mental moderado, hiperfagia y
obesidad, corta estatura (bajos niveles de GH), hipotonia muscular y peculiaridades en el
comportamiento. A pesar de ser obesos e hiperleptinémicos, estos sujetos tienen altos
niveles de ghrelin plasmdtico que parecen ser responsables de la hiperfagia observada.
Poco se sabe, sin embargo, de cémo se produce ese aumento de ghrelin en estos
pacientes (218).

- Anorexia: en personas con anorexia los niveles de ghrelin estdn muy elevados y
descienden a valores normales con el aumento de peso. Lo mismo sucede en casos de
bulimia nerviosa (209).

- Otros: bajos niveles de ghrelin en pacientes con resistencia a insulina tales como
sindrome de ovario poliquistico y DMII (219), pacientes con by-pass gdstrico pierden
peso y sus niveles de ghrelin disminuyen (215), pacientes con sindrome de intestino

corto presentan bajos niveles de ghrelin (220).

d) Hormonas y otros péptidos:

La hormona de crecimiento exdgena desciende los niveles de mRNA de
ghrelin en el estomago y en plasma (221).
Por otra parte, el bloqueo del nervio vago aferente atenda la secrecion de GH
hipofisaria inducida por la administracion periférica de ghrelin, tfanto en ratas como
en humanos (222;223). Esto refleja la existencia de feedback negativo entre la
produccién de GH y ghrelin, y la intervencién del nervio vago en la secrecion de GH
inducida por ghrelin.
El efecto de la insulina sobre los niveles de ghrelin parece contradictorio. Algunos
trabajos en humanos indican que disminuye los niveles de ghrelin postprandiales

(208;224), pero otros consideran que no es asi (225). Mientras la administracién de
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insulina disminuye los niveles de ghrelin plasmdticos a los 10 minutos, la administracién
de glucosa lo consigue a los 5; sin embargo, la insulina tiene capacidad para disminuir
los niveles de ghrelin independientemente de la concentracion de glucosa (226).

La somatostatina (SST) exdgena y sus andlogos (Ostreotide) suprimen los niveles de
ghrelin plasmdticos (227;228). La SST enddgena inhibe la sintesis de ghrelin y el eje
adrenal a través de mecanismos independientes. Sin embargo, no contribuye al
incremento inducido por el ayuno en los niveles de ghrelin (229). El ratén KO para SST
(sst”) presenta altos niveles plasmdticos de ghrelin total, no el octanoilado, con un
aumento en los niveles de expresién de ghrelin a nivel del estémago pero no en
hipotdlamo o hipéfisis.

El glucagon disminuye de forma significativa los niveles de ghrelin en humanos (230)
actuando a nivel central. El eje adrenal juega un importante papel en la supresion de
ghrelin inducida por la administracion de glucagén periférico (231).

Los niveles de ghrelin son elevados en los ratones ob/ob, y disminuyen tras la
administracion de leptina, mientras que estdn disminuidos en los db/db (232;233). La
sobreexpresion de leptina en el hipotdlamo de rata incrementa los niveles de ghrelin
circulantes (234).

En humanos con deficiencia de lepting, los niveles de ghrelin son bajos, en funcién del
BMI (228). Algunos estudios, sin embargo, sugieren efectos opuestos de la leptina: la
administracion de leptina a voluntarios humanos no causa ningtin cambio en los niveles

de ghrelin a corto o largo plazo (213).

e) Mediante bypass gdstrico la secrecion de ghrelin total se reduce hasta
un 70% (215;235), perdiendo también las fluctuaciones relacionadas con la comida y la
ritmicidad diurna de ghrelin. Esto puede ser debido a que el contacto directo entre la

mucosa gdstrica y la comida sea importante para la produccidn y secrecion de ghrelin.
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3.3 Receptor: GHS-R

a) Caracteristicas generales:

El gen que da lugar al receptor de secretagodos de GH (GHS-R) se sitta
en la posicion 3q26.2. Estda compuesto por 2 exones y 1 intron: el exdn 1 codifica para
los primeros 265 aa, que incluyen la region transmenbrana I a V, mientras que el exdn
2 da lugar a la regién transmembrana VI'y VII (236).

Hay dos variantes de cDNA para este receptor derivados del mismo gen: tipo la y tipo
1b. El GHS-R1a estd formado por 366 aa con 7 dominios transmembrana, presentando
el extremo C-terminal intracelular y el N-terminal hacia el lado extracelular. El GHS-
R1b consta de 289 aa y 5 dominios transmembrana. EI GHS-Rla se activa por los
secretagogos de GH, incluyendo el ghrelin, mientras que la funcién del GHS-R1b ain
es desconocida.

Es un receptor asociado a proteina G, que pertenece a una familia de receptores que
incluye: receptor de motilina, receptor 1y 2 de neurotensina, GPR39, y receptores 1y

2 de neuromedina.

L L Insertion
in modiline

Figura 18: Estructura de GHS-Rla.
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b) Localizacién:

Mediante distintas técnicas se ha comprobado que se expresa GHS-R1a
en un amplio rango de tejidos: hipéfisis (especialmente en las células somatotropas),
hipotdlamo (especialmente niicleo ARC), médula oblongata, plexo coroideo del cortex
cerebral y algunos tejidos periféricos como el pdncreas, gldndula tiroidea, miocardio,
gldndula adrenal, gdnadas, arterias, pulmén, higado, bazo, mdsculo esquelético, rifién,

tejido adiposo, venas, Utero, piel, nddulos linfoides, estémago e intestino (237-240).

La expresion del receptor en el hipotdlamo y a nivel hipofisario es coherente con su
papel en la regulacion de la secrecion de GH, mientras que su presencia en otras
regiones del sistema nervioso central y algunos tejidos periféricos, puede indicar su
participacién en diferentes funciones fisioldgicas.

Sin embargo, la forma del receptor mds ampliamente distribuida es el GHS-R1b que
se encuentra en: pulmon, mucosa bucal, eséfago, fundus estomacal, duodeno, yeyuno,
ileon, colon, higado, mama, ovario, trompa de falopio, placenta, testiculo, prostata,

nddulos linfoides, piel, tejido adiposo, mdsculo y tejidos vasculares (238-241).

¢) Mecanismo de accidn:

Una de las caracteristicas de GHS-R1a es la actividad basal constitutiva
que presenta en ausencia de antagonista, resultando en una alta proporcién de
internalizacion del receptor asi como de actividad de la sefial.

Mediante estudios cinéticos se ha comprobado que GHS-R1a pasa al interior mediante
vesiculas de clatrina, a través de un mecanismo endosomal (242): GHS-Rla media la
entrada de ghrelin y la degradacién mediante una ruta de internalizacién implicando
esencialmente vesiculas de clatrina, disociacion del complejo ligando receptor en
endosomas y reaparicion del receptor en superficie de membrana (100% a las 6 horas)
mediante vias de reciclaje. En este sentido, la desensibilizacién del receptor y
endocitosis previenen una sobreestimulacién y determina la frecuencia de respuesta a
ghrelin.

Algunos trabajos plantean la posibilidad de que el receptor GHS-Rla forme

homodimeros o heterodimeros (243): por un lado sugieren la posiblidad de que se

~73-



Introducciéon

formen homodimeros del receptor de secretagogos para evitar que se unan dos
moléculas de ghrelin al mismo tiempo, aunque no asi de otros agonistas no peptidicos
mds pequefios, y por otra parte, ghrelin puede amplificar la sefial de la dopamina a
través de un mecanismo que implica la formacién del heterodimero GHS-

Rla/Dopamina-R1 (DIR).

El mecanismo a través del cual la activacién del sistema ghrelin/GHS-R1a desencadena
la secrecién de GH, es uno de los mejor caracterizados para este receptor. En las
células somatotropas, el enzima PLC (fosfolipasa C), actia sobre el fosfoinositol 4,5
difosfato (PIP;) en la cara interna de la membrana plasmdtica generando inositol
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (240): IP; media la liberacién de Ca™ desde el
RE y DAG activa PKC. La liberacién de Ca™ dependiente de IP;causa la inhibicién de
canales de K’ independientes de voltaje, y esto, junto con la activacién de PKC por
DAG, causan la despolarizacién de la membrana, la apertura de canales de Ca™ (tipo L
y T) y la entrada de éste. Los altos niveles de Ca™ intracelular disparan la liberacién

de GH al medio extracelular (244).

L 1 YL LR o
RN T

Figura 19: Mecanismo de transduccion de la sefial del receptor GHS-R a través de la

via (PLC/PKC/IP3). Usada por ghrelin y otros secretagogos como GHRP-6.
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Sin embargo, ghrelin estimula otras rutas de sefializacién, dependiendo del tipo
celular:

- En células hipofisarias de cerdo se ha encontrado las activacién de tres vias
distintas en respuesta a la administracion de ghrelin (22): AC/PKA (adenilato ciclasa/
proteina Kinasa A), PLC/PKC y sefial de Ca*? extracelular.

- En células de hepatoma que expresan GHS-R, ghrelin estimula un mecanismo
intracelular caracterizado por fosforilacion de Tyr del sustrato del receptor de
insulina 1, union de GRB-2 a IRS-1y aumento de la actividad de MAPK (245).

- En neuronas que continen NPY, ghrelin induce una corriente de Ca+2 mediante
canales de Ca™ tipo N (mientras que en las células hipofisarias se activan los tipo L),
usando la via PKA/cAMP (22).

La administracion de ghrelin /n vivo, que da lugar a un aumento de la ingesta, activa
AMPK a nivel hipotaldmico. Ademds, la accion de ghrelin sobre AMPK interviene en la
distribucién de grasa y en el metabolismo de forma tejido especifica, ya que causa la
activacién de AMPK en corazén, pero la inhibe en higado y tejido adiposo (246).

En relacidn con el control de la ingesta, ghrelin también activa la éxido nitrico sintasa
(NOS) en el hipotdlamo, pudiendo modificar los niveles de NO a través de las
neuronas productoras de NPY (247).

- En células de ovario de hamster, que sobreexpresan GHS-R, la administracién de
ghrelin resulté en la activacién de la ruta ERK1/2 mediante PLC (248).

- La activaciéon de NF-kB, asociado al aumento de secreciéon de IL-8, ha sido
observado en procesos de inflamacién de colon (249); mientras que también se ha
observado la inhibicion de NF-kB por parte de ghrelin como mecanismo protector
frente al algunos procesos inflamatorios.

- La actividad proliferativa de ghrelin lleva a la activacion de MAPK en distintos tipos

celulares, alguno de los cuales implicado en funciones vasculares.

d) 6HS-R1a: ¢Unico receptor de ghrelin?

Teniendo en cuenta el amplio espectro de funciones de ghrelin, las distintas

vias de sefializacion que activa segun el tipo celular y la existencia de diferencias en la
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union y funcién entre ghrelin y otros secretagogos (peptidicos y no peptidicos), parece
improbable que el GHS-R1a sea el dnico receptor de secretagogos de GH (171).

La presencia de un inespecifico y no caracterizado receptor de ghrelin, distinto de
GHS-R1a, ha sido descrito en condrocitos (250) y cardiomiocitos (251).

Otro subtipo puede mediar la influencia de ghrelin sobre la secrecién de insulina y el
metabolismo de glucosa, ya que este efecto no es compartido por secretagogos
sintéticos que prdcticamente mimetizan al ghrelin (252). Esto podria explicar también
el efecto antagdnico que parece ejercer ghrelin y UAG en el metabolismo de la
glucosa.

Recientemente se ha sugerido la presencia de un receptor de ghrelin desconocido, que
medie la accion de éste sobre la ganancia de peso, basdndose en el descubrimiento de
un andlogo de ghrelin (BIM-28163). Este péptido antagoniza completamente GHS-R1a
pero no lo activa, bloquea la secrecion de GH inducida por ghrelin in vivo (253) vy, sin

embargo, actia como un agonista en cuanto a la ganancia de peso (254).

Ha sido demostrado que un subtipo de GHS-R es capaz de unir ghrelin acilado y UAG,
y que probablemente medie acciones bioldgicas (255) como por ejemplo en lineas
celulares de cdncer de mama (256), en cardiomiocitos (257) y en la promocién de
adipogénesis de BAT /n vivo.

A pesar de eso, parece que ghrelin y UAG actdan como hormonas independientes a

través de distintos receptores (252;256;258).

Son muchos los datos que sugieren la presencia de receptores alternativos, distintos
de GHS-R1a, que parecen estar implicados en mediar las mayores acciones de ghrelin,
GHSs y probablemente de UAG. Sin embargo, estos datos son bastante ambiguos y
muchas cuestiones fundamentales necesitan ser aclaradas, por ejemplo las acciones
comunes y antagonicas descritas para ghrelin y UAG en los sistemas periféricos, la
existencia de un receptor comin o por el contrario la existencia de receptores

especificos para cada uno, y si esto sucede, el grado de afinidad por cada uno de ellos.
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3.4 Funciones de ghrelin
» Secrecion de GH

El descubrimiento de ghrelin supuso un cambio en lo que se conocia sobre
la secrecién de GH. Se consideraba que estaba controlada por dos neuropéptidos
hipotaldmicos: GHRH (activa) y SST (inhibe). Sin embargo, se ha demostrado que la
administracion de ghrelin tiene un potente y especifico efecto estimulador de la
secrecién de GH, /n vitro e in vivo, tanto en animales como en humanos.

Mediante experimentos llevados a cabo en ratas en libre movimiento se ha
comprobado que la administracion de ghrelin es un potente secretor de GH, incluso
mayor que GHRH, causando una rdpida respuesta a todas las dosis estudiadas (91). En
el mismo sentido apuntan también datos obtenidos en humanos (259): en sujetos
normales la secrecién de GH se ve estimulada tras la administracién de ghrelin de
forma dosis dependiente. También se ha demostrado que ghrelin induce la secrecion
de GH en otras especies como pollo (260), peces y rana (261).

En cultivo primario de células hipofisarias se ha comprobado que ghrelin también
puede actuar a este nivel, estimulando la secrecién de GH aunque en menor medida
que /n vivo. Esto sugiere que existen otros factores implicados /n vivo para que los
niveles de secrecion de GH por la administracion de ghrelin sean mdximos.

El efecto liberador de GH por ghrelin parece resultar de la unién de ghrelin al
receptor GHS-Rla en células somatotropas de la hipéfisis (262), activacion de las
neuronas GHRH inducida por ghrelin y retraso de las neuronas productoras de SST a
nivel de hipotdlamo (263), ademds de la activacion aferente vagal inducida por ghrelin
(264).

La activacion del receptor GHS-R1a parece esencial para los efectos de ghrelin sobre
la estimulacién de GH, ya que la administracién de ghrelin exdgeno a ratones ghs-r”"
no causa ningln efecto sobre la secrecion de la hormona de crecimiento. Por otro lado
el ratén ghrelin ”~ presenta un fenotipo muy similar al wt en términos de crecimiento y
respuesta al ghrelin exdgeno (265;266).

El reciente descubrimiento de que ghrelin induce la expresion de un factor de

transcripcidn pit-1 (267), que es responsable de la expresién especifica en las células
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somatotropas del gen de GH, aporta nuevos datos acerca del papel fisioldgico de

ghrelin en la diferenciacién de la célula somatotropay su funcion.

> Ingesta y peso corporal

A) Regulacién Ingesta:
Desde que Arvat E et a/ (172) publicaron en el 2000 que la

administracion de ghrelin causaba secrecién de GH en humanos y que estos voluntarios
presentaban como efecto colateral un aumento de la ingesta, son muchos los trabajos
que confirman la participarcion de ghrelin no solo en la regulacién de la ingesta
(268;269) sino también del balance energético y del peso corporal (173;270).

Los niveles plasmdticos de ghrelin se incrementan desde unas 2 horas antes de cada
comida y caen hasta niveles minimos a lo largo de 1 hora después de la ingesta
(216;271). Se comprobd en humanos que los niveles de ghrelin previos a la comida
determinaban no solo el inicio de la comida, de forma voluntaria y sin ningdn tipo de
pauta, sino también la cantidad de comida ingerida; mientras que la disminucién de los
niveles de ghrelin postprandiales estaba determinada por la cantidad de calorias
ingeridas (207). Esta variacion en los niveles de ghrelin pre y postprandiales apoyan la
hipétesis, observada tanto en animales como en humanos, de que ghrelin es una sefial

de hambre marcando el inicio de la ingesta (271).
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Figura 20: Representacion de los niveles plasmdticos de ghrelin durante un periodo
de 24 horas; se producen picos de ghrelin previos a las comidas y disminuyen después

de estas.
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El efecto orexigénico de ghrelin es ejercido a nivel hipotalamico: el péptido ghrelin,
aunque es mayoritariamente secretado por el estomago, también se expresa en el
hipotdlamo; andlisis inmunohistoquimicos revelaron la existencia de neuronas que
contienen ghrelin en el ndcleo ARC y también en PVN, VMN y DMN (272).

Asimismo, el receptor GHS-Rla se expresa en distintas regiones del cerebro entre
ellas distintos nicleos hipotaldmicos (ARC, PVN y VMN) importantes en la regulacién
del apetito y la ingesta (237).

La presencia de ghrelin y su receptor en el hipotdlamo, en concreto en el ARC (donde
la expresion de GHS-Rla es especialmente densa) sugeria que la regulacién de la

ingesta por parte de ghrelin se realizaba a nivel central.

Se comprobé en ratas que la administracion intracerebroventricular
(30;173;269;273;274) de ghrelin, asi como ip, iv o sc (205; 274), causa un significativo
aumento de la ingesta, siendo este péptido orexigénico el mds potente de los
conocidos.

Mediante la cuantificacion de la expresion de c-fos, un marcador de actividad
neuronal, se pudo ver que tanto la administracién central como periférica de ghrelin
causa la activacion de neuronas que expresan GHS-Rlay, en el caso del ARC, tfambién
expresan NPY y AgRP. Esto hizo pensar en la posibilidad de que el efecto orexigénico
de ghrelin pudiera implicar a estos neuropéptidos. Coincidiendo con estas
observaciones, se comprobé que la administracion de ghrelin aumenta la expresién de
NPY y AgRP en el hipotdlamo, demostrando también la existencia de sinapsis entre las
neuronas productoras de ghreliny las productoras de NPY.

De hecho se demostré que en el ARC, estas heuronas que contienen ghrelin envian
fibras eferentes sobre las neuronas productoras de NPY y AgRP estimulando la
liberacién de estos neuropéptidos orexigénicos, mientras que suprime la liberacién del
anorexigénico POMC. En el PVN, ademds, las neuronas productoras de ghrelin envian
fibras aferentes sobre las neuronas NPY que suprimen la liberacion de GABA,
estimulando la liberacién de CRH y por tanto aumentando la secrecién de ACTH vy

cortisol (272).
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Figura 21: Circuito hipotaldmico implicado en el efecto de ghrelin sobre la

regulacién de la ingesta: activacion de NPY e inhibicién de POMC.

Estudios fisioldgicos en ratas indicaban que al menos parte del efecto orexigénico de
ghrelin estaba mediado por NPY y AgRP: el pretratamiento con anticuerpos anti-NPY
bloqueaba el efecto orexigénico de ghrelin; la coadministracion de ghrelin y
antagonistas de los receptores de NPY, Y1R e Y5R, también bloqueaba el efecto de
ghrelin sobre la ingesta; con melanocortinas o anti-AgRP se suprimia la ingesta
inducida por ghrelin.

Fue posteriormente, a través de experimentos con ratones KO, cuando se confirmé la
participaciéon de los neuropéptidos NPY y AgRP en el efecto de ghrelin sobre la
ingesta. Chen et a/ (275), comprobaron mediante deleccién individual o combinada de
GHS-R1la, MCR, NPY o AgRP que el GHS-R1a era necesario para el efecto orexigénico
de ghrelin periférico y que este efecto estaba disminuido en los ratones MCR-KO y
NPY-KO, se mantenia intacto con la deleccién de AgRP y desaparecia en el dKO
NPY/AgRP. Esto refleja que la deleccion de NPY y AgRP impide el efecto orexigénico
de ghrelin, y que esta sefial también depende de la integridad del sistema central de

melanocortinas.
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Ademds de en las neuronas NPY y AgRP, se estimula la expresion c-fos en respuesta a
ghrelin en las neuronas productoras de orexina, un neuropéptido hipotaldmico que
estimula ingesta (276). Esto llevé a pensar en la posible conexién entre ambos
péptidos, ghreliny orexina, sobre la regulacion de la ingesta.

En el raton null-orexina se observa una reduccién en la capacidad de ghrelin para
estimular ingesta; efecto que es atenuado también con pretratamiento con Ig6 anti-
orexina pero ho con Ig6 anti-MCH. Sin embargo, la coinfecciéon de ghrelin con un
antagonista de Y-R1 e Ig6 anti-orexina muestra una supresion de ingesta del 87%
comparado con la inyeccion de ghrelin solo. Se ha comprobado también que existe
conexion entre las neuronas orexina y las productoras de NPY y AgRP (277). Estos

resultados indican que ghrelin y orexina colaboran en la regulacion de la ingesta.

Teniendo en cuenta que la administracién de ghrelin, central y periférica, aumenta la
ingesta mediante la modificacién de neuronas a nivel del hipotdlamo (278;279) y que el
porcentaje de ghrelin periférico que cruza la BBB es muy bajo, se considerd la
existencia de otras vias de paso alternativas.

Se comprobd mediante distintos experimentos la intervencién del nervio vago en esa
transmision: presencia de receptores de ghrelin en neuronas del nervio vagal aferente
en el ganglio donoso en rata (222;280;281) y la administracion icv de ghrelin induce c-
fos en el nlcleo dorsomotor del nervio vago y estimula la secrecién dcida (282). La
vagotomia inhibe, sin modificar los niveles basales de ghrelin, la capacidad de este
para estimular la ingesta y la secrecion de GH (222;283). Ademds, la vagotomia
subdiafragmadtica o el tratamiento con atropina consiguen revertir completamente el
aumento en los niveles de ghrelin inducido por el ayuno (90;214). Se ha comprobado,
también, que la sefial orexigénica de ghrelin llega al ARC mediante la activacién de las
vias aferentes del vago: tras la activacion de GHS-Rla sobre las fibras aferentes
vagales en el estomago, la sefial inducida por ghrelin llega a NTS, a través del cual

pasa al hipotdlamo (284).
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Por dltimo, mencionar que ghrelin puede ejercer su efecto orexigénico de forma
directa sobre otras regiones del CNS conocidas también por su implicacién en la
regulacién de la ingesta. En este sentido, se ha encontrado alta expresion de GHS-R
en zonas del tronco cerebral (drea postrema, nicleo tracto solitario y nicleo motor
dorsal del vago) o en otras regiones como el VTA (drea tegmental ventral), hipocampo,
y la sustancia negra (285). Esto Ultimo sugiere un posible efecto de ghrelin sobre la
ingesta por motivos distintos del hambre, como por ejemplo el sabor y la activacion de
la ruta dopaminérgica asociada a procesos de recompensa. Asi, mientras la
microinyeccién de ghrelin en el VTA aumenta la ingesta, la administracién de
antagonistas de GHS-R bloquea el efecto orexigénico de ghrelin (286;287). Ya que se
ha comprobado que las neuronas del VTA no se conectan con las neuronas NPY, es
probable que sea el propio ghrelin, quien mediante la activacién de su receptor,

aumente la liberacién de dopamina en las regiones diana del VTA (287).

El primer trabajo de deleccién de ghrelin sugeria que este péptido no jugaba ningin
papel en la regulacién de la ingesta y el peso corporal, ya que el fenotipo y la
respuesta a ghrelin exégeno eran muy similares entre el ratén KO y el wt (288). Sin

embargo, en ratones ghsr-la ™

no se observaba aumento de la ingesta tras la
administracion de ghrelin, lo que reflajaba que el efecto orexigénico de ghrelin estaba
mediado por la activacién de este receptor. Fue en estudios posteriores en los que se
sometié a los ratones KO, ghrelin y GHS-R1a, a dieta alta en grasa (HFD) en los que se
pudo comprobar el efecto de ghrelin en la regulacién de la ingesta y del peso corporal,
ya que presentaban resistencia a la obesidad inducida por dieta (289).

Un estudio reciente sobre ghrel/in 7~ indica que la deleccién de este péptido no solo no
varia la ingesta, sino que tfampoco varia otras pautas de comportamiento asociados a
esta. Asi, se encuentra en ambos grupos, KO y wt, una similar capacidad de

recuperacién a estados de déficit energético, memoria asociada a localizacidn y

bldsqueda de la comida, y pauta de ingesta siendo ésta mayor en la fase nocturna (290).
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B) Regulacion Peso Corporal:

Ademds de su efecto orexigénico, ghrelin puede regular el peso
corporal a largo plazo dado que los niveles de ghrelin se incrementan después de la
pérdida de peso y caen tras la ganancia de este (205).

La administracién de ghrelin a largo plazo promueve ganancia de peso, ho solo
mediante estimulacion de la ingesta sino también mediante la regulaciéon de otros
factores que intervienen en la homeostasis energética. De hecho, ghrelin incrementa
la preferencia por la dieta grasa (291), favorece el uso de hidratos de carbono como
fuente de energia y promueve directamente adipogénesis (292). Puede también
disminuir: lipolisis (293), apoptdsis de adipocitos (294), gasto energético y actividad
del sistema nervioso simpdtico (122), temperatura corporal (295), produccién de

citokinas inflamatorias y actividad locomotora (296).

Los resultados obtenidos en ratén KO para GHS-R muestran que su activacion es
esencial para los efectos de ghrelin sobre la estimulacion de la ingesta ya que tras la
administracién de ghrelin no se observaba aumento en la cantidad de comida ingerida
(288). Sin embargo, en el trabajo de Zigman et a/en el que se somete a estos ratones
KO a una dieta alta en grasa (HFD) se pudo observar como habia una acumulacién de
grasa significativamente menor en los animales GHS-R-nu// respecto de los controles,

y esta diferencia se obtenia tanto en machos como en hembras (289).

Aungque inicialmente, el fenotipo observado en ratones ghrelin ”~ descartaba cualquier
actividad funcional de este péptido sobre la ingesta y el peso corporal, la exposicién
de estos ratones a dietas altas en grasa sugiere que la delecciéon de la sefial de ghrelin
aporta a estos ratones cierta resistencia a la obesidad inducida por dieta. Asi,
mientras que el grupo de De Smet (297) observa que el ratén ghrelin ”~ presenta
aumento de gasto energético y descenso del peso corporal bajo dieta normal, otros
grupos solo observan estas diferencias cuando someten a los animales a dietas altas

en grasa (266;289;298).
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El estudio del fenotipo de tres tipos de ratones - ghrelin ”°, ghs-r 7~ o doble KO
(dKO)- indica un efecto aditivo de dependencia génica de modo que la deficiencia de
ghrelin tiene menos impacto sobre el metabolismo energético que la deficiencia del
receptor, pero solo la deleccién simultdnea de ambos lleva a diferencias significativas
respecto de los wt. Asi, bajo condiciones de dieta normal, mientras los ratones ghrelin
"0 ghs-r " no se diferenciaban de los wt, los ratones dKO presentaban descenso del
peso, de longitud (en los dKO viejos) e incremento del gasto energético y de la

actividad motora (299).

Sin embargo, un estudio reciente con ratones ghrelin

y ghs-r " congénicos (n=10),
minimizando su background genético, indica que la deleccién de la sefial de ghrelin no

hace que estos ratones sean resistentes a obesidad inducida por dieta (300).

> Metabolismo: glucosa y lipidos

A) Metabolismo glucosa

Aunque la principal fuente de ghrelin es el estémago, se expresa
también en otros drganos entre ellos el pdncreas: se ha encontrado expresion de
ghrelin en distintos tipos celulares (células o, B, ¢, ...) de los islotes pancredticos (301).
Se ha comprobado que ghrelin ejerce efectos directos sobre los niveles plasmdticos
de glucosa e insulina:

- La administracion sistémica de ghrelin causa un aumento significativo en los niveles
de glucosa en sangre, y esto ha sido observado tanto en roedores como en humanos
(252;302;303). Por ejemplo, en ratones sometidos a ayuno nocturno, la administracion
ip de ghrelin aumentaba de forma significativa los niveles de glucosa a los 30 minutos
de la administracién (304).

- Aunque no todos, son muchos los trabajos realizados en roedores y humanos en los
que se observa que la administracion exdgena de ghrelin inhibe la sintesis de insulina,
sugiriendo una asociacién negativa entre estas dos hormonas. Inicialmente se creia
que la inhibicion de la secrecion de insulina era independiente de los niveles de glucosa
en sangre (252); estudios posteriores proponen que esta inhibicién solo afecta a la

insulina estimulada por glucosa sin alterar sus niveles basales (305).
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- Por su parte la administracién aguda de glucosa a nivel intravenoso causaba, en ratas
anestesiadas, un descenso en los niveles prehepdticos de ghrelin mientras que no
variaba los niveles sistémicos. Esto sugeria un papel de ghrelin en el metabolismo de la
glucosa y/o sensibilidad a insulina en el higado (306).

Ademds, bajos niveles plasmdticos de ghrelin han sido asociados a distintas
enfermedades caracterizadas por la alteracion de la homeostasis de la glucosa como
por ejemplo la DMII, a menudo relacionada con resistencia a insulina y obesidad.
Tanto en modelos animales como en humanos diabéticos se observan bajos niveles de
ghrelin circulante, lo que supone una posible asociacion entre los niveles de ghrelin,

resistencia a insulina y obesidad.

En conjunto, la accién directa de ghrelin sobre los niveles de glucosa e insulina y la
relacién inversa entre ghrelin-regulacion de glucosa observada en algunas
enfermedades sugieren que el péptido ghrelin ejerce un papel fisioldgico en la
homeostasis de la glucosa y del balance energético (216;271;307).

Ya que el receptor GHS- R se expresa (170), ademds de en el hipotdlamo, en otros
organos periféricos importantes en la regulacién de la glucosa tales como pdncreas,
mulsculo esquelético y tejido adiposo, es posible que ghrelin pueda influir en la

regulacion de la glucosa a través de la accién directa sobre estos tejidos.

La explicacién a algunos de los resultados obtenidos con experimentos /n vivo se
obtuvo a través de experimentos /n vitro. Mediante estudios realizados sobre
pdncreas perfundido o islotes pancredticos aislados se ha podido comprobar que la
administracion de ghrelin exégeno inhibe la liberacién de insulina estimulada por
glucosa mediante la accion directa sobre las células B (inhibicidn del incremento de la
[Ca"] que precede a la liberacién de insulina). Efecto que era eliminado mediante
antagonistas de GHS-R o inmunoneutralizacion del ghrelin endégeno.

Por otro lado, trabajos realizados en lineas celulares o cultivos primarios han
permitido conocer el efecto de ghrelin en la regulacion de la glucosa a nivel de tejidos
periféricos. Asi, el efecto hiperglicémico de ghrelin es debido a la disminucién de la

secreciéon de insulina a nivel pancredtico y también por accién directa sobre los
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hepatocitos, donde ya ha sido demostrado que es capaz de modular la sintesis de
glucégeno y gluconeogénesis, estimulando la produccion de glucosa hepdtica (245;308).
Ademds, ghrelin refuerza la accion de la insulina sobre la disposicion de glucosa en el
musculo esquelético de ratones (309), inhibe la secrecién de adiponectina (310)
(proteina sensible a la insulina) desde los adipocitos y estimula la secrecién de
hormonas contrareguladoras, incluyendo GH, cortisol y adrenalina (262) vy

posiblemente glucagdn (311).

Mediante la obtencion de ratones deleccionados para ghrelin y/o GHS-R se pudo
observar la relevancia fisioldgica de ghrelin en la regulacién de la glucosa.

Aunque no habia diferencias en el fenotipo de gArel/in "y wt en cuanto a ingesta, peso
y niveles de glucosa plasmdticos en estado fed, los ghArelin 7~ mostraban un marcado
aumento en la respuesta a insulina y un descenso en la respuesta a glucosa (288). El
ndmero y tamaio de los islotes pancredticos, asi como la cantidad de insulina por
islote, no fueron muy distintos entre los ratones ghrelin 7 y sus wt, mientras que la
liberacién de insulina inducida por glucosa, no la basal, era mayor en islotes aislados de
los KO. Esto suponia que la mayor cantidad de insulina liberada por los islotes del
ghrelin” se debia a una mayor respuesta secretora a glucosa.

Cuando los ratones wt y ghrelin ” son sometidos a HFD se produce un aumento en los
niveles de glucosa plasmdtica en los wt pero no en los KO, y un aumento en los niveles
de insulina que era mayor en los KO. Mediante el test de tolerancia a glucosa e insuling,
GTT e ITT respectivamente, se comprobé que la deficiencia de ghrelin promovia
liberacién de insulina y protegia frente a la intolerancia a glucosa en el modelo de
obesidad inducida por dieta.

Sun Y et a/ demostraron que en ratones obesos (0b/0b) la deleccion de ghrelin
aumentaba la liberacién de insulina, reduciendo por tanto la hiperglicemia (312).

Asi, la deleccién de ghrelin protege frente a intolerancia a glucosa en dos modelos
distintos de obesidad, puede que debido a un incremento de la capacidad de liberar
insulina inducida por glucosa, permitiendo que los islotes secreten mds insulina ante un

aumento de la demanda causado por la obesidad.
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El estudio del fenotipo de tres tipos de ratones - ghrelin ", ghs-r ”" o doble KO-
indica que los dKO muestran también tendencia a tolerancia a glucosa y sensibilidad a

insulina, pero no corroboran lo observado en los 0b/0b con deleccién de ghrelin (299).

- -/

Un estudio reciente con ratones ghrelin "y ghs-r ”~ congénicos (n=10), minimizando
su background genético, indica que la deleccion de la sefial de ghrelin no hace que
estos ratones sean resistentes a obesidad inducida por dieta. Sin embargo, bajo
condiciones de balance energético negativo muestran deficiencia en el mantenimiento

de la homeostasis de la glucosa (300).

En conjunto, se cree que el ghrelin producido y liberado por los islotes pancredticos
juega un papel en la regulacién de la secrecién de insulina actuando de forma autocring,
paracrina o endocrina sobre las células § dado que (307):

- en los islotes pancredticos se expresa ghrelin y GHS-R1a.

- los niveles de ghrelin son mayores en la vena pancredtica que en la arteria, lo cual
indica que el pdncreas secreta ghrelin.

- la inmunoneutralizacién de ghrelin y el uso de antagonistas de GHS-R aumentan la
liberacién de insulina inducida por glucosa desde pdncreas perfundidos e islotes
aislados.

- ghrelin actia directamente sobre las células B del pdncreas para inhibir la
excitabilidad de membrana inducida por la glucosa, el incremento de la [Ca™] y la
liberacién de insulina.

- en ratas gastrectomizadas, que supone un descenso significativo en los niveles de
ghrelin circulante, la administraciéon de antagonistas de GHS-R incrementa la
concentracion de insulina en plasma y el incremento era similar al observado en ratas
normales.

- en ratones ghrelin ", la liberacién de insulina inducida por glucosa era mayor que en

los wt.
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B) Metabolismo lipidos

Ghrelin, mediante su accién a nivel central, puede regular
directamente la homeostasis energética del tejido adiposo. Se ha comprobado que la
administracion crénica de ghrelin icv aumenta la ingesta y, de forma independiente,
regula el metabolismo lipidico: en WAT favorece la entrada de glucosa y triglicéridos,
incrementa la sintesis de lipidos aumentando la expresion de enzimas lipogénicas (LPL,
ACCa, FAS y SCD-1), e inhibe la B-oxidacion disminuyendo la expresion de CPT-1; en
BAT, la administracién central de ghrelin disminuye la expresién de UCP-1y UCP-3,
que normalmentre contribuyen a la disipacién de energia por termogénesis. Este
efecto de ghrelin es dependiente de la dosis pero no de la hiperfagia, y parece estar

mediado por el sistema nervioso simpdtico (313).

Ghrelin también ha sido implicado en la regulacién del metabolismo de lipidos con
efectos directos sobre el higado, misculo esquelético y tejido adiposo. En el higado
induce expresion de enzimas lipogénicos, aumento de triglicéridos y disminucion de la
actividad de AMPK (con lo que disminuye la B-oxidacion de dcidos grasos) (314). En el
musculo gastronecmius, ghrelin reduce el contenido de triglicéridos, aumenta la
actividad de enzimas oxidativas mitocondriales e incrementa la expresién de UCP2 de
forma independiente de cambios en la expresion de genes de metabolismo de lipidos y
fosforilacion de AMPK (314). PPARy reduce el contenido de grasa muscular, que era
selectivamente aumentada en mdsculo esquelético (314). Asi, ghrelin favorece el
depésito de triglicéridos en el higado sobre el misculo esquelético.

Ademds, actla directamente sobre el tejido adiposo, estimulando lipogénesis en
adipocitos diferenciados /n vitro e in vivo, mediante el incremento de PPARa y la
entrada de glucosa inducida por insulina (292;315), reduce la lipdlisis, y estimula la

proliferacion y diferenciacion de preadipocitos (316).

> Gastrointestinales

Ghrelin afecta a muchos aspectos del tracto gastrointestinal incluyendo

secrecién exocrina, proteccion epitelial y motilidad.
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En cuanto a la accion de ghrelin sobre la secrecién de dcido gdstrico se han publicado
trabajos en los que se observa un efecto estimulador (317) (probablemente por
activacion de las células parietales a través del nervio vago), otros apuntan a un
efecto inhibidor (318) mientras que algunos no observan ningln tipo de efecto (319).
Estos datos conflictivos pueden reflejar la presencia de ambas vias, estimulacion e
inhibicidn, y que las condiciones experimentales y los modelos usados determinen como
se equilibran.

La accién estimuladora de ghrelin sobre la secrecion de dcido gdstrico, junto con la
estimulacién de la secrecién de proteinas pancredticas (320), puede ser importante en
preparar el estémago para procesar la comida.

También puede regular la proliferacién y diferenciacion de células del epitelio
gastrointestinal. De hecho, un efecto gastroprotector ha sido demostrado en varios
modelos, entre ellos Ulceras causadas por estrés o etanol, que parece depender
principalmente de la actividad vagal, de sensores nerviosos y hiperemia mediada por
los sistemas 6xido nitrico sintasa-oxido nitrico (NOS-NO) y ciclooxigenasa-
prostaglandinas (321).

También se ha comprobado recientemente que la administracion de ghrelin, tanto ip
como icv, suprime la apoptosis de mucosa intestinal en ratas en ayuno (322).

La relacién estructural entre ghrelin y motilina, llevé a la evaluacién de los efectos
sobre motilidad del ghrelin. Se ha demostrado que ghrelin, al igual que la motiling,
induce el complejo mayor de migracién (MMC) y acelera el vaciado gdstrico e
intestinal, tanto en humanos como en roedores (323). Estas acciones procinéticas de
ghrelin son mediadas a través del sistema colinérgico, por mecanismos centrales y

probablemente mediante el plexo mesentérico (324;325).

> Reproduccion

Una de las principales hormonas implicadas en la conexion entre reserva
energética y reproduccién es la leptina. Sin embargo, ghrelin ha sido propuesto como
un antagonista funcional de los efectos de leptina sobre el balance energético,

actuando ambas hormonas en conjunto sobre la regulacion de la ingesta y el peso

-89 -



Introducciéon

corporal. Posiblemente la interaccion leptina/ghrelin, junto con otras sefiales
metabdlicas, contribuyan a la regulacidon de la capacidad reproductiva en funcion del

estado energético (265;290).

A pesar de que trabajos realizados con ratones KO no hayan aportado demasiada luz
en este sentido, ya que ghrelin y GHS-R KO presentan un fenotipo normal en cuanto a
fertilidad y el nimero y tamafio de las crias, son muchos los trabajos (in vivoy ex vivo)
que sefialan a ghrelin como regulador de diferentes pardmetros reproductivos tales
como secrecién de gonadotropinas, inicio de la pubertad y funcidn gonadal (265;326-
329).

Estudios realizados en rata, mono y oveja han demostrado que la administracion de
ghrelin es capaz de modificar la secrecién de LH pero no de FSH: la administracién
central de ghrelin reduce la frecuencia de pulsos de LH en monos y ratas
ovarectomizadas (330;331), mientras que la administracién de ghrelin a ratas y ovejas
intactas causa la reduccién de los niveles basales de LH (332;333). En concordancia
con esto, la administracién de ghrelin suprime la pulsatilidad (tanto amplitud como
frecuencia de pulsos) y los niveles basales de LH pero no la respuesta de LH a 6nRH
en humanos (334). La administracion intravenosa de ghrelin en ratas en libre
movimiento, de forma tanto aguda como crénica (7 dias), provoca un significativo
descenso en los niveles circulantes de LH (335).

Ghrelin también es capaz de disminuir la liberaciéon de GnRH en explantes
hipotaldmicos de ratas hembra ovarectomizadas (336). Estas observaciones, junto con
los efectos causados sobre la pulsatilidad de LH, sugieren que el hipotdlamo es un
importante lugar de accion para el efecto inhibidor de ghrelin sobre el eje
gonadotrépico ya que actda sobre la secrecion de gonadotropinas, probablemente en

condiciones de hiperghrelinemia tales como déficit energético (337).

El receptor de ghrelin se expresa también en hipéfisis (171;338) por lo que se ha
sugerido que el efecto de ghrelin sobre el eje gonadotropo podria ser a este nivel. Sin
embargo, cuando se comparan resultados obtenidos / vivo (administracion central y

periférica) y ex vivo (efectos directos sobre hipéfisis) parece claro que el principal
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papel de ghrelin en el eje gonadotropo es una accién inhibitoria, probablemente
conducida a nivel central, y que podria estar reforzada por su capacidad para suprimir

la liberacion de LH inducida por GnRH en la hipéfisis.

El inicio de la pubertad es especialmente sensible al estado de las reservas
energéticas (337) siendo necesario una cantidad minima para iniciar y asegurar la
capacidad reproductora (“hipétesis de la masa critica"). Teniendo en cuenta, ademds,
que ghrelin actia como sefial de insuficiencia energética regulando el balance
energético a largo plazo, se ha sugerido que esta hormona puede intervenir en el inicio
y mantenimiento de la capacidad de reproduccion.

Asi, mediante estudios realizados en rata, en los que se valoraron indices de
activacién del eje reproductivo -niveles de gonadotropinas y esteroides sexuales, y
marcadores externos (apertura vaginal en hembras y separacién balanoprepucial en
machos) (336) - se pudo comprobar que: la administracion repetida de ghrelin c¢/12
horas (7 dias) durante la transicion puberal disminuia significativamente los niveles de
LH y festosterona y reducia parcialmente la separaciéon balanoprepucial en ratas
macho (335). Mientras que con protocolo similar en hembras prepuberales no se
observaba el mismo efecto (336). Estos datos indican que con altos niveles de ghrelin
no solo se consiguia la inhibicion de la secrecion de LH sino también el retraso en el
inicio de la pubertad de forma mds evidente en ratas macho, aunque las hembras son

también sensibles a este efecto inhibidor a altas dosis de ghrelin.

Se ha demostrado que tanto ghrelin como su receptor, GHS-Rla, se expresan en
testiculo (327;329;339) y ovario (326;340;341) de distintas especies (rata, pollo, y
humano). En concreto, se ha encontrado en las células de Leydig (329;339) en las que
actlda como un regulador local de la funcién de este tipo celular (esteroidogénesis y
proliferacion) (327;342). Mediante una combinacién de experimentos in vivo y ex vivo,
se ha comprobado que ghrelin inhibe la expresion de SCF (mayor estimulador
paracrino del desarrollo de células germinales) en las células de Sertoli (343). Esto
sugiere que las génadas son fuente de ghrelin y que éste, derivado sistémicamente o

producido a nivel local, puede ejercer efectos directos sobre las génadas. Esto fue
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reforzado por el hecho de que la expresién de ambos, ghrelin y receptor, estd
regulada por sefiales hormonales, LH, FSH, y el propio ghrelin (principal regulador de

su receptor).

En cuanto al papel de ghrelin en la gestacién, se ha demostrado que ghrelin puede
inhibir la preimplantacién de los embriones durante su desarrollo y mediar
contracciones espontdneas e inducidas por oxitocina (328;344). Ademds, los niveles
de ghrelin aumentan en ratas durante el primer tercio de la gestacion y luego caen
(340); el tratamiento crénico con ghrelin durante este periodo causa la disminucion

del tamafio de las crias.

Aungue se ha demostrado la expresion de ghrelin y GHS-R1a en la glandula mamaria y
la leche (345), su papel durante la lactancia no estd muy claro. Mientras que los niveles
de ghrelin circulante son menores en ratas en lactancia que en sus respectivos
controles (346), la administracién crénica de ghrelin a madres durante lactancia
suponen el aumento significativo de la secrecién de leche y con ello del peso de las

crias (347).

> Cardiovascular

En circulacion sistémica, ghrelin tiene un potente efecto vasodilatador,
independiente de endotelio, que implica mecanismos centrales y periféricos: la
administracion iv de ghrelin en humanos causa un significativo descenso en la presion
arterial pero no del ritmo cardiaco (348).

Ghrelin es capaz de mejorar la funcion endotelial mediante la inhibicién de la
produccidn, basal e inducida por TNF-a, de citokinas quimiotdcticas incrementando la
bioactividad del éxido nitrico e inhibiendo la migracién inducida por angiotensina IT de
las células endoteliales de la aorta en humanos (349;350).

Estos efectos pueden ser debidos, no solo a un aumento de GH, ingesta, vasodilatacion
y descenso de produccién de citokinas, sino tfambién de efectos directos del ghrelin
sobre los cardiomiocitos. In vitro ghrelin inhibe apoptosis de cardiomiocitos y células

endoteliales (257), mejora la funcién del miocardio durante isquemia/repercusién vy el
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infarto inducido por isoproterenol (351) y disminuye la tasa de infarto (352). En
voluntarios sanos (348) y pacientes con fallo crénico de corazén (353), ghrelin

disminuye la resistencia vascular, que resulta en un incremento de la funcién cardiaca.

» Sistema Inmune

El receptor GHS-R1a se expresa en érganos linfoides y en distintos tipos
de células del sistema inmune sugiriendo que ghrelin puede ejercer algln papel en la
generacion y/o el control de este proceso. De hecho, varios estudios han demostrado
que ghrelin puede modular la activacién y proliferacién de las células inmunes, y la
secrecidn de citokinas inflamatorias.

Recientemente, se ha demostrado que se encuentra ghrelin y su receptor en células T
humanas y monocitos, donde inhibe especificamente la sintesis, inducida por LPS y
leptina, de citokinas proinflamatorias tales como leptina, IL-1b, IL-6 y TNF-a
(349:354.355). Estos datos han establecido un nuevo papel para ghrelin sobre la
funcién de las células del sistema inmune, como un regulador negativo de la expresidn
de citokinas inflamatorias inducida por antigenos, mitdgenos o leptina. Esto supone

una nueva funcion en la que los efectos de ghrelin y leptina se antagonizan.

> Proliferacion celular

Existen evidencias que sugieren que ghrelin estd implicado en la
regulacién de la proliferacion, apoptésis y diferenciacion de varias lineas celulares,
normales y neopldsicas, mediante mecanismos dependientes e independientes de GHS-
Rla ya que estimula la proliferacion de cardiomiocitos, preadipocitos, osteoblastos,
células B pancredticas, células de la piel, células de la zona glomerulosa de la adrenal y
de la médula espinal (de feto en rata). Ademds, ghrelin estimula la diferenciacién de
células osteobldsticas y de mioblastos.

Evidencias de que ghrelin y ghrelin/GHSs se coexpresan en varias lineas celulares de
tumores adrenales sugieren que el sistema de ghrelin puede jugar un importante papel

autocrino/paracrino en el desarrollo de neoplasmas.
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Experimentos /n vitro, demostraron que ghrelin puede estimular e inhibir la
proliferacion de varias lineas celulares de tfumores.

En conjunto, las acciones periféricas de ghrelin no solo causan la modulacién de la
funcién sino también la regulacién de la supervivencia/proliferacion de las células

diana (356).

» Fisiologia del hueso

Uno de los efectos periféricos de ghrelin puede ser la regulacion del
crecimiento y el metabolismo del hueso. Tanto osteoblastos como lineas celulares de
osteoblastos de distintas especies, expresan GHS-Rla (357). El fratamiento con
ghrelin estimula directamente la proliferacion y diferenciacién de células
osteobldsticas de feto de rata, asi como la movilizacion y depésito de calcio (357). Con
el bloqueo de GHS-R1a se pierden estos efectos lo que sugiere que ghrelin incrementa
la proliferacion y diferenciacidn, y disminuye la apoptésis de osteoblastos de rata y
ratén probablemente a través de GHS-Rla. Ademds, ghrelin incrementa la densidad
mineral del hueso tanto en ratas normales como en deficientes en GH (358). Esto

indica que ghrelin estimula directamente la formacién de hueso.

> Otros efectos
El ndmero de funciones que se atribuyen a ghrelin sigue en aumento.
Incluyen: estimulacién de la secrecion de PRL, ACTH, AVP, promocion del suefio de
onda corta, retencion de memoria, comportamiento tipo ansiedad o

relajacién/dilatacion de los mdsculos del ojo (356).

4. GHRELIN DESACILADO (VAG

La diferencia entre ghrelin y el ghrelin desacilado (UAG) es la presencia o no de un
dcido graso (n-octanoico) en la Ser 3. Inicialmente se considerd que UAG carecia de
funcion ya que esta modificacién condicionaba la unién, y por tanto la activacion del

receptor GHS-R1a, a través del cudl se creia que ghrelin mediaba todas sus acciones.
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Sin embargo, actualmente se considera que ni ghrelin realiza todas sus funciones

mediante el receptor GHS-R1a (171) ni UAG es una molécula inerte (335;359;360).
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Figura 22: Ghrelin desacilado (UAG).

4.1 Funciones Fisiologicas

» Secrecion de GH

Bajo situaciones normales UAG no influye en la secrecion de GH ya que no
puede unirse al GHS-R1a.
UAG, en humanos, no modifica la respuesta de GH, PRL y ACTH a ghrelin (361). Sin
embargo, ratones transgénicos que sobreexpresan UAG presentan menor tamafio que
los wt, lo que indica que UAG puede modular el eje GH-IGF (disminucién de la

respuesta de GH a ghrelin) (258).

» Regulacion de la ingesta y del peso corporal

Dependiendo de las condiciones experimentales, se ha publicado que UAG
es capaz de no afectar (258;360;362), inhibir (363-365) o estimular (360) la ingesta.
Ratones transgénicos que sobreexpresaban UAG tenian un fenotipo normal comparado
con los wt en cuanto a ingesta y peso corporal (258).

Neary et a/ observaron que mientras la administracién de ghrelin ip causa aumento de
la ingesta en situaciones de alimentacién y ayuno, UAG no causa ningln efecto. Datos
similares fueron publicados posteriormente: la administracién ip no modifica la ingesta,
ni en ratas ni en ratones (362).

Un estudio reciente indica que, mientras la administracién ip de UAG solo no modifica

la ingesta, la administracién conjunta de UAG y ghrelin consigue anular el efecto
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orexigénico caracteristico de ghrelin, posiblemente mediante la activacion de
neuronas de Nesfatin-1 (366).

El efecto inhibidor de la ingesta, observado por otros grupos, parece ser especifico
para la administracién central y estd mediada por el incremento de la expresién génica
de CART y Urocortina en el PVN y el ARC a nivel de hipotdlamo (363). Ademds, la
sobreexpresion de UAG en ratén da lugar a un fenotipo caracterizado por un descenso
en el peso corporal y la cantidad de grasa, acompafiado de un moderado descenso del
crecimiento lineal. Esto sugiere que, a diferencia de ghrelin, UAG genera un balance
negativo (372).

Una posible via mediante la cual UAG puede mediar sus efectos es cruzando la BBB,
pasando directamente al cerebro, y actuar a través del receptor 2 del factor
liberador de corticotropina (CRF-R2) para inducir el efecto anorético y el cambio en
la actividad motora en el estémago durante el ayuno (364).

Por otro lado, se ha publicado también que la administracién central de UAG
incrementa la ingesta, y que este efecto puede ser a través de la ruta de las orexinas
(360). Ese efecto orexigénico también se observaba en ratones deficientes en GHS-

Rla, sugiriendo que este péptido actilia sobre un receptor especifico para él.

> Regqulacion del metabolismo de glucosa y lipidos

A) Metabolismo glucosa

En los islotes pancredticos se expresa ghrelin, en su forma acilada y

desacilada, y también el receptor GHS-R1a (238;301;304,367).

Mediante experimentos /n vivo, realizados tanto en roedores como en humanos, se ha
podido comprobar que la administracién de UAG no induce cambios significativos en
los niveles sistémicos de insulina y glucosa en estado de ayuno (303;304;368;369).

Sin embargo, se sabe que la administracién iv de UAG actla como secretagogo de
insulina en la vena portal en ratas anestesiadas, aumentando también la respuesta de
insulina a glucosa. El hecho de que UAG incremente, ademds, la tasa de eliminacion de
insulina a nivel hepdtico puede explicar por qué las diferencias observadas en los

niveles de insulina en la vena portal no se reflejan a nivel sistémico.

-96 -



Introducciéon

Mediante la coadministracion de ghrelin y UAG, al igual que bloqueando GHS-R1a, se
revierte el efecto de ghrelin sobre la secrecién de insulina. Esto soporta la hipétesis
de que UAG juega un importante papel en el metabolismo de glucosa a hivel de higado

(370).

Ademds, la sobreexpresion de UAG en islotes pancredticos mejora la sensibilidad a la
insulina tras la administracién de glucosa ip en ratones (371), y cuando se coadministra
ghrelin y UAG se bloquea el aumento de los niveles de glucosa causado por ghrelin y

empeora la sensibilidad a la insulina (309;361;369).

Por otro lado, la glucosa también afecta a los niveles de UAG: en ratas en ayuno
anestesiadas, la administracion aguda de glucosa a nivel intravenoso causa el descenso
de los niveles de UAG tanto en circulacién portal como sistémica, mientras que el
descenso en los niveles de ghrelin solo se observaba a nivel portal. Teniendo en cuenta
ademds que, tanto en condiciones basales como estimuladas por glucosa, los niveles de
ghrelin total (acilado y UAG) son mayores en la circulacién portal que en la periférica,
parece que los cambios en los niveles de ghrelin total son debidos fundamentalmente a
variacion en los niveles de UAG. Aunque no estd del todo claro, la distinta tasa de
eliminacion de ghrelin y UAG a nivel hepdtico (UAG <« ghrelin) puede explicar las
diferencias en el ratio ghrelin/UAG a nivel portal y sistémico. Ademds puede que ese
aumento en los niveles de UAG sirva para contrarrestar los efectos del ghrelin acilado
(306).

Un estudio reciente demuestra que la sobreexpresion del gen ghrelin de forma
especifica en el tejido adiposo de ratén, mediante un promotor FABP4, causa el
aumento significativo de los niveles plasmdticos de UAG y una mejoria de la tolerancia

a glucosa y de la sensibilidad a insulina (372).

Para esclarecer el papel de UAG en el metabolismo de la glucosa, son muchos también
los trabajos realizados 7 vitro. En este sentido se ha publicado que la administracién

de UAG no tiene efectos sobre la liberacion de insulina en modelos de pdncreas
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perfundidos (368). Sin embargo, UAG causa aumento de la secrecion de insulina en
lineas celulares de insulinoma expuestas a altas concentraciones de glucosa (359:373).
A una concentracion diez veces superior a ghrelin (correspondiente al ratio de los dos
péptidos en circulacion) UAG suprime los efectos de ghrelin sobre la secrecion de
insulina desde islotes pancredticos aislados de rata y de ratén (374). Ademds,
entorpece la capacidad de la insulina para inhibir la produccion de glucosa enddgena
pero no tiene efectos sobre su eliminacion. El efecto restringido de UAG y ghrelin
sobre la accidn de la insulina hepdtica es eliminado con la administracién conjunta de
ambos péptidos (309;315). Finalmente, UAG inhibe la produccién de glucosa en
hepatocitos primarios y contrarresta el efecto estimulador de ghrelin sobre la
secrecion de glucosa. Teniendo en cuenta que se ha demostrado que UAG no puede
antagonizar la accién de ghrelin sobre el GHS-R, sugiere que la actividad antagonica
de UAG estd mediada por un mecanismo indirecto, quizds implicando un receptor de
UAG especifico (308).

En conjunto, estos datos indican el papel de ghrelin en la regulacién negativa de la
secrecidn de insulina, sensibilidad a insulina y metabolismo de glucosa, mientras que un
aumento en los niveles de UAG, en concreto del ratio ghrelin/UAG, mejora la

sensibilidad a la insulina regulando su secrecidn.

B) Metabolismo lipidos

De forma similar a ghrelin, UAG promueve lipogénesis in vivo (292;303)
e inhibe lipolisis inducida por isoproterenol en adipocitos de rata mediante un
mecanismo independiente de GHS-R1a (293).
Mediante cultivo de adipocitos humanos de grasa abdominal y subcutdnea, se ha
comprobado que UAG presenta efecto antilipolitico como ghrelin, y actia como un
factor proadipogénico aunque no media sus efectos a través de GHS-Rl1a. Al igual que
ghrelin disminuye la secrecidn de leptina en estos tejidos (375).
Sin embargo, un estudio reciente demuestra que la sobreexpresién del gen ghrelin de

forma especifica en el tejido adiposo de raton, mediante un promotor FABP4, provoca
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un descenso significativo en la cantidad de tejido WAT mientras que no afecta a BAT,

en comparacion con los wt (372).

> Gastrointestinales

UAG no parece influir en la secrecién gdstrica (319). En cuanto a
motilidad, UAG periférico inhibe el vaciado gdstrico sin alterar el trdnsito del
intestino delgado, posiblemente mediante la activacién directa de los receptores del
cerebro (CRF2) cruzando la BBB pero no mediante la activacién de rutas aferentes
vagales (363;364.376). El efecto sobre la proliferacion celular y diferenciacién del

epitelio gastrointestinal no ha sido estudiado.

> Reproduccion

UAG parece que es capaz de mimetizar el efecto inhibidor de ghrelin
sobre la secrecion de LH y el eje gonadotro: la administracién aguda y repetida a
ratas macho adultas en libre movimiento demostré que UAG es capaz de suprimir
parcialmente la activacién del eje gonadotropo en la pubertad, como se evidencia
mediante un descenso en los niveles de LH y el porcentaje de separacion
balanoprepucial, similar al observado en los grupos tratados con ghrelin (335).
Asi, el papel reproductivo del sistema de ghrelin sobre la regulacion del eje
gonadotropo parece llevado a cabo por ambas formas de ghrelin: acilada y desacilada

(377).

> Cardiovasculares

UAG presenta una potencia vasodilatadora similar a la de ghrelin (378),
inhibe inotropismo (379), inhibe apoptosis de cardiomiocitos y tiene efectos

cardioprotectores sobre lesion de miocardio inducido por isoproterenol en ratas (351).

> Proliferacion celular

UAG comparte con ghrelin muchos efectos sobre la regulacién de

proliferacion celular, apoptosis y diferenciacion (356):
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- UAG promueve la supervivencia e inhibe apoptosis de la linea celular H9c2 de
cardiomiocitos (257) y en células B pancredticas (380).

- In vitro, UAG induce proliferacion de médula espinal fetal de rata (381) y de células
de la piel (377).

- UAG promueve la diferenciacion y fusién de los mioblastos C2C12.

- Al igual que ghrelin, UAG inhibe la proliferacién e incrementa la apotosis de lineas
celulares de pequefias células de carcinoma y ejerce diferentes efectos sobre la

proliferacién celular en lineas celulares de carcinoma de préstata (382).

» Otros efectos (356)

Aunque hay muy pocos datos acerca del papel de UAG sobre la fisiologia
del hueso, un estudio reciente demuestra que UAG estimula la proliferacion de
osteoblastos humanos en ausencia de GHS-R1a.

UAG no influye en el sistema inmune, suefio, memoria o comportamiento.

5. OBESTATINA

Zhang et a/ (180) identificaron, mediante una estrategia bioinformdtica, una
proteina altamente conservada en 11 especies de mamiferos que derivaba del mismo
precursor de ghrelin (segmento 76 a 98 de proghrelin). Esta proteina, que
posteriormente aislaron de extractos de estémago de rata, constaba de 23 aa y un
grupo amida en el extremo C-terminal que parecia importante para su actividad
bioldgica. La llamaron obestatina: " Obese" del latin "obedere” que significa devorar y

“statin' que significa supresion.
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s H} [l [ 3 Human Ghrelin Gene
mRMNA
Translation
1 23 24 51 52 75 76 98 89100101 17 _
‘ ‘G R|A RI(F LG |<| E Preproghrelin
1T AA
Signal pe plide
l Signal peptidase
1 23 24 51 52 75 76 98 99100 101 117 _
‘ | ‘G R|A RI|F LG K| F Proghrelin
Signal peptide 94 AA
octanoyl-Co-A
Acyltransferase
Co-A
24 51 52 75 76 98 99100101 17
GS S R|A R|F LG K| F Octanoylated
Proghrelin
J A A A
o
,\N\F /F'CHPC?!Furin Peptidase ?
Octanoylated 24 51 76 98 99 100 .
Ghrelin ‘GSSFLSF'EHDFWQORKESKKF‘F'AKLOF'R‘ ‘F L G K| Obestatin precursor
28 AA o v
NG Carboxypeptidase E
PAM
78 v 08

Amidated obestatin

‘FNAFFDVGIKLSGVDYQDHSDAL - NH2
23 AA

Figura 23: Mecanismo propuesto para la formacién de obestatina; mediante

prohormona convertasas (PC) se corta el proghrelin en posiciones 75 y 100, se elimina

Lys del extremo C-terminal, y se afiade NH, mediante una Carboxipeptidasa E.

5.1_Expresion

En roedores, se ha descrito su expresion en (180): intestino, estémago (mucosa),

rifion, cortex cerebral y pdncreas perirrenal de ratas, y células de Leydig.

5.2_Receptor

GPR39 es un receptor asociado a proteina G, consta de 7 segmentos

transmembrana, y pertenece a la subfamilia de receptores de ghrelin. Se expresa en

distintas regiones del tracto gastrointestinal y del CNS.
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Inicialmente, Zhang et a/ publicaron que la obestatina se unia a GPR39 (180), a través
del cual ejercia sus acciones sobre la regulacion de la funcién gastrointestinal y
metabdlica (383).

Sin embargo, Chartrel et a/ (384) aportaron evidencias de que la obestatina no se une
a GPR39 con una serie de ensayos funcionales en los que se usaba el mismo cDNA de
GPR39 humano, la misma obestatina comercial y otra sintetizada por ellos, y bajo las
mismas condiciones experimentales que en el trabajo de Zhang et a/. Comprobaron que,
tras la incubacion con obestatina de dos lineas celulares CHO sobreexpresando el

I'®obestatina-GPR39 asi como

receptor, no se observaba hinguna union especifica de
tampoco se observaba ningln aumento en la produccién de cAMP, en la concentracion
de Ca™ intracelular o en la internalizacién del receptor.

Otros grupos (385-387) presentaron también trabajos similares en los que
demostraban que no conseguian reproducir los datos de Zhang et al/, quienes
posteriormente reconocieron que su resultado inicial que apuntaba a la union de GPR39
y obestatina era irreproducible (384).

Comparando ratones gpr39 "y wt, se comprobd que no habia diferencias en la ingesta,
el peso corporal y la adiposidad, y tampoco en los niveles de glucosa e insulina en ayuno.
Ademds, la administracion de obestatina ip no modificaba la ingesta después de ayuno
nocturno del ratén gpr39 " ni de los wt (387).

Sin embargo, se ha relacionado a este receptor con la motilidad del intestino ya que

los ratones gpr39 ” presentan un incremento en el vaciado gdstrico comparado con los

wt (388).

Asi, tanto el receptor de obestatina como el ligando endégeno de GPR39, permanecen

sin ser descubiertos.

5.3 Funciones Fisioldgicas

En el trabajo inicial de Zhang et a/ se considera que la obestatina estd implicada
en la regulacién de la ingesta y el peso corporal, ejerciendo efectos opuestos a ghrelin

(180):
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- la administracidn ip e icv de obestatina provocaba en ratones un descenso de la
ingesta de forma tiempo y dosis dependiente; efecto que disminuia si la obestatina
carecia del grupo amida.

- la administracién de obestatina ip tres veces al dia durante 8 dias causaba en
ratas un descenso en el peso corporal.

- este tratamiento con obestatina suprimia la actividad de vaciado gdstrico. En
concreto se comprobd, mediante experimentos /n vitro, que la obestatina disminuia
la actividad contrdctil del yeyuno, que podia inducir una sefial de saciedad a través

del nervio vago.

Mediante cultivos de hipéfisis de ratas encontraron que, a diferencia de ghrelin, la

obestatina no incrementaba la secrecién de GH.
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Objetivos

Comprobar si los distintos péptidos derivados del mismo gen que ghrelin- GHR-d3,
GHR-d4, UAG y obestatina- poseen funciones similares, o modifican de alguna

forma, el efecto orexigénico y secretor de GH que caracterizan a ghrelin.

. Estudiar el papel de mTOR en la secrecion de GH.

. Estudiar el papel de AMPK en la secrecién de GH y si este efecto estd mediado por

el metabolismo de lipidos.

. Estudiar el efecto de la administracién crénica de ghrelin a nivel central sobre el
metabolismo de lipidos periférico y si en esta funcion lipogénica interviene la

hormona de crecimiento.
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Materiales y Métodos

I. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para realizar estos experimentos se utilizan ratas Sprague-Dawley (Animalario
General, Universidad de Santiago de Compostela), ratas Lewis enanas (dwarf)
(HsdOla:Dwarf-dw-4)(Harlam Ibérica) y Lewis de genotipo salvaje (LEW/SsNHsd)
(Harlam Ibérica). En todos los casos se trata de ratas macho adultas.

Los animales permanecen en el animalario durante 5 6 6 dias antes de ser usados, para
que se adapten a las condiciones de temperatura y luz. Estas condiciones, que se
mantienen constantes, son de 20° C e iluminacidn controlada con ciclos alternos de
12h (luz/oscuridad). Las ratas se alimentan con pienso comercial y agua ad /ibitum.

En aquellos casos en los que es necesaria la cirugia se utiliza como anestésico una
mezcla de Ketamina-Xilazina, en unas proporciones determinadas. Se utiliza una dosis
de 200 pl/100 gramos de peso corporal, considerdndose ésta una dosis adecuada para
conseguir una anestesia de grado II-IIT durante periodos de una o dos horas, siendo

la mortalidad muy baja. La anestesia se administra via intraperitoneal.
SOLUCION ANESTESICA:

i. KETAMINA: 42.5% Ketolar, Parke-Davis, Morris Plafiis N.J., (USA). 50 mg/ml.
ii. XILAZINA: 20% Rompun, Bayer Leverkusen, Alemania. 2mg/ml
iii. SOLUCION SALINA FISIOLOGICA 37.5%.

Todos los experimentos se realizan de acuerdo con el Comité Etico Animal de la
Universidad de Santiago de Compostela, cumpliendo las Normas de Cuidado de

Animales de Laboratorio y la Ley Internacional de Experimentacion Animal.
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IT. TECNICAS EXPERIMENTALES

a. CANULACION INTRAVENOSA (iv):

Esta es una técnica que se usa para la realizacion de experimentos de
secrecion pulsdtil en animales en libre movimiento.
La operacién debe realizarse al menos 4 dias antes del experimento para dar
tiempo a la perfecta recuperacion del animal, para que se elimine el anestésico y
también para que desaparezca el estrés ocasionado con la cirugia, que podrian
alterar la correcta secrecién pulsatil.
Se utilizan cdnulas de polietileno (PE-50, Clay-Adams, Becton-Dickson, New
Jersey, USA) con un calibre muy fino (0.58mm de didmetro externo y 0.960 mm
de didmetro interno) y una longitud de 8 cm. El extremo de la cdnula, que se va a
introducir en la vena, lleva un tubo de silastic (Dow Corning) de 4.5 cm de longitud
para facilitar la entrada en la vena. Para evitar el sangrado, y por tanto la
consecuente obturacion de las cdnulas, se introduce dentro de las mismas una guia
de nylon de calibre 30 (didmetro 0.32 mm) que se ajusta perfectamente al
didmetro interno de la cdnula. Se rellena el espacio residual entre la guia y las
paredes con aceite vegetal que es inerte e impide, por su viscosidad, que penetre
sangre en la cdnula ya colocada.
Para la canulacion intravenosa se elige la vena yugular como via de acceso al
sistema cardiovascular dada la proximidad que esta vena presenta a la piel del
cuello, su gran calibre en esa zona y la facilidad de su diseccion.
Una vez anestesiada la rata, se fija el animal a una superficie rigida en posicién
supino, se hace una incisién en la piel del cuello, y se disecciona el muisculo hasta
que aparezca la vena yugular externa. Para evitar el sangrado de la vena se rodea
con un hilo de seda quirlrgica que se usard para anudar el extremo cervical de
esta. A continuacién se realiza una pequefia incision en la pared de la vena con una
microtijera, a través de ella se introduce la cdnula de silastic de aproximadamente
4.5 cm hasta llegar a una confluencia de la vena cava superior y la auricula derecha,
y se fija fuertemente a los misculos del cuello con un hilo de seda. Finalmente se

hace pasar por un trayecto subcutdneo hasta la zona retrocervical, dejando este
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extremo libre para realizar la extraccion de muestras de sangre y/o
administracién de estimulos.

Tras esta operacidn los animales se mantienen en jaulas individuales, evitando asi,
que se arranquen las cdnulas entre ellos, y con alimentacién ad /ibitum hasta el dia

del experimento.

b. CANULACION INTRACEREBROVENTRICULAR (icv):

Como en el caso de la canulacién intravenosa, esta operacion debe llevarse a
cabo aproximadamente unos 4 dias antes del experimento. El objeto de la
implantacion de estas cdnulas es acceder al ventriculo lateral.

Se utilizan cdnulas de polietileno (PE-20, Clay-Adams, Becton-Dickinson, New
Jersey, USA) de calibre fino (1.09 mm de didmetro externo y 0.38 mm de
didmetro interno). En uno de los extremos de la cdnula se pone un tope y se corta
en bisel a unos 3/4 mm de distancia, siendo esta parte la que se introduce en el
cerebro y que permite el acceso al ventriculo lateral. El extremo opuesto de la
cdnula se sella hasta el dia del experimento.

Una vez anestesiados los animales se realiza un corte transversal en la piel de la
cabeza, a la altura de la frente y hasta la parte posterior de los ojos, dejando al
descubierto el tejido subcutdneo, el cual debe ser retirado con ayuda de un bisturi
hasta dejar a la vista el crdneo. Se localiza a simple vista el bregma, que separa
frontales de occipitales, y que se utiliza como punto de referencia para realizar un
orificio (1.2 mm lateral y 1 mm posterior) a través del cual se introduce la cdnula.
Posteriormente, se afiade cianoacrilato para que la cdnula se quede perfectamente
fijada y se selle toda la zona abierta.

Para comprobar que la cdnula se ha colocado en la posicién correcta se inyecta con
Protamina 2%, disuelto en agua con acetato sddico, lo cual claramente tifie el

ventriculo lateral, demostrando asi que la cdnula ha sido bien colocada.
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¢. COLOCACION DE BOMBAS OSMOTICAS:

Para la realizacién de un tratamiento crénico (8 dias) a nivel central se usan
bombas osméticas (modelo 2001; Alza Corp., Palo Alto, CA) conectadas mediante
un tubo silastic a la cdnula icv. Estas bombas, que tienen un volumen de expulsion
constante de 1 pl/hora, se rellenan con el péptido a estudiar o su vehiculo hasta un
volumen total de 200 pl, y se ponen sobre salino en un bafio a 37 °C durante, al
menos, 4 horas previas a la operacion para asegurar que ya estdn liberando el
tratamiento cuando se colocan sobre el animal.

Para colocar estas bombas se procede primero a colocar la cdnula icv tal y como se
ha descrito previamente. Luego se coloca la bomba debajo de la piel en la parte
retrocervical del animal y se conecta mediante silactic, que se dilata con Xileno
para que quede perfectamente pegado a la cdnula icv. Posteriormente se sella la

zoha craneal con cianoacrilato.

IIT. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

o TRATAMIENTOS INTRACEREBROVENTRICULARES (icv).

> Estudio del efecto de la administracion icv de los distintos péptidos

derivados del gen ghrelin sobre la ingesta.

1.1.1 Administracién icv de ghrelin y ghrelin deleccionado en el exén 4 (GHR-d4).

Para ello contamos con cuatro grupos de ratas distribuidas del siguiente modo:
e 8 ratas tratadas con Ghrelin (5 pg/5 pl) + Salino 5 .
¢ 8 ratas tratadas con Ghrelin (5 pg/5 ul) + GHR-d4 (5 pg/5 ).
e 8 ratas tratadas con Salino 5 pyl + GHR-d4 (5 pg/5 pl)

e 8 ratas control (5 ul de salino + 5 l de salino)

Intervalo de 30 minutos entre ambas administraciones.
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** Ghrelin: (Human Ghrelin; ref 63902; Sigma Aldrich)
**Ghrelin deleccionado en el exdn 4: generosamente suministrado por AC Herington,

Queensland University of Technology (Autralia).

1.1.2 Administracidn icv de ghrelin y ghrelin desacilado (UAG).

Para ello contamos con cuatro grupos de ratas distribuidas del siguiente modo:
e 8 ratas tratadas con Ghrelin (5 pg/5 pl) + Salino 5 (.
e 8 ratas tratadas con Ghrelin (5 pg/5 pl) + UAG (5 pg/5 fl).
¢ 8 ratas tratadas con Salino 5 pyl + UAG (5 pg/5 ).

e 8 ratas control (5 pl de salino + 5 pl de salino).

Intervalo de 30 minutos entre ambas administraciones.

** Ghrelin (Ghrelin human trifluoroacetate; ref: H4864: Bachem)

** UAG (Des-octanoyl-Ghrelin human trifluoroacetate; ref: H-5948; Bachem)

1.1.3 Administracidn icv de obestatina.

Se establecen los siguientes grupos experimentales:
¢ 8 ratas tratadas con Obestatina (5 pg/10 ).

e 8 ratas control (10 yl de salino)

** Obestatina: (Obestatin rat/mouse; Phoenix Pharmaceuticals)

En todos los casos los animales son previamente canulados siguiendo el
protocolo descrito con anterioridad.

El experimento se inicia a las 10:00 de la mafiana, con la administracion icv
correspondiente. A continuacién se lleva a cabo un control de la ingesta a unos
tiempos determinados: 1.5, 3, 6, 12 y 24 horas.

En el caso de GHR-d4 y obestatina, se repite el mismo proceso durante los dias

que dura el experimento.
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Ademds, todos los animales se pesan cada dos dias para comprobar que

evolucionan correctamente.

> Estudio del efecto de la administracion crénica de ghrelin a nivel central sobre
el metabolismo lipidico.

Para ello se utilizan ratas macho dwarf/Lewis, a las que se le coloca una bomba

osmética subcutdnea conectada a hivel central mediante una cdnula icv.

Grupos:

e Lewis+ Ghrelin (20 pg/dia durante 8 dias)

e Lewis+ Salino (20 pl/dia durante 8 dias)

e Dwarf+ Ghrelin (20 pg/dia durante 8 dias)

e Dwarf + Salino (20 pl/dia durante 8 dias)

** Ghrelin (Ghrelin human trifluoroacetate; ref: H4864; Bachem)
** Bombas osméticas (modelo 2001; Alza Corp.)
** Ratas Lewis enanas (adwarf) (HsdOla:Dwarf-dw-4)(Harlam Iberica), Lewis de genotipo

salvaje (LEWIS/SsNHsd)(Harlam Iberica)

o TRATAMIENTO INTRAVENOSO.

En todos los casos unos 4 dias antes de la realizacién del experimento se
procede a la canulacién intravenosa (e intracerebroventricular en aquellos
casos que fuera necesario) de las ratas, tal y como se ha descrito previamente.
El experimento se repite durante varios dias en los que se alternan animales

representativos de todos los grupos hasta completar un n =7

A) Péptidos derivados del gen ghrelin

» Estudio del efecto de la administracion iv de los distintos péptidos

derivados del gen ghrelin sobre la respuesta y/o secrecion pulsatil de GH.

1.2.1 Efecto de la administracién iv de ghrelin deleccionado en exén 4 (GHR-d4)

sobre la respuesta de GH.
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Se establecen distintos grupos experimentales:
e Ghrelin (10 pg/ 200 ul)
e GHR-d4 (10 pg/ 200 pl)
e  GHR-d4 (10 pg) + Ghrelin (10 pg) /200 pl

** Ghrelin: (Human Ghrelin; ref 63902; Sigma Aldrich)

** Ghrelin deleccionado en el exén 4: generosamente suministrado por AC Herington,

Queensland University of Technology (Autralia).

1.2.2 Efecto de la administracién iv de ghrelin deleccionado en exén 3 (GHR-d3)

sobre la respuesta de GH.

Se establecen distintos grupos de ratas:
e 7 ratas tratadas con Ghrelin ( 10 pg/ 200 pl)
e 7 ratas tratadas con GHR-d3 (10 ug/ 200 pl)
e 7 ratas tratadas con GHR-d3 (10 pg) + Ghrelin (10 pg)/ 200 pl.

** Ghrelin: (Human Ghrelin; ref 63902; Sigma Aldrich)
** Ghrelin deleccionado en el exén 4: generosamente suministrado por AC Herington,

Queensland University of Technology (Autralia).

1.2.3 Efecto de la administracidn iv de ghrelin desacilado (UAG) sobre la respuesta

de GH.

Se establecen distintos grupos de ratas:
e Ghrelin (10 pg/ 200 pl)
¢ Ghrelin desacilado (UAG) (50 pg/ 200 pl)
e UAG (50 pg) + Ghrelin (10 pg)/ 200 yl.

** Ghrelin (Human Ghrelin; ref 63902; Sigma Aldrich)
** UAG (Des-octanoyl-Ghrelin human trifluoroacetate; ref: H-5948; Bachem)
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1.2.4 Efecto de la administracidn iv de la obestatina sobre la secrecidn de GH.

a) Respuesta a ghrelin
Se establecen distintos grupos de ratas:
e Ghrelin (10 ug/200 pl)
¢ Obestatina (100 pug/200 pl)
¢ Obestatina (100 pg) + Ghrelin (10 pg) /200 l.

b) Respuesta a GHRH
Se establecen distintos grupos de ratas:
e GHRH (5 pg/200 ul)
e Obestatina (100 pg/200 pl)
e Obestatina (100 pg) + GHRH (5 pg)/200 ul.

c) Secrecion pulsatil de GH
Se establecen distintos grupos de ratas:
e 7 ratas tratadas con Obestatina (10 pg/200 ul)
e 7 ratas control (200 pl de salino)

** Ghrelin (Human Ghrelin; ref 63902; Sigma Aldrich)

** Obestatina (Obestatin rat mouse, Phoenix peptide)

** GHRH (GRF (1-29) amida (human), ref: H-3705; Bachem).

B) Papel de mTOR sobre la requlacién de la secreciéon de GH

Los animales se canulan 4 dias antes de llevar a cabo el experimento. En este
caso se colocan dos cdnulas: una icv por la que recibe el tfratamiento y una iv por

la que se extraen las muestras.

» Estudio del efecto del papel de mTOR a nivel central sobre el patron de

pulsatilidad de GH.
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2.1 Efecto de la administracion icv de RAPAMICINA sobre la secrecidn pulsdtil

de GH.

Se establecen distintos grupos de ratas para cada uno de los compuestos a

estudiar:
< RAPAMICINA:
e 7 ratas tratadas con RAPAMICINA icv (50 pg/5 pl).
e 7 ratas control (5 yl de DMSQO).

** RAPAMICINA (ref: 553210; Calbiochem)

> Estudio del efecto del papel de mTOR a nivel central sobre la

respuesta de GH a estimulos.

¢ a ghrelin

2.2 Efecto de la administracién icv de RAPAMICINA sobre la respuesta de GH

inducida por ghrelin.

Se establecen distintos grupos de ratas para cada uno de los compuestos a

estudiar:
< RAPAMICINA:
e RAPAMICINA icv (50 ug/5 pl) + Salino (200 ul).
e RAPAMICINA icv (50 ug/5 pl) + Ghrelin iv (10 pg/200 ul).
e VHicv (5 pl de DMSO) + Ghrelin iv (10 ug/200 yul).

** RAPAMICINA (ref: 553210; Calbiochem)
** Ghrelin (Ghrelin human trifluoroacetate; ref: H4864: Bachem)

¢ a GHRH

2.3 Efecto de la administracién icv de RAPAMICINA sobre la respuesta de GH

inducida por GHRH.
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Se establecen distintos grupos de ratas para cada uno de los compuestos
a estudiar:
< RAPAMICINA:

e RAPAMICINA icv (50 ug/5 pl) + Salino (200 pl).

e RAPAMICINA icv (50 ug/5 pl) + GHRH iv (10 pg/200 ul).

e VHicv (5 pl de DMSO) + GHRH iv (10 pg/200 ul).

** RAPAMICINA (ref: 553210; Calbiochem)
** GHRH (GRF (1-29) amida (human), ref: H-3705; Bachem).

C) AMPK y metabolismo de lipidos.

Compuesto Nivel de Accion Efecto
AICAR Activa AMPK Inhibe sintesis de lipidos
COMPUESTO C Inhibe AMPK Activa sintesis de lipidos
TOFA Inhibe ACC Inhibe sintesis de lipidos
ETOMOXIR Inhibe CPT-1 Inhibe B-oxidacién dcidos grasos

Tabla 1: Compuestos utilizados y sus efectos

+ Estudio del papel de AMPK a nivel central sobre el patron de pulsatilidad
de GH.

> Sobre la secrecion espontdnea de GH

Los animales se canulan 4 dias antes de llevar a cabo el experimento. En
este caso se colocan dos cdnulas: una icv por la que recibe el tratamiento y una

iv por la que se extraen las muestras.

3.1.1 Efecto de la administraciéon icv. de AICAR y COMPUESTO C sobre la

secrecidn pulsdtil de GH.

Se establecen distintos grupos de ratas para cada uno de los compuestos a

estudiar:
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< AICAR:
e 7 ratas tratadas con AICAR icv (3 pg/5 pl).

e 7 ratas control (5 pl de Salino).

% COMPUESTO C:
e 7 ratas tratadas con COMPUESTO C icv (10 pg/ 5 ul).

e 7 ratas control (5 ul de DMSO).

** AICAR (ref: A9978; Sigma Aldrich)
** COMPUESTO C (ref: P5499; Sigma Aldrich)

> Sobre la respuesta de 6H a estimulos

A) a ghrelin
3.1.2 Efecto de la administracién icv. de AICAR y COMPUESTO C sobre la

respuesta de GH inducida por ghrelin.

Se establecen distintos grupos de ratas para cada uno de los compuestos a
estudiar:
< AICAR:
e AICARicv (3 ug/5 pl) + Salino (200 pl).
e AICARicv (3 pug/5 pl) + Ghrelin iv (10 pg/200 ul).
e VHicv (b yl de salino) + Ghrelin iv (10 ug/200 ul).

< COMPUESTO C:
e COMPUESTO Cicv (10 pug/5 ul) + Salino (200 ul).
e COMPUESTO Cicv (10 pg/5 ul) + Ghrelin iv (10 ug/200 l).
e VHicv (b ul de DMSO) + Ghrelin iv (10 pg/200 ul).

** AICAR (ref: A9978; Sigma Aldrich)
** COMPUESTO C (ref: P5499; Sigma Aldrich)
** Ghrelin (Ghrelin human trifluoroacetate; ref: H4864; Bachem)
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B) a GHRH
3.1.3 Efecto de la administracién icv. de AICAR y COMPUESTO C sobre la

respuesta de GH inducida por GHRH.

Se establecen distintos grupos de ratas para cada uno de los compuestos a
estudiar:
% AICAR:
e AICAR icv (3 pg/5 pl) + Salino (200 pl).
e AICARicv (3ug/5 pl) + GHRH iv (10 pg/200 ul).
e VHicv (5 yl de salino) + GHRH iv (10 ug/200 l).

< COMPUESTO ¢:
e COMPUESTO Cicv (10 pg/5 ul) + Salino (200 pl).
e COMPUESTO Cicv (10 pg/5 ul) + GHRH iv (10 ug/200 ul).
e VHicv (5 ul de DMSO) + GHRH iv (10 pg/200 ul).

** AICAR (ref: A9978; Sigma Aldrich)
** COMPUESTO C (ref: P5499; Sigma Aldrich)
** GHRH (GRF (1-29) amida (human), ref: H-3705; Bachem)

+ Estudio del papel del metabolismo de lipidos a nivel central sobre la

requlacion de la secrecion de GH.

> Sobre la secrecion espontdnea de GH

3.2.1 Efecto de la administracién icv de TOFA sobre la secrecidn pulsdtil de GH

Se establecen distintos grupos de ratas para cada uno de los compuestos a
estudiar:
& TOFA:
e 7 ratas tratadas con TOFA icv (5 ug/5 ul).
e 7 ratas control (5 ul de DMSO).

** TOFA (ref: T6575; Sigma Aldrich)
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> Sobre la respuesta de GH a estimulos.

3.2.2 y 3.2.3 Efecto de la administracion icv de TOFA y ETOMOXIR sobre la

respuesta de GH inducida por ghrelin

Se establecen distintos grupos de ratas para cada uno de los compuestos a

estudiar:

& TOFA:
e TOFA icv (10 pg/5 pl) + Salino (200 l).
e TOFA icv (5 ug/5 yl) + Ghrelin iv (10 pg/200 pl).
e VHicv (b ul de DMSO) + Ghrelin iv (10 pg/200 ul).

<% ETOMOXIR:
e ETOMOXIR icv (10 pg/5 pl) + Salino (200 pl).
e ETOMOXIR icv (10 pg/5 pl) + Ghrelin iv (10 pg/200 yl).
e Salino icv (5 pl) + Ghrelin iv (10 pug/200 pl).

** TOFA (ref: T6575; Sigma Aldrich)

** ETOMOXIR (ref: E1905; Sigma Aldrich)
** Ghrelin (Ghrelin human trifluoroacetate; ref: H4864; Bachem)

3.24 y 3.2.5 Efecto de la administracién icv de TOFA y ETOMOXIR sobre la

respuesta de GH inducida por GHRH

Se establecen distintos grupos de ratas para cada uno de los compuestos a

estudiar:

& TOFA:
e TOFA icv (10 pg/5 pl) + Salino (200 l).
e TOFA icv (10 pg/5 pl) + GHRH iv (10 pg/200 ul).
e VHicv (5 pl de DMSO) + GHRH iv (10 ug/200 ul).
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< ETOMOXIR:
e ETOMOXIR icv (10 pg/5 pl) + Salino (200 l).
e ETOMOXIR icv (10 pg/5 pl) + GHRH iv (10 ug/200 pl).
e Salino icv (5 ul) + GHRH iv (10 ug/200 l).

** TOFA (ref: T6575; Sigma Aldrich)
** ETOMOXIR (ref: E1905; Sigma Aldrich)
** GHRH (GRF (1-29) amida (human), ref: H-3705; Bachem)

IV. PROTOCOLO EXPERIMENTAL.

1. Efecto sobre la ingesta de la administracion icv de distintos péptidos

derivados del gen ghrelin.

Los animales se canulan icv unos 4 dias antes del experimento, y permanecen

desde entonces en jaulas individuales.

Administrar tratamiento icv

l Ingesta

9:00 10:00 11:30 13:00 16:00 22:00 10:00

El dia del experimento los animales se colocan en la mesa sobre la que van a ser
pinchados una hora antes para que se tranquilicen y sea mds fdcil aplicar el
tratamiento. Si corresponde (cada dos dias), también se pesan.

Después del pinchazo se pone una cantidad de comida previamente fijada, y se
realiza un seguimiento de la ingesta a unos tiempos determinados con el objetivo
de poder diferenciar posibles efectos, y si estos son a tiempos cortos o largos.
Asi, se pesa la comida a las 1.5, 3, 6, 12 y 24 horas de haber administrado el

tratamiento.
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2. Efecto sobre el metabolismo de la administracion cronica a nivel central de

ghrelin

Para este experimento se usan ratas macho Dwarf/Lewis. El tratamiento crénico
se consigue mediante las bombas osmdéticas, que se colocan como se ha descrito
previamente.

El dia del experimento se procede al rellenado de las bombas (ghrelin/salino)
unas 4-5 horas antes de su colocacion. Durante este tiempo deben permanecer
en salinoy a 37 °C.

Después de la operacién los animales se ponen en jaulas individuales donde
permanecen durante los 8 dias que dura el experimento. Tanto los animales como
la comida se pesan, siempre a la misma hora, para ver si se observa algin efecto
del tfratamiento en estos pardmetros.

El dltimo dia los animales son sacrificados mediante decapitacidn, y se extrae
sangre y tejidos que se guardan a -20 y -80 °C, respectivamente, hasta su

posterior andlisis.

Rellenar las bombas
(4-5 horas salino 37 °C)

Operar animales (icv+bomba)

Ingesta-Peso

24 horas_| I I I I I I I

10:00 16:00 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia § Dia6 Dia7 Dia8
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3. Secrecion de GH

A) Secrecion pulsatil de GH

Estd ampliamente demostrado que la secrecién de GH sigue un patron
pulsatil que presenta un claro dimorfismo sexual. En el caso de las ratas
macho la pulsatilidad de GH se caracteriza por unos picos con una baja
Frecuencia de pulsos (cada 3-4 horas) pero una alta Amplitud pulsatil (de 1.5-
2 horas de duracién). Durante el interpulso la concentracion de GH es
indetectable. En el caso de las hembras aunque la Frecuencia pulsdtil es
mayor que en los machos, la Amplitud pulsdtil es mds baja y los valores
interpulso mds altos. Los pulsos estdn relacionados con los ciclos luz-
oscuridad y suelen ocurrir a la misma hora.
La pulsatilidad varia con la edad del animal siendo mdxima la amplitud de los
pulsos durante la adolescencia, y disminuyendo progresivamente con el
envejecimiento.
La secrecion pulsdtil de GH se ve profundamente afectada por los factores
externos del entorno del animal como los ruidos fuertes, cambios de
temperatura etc.., pero sin duda el factor externo que mds afecta a la
secrecion de GH es el estrés, de ahi que se ponga especial interés en que el
animal esté lo mds adaptado posible a ser manipulado asi como al lugar en el
que se realiza el experimento.
Teniendo en cuenta el bajo volumen sanguineo de la rata, y que se realizan
extracciones seriadas durante largos periodos de tiempo, se repone de forma
continuada el volumen de liquido extraido, evitando asi la hipovolemia y
posibles alteraciones en los pardmetros que se quieren medir. También se
deben reponer los eritrocitos, para impedir que se vea afectada la capacidad

de transporte de oxigeno en la sangre.
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Para realizar el andlisis estadistico se usa el programa ULTRA 8, que permite
estimar pardmetros que caracterizan la secrecién pulsatil de GH tales como:

Niveles Medios, Area bajo la curva, y Respuesta Mdaxima.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Después de someter a los animales a la intervencién deben mantenerse
en jaulas individuales durante al menos 4 dias practicando, diariamente si es
posible un simulacro del experimento para que se aclimaten al animalario y se
acostumbren a ser manipuladas, evitando asi cualquier tipo de estrés que
pueda afectar a los pardmetros que se quieren medir.
Para cada grupo experimental se necesitan al menos 7 animales,
completdndose el experimento en tandas consecutivas. Es importante que
dentro de un mismo experimento se alternen ratas controles con ratas
tratadas, para evitar asi posibles variaciones entre los distintos grupos
experimentales.
El dia del experimento se conecta a la cdnula del animal un tubo de silicona
(PE-50). A tiempo O, que se corresponde con las 10:00 horas de la mafiana y
antes de obtener la primera muestra de sangre, se inyectan 300 UI de
heparina al 1% de Orbi, a través de la cdnula para evitar la formacion de
codgulos. A partir de este momento es decir, desde las 10:00 de la mafiana
hasta las 16:00 horas de la tarde se realizan extracciones manuales de
sangre cada 15 minutos. Inmediatamente después de cada extraccion las
muestras se centrifugan a 4° C y 13500 rpm durante 4 minutos. A
continuacién se debe separar el plasma que se almacena a -20° C hasta el
momento de su andlisis mediante radioinmunoensayo. Los glébulos rojos se
resuspenden en salino al 0.9% y se reponen a cada rata tras las siguientes

extracciones.
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2

% PROTOCOLO DE PULSATILIDAD

HEPARINIZACION

EXTRACCION BASAL

ADMINISTRACION del péptido a estudiar

d

MUESTRAS PROBLEMAS

A
v

10:00 10:15 10:30 16:00

Centrifugacién

EXTRACCIONES: > 250yl SANGRE / MUESTRA
PLASMA l
RIA

B) Respuesta de GH a estimulos

Para estos experimentos el proceso de canulacién, asi como la aclimatacion
al animalario, es exactamente igual a lo descrito en el apartado anterior para
la secrecién pulsdtil de GH. En este caso se estudia la respuesta de GH a
estimulos tales como GHRH y ghrelin.
Después de heparinizar la ratas se realizan dos extracciones que se
consideran basales, luego se procede a la administracion de los estimulos
(tiempo cero) y a partir de ese momento se extraen las muestras problemas a
unos tiempos determinados; en concreto a los 5, 10, 15, 20, 30 y 45 minutos

tras la administracion del estimulo.

-128 -



Materiales y Métodos

K7

»  PROTOCOLO DE RESPUESTA:

K2

HEPARINIZACION

EXTRACCION BASAL

ADMINISTRACION del péptido a estudiar/Ghrelin/GHRH

P

l MUESTRAS PROBLEMAS

< »
< »

-30 -15 0 5 10 15 20 30 45 min

Centrifugacién

EXTRACCIONES: > 250 pyl SANGRE / MUESTRA
PLASMA l
RIA
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V. METODOS ANALITICOS.

1. RADIOINMUNOENSAYO:

1.1 RTA de GH

El RIA (radioinmunoandlisis) se utiliza para determinar la concentracion de GH
en las muestras de plasma que se han obtenido en los distintos experimentos /n
vivo. Esta técnica se lleva a cabo por el método del doble anticuerpo; para
separar la fraccion libre de la ligada se utiliza PEG (Polietilenglicol). Para la
cuantificacién de la hormona se aprovecha la propiedad que presentan las
moléculas de esta para competir con otras moléculas de la misma hormona que

llevan unido un isétopo radiactivo, que es en este caso I'?

y que se denomina
hormona marcada o trazador; a las moléculas de hormona que nosotros
queremos medir se las denomina hormona fria. Se van a formar dos tipos de
complejos antigeno-anticuerpo como consecuencia de la competicién entre los
dos tipos de hormonas, por un lado se forma el complejo hormona fria-
anticuerpo y por otro lado la hormona marcada-anticuerpo. Se mide en un
contador de radiacién gamma la radiactividad del complejo constituido por la
hormona marcada y esta radiactividad serd inversamente proporcional a la

cantidad de hormona fria en la mezcla de reaccidn.

Para la homologacién de los resultados se usa como estdndar GHRP-2 del NHPP.

1.1.1 Marcaje de GH con I'?®

Se utiliza como isétopo I'?° (Perkim-Elmer (IMS-30)). La técnica que se utiliza
para el marcaje de la hormona es el llamado método de la Cloramina T, que
consiste en incorporar el I'*® a los restos de Tirosina de la cadena peptidica,
con alta resolucién y especificidad, siendo este el método mds rdpido y
efectivo de todos los conocidos.

Justo antes de empezar con el marcaje se disuelven en 10 ml de tampdn

fosfato 0.05 M la Cloramina T (10 mg) y el Metabisulfito (10 mg). En ambos



Materiales y Métodos

casos se mantiene la disolucion en botes tapados con albal para evitar que se
degraden por oxidacién dada su alta sensibilidad a la luz.

Se parte de una alicuota inicial de GH (GH-RP-2, NHPP) de 5 g que
previamente se habia disuelto en 25 pyl de NaHCO:s.

A esta alicuota se le afiade:
- B0 pl de Tampén fosfato 0.5 M
- 1 mCi de T'?° (10 pl)

- 20 ul de Cloramina T (incorpora el I'® a la GH)

l 25 segundos

- 50 pul de Metabisulfito. Para detener la reaccién.

Para separar la hormona marcada del I'*

que no ha sido incorporado se utiliza
la cromatografia de exclusion, pasando a través de una columna de Sephadex
6-50, la disolucién con la hormona; como eluyente se utiliza tfampén barbital
(0.05 M).

Antes de proceder a la separacién de GH marcada del resto de I'®

que no se
une se pasa por la columna BSA (0.2%) para ocupar los lugares de unidn

inespecifica.

Mediante un colector especifico, y sobre tubos con 200ul de PBS-BSA, se

recogen aproximadamente 30-40 fracciones de 1ml.

Posteriormente se mide la radiactividad, en un contador gamma, 10ul de cada
fraccion. Esto permite determinar las fracciones en las que se encuentra la
hormona marcada. (Primero sale el pico de la hormona marcada y a continuacion

el del I'%)

Del pico de la hormona se seleccionan entre 6-10 fracciones que presenten la
mayor actividad. En ellas se determina el porcentaje de unién especifica al
primer anticuerpo mediante la siguiente formula, y se seleccionan las que posea

un porcentaje de unién superior al 30%.
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(B-N /T)*100 siendo: B = unidn especifica al anticuerpo.
N = unidn inespecifica.

T = actividad total.

1.1.2 Construccion de la curva estandar.

A partir de un estdndar previamente disuelto en 1 ml de PBS-BSA, se hacen
diluciones seriadas, 1:2, y se construye una curva formada por 10 tubos o
patrones, que se corresponden con las siguientes concentraciones: 0.195, 0.39,
0.78, 156, 3.125, 6.25, 125, 25, 50 y 100 ng/ml. Estas diluciones se hacen
siempre en PBS-BSA.

Para conseguir las mismas condiciones quimicas en las que se realiza la reaccion
competitiva entre antigeno y anticuerpo, se afiade a cada tubo de la curva
estdndar un volumen de suero de rata hipofisectomizada (SRH), en el caso de
experimentos /in vivo.

Todas las muestras, tanto de la curva como problema, se procesan por

duplicado.

1.1.3 Protocolo de ensayo.

T 100 pl Tml
NSB 20 400 pl 100 pl 100 pl 1ml
Bo 20 200yl 200 pl 100 pl 100 pl 1ml
STD 20 ul 200yl 200 pl 100 pl 100 pl 1ml
Muestras 20 yl 200 yI - 200 pl 100 pl 100 pl 1ml

Tabla 2: protocolo del RIA de GH

Se realiza la curva estdndar, como se explicd anteriormente, y se pipetean
20ul de todas las muestras problema por duplicado con pipeta de arrastre (se

cambia la punta cada 100 tubos aproximadamente).
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Se afiade segln corresponda (ver tabla) PBS-BSA, el primer anticuerpo y se
mezcla por agitacién. Se realiza una preincubacion de los tubos con el primer

anticuerpo de 12 horas a T* ambiente.

Pasado este tiempo se afiade la hormona marcada radiactivamente, se vuelve a

agitar y se deja incubar otras 24 horas.

Posteriormente se pipeta el segundo anticuerpo y se realiza otra incubacién de

12 horas.

Finalmente se aifade el agente precipitante (PRG), se centrifugan los tubos a
3500 rpm durante 30 minutos a 4° C, se aspira el sobrenadante y se lee la
radiactividad del precipitado en un contador gamma (Wizard 1470, Wallac)
conectado a un ordenador que, utilizando el programa RIAcalc-LKB, construye
la curva estdndar y calcula automdticamente los valores de GH en cada una de

las muestras problema.

1.2 RIA de ghrelin

Los niveles circulantes de ghrelin se determinan mediante la utilizaciéon de un
radioinmunoensayo (RIA). Los reactivos que se necesitan formaban parte de un

kit comercial para ghrelin total de rata (Linco Research).

Reactivos:

- Hormona estandar (hormona fria): ghrelin total

- Curva estdndar: 96.1,192.2, 384.75, 768.75, 1537.5, 3075 y 6150 pg/ml.

- Hormona marcada: ghrelin total- I'?° (1.5 uCi).

- Primer Anticuerpo: anti- ghrelin obtenido de conejo

- Tampén de ensayo: 0.0IM Tampon fosfato, 0.0IM EDTA, 0.08% Azida
sodica and 0.1% Gelatin, pH 8.5.

- Agente Precipitante: suero anti-conejo Ig-G (cabra), 3% PEG, 0.05% Triton
X-100 en 0.05M fosfosalino, 0.025M EDTA, 0.08% Azida sddica.
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Se cogen 100ul muestra (duplicado), luego se afiade el primer anticuerpo
(incubacién 20-24 horas a 4°C). Al dia siguiente se echa la hormona marcada a
todos los tubos (100ul) y de nuevo incubacion 20-24 horas a 4°C. Al 3°" dia se
afiade el PEG (Iml) a todos los tubos excepto totales. Incubacion 20 minutos a
4°C. Pasado este tiempo se centrifuga durante 25 minutos a 3600 rpm y 4°C.
Después de decantar, la radiactividad del precipitado se mide con un contador y
(Wizard 1470, Wallac). El contador se conecta a un ordenador, que mediante el

programa RIAcalc-LBK calcula automdticamente las concentraciones de ghrelin.

TUBO BUFFER ST/MUESTRA Ghrelin AB | Ghrelin-1125 PEG
1,2 Cuentas totales 100 pl 1Tmil
3,4 300 pl Uniones no especificas 100 pl 1 ml
5,6 200 pl Uniones totales 100 pl 100 pl 1ml
7,8 100 pl ST 96.1 pg/mi 100 pl 100 pl 1ml
9,1 100 pl ST 192.2 pg/ml 100 pl 100 pl 1ml
11,12 100 pl ST 384.375 pg/ml 100 pl 100 pl 1ml
13,14 100 pl ST 768.75 pg/ml 100 pl 100 pl 1 ml
15,16 100 pl ST 1537.5 pg/ml 100 pl 100 pl 1 ml
17,18 100 pl ST 3075 pg/ml 100 pl 100 pl 1ml
19,2 100 pl ST 6150 pg/ml 100 pl 100 pl 1ml
21,22 100 pl 100 pl Control calidad 1 100 pl 100 pl 1 ml
23,24 100 pl 100 pl Control calidad 2 100 pl 100 pl 1ml
25,26 etc 100 pl 100 pl Muestra 100 pl 100 pl 1ml

Tabla 3: Protocolo del RTA de ghrelin

2. WESTERN BLOT (WB):

El andlisis mediante WB de las distintas proteinas implicadas en el metabolismo de
lipidos se realiza en base a protocolos estandarizados por nuestro grupo de

investigacion.

a) Extraccion de proteinas totales:

Se realiza todo el proceso en hielo para evitar que las proteinas se degraden.
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b)

- Las muestras de tejido se homogenizan mecdnicamente hasta que estén
completamente disgregadas.

- Se afiade tampon de lisis en proporcién al tejido (1:5 peso:volumen).

** Tampon de lisis (500ml): 3.0285 m/ TRIS-HCI pH=7.5, 5 m/ Triton X-100
v/v, 0.185 ml EDTA, 0,19 m/ EGTA, 0.092 m/ Ortovanadato sodico, 1.0495 m/

Fluoruro Sddico, 1.115 m/ Pirofosfato Sodico, y 42.75 Sacarosa.

Esta solucion se conserva a 4° C y en el momento de su uso se le afiaden los
inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics): 1 pastilla de céctel de
inhibidores/5ml tampdn de lisis.

Después de afiadir los inhibidores de proteasas se afiade p-mercaptoetanol.
Asi en cada ml de Tampén de lisis: 900 pl Tampén de lisis, 100 pl inhibidores

y 10 pl p-mercaptoetanol.

- Se centrifuga a 13500 rpm a 4°C durante 30 minutos. En el sobrenadante se
determina la concentracién de proteina (método colorimétrico Bradford)
mediante el reactivo Bio-Rad Protein Assay Kit, (Bio-Rad Laboratorios, Inc.,
Richmond, CA).

- Después se guarda la muestra a -80°C, hasta que se vayan a usar.

- En el momento en que se utilicen las muestras se afiade el tfampén de carga y

tampén de lisis, y se calientan a 95°C durante 10 minutos.

Electroforesis y Transferencia

- La separacién por peso de las proteinas se realiza por electroforesis en geles
SDS-PAGE, compuesto por dos fases: fase superior o stacking (permite
homogeneizar la entrada de las proteinas en el gel separador), y la fase
inferior o separadora (permite la separacion de las proteinas exclusivamente
en funcién del tamafio). El porcentaje de acrilamida de esta dltima fase varia

en funcién del tamafio de las proteinas a estudiar.
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** Gel 6%:7 ml H,0d 13.5 ml Tampén A (90.1 g Tris-HCl, 2g SDS, 1 | H,Od;
pH=8.8), 5.4 ml Acrilamida, 75 pyl TEMED y 150 pl APS.

** Gel 8%:5.2 ml H20 d, 13,5 ml Tampén A, 7.2 ml Acrilamida, 75 pl TEMED y
150 ul APS

La cantidad total de proteina cargada: 40 pg de hipotdlamo, 20 pug de higado o
15 pg en el caso del tejido adiposo.

Para determinar el peso de las proteinas y confirmar la transferencia de las
muestras se utiliza un marcador comercial (Precision plus protein Standard,
Bio-RAD)

Para cargar el gel, la proteina se lleva a un volumen de 16 pl con tampén de lisis,
y se le afiade tampén de carga 5X (el tfampdén de carga debe de quedar en la

muestra a 1X).

** Tampdn de carga 5X (25 ml): 12,5 ml glicerol, 1,25 ml p-mercaptoetanol, 2,5

g SDS, 0.125 ml azul de bromofenol y 6,25 ml Tris-HCl pH 6.8.

- La electroforesis se realiza durante 60-75 minutos bajo las siguientes

condiciones: Voltaje constante 130 V'y Amperaje 180 mA.

** Tampdn de electroforesis 5X (1 1): 72 g Glicina, 15 g Tris base y 5 SDS. Para

pasar a 1X: 100 ml de tampon de electroforesis 5X en un volumen final de 500

ml.

- La transferencia (Transferencia Semiseca) se realiza sobre membrana de
PVDF (Millipore), que debe ser activada previamente (5 minutos en Etanol,

2minutos en H,0d y 2 minutos en Tampén de Transferencia).

** Tampdn de transferencia 25X (500 ml): 72.5 g Tris base, 36.5 g Glicina y

45 g de SDS. Para pasar a 1X: 40 ml del tampén de transferencia 25X, 200 ml

de Metanol en un volumen final de 1 L de H,Od.

Duracién trasferencia: 90 minutos a 25 V'y 180 mA.
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- Finalizada la Transferencia se bloquea la membrana con exceso de proteina

(BSA 3%) durante 60 minutos de agitacién a temperatura ambiente.

Inmunodeteccion

- Se lava la membrana con solucién de lavado TBS-TWEEN 0.1 % (24,2 g Tris-

Base, 80 g NaCl y 1 ml Tween 20© en un volumen final de 1L, a un pH=7.6)
durante unos 30 minutos.

- Se incuba con el Anticuerpo primario toda la hoche a 4°C 6 2 horas a T°
ambiente en solucién de bloqueo (TBS-TWEEN al 0.1% + 3% BSA) en
agitacion.

- Se readlizan 3 lavados de 10 minutos cada uno con la solucion de lavado.

- Se incuba 1 hora a T® ambiente con el anticuerpo secundario en solucién de
bloqueo.

- Se realizan 3 lavados de 10 minutos cada uno con la solucién de lavado.

- Se incuba la membrana durante 1-2 minutos con el sustrato y potenciador de
quimioluminiscencia a volimenes iguales (Iml de cada), en oscuridad y sin
agitacion.

** Para detectar la proteina usamos anticuerpo secundario conjugado con HRP y

quimioluminiscencia.

** Sustrato de Quimioluminiscencia: Pierce® ECL Wb substrate (Thermo

scientific)
Cuando el anticuerpo secundario se incuba con el sustrato y el potenciador se
emite una reaccién luminosa que permite la visualizacién, mediante
autorradiografia, de la interaccién de los anticuerpos con la proteina de la
muestra.
- Se coloca la membrana en un cassette de autorradiografia con peliculas
fotogrdficas (Amersham, Hiperfilm M RPN 6K) y se revelan las peliculas a

distintos tiempos en funcién de la sefial obtenida.
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ANTICUERPO DILUCION Casa Comercial ANTICUERPO DILUCION Casa Comercial
Primario Secundario
ACC 1:500 Upstate anti-conejo 1:5000  Dako cytomation
pACC 1:2000 Upstate anti-conejo 1:5000  Dako cytomation
AMPKa1l 1:1000 Upstate anti-conejo 1:5000  Dako cytomation
pAMPK 1:2000  Cell signaling  anti-conejo 1:5000  Dako cytomation
[FAS 1:1000 Santa Cruz anti-conejo 1:5000  Dako cytomation
CPT1-M 1:500 Santa Cruz anti-conejo 1:7000  Dako cytomation
[B-Actina 1:5000  Sigma Aldrich  anti-ratén 1:5000  Dako cytomation

Tabla 4: Relacién de anticuerpos primarios y secundarios usados y sus

correspondientes diluciones.

- Para rehibridar la membrana con otros anticuerpos es necesario incubarla en

solucion de “stripping” durante 30 minutos a 50°C. Asi se consigue despegar el

anticuerpo de la membrana.

** Solucion de ‘“stripping”: 6.25 m/ Tris-HCl pH 6.8, 20 ml SDS, 710 ul p-

mercaptoetanol. Completar con H20d hasta un volumen final de 100 m/.

A continuacién se lava con solucion de lavado (3 lavados de 5 minutos) y se

procede a bloquear de nuevo la membrana.

Para conservar la membrana para futuros experimentos se lava en PBS, se seca

al aire sobre un papel de filtro y se guarda.

3. RT-PCR:

I. EXTRACCION DE RNA TOTAL

a) Extraccion de RNA de los tejidos

Las muestras congeladas fueron homogenizadas mecdnicamente (Polytron)

después de afiadirle una cantidad determinada de Trizol (Invitrogen): 400 pl

en el caso del higado, y 500 pl en el caso de la grasa.
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Después de la homogeneizacion las muestra se dejan reposar a T® ambiente
9 J

durante unos 5 minutos.

b) Aislamiento de RNA

A continuacién se afiade 1 ml de cloroformo y se agita fuertemente durante
varios segundos, y luego se dejan reposar durante unos minutos.

Transcurrido ese tiempo se centrifuga 15 minutos a 12000 rpm a 4°C
observando ya claramente las 2 fases: una fase acuosa (donde se halla el
RNA) y una fase fendlica (que contiene las proteinas y los lipidos), entre
ambas se encuentra la interfase (donde estd el DNA).

Se retira la fase acuosa con cuidado pasdndola a otro tubo de polipropileno
autoclavado y se desprecia la fase fenélica. De esa manera separamos el RNA

del resto de los componentes celulares.

c) Precipitacion de RNA
Una vez separado el RNA, se le afiade 1 ml de isopropanol, se agita 'y se mete
a -20°C durante unos 10 minutos, consiguiendo asi que el RNA precipite.
Transcurrido este tiempo se centrifuga 10 minutos a 12000 rpm a 4°C para

concentrar el RNA al fondo.

d) Lavado

Una vez eliminado el sobrenadante se afiade 1 ml de etanol al 70% en H,O-
DEPC, y tras una agitacion corta se centrifuga durante unos 5 minutos a
12000 rpm y 4°C.

Para eliminar la mayor cantidad de etanol posible, se vuelve a centrifugar 1
minuto a 13500 rpm y 4°C, y posteriormente se retira el sobrenadante con
una pipeta.

Finalmente se resuspende en H20 DEPC calentdndolo a 60 °C durante 15

minutos.
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IT.

e) Cuantificacion

La concentracion de ARN de la muestra se determinaba en un
espectofotometro ajustado a 2 longitudes de onda: 260 y 280 nm. La
absorcién a 260 nm proporciona la cantidad de dcidos nucleicos y a 280 nm la
cantidad de proteina. El grado de pureza de la muestra se determinaba
estudiando el cociente 260/280, considerdndose aceptable la oscilacion

entre 1.8y 2.

** TRIZOL® Reagent (Invitrogen)

** Cloroformo

** Isopropanol

** Etanol 70%

** H,0 DEPC: agua bidestilada con dietilpirocarbonato al 0.1%. Tras unha noche a T?

ambiente se autoclave.

RETROTRANSCRIPCION (RT)

La reaccién de retrotranscripcion se lleva a cabo en un volumen total de 30 yl,

con las siguientes proporciones:

Volumen de muestra necesario para obtener: 500 ng de (grasa) 6 100 ng

(higado) de RNA total

6 ul de tampén de reversotranscripcion (5X first strand buffer;

Invitrogen)(250 nM Tris-HCl, pH 8.3, 375nM KCI, 15mM MgCl;, 50nM DDT)
1.5 yl CIMg, de 50 mM (Invitrogen)

6 yl de mezcla de dNTPs (dTTp, dCTp, d6Tp, dATp, con una concentracion
de 10 mM de cada uno

0.17 pl de cebadores (Random primers, Invitrogen)
0.25 pl inhibidor de RNasa(RNaseOUT®, 40 U/ pl Invitrogen)
2 pl de m-MLYV reversotranscriptasa (200 U/ pl, Invitrogen)

Volumen correspondiente de H,0 MQ para obtener el volumen final de 30 pl
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También se realizé una RT- (30 pl de mezcla de reaccion excepto mMLV, cuyo

volumen era sustituido por H,0 MQ)

Una vez preparadas las mezclas de reaccion, se incubaron en un termociclador,
que realiza los siguientes pasos: 50 minutos a 37°C, 15 minutos a 42°C, 5

minutos a 95°C, y finalmente las muestras se mantenian a 4°C.

III. PCR Tiempo (TAQMAN)
Se usa como sistema de deteccién las Sondas Tagman (Sondas especificas
marcadas con fluorocromos: donador y aceptor). Estd basado en la
transferencia de energia fluorescente mediante resonancia (FRET) entre las
dos moléculas.
El fluorocromo utilizado para la realizacién de la PCR ha sido TAMRA que posee
un maximo de absorcién de 560nm y un mdximo de emision de 580nm.

Los primers usados fueron disefiados segun la base de datos BLAST.

La mezcla de reaccion de PCR cuyo volumen final era de 12 pl estaba
constituida por:

= 292 ul H,O-MQ

» 0.36 pl Oligonucleétido sentido (10 pM)

» 0.36 yl Oligonucledtido antisentido (10 upM)

= 0.36 pl Sonda (5 uM)

= 6 uyl Tagman Universal PCR master mix; (Applied Biosystems)

= 2yl Muestra (RT)

Ademds de las muestras, se afiadié un control negativo (-RT), un blanco y 6
muestras para la realizacion de una curva patréon tanto para el gen problema
como para el housekeping o gen constitutivo, todo ello por duplicado.

** Curva patrén: consta de 6 puntos realizados por dilucion seriada (1:4) a partir
de un volumen total de 30-40 pl resultante de la mezcla de distintas muestras de
RT (2 pl de distintos productos de RT, pero siempre del mismo fratamiento o

tejido).
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Las condiciones de amplificacion fueron de:
1) 50°C durante 2 minutos

2)95°C durante 10 minutos,

3) 95 ° durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto. Ndmero de ciclos: 40

Para lleva a cabo la reaccion de PCR se utilizo 7300 Real Time PCR System

(Applied Biosystems) mediante el programa informdtico 7300 System

Software® (Applied Biosystems).

El andlisis de los datos se realiza en base a un gen de referencia, en este caso

el 18S, en concreto calculando la diferencia entre eficiencias de ambos genes:

referencia y problema.

mRNA Secuencia

Sonda FAM-5-ACCTTTGAAGATTTCGTCAGGATCTTTGATGA-3-TAMRA
ACCa Pimer forward 5-TGGGCGGGATGGTCTCTTT -3°

Primer reverse 5-AGTCGCAGAAGCAGCCCATT-3

Sonda FAM-5-CTGCCCAGGACAGGAACCG-3-TAMRA
FAS Pimer forward 5-GACATTTCATCAGGCCACC-3

Primer reverse 5-CCTCTAGCAGCCGCACCTC-3

Sonda FAM-5-CCTGCCGGAGGTCGCCACAAATA-3-TAMRA
LPL Pimer forward 5'-CTGAAAGTGAGAACATTCCCTTCA-3

Primer reverse 5-CCGTGTAAATCAAGAAGGAGTAGGTT-3

Sonda FAM-5-TCACCTTGAGAGAAGAATTAGCACGCACGG-3-TAMRA
SCD-1 Pimer forward 5-TGCCAGAGGGAATAGGGAAA-3’

Primer reverse 5-CTCTCCCATCCTTACTTACAAACCA-3’

Sonda FAM-5-TGGTCAAGGAGCTGCAGAAGGAGTTTCCT -3-TAMRA
MCD Pimer forward 5'-CGGCACCTTCCTCATAAAGC -3’

Primer reverse 5"-TGGAAAAGGCCCCCAGAT -3’
CPTM Comercial

Sonda FAM-5-CGCTGTTGTCGGCTTATTGTATCCCTTGT -3'-TAMRA
INSIG Pimer forward 5-TGCTGTGGCACGGCAG -3°

Primer reverse 5"-CTCCCAGGTGACTGTCA -3’

Sonda FAM-5-CCCTGGCCTATTTGATGCC-3-TAMRA
SREBP 1-c |Pimer forward 5-CTCATCAACAACCAAGACAG-3’

Primer reverse 5-CCTGTCTCACCCCCAGCAT-3’

Sonda FAM-5-GACGGCAAGTCTGGTGCCAGCA-3-TAMRA
18S Pimer forward 5-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3

Primer reverse 5-GCTGGAATTACCGCGGCT-3’

Tabla 5: Parejas de primers y sondas utilizadas en las distintas reacciones de PCR
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4. ACTIVIDAD ENZIMATICA

A) ACC

Para medir la actividad de ACC se utiliza un método isotépico mediante fijacién
de '*CO; a productos dcido-estables.
Para iniciar la reaccion: en tubos de 2 ml con tapa, y a una temperatura de 37 °C,
se mezcla la muestra (30-50 ng de proteina) con el buffer de ensayo hasta un
volumen final de 350 ul (50 pul de muestray 300 ul de mezcla de reaccidn).

** Mezcla de reaccién (concentracion final): 50 mM-Tris-HCl (pH 7.8), 10 mM MgCl;,

20 mM-citrato potdsico, 0.3 mM-acetyl-CoA, 5 mM-glutation, 0.75 mg BSA/ml, 3 mM
ATP y 10 mM [14C] bicarbonato sddico (actividad especifica > 9-2 kBq/mM); ajustado a
pH 7.4.

Los blancos se determinan igual, pero sin acetil-CoA en la mezcla de reaccion.

A los 10 minutos se detiene la reaccién; para ello se afiade 100 pl 5M-HCl, y se
agita fuertemente. Las muestras acidificadas se ponen sobre hielo durante unos
15 minutos, y luego se centrifugan. Las muestras (300 ul) de la fraccién de
sobrenadante se transfieren a viales de centelleo, y se dejan toda la noche a 60 °C.
Las muestras secas se disuelven en 400 ul de H;O destilada y, justo antes de
medir la radiactividad se afiaden 4 ml de liquido de centelleo.

Las unidades de ACC, definidas como pumoles de sustrato transformado en
producto/minuto a la temperatura de ensayo (37 °C), se expresan por mg de

proteina soluble (actividad especifica).

B) FAS

o Principio de reaccidn

Acetyl- CoA + n Malonyl-CoA + 2n NADPH+2n H —22— Ac Graso + (n+1) Coa + n Co + 2n NADP*
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O

Medimos la desaparicion de NADPH a 340 nm durante 5 minutos.

Medida:
** Tampén de medida: 20 mM KzHPO, (pH 6.8), 40 mM KHPOj4, 1.3 ml NADPH,
0.61 mM Acetyl-Coa.

** Sustrato: 0.33 mM Malonyl-CoA, excepto en los controles.

Para realizar la medida, antes de afiadir el sustrato, se incuba la muestra con
solucion de medida durante 10 minutos a 37°C. Después se afiade 20 pl de
Malony! (la concentracién dependerd del tejido) y se mide la desaparicién de

NADPH a 340 nm durante 5 minutos.

) MCD

O

Principio de reaccion y Medida:

MCD
Malonyl-CoA — > Acetyl-CoA + CO2

Acetyl- CoA + Carnitina —Carnitina Acyltransferasa, ¢y4 . Qqcetylcarnitina

El grupo tiol (SH) unido al CoA, que se obtiene tras la reaccion de la Carnitina
Acyltransferasa, se detecta a través del reactivo de Ellman (DNTB).

Medida cinética a 412 nm durante 5 minutos.
En un volumen final de 250 pl: 10 mM TRIS-HCI (pH 7.1), 0.2 mM DNTB, 1
mM L-Carnitina, 12 U/ml Carnitina Acetyltransferasa, 10 mM Malonyl-CoA

(excepto en los blancos), y la muestra.
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D)CPT-1

o Principio de reaccidn:

Palmitoyl-CoA + L-Carnitina CPT-1 __ , CoA-SH + L-Palmitoylcarnitina

El CoA-SH que obtenemos se determina con el reactivo de Ellman (DTNB).
Medir 5 minutos a 412 nm. Los resultados se expresan como la cantidad de

CoA-SH obtenido por unidad de tiempo y proteina.

o Medida:
En un volumen total de 240 pl: 60 mM TRIS-HCI (pH 8), 2.125 mM EDTA, 1.7
mM DTNB, 0,17% TRITON X-100, Muestra (20 yl; dilucién 1:5).
Después de incubar 5 minutos a 30°C, afiadimos los sustratos: 0.5 mM L-

Carnitina 'y 0.5 mM Palmitoyl-CoA (excepto en los controles).

E) 66PDH y 66PDH

o Principio de reaccidn:

G6PDH 6PGDH
Glucosa-6-fosfato ———>  6-fosfoglucolactona —>  6-fosfogluconato

** Mezcla de reaccidn (concentracién final): 50 mM Tris (pH 8.1), 0.2 mM NADP" y
1mM MgCl
** Sustrato: glucosa 6 fosfato (0.5mM)y 6 fosfogluconato (0.5mM)

La actividad enzimdtica se determina, durante 5 minutos a 340 nm, midiendo la
tasa de conversion de NADP* a NADPH.

G6PDH cataliza la conversion de glucosa-6-fosfato a 6-fosfogluconolactona que es
rdapidamente hidrolizado a 6-fosfogluconato por 6PGDH. En ambas reacciones se
transforma NADP* a NADPH, produciendo asi un aumento de la absorbancia que no

serd exclusivo de la actividad de G6PDH, sino una suma de la actividad de ambas
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enzimas; por ello la actividad de la G6PDH no puede ser medida directamente tras
anadir su sustrato (glucosa-6-fosfato) a la reaccién. Para obtener la actividad
enzimdtica exacta de ambas enzimas se mide en conjunto la actividad
deshidrogenasa total (66PDH + 6PGDH) afiadiendo en una Unica reaccién el
sustrato de ambas enzimas, y la actividad de la 6PGDH sola en otra reaccién que
Unicamente llevarad el sustrato de esta enzima. La actividad de G6PDH se calcula

restando la actividad de 6PGDH de la actividad deshidrogenasa total.

En todos los casos las reacciones se realizan sobre una microplaca estéril de fondo
plano, y luego se leen en un lector de placa Tecan tipo Sunrise (Charles River

Laboratorios)

5. Determinacion Malony/-Coa.

La determinacién de Malonyl-CoA se lleva a cabo mediante un método radioenzimdtico.
(Realizado por A.K. Saha .Diabetes Research Unit, EBRC-827, Boston Medical Center,
Boston, MA, USA)

6. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos se expresaron como Media+SEM.

- Los datos de ingesta y peso se analizan mediante un test no-paramétrico Mann-

Whitney, fomando como grado de significacién p<0.05

- En el caso de las pulsatilidades y respuestas de GH se determinan los pardmetros
caracteristicos para cada grupo mediante la utilizacion del programa ULTRA, y los
andlisis estadisticos se analizan con el test no-paramétrico Mann-Whitney,

estableciéndose el grado de significacién en p<0.05.

- Los datos de mRNA, proteina y actividad enzimdtica obtenidos se analizan
mediante ANOVA y test post hoc Tukey, estableciéndose el grado de significacién
en p<0.05.
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I. EFECTO DE DISTINTOS PEPTIDOS DERIVADOS DEL GEN ghrelin SOBRE INGESTA
Y LA SECRECION DE GH.

A) Efecto de la_administracion icv de distintos péptidos derivados del gen ghrelin
sobre la ingesta,

El péptido ghrelin es el dnico de los conocidos que, siendo producido por el
estémago, provoca sensacion de hambre y aumento de la ingesta (268). Dado el
caracteristico papel orexigénico de ghrelin a nivel central nos planteamos si el resto
de péptidos que se obtienen del mismo gen por distintos procesamientos causan o no
el mismo efecto. En concreto, analizamos el efecto sobre la ingesta de la
administracién icv de: ghrelin deleccionado en el exén 4 (GHR-d4), ghrelin
desacilado (UAG), obestatina y el propio ghrelin.

Para llevar a cabo este estudio administramos los distintos péptidos a ratas macho
Sprague-Dawley. En todos los casos, los animales se canulan icv siguiendo el
protocolo descrito con anterioridad. (Ver materiales y métodos)

El experimento se inicia a las 10:00 de la mafiana con la administracién icv
correspondiente, tras la cual se pone a cada rata una cantidad de comida
determinada. A continuacién se lleva a cabo un seguimiento de la ingesta a unos
tiempos concretos (1.5, 3, 6, 12 y 24 horas).

Se repite el mismo protocolo los sucesivos dias que dura el experimento, y se hace
un seguimiento del peso de los animales para comprobar que estos evolucionan

correctamente.

1.1.1 Administracion icv de ghrelin y ghrelin deleccionado en el exon 4 (GHR-d4).

Para ver el efecto que causa el GHR-d4 a nivel central sobre la ingesta partimos de

ratas canuladas icv distribuidas en cuatro grupos experimentales:

= Control: Salino 5 pl + Salino 5

GHR-d4: GHR-d4 (5 pg /5 pl) + Salino 5 pl
» Ghrelin: Salino 5 pl + Ghrelin (5 pg/5 )
GHR-d4 (5 g /5 pl) + Ghrelin (5 pg/5 ul)
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Podemos comprobar que la administracion icv de 6HR-d4 no causa ningln efecto
sobre la ingesta, ya que no encontramos diferencias estadisticamente significativas
con el grupo control a ninguna de las horas estudiadas (1.5, 3, 6, 12 y 24 horas).
Comprobamos, ademds, que no modifica el efecto orexigénico de ghrelin puesto que
la administracion conjunta de ghrelin y GHR-d4 provoca el aumento caracteristico
en la ingesta causado por ghrelin, que es estadisticamente significativo respecto del
grupo control y también del grupo de animales tratados con GHR-d4. A las 24 horas
de la administracién no hay diferencias en la ingesta acumulada entre los distintos
grupos experimientales.

Estos resultados se repiten a lo largo de los 5 dias que dura el experimento.

®1 CONTROL

1 GHR-d4
* * ¥ GHRELIN
GHRELIN + GHR-d4

INGESTA 1.5 h (g)
N

*%% HECONTROL
Jedede ##H OGHR-d4
7 I GHRELIN
GHRELIN + GHR-d4

INGESTA 3 h (g)
INGESTA 6 h (g)
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E]CONTROL

1 GHR-d4

1 GHRELIN
GHRELIN + GHR-d4

24 *%* *k% 30 -

25 4

20 4

3 4
‘ 5
0

Figura 1: Ingesta acumulada a las 15, 3, 6, 12 y 24 horas después de la

INGESTA 12 h (g)
(o)}
INGESTA 24 h (g)
o

administracion icv del tratamiento en los distintos grupos experimentales; control
(5 pl + 5 pl salino), GHR-d4 (5 pg/5 wl) + salino 5 i, salino 5 pl + ghrelin (5 ug/5 ),
y GHR-d4 (5 pg/5 ul) + ghrelin (5 pg/5ul). Dia 1

p<0.05, p<0.01, p<0.001; siendo * vs Control y # vs GHR-d4.

1.1.2 Administracion icv de ghrelin y ghrelin desacilado (UAG).

Para ver el efecto que causa el ghrelin desacilado (UAG) a nivel central sobre la
ingesta partimos de ratas canuladas icv distribuidas en cuatro grupos

experimentales:

= Salino 5 pl + Salino 5 wl (Control)

» Salino 5 yl + UAG (5 pg/5 ul)

»  Ghrelin (5 pg/5 wl) + Salino 5 ¢

»  Ghrelin (5 pg/5 pyl) + UAG (5 pg /5 pl)

Podemos comprobar que la administracion icv de UAG no causa ninglin efecto sobre
la ingesta ni modifica el efecto orexigénico de ghrelin,

Asi, tras la administracion de UAG no encontramos diferencias estadisticamente
significativas respecto del grupo control, a ninguna de las horas estudiadas (1.5, 3, 6,
12 y 24 horas). Comprobamos, ademds, que no modifica el efecto orexigénico de

ghrelin puesto que la administracién conjunta de ghrelin y UAG provoca el aumento
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caracteristico en la ingesta causado por ghrelin, que es estadisticamente
significativo respecto del grupo control y también del grupo de animales tratados
con UAG.

Como era de esperar, la administracién aguda de ghrelin causa efecto orexigénico a
corto plazo ya que las diferencias se observan durante las primeras 6 horas, a partir
de las cuales, la ingesta entre los distintos grupos se compensa llegando a ser

prdcticamente iguales a las 24 horas.
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Figura 2: Ingesta acumulada (gramos) a las 1.5, 3, 6, 12 y 24 horas después de la
administracion icv de ghrelin (5 pg/5 ul) + salino (5 ul), ghrelin (5 pg/5 ) + UAG (5
1g/5 ), salino (5 l) + UAG (5 pg/5 pl) y Control (salino (5 ul) + salino (5 ul)).
p<0.05, p<0.01, p<0.001; siendo * vs Control y # vs UAG

1.1.3 Administracion icv de obestatina.

Para comprobar si la obestatina administrada a nivel central causa algin efecto
sobre la ingesta, partimos de dos grupos experimentales: ratas tratadas con
obestatina (5 pg/ 10 pl) y ratas tratadas con 10 yl de salino que usamos como control.
A partir del dia 2 de experimento los animales son sometidos a ayuno hocturno con
el objetivo de asegurarnos de que todos parten con las mismas condiciones en el
momento de administrar el tratamiento, y poder asi descartar que la ausencia de
efecto observada los dos primeros dias de tratamiento se deba a diferencias en la
cantidad de comida ingerida durante la noche.

Podemos comprobar como la obestatina administrada a nivel central no causa ningtn
efecto sobre la ingesta. Asi, a ninguna de las distintas horas estudiadas de ninguno
de los 5 dias que dura el experimento, encontramos diferencias estadisticamente
significativas en la ingesta de los animales tratados con obestatina respecto de los

usados como control.
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Figura 3: Ingesta acumulada a las 1.5, 3, 6, 12 y 24 horas (dias 1y 2) tras la
administracion icv de obestatina (5 pg/ 10 pl) o VH (10 pl Salino) durante los 5

dias que dura el experimento.

-155 -



Resultados

Efecto de la administracion iv de distintos péptidos derivados del gen ghrelin

sobre la secrecion de GH,

Una de las funciones fisiolégicas que caracterizan al péptido ghrelin es la de
actuar como secretagogo de GH a través del receptor GHS-Rla, con un efecto
superior al ejercido por GHRH, tal y como se ha comprobado con experimentos /n
vivo (91).

Nos planreamos si los distintos péptidos derivados del gen ghrelin poseen algin
efecto sobre la secrecién espontdnea de GH y la respuesta a ghrelin. Para ello
contamos con ratas macho Sprague-Dawley que son sometidas a canulacién
intravenosa, como se ha descrito previamente. (Ver materiales y métodos)

Los distintos grupos se van completando en sucesivos dias de experimento, en los que

se alternan animales de todos los grupos hasta completar un n =7.

> Estudio del efecto de la administracion iv de los distintos péptidos derivados

del gen ghrelin sobre la respuesta de GH.

1.2.1 Efecto de la administracién iv de ghrelin deleccionado en exon 4 (GHR-

d4) sobre la respuesta de GH.

Para la realizacion de este estudio se sigue el protocolo tipico de respuesta (91),

y se administra, segln el grupo correspondiente:

e GHR-d4 (10 ug/ 200 ul)
¢ GHR-d4 (10 pg) + Ghrelin (10 pg)/ 200 pl
e Ghrelin (10 pg/ 200 pl)

Podemos comprobar como la administracién iv de ghrelin provoca un esperado
aumento en los niveles plasmdticos de GH, produciéndose la Respuesta Mdxima a
los 10 minutos (88.08 + 22.16 ng/ml). Mientras que la administracién intravenosa
de GHR-d4 no causa ninglin efecto sobre los niveles de GH, asi como tampoco

modifica la respuesta de GH a ghrelin ya que la administracién conjunta de
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ambos péptidos no se diferencia de modo estadisticamente significativo
respecto del grupo tratado con ghrelin en ninguno de los tres pardmetros

estudiados: AUC (Area Bajo la Curva), Respuesta Mdxima y Media. (Datos

recogidos en la Figura 4; Tabla 1)
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Figura 4: A. Niveles plasmdticos de GH expresados como
mediatSEM después de la administracién iv de GHR-d4, ghrelin o

ambos péptidos en ratas adultas en movimiento libre. (h = 7/grupo).
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Figura 4: B. Area bajo la curva (AUC) y Respuesta Mdxima de niveles de GH
plasmdticos (ng/ml) obtenidos tras la administracién iv de GHR-d4, ghrelin o ambos
péptidos en ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo).

*p< 0.05, **p<0.01, *** p<0.001
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AUC (ng/ml/45 min) MEDIA (ng/ml) RESP. MAX (ng/ml)
GHR-d4 128.62+18.00 3.08+£0.39 4.92+0.62
GHR-d4 +GHRELIN 1376.33+768.8 39.47+20.76 90.53+£40.35
GHRELIN 1251.25+327.12 38.91+£10.46 88.08+22.16

Tabla 1: Estudio de la respuesta de GH a ghrelin y GHR-d4. Los resultados

estdn expresados en media + SEM.

1.2.2 Efecto de la administracién iv de ghrelin deleccionado en exon 3 (GHR-

d3) sobre la respuesta de GH.

Para comprobar si el GHR-d3 posee alguin efecto sobre la secrecién de GH o bien

si modifica la respuesta de GH a ghrelin, administramos a nivel iv:

e GHR-d3 (10 pg/ 200 pl)
e GHR-d3 (10 pg) + Ghrelin (10 pg)/ 200 pl
e Ghrelin (10 ug/ 200 pl)

Siguiendo el protocolo de respuesta, y analizando los pardmetros caracteristicos
de esta, podemos comprobar como el ghrelin administrado via intravenosa causa
un caracteristico aumento en los niveles de GH, alcanzando la Respuesta Mdxima
a los 10 minutos (88.08 + 22.16 ng/ ml). Mientras que la administracion iv de
GHR-d3 no causa ningln efecto sobre los niveles plasmdticos de GH ni modifica
la respuesta de GH a ghrelin ya que en términos de AUC, Respuesta Mdxima y
Media no se observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo

tratado con ghrelin y el grupo de animales tratados con ambos péptidos.

(Figura 5, y Tabla 2)
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Figura 5: A. Niveles plasmdticos de GH expresados como

mediatSEM después de la administracién iv de GHR-d3, ghrelin o

ambos péptidos en ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo).
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Figura 5: B. Area bajo la curva (AUC) y Respuesta Mdxima de niveles de GH (ng

/ml) obtenidos tras la administracion iv de GHR-d3, ghrelin o ambos péptidos en

ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo). * p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

AUC (ng/ml/45 min)

MEDIA (ng/ml)

RESP. MAX (ng/ml)

GHR-d3
GHR-d3 +GHRELIN
GHRELIN

151.26+16.52
952.08+104.99
1251.25+327.12

3.37+0.32
29.7+3.65
38.91+10.46

4.43+0.56
68.9+8.06
88.08+22.16

Tabla 2: Estudio de la respuesta de GH a ghrelin y GHR-d3. Los resultados

estdn expresados en media + SEM.
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1.2.3 Efecto de la administracion iv de ghrelin desacilado (UAG) sobre la

respuesta de GH.

Para llevar a cabo este estudio administramos, via intravenosa:

e UAG (50 pg/ 200 ul)
e UAG (50 pg) + Ghrelin (10 pg) /200 pl
e Ghrelin (10 pg/ 200 pl)

Podemos comprobar como la administracién iv de UAG no provoca ningln efecto
sobre los niveles plasmdticos de GH, y tampoco modifica la respuesta de GH a
ghrelin.

Asi, la administracién de ghrelin y de ghrelin + UAG, presentan un efecto
estimulador similar sobre GH, con unos valores de AUC de 938.65 +260.11 y
989.98+201.44 ng/ml, respectivamente. En cuanto a la Respuesta Mdxima y la
Media tampoco se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre

los dos grupos. (Figura 6; Tabla 3)
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Figura 6: A. Niveles plasmdticos de GH expresados como
mediatSEM después de la administracién iv de UAG, ghrelin o ambos

péptidos, en ratas adultas en movimiento libre. (h = 7/grupo).
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Figura 6: B. Area bajo la curva (AUC) y Respuesta Mdxima de niveles de GH (ng
/ml) obtenidos tras la administracion iv de UAG, ghrelin o ambos péptidos en ratas

adultas en movimiento libre. (n=7/grupo). * p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

AUC (ng/ml/45 min) MEDIA (ng/ml) RESP. MAX (ng/ml)
UAG 110.65+£20.54 2.47+0.40 4.62+0.70
GHRELIN+ UAG 989.98+201.41 29.18+6.97 73.63+14.21
GHRELIN 938.65+260.11 31.92+9,76 70,48+21,45

Tabla 3: Estudio de la respuesta de GH a ghrelin y UAG. Los resultados estdn

expresados en media + SEM.

1.2.4 Efecto de la administraciéon iv de la obestatina sobre la respuesta a

estimulos y la secrecion pulsdtil de GH.

A) Respuesta de 6H a ghrelin:

Para realizar este estudio se establecen distintos grupos experimentales:

e Obestatina (100 ug/ 200 pl)
e Obestatina (100 pg) + Ghrelin (10 pg)/ 200 pl
e Ghrelin (10 ug/ 200 pl)
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Comprobamos como mientras el ghrelin presenta un caracteristico efecto
estimulador de la secrecion de GH, observado en términos de AUC y Respuesta
Mdxima, (877.06+158.61 y 65.30:6.71 ng/ml, respectivamente), la
administracion conjunta de ghrelin y obestatina no modifica ese efecto, ya que
no se observan diferencias estadisticamente significativas entre los valores de
AUC, Respuesta Mdxima y Media entre los dos grupos experimentales.

Por su parte, obestatina no posee efecto alguno sobre los niveles plasmdticos

de GH. (Figura 7; Tabla 4)
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Figura 7: A. Niveles plasmdticos de GH expresados como
media+tSEM después de la administracidn iv de obestatina, ghrelin o

ambos en ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo).
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Figura 7: B. Area bajo la curva (AUC) y Respuesta Mdxima de niveles de GH (ng
/ml) obtenidos tras la administracién iv de obestatina, ghrelin o ambos péptidos en

ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo). * p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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AUC (ng/ml/45 min) MEDIA (ng/ml) RESP. MAX (ng/ml)
OBESTATINA 43.45+10.20 3.67+2.47 8.36+5.73
OBEST+ GHRELIN 1405.71£669.47 42.6+£21.08 105.00+65.41
GHRELIN 877.06+158.61 26.18+4.91 65.30+6.71

Tabla 4: Estudio de la respuesta de GH a ghrelin y obestatina. Los resultados

estdn expresados en media + SEM.

B) Respuesta de 6H a GHRH

Para llevar a cabo este estudio se establecen los siguientes grupos

experimentales en funcion del tratamiento:

e Obestatina (100 ug/ 200 pl)
e Obestatina (100 ug) + GHRH (5 pg)/ 200 l
e GHRH (5 pg/ 200 pl)

Los animales tratados con GHRH presentan un aumento significativo en los
niveles plasmdticos de GH, siendo su AUC (1092.01+218.49 ng/ml) y su
Respuesta Mdxima (53.47+10.05 ng/ml) caracteristicas.

En cuanto a la obestating, no tiene ninglin efecto sobre la secrecién de GH,
presentando valores minimos de AUC y Respuesta Mdxima, y tampoco modifica
el efecto de GHRH sobre GH ya que la administracion conjunta de ambos
péptidos no se diferencia de forma estadisticamente significativa en términos
de AUC, Respuesta Mdxima y Media con respecto a los obtenidos con la

administracion de GHRH. (Figura 8; Tabla 5)
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Figura 8: A. Niveles plasmdticos de GH expresados como

mediatSEM después de la administracion iv de obestatina, GHRH o

ambos en ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo).
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Figura 8: B. Area bajo la curva (AUC) y Respuesta mdxima de niveles de GH (ng

/ml) obtenidos tras la administracién iv de obestatina, GHRH o ambos péptidos en

ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo). *p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

AUC (ng/ml/45 min) MEDIA (ng/ml) RESP. MAX (ng/ml)
OBESTATINA 43.45+10.20 3.67+2.47 8.36+5.73
OBEST+ GHRH 1227.19+225.52 37.57+9.66 65.26+£13.18
GHRH 1092.01+218.49 31.94+6.39 53.47+10.05

Tabla 5: Estudio de la respuesta de GH a GHRH y obestatina. Los resultados

estdn expresados como media + SEM.
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C) Secrecion pulsatil de GH.

Para comprobar si la obestatina presenta algin efecto sobre la secrecién
espontdnea de GH utilizamos ratas macho canuladas iv y distribuidas en dos
grupos: obestatina (10 pg/200 ul) y salino (200 pl) que usamos como control.
Siguiendo el protocolo de pulsatilidad, descrito anteriormente, comprobamos
como el grupo control presenta un patron de secrecién de GH tipico, con unos
niveles medios de 6.43+2.18 ng/ml, una Amplitud media de GH de 30.22:8.23
ng/ml y un valor de secrecion total de GH (AUC) de 2027.28+ 687.26 ng/ml.
Mientras que tras la administracién de obestatina no se observan diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de los pardmetros caracteristicos
de pulsatilidad estudiados, siendo AUC, Amplitud y Media 2979.62+697 .42,
38.02+8.29 y 10.25+2.31 ng/ml, respectivamente. (Figura 9)
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Figura 9: A. Perfil representativo de secrecién pulsdtil de GH en
ratas macho en libre movimiento tras la administracion por via

intravenosa de obestatina (10 pg/rata) o vehiculo.
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Figura 9: B. Pardmetros caracteristicos del patrén pulsdatil de GH en ratas macho

tratadas con obestatina o vehiculo via intravenosa.
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II. ESTUDIO DEL PAPEL DE mTOR EN LA REGULACION DE LA SECRECION DE GH.

> SECRECION ESPONTANEA DE GH

2.1 Efecto de la administracidn icv de RAPAMICINA sobre la secrecidn pulsdtil de
GH.
<+ RAPAMICINA:

Rapamicina es un inhibidor selectivo de mTORC-1, que estd descrito como
un sensor de nutrientes y un importante punto de control integrando sefializacién
de factores de crecimiento y metabolismo celular.

Para ver como afecta la administracién de Rapamicina a nivel central sobre el
patrén de secrecion de GH, partimos de dos grupos de ratas: tratadas con
RAPAMICINA icv (50 pg/5 ul) y ratas tratadas con 5 pyl de DMSO que usamos como

control.

Obtenemos los siguientes resultados:

- El grupo control presenta un patrén de secrecién pulsatil tipico con unos valores
medios de GH de 5.09+0.35 ng/ml y una secrecién total de 1667.46+113.84 ng/ml a
lo largo de las casi 6 horas que dura el estudio.

- En el grupo tratado con Rapamicina los niveles medios de secrecién de GH son de

6.5+£0.81 ng/ml y la secrecion total es de 2145.21+268.90 ng/ml.

Teniendo en cuenta estos y otros pardmetros tipicos de pulsatilidad, no se
observan diferencias estadisticamente significativas con respecto del grupo
control. Esto nos indica que el bloqgueo de mTOR a nivel central, mediante la
administracién de Rapamicina, no modifica el patrén de secrecién de GH.

(Figura 10)
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Figura 10: A. Perfil representativo de secrecion pulsdtil de GH en
ratas macho en libre movimento tras la administraciéon de Rapamicina

(50 pg/rata) o Vehiculo.
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Figura 10: B. Pardmetros caracteristicos del patron pulsatili de GH en ratas

macho tratadas con Rapamicina o Vehiculo.
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> RESPUESTA DE 6H A ESTIMULOS

a) a GHRELIN

3.2. Efecto de la administracién icv de RAPAMICINA sobre la respuesta de GH a

ghrelin.
» RAPAMICINA:

Para ver si la administracién a nivel central de Rapamicina causa algln efecto
sobre la respuesta de GH a ghrelin partimos de los siguientes grupos de animales

segln el tratamiento:

e RAPAMICINA icv (50 pg/5 ul) + Salino 200 pl
e RAPAMICINA icv (50 pg/5 ul) + Ghrelin iv (10 pg/200 ul)
e VH icv (5 pl de DMSO) + Ghrelin iv (10 ug/200 ul)

Podemos comprobar como la admistraciéon de Rapamicina a nivel central no causa
ningln efecto sobre la secrecion de GH, mientras que la administracién de ghrelin
iv causa un aumento de secrecion de GH definido en términos de AUC
(1461.17+326.97 ng/ml), Respuesta Mdxima (137.55+£29.22 ng/ml, a los 10 minutos
tras la administracion del péptido) y Media (47.11+10.75 ng/ml).

Sin embargo, la administracién conjunta de Rapamicina icv y ghrelin iv no modifica
el efecto estimulador de ghrelin sobre GH, presentando unos niveles medios de GH,
AUC y Respuesta Mdxima que no se diferencian, de forma estadisticamente
significativa, de los que se obtenian en el grupo de animales tratados solo con

ghrelin. (Figura 11; Tabla 6)
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Figura 11: A. Niveles plasmdticos de GH expresados como
mediatSEM después de la administracién de Rapamicina, ghrelin o

ambos en ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo).
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Figura 11: B. Area bajo la curva (AUC) y Respuesta Mdxima de niveles de GH (ng
/ml) obtenidos tras la administracién de Rapamicina, ghrelin o ambos compuestos

en ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo). *p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

AUC (ng/ml/45 min) MEDIA (ng/ml) Resp Maxima (ng/ml)
RAP 159.56+£14.80 3.74+0.36 6.37+0.89
RAP + GHRELIN 1041.56+£365.26 32.44+£12.19 92.16+40.10
GHRELIN 1461.17+326.97 47.11%£10.75 137.55+29.22

Tabla 6: Estudio de la respuesta de GH a ghrelin y Rapamicina. Los resultados

estdn expresados en media + SEM.
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b) a GHRH

3.3. Efecto de la administracion icv de RAPAMICINA sobre la respuesta de GH a
GHRH.

L)

» RAPAMICINA:

Para evaluar el efecto de la inhibicion de mTOR, considerado junto con AMPK
uno de los sensores del balance energético a nivel hipotaldmico, sobre la respuesta

de 6H a GHRH administramos Rapamicina icv del siguiente modo:

e RAPAMICINA icv (50 pg/5 pl) + Salino 200 pl
e RAPAMICINA icv (50 pg/5 pl) + GHRH iv (10 pg/200 pl)
e VH icv (5 pl de DMSO) + GHRH iv (10 pg/200 ul)

Siguiendo el protocolo de respuesta observamos los siguientes resultados:

- La administracién de Rapamicina icv no causa hingln efecto sobre la secrecion de
GH.

- La administracion de GHRH iv provoca un significativo aumento en los niveles de
secrecién de GH como se podia comprobar con los valores medios de secrecién |,
AUC y Respuesta Mdxima alcanzados, siendo estos de 66.12+17.45 ng/ml,
1761.16+315.74 ng/ml y 113.24+16.16 ng/ml, respectivamente.

- Con la administracién de Rapamicina icv y GHRH iv, se obtienen unos valores
medios de secrecion de GH de 105.46+41.46 ng/ml, unos valores totales de GH
plasmdtico de 1519.75+401.27 ng/ml y se alcanza la Respuesta Mdxima de
96.65+27.34 ng/ml a los 10 minutos de la administracién. Estos valores ho
presentan diferencias estadisticamente significativas con los observados en el

grupo de animales tratados con GHRH iv.

Por tanto, estos resultados nos indican que la administracién de Rapamicina icv, y
la consecuente inhibicion de mTOR, no modifica el efecto estimulador de

secrecién de GH que posee el neuropéptido GHRH. (Figura 12; Tabla 7)
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Figura 12: A. Niveles plasmdticos de GH expresados como
mediatSEM después de la administracion de Rapamicina, GHRH o

ambos en ratas adultas con movimiento libre. (n = 7/grupo).
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Figura 12: B.Area bajo la curva (AUC) y Respuesta Mdxima de niveles de GH (ng
/ml) obtenidos tras la administracién de Rapamicina, GHRH o ambos péptidos en

ratas adultas con movimiento libre. (n = 7/grupo). *p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

AUC (ng/ml/45 min) MEDIA (ng/ml) RESP. MAX (ng/ml)
RAP 127.90+13.21 2.97+0.26 3.95+0.32
RAP+ GHRH 1519.75+401.27 105.46+41.43 96.65+27.34
GHRH 1761.24+16.16 66.12+17.45 113.24+16.16

Tabla 7: Estudio de la respuesta de GH a GHRH y Rapamicina. Los resultados

estdn expresados en media + SEM.
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III. ESTUDIO DEL PAPEL DE LA VIA AMPK y METABOLISMO LIPIDICO EN LA
REGULACION DE LA SECRECION DE GH.

En los dltimos afios muchos trabajos han demostrado que tanto AMPK como el
metabolismo de lipidos (su principal diana), especialmente a nivel hipotaldmico, estdn
implicados en la regulacién del balance energético de todo el organismo respondiendo
a nutrientes y sefales hormonales procedentes tanto del CNS como de drganos
periféricos (94). Teniendo en cuenta, ademds, que la hormona de crecimiento juega un
papel importante en la regulacién de la homeostasis energética y el metabolismo, nos
planteamos estudiar el posible papel de la via AMPK y el metabolismo lipidico a nivel
central sobre la regulacion de la secrecion de GH.

Para ello, modificamos la actividad de AMPK o de determinados enzimas clave en el
metabolismo de lipidos mediante la administracién de distintos compuestos icv, y
mediante los protocolos tipicos de pulsatilidad y respuesta de GH a estimulos,
comprobamos su efecto sobre la secrecion de GH. (Ver materiales y métodos).

Usamos ratas macho Sprague-Dawley que se canulan 4 dias antes de llevar a cabo el
experimento. En este caso se colocan dos cdnulas: una intracerebroventricular por la
que se administra el fratamiento y una infravenosa por la que se extraen las muestras.
Son necesarios distintos dias de experimento, en los que se alternan animales de
todos los grupos, para poder completar un n =7 en cada uno de los distintos grupos

experimentales.

+ PAPEL DE AMPK A NIVEL CENTRAL SOBRE LA REGULACION DE LA SECRECION DE GH.

> SECRECION ESPONTANEA DE GH

3.1.1 Efecto de la administracion icv. de AICAR y COMPUESTO C sobre la

secrecion pulsdtil de GH
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< AICAR:
Partimos de dos grupos experimentales: AICAR icv (3 pg/5 ul) y Control (5 ul de

Salino)

La administracion de AICAR icv supone la fosforilacion y activacién de AMPK a
nivel hipotaldmico. Mediante el protocolo de pulsatilidad y la administracion de
AICAR icv, podemos comprobar que la activacién de AMPK a nivel central no causa
ninguna modificacién en el patrén de secrecion de GH.

Los animales tratados con AICAR presentan unos valores medios de secrecién de
GH de 5.27+1.00 ng/ml, una Amplitud de 18.62+2.95 ng/ml y una AUC de
1690+333.06 ng/ml; valores que no se diferencian de forma estadisticamente
significativa de los que se observan en los animales utilizados como control cuya
Media, Amplitud y AUC son, respectivamente, 6.40+1.05 ng/ml, 38.89+4.84 ng/mly
2094+342.49 ng/ml. (Figura 13)
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Figura 13: A. Perfil representativo de secrecién pulsdatil de GH en
ratas macho en libre movimiento tras la administracion por via

intracerebroventricular de AICAR (3 pg/rata) o Vehiculo.
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Figura 13: B. Pardmetros caracteristicos del patrén pulsdtil de GH en ratas

macho tratadas con AICAR o Vehiculo a nivel central.

%+ COMPUESTO C:

La administracién icv de Compuesto C supone la inhibicion de AMPK a nivel

hipotaldmico. Para comprobar si este efecto causa alguna modificacién en el

patrén de secrecién de GH, usamos ratas tratadas con COMPUESTO C icv (10

g/ 5 ul) y ratas control (5 ul de DMSO).

Siguiendo el protocolo de pulsatilidad observamos como no hay diferencias

estadisticamente significativas, entre el grupo tratado con Compuesto C y el

grupo control, en los pardmetros caracteristicos estudiados.

Asi, si el grupo de animales tratados con Compuesto C presenta unos niveles

medios de GH plasmdtica de 4.68+0.85 ng/ml, una secrecién total de GH de

1671.15+145.10 ng/ml y con una Amplitud de 24.42+4.02 ng/ml, en el grupo
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control los niveles medios de secrecion son de 5.09+0.35 ng/ml, el AUC es de

1667.46+ 113.84 ng/ml y la Amplitud 16.42+1.34 ng/ml. (Figura 14)
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Figura 14: A. Perfil representativo de secrecién pulsdatil de GH en
ratas macho en libre movimiento tras la administracién de Compuesto

C (10 pg/rata) o Vehiculo.
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Figura 14: B. Pardmetros caracteristicos del patrén pulsdatil de GH en ratas
macho tratadas con COMPUESTO C o Vehiculo a nivel central.
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> RESPUESTA DE 6H A ESTIMULOS

3.1.2 Efecto de la administracion icv de AICAR y COMPUESTO C sobre la

respuesta de GH a ghrelin

% AICAR:

La administracién de AICAR supone la fosforilacién y activacién de AMPK.
Asi, podemos comprobar si la activacion de AMPK a nivel del hipotdlamo causa
algin efecto en la respuesta de GH a ghrelin.

Aplicamos los siguientes tratamientos:

e AICAR icv (3 pg/5 l) + Salino (200 ul)
e AICAR icv (3 pg/5 l) + Ghrelin iv (10 ug/200 pl)
e VH icv (5 pl de salino) + Ghrelin iv (10 pg/200 ul)

Los resultados son los siguientes:

- La administracion de AICAR a nivel central no causa ningin efecto sobre la
secrecién de GH.

- La administracién de ghrelin a nivel intravenoso causa el esperado efecto
estimulador de secrecion de GH, con unos niveles medios de GH plasmadtica de
37.02+10.20 ng/ml, niveles totales de GH de 1184.94:329.23 ng/ml, y la
Respuesta Mdxima alcanza valores de 92.54+26.96 ng/ml a los 10 minutos de la
administracién del péptido.

- La administracion conjunta de AICAR icv y ghrelin iv no modifica el efecto de
la respuesta de GH a ghrelin ya que presenta valores de Media, AUC y Respuesta
Madxima similares al grupo tratado solo con ghrelin; siendo éstos 32.66+7.15

ng/ml, 1049.56+174.76 ng/ml y 87.28+19.42 ng/ml, respectivamente.
Esto nos indica que la activacion de AMPK a nivel del hipotdlamo no causa ningun

efecto sobre la secrecion de GH, asi como tampoco modifica el efecto

estimulador de ghrelin sobre la secrecién de GH. (Figura 15; Tabla 8)
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Figura 15: A. Niveles plasmdticos de GH expresados como
mediatSEM después de la administracién de AICAR, ghrelin o ambos

compuestos en ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo).
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Figura 15: B.Area bajo la curva (AUC) y Respuesta Mdxima de niveles de GH (ng
/ml) obtenidos tras la administracion de AICAR, ghrelin o ambos compuestos en

ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo). *p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

AUC (ng/ml/45 min) MEDIA (ng/ml) Resp Maxima (ng/ml)
AICAR 112.79+41.29 3.13+£1.32 3.51+£0.91
AICAR+GHRELIN 1049.56+174.76 32.66+7.15 87.28119.42
GHRELIN 1184.94+329.23 37.02+10.20 92.54126.96

Tabla 8: Estudio de la respuesta de GH a ghrelin y AICAR. Los resultados estdn

expresados en media + SEM.
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% COMPUESTO ¢C:

Para comprobar si la administracién de Compuesto C, inhibidor de AMPK,
tiene algln efecto sobre la respuesta de GH a ghrelin, realizamos el siguiente

tratamiento:

e COMPUESTO Cicv (10 pg/5 pl) + Salino 200
e COMPUESTO C icv (10 pg/5 pl) + Ghrelin iv (10 ug/200 pl)
e VH icv (5 pl de DMSO) + Ghrelin iv (10 pug/200 pl)

Siguiendo el protocolo de respuesta obtenemos los siguientes resultados:

- La administracién de Compuesto C icv ho causa, por si mismo, ningin efecto
sobre la respuesta de GH.

- La administracion de ghrelin iv causa, como se esperaba, un efecto estimulador
sobre la secrecion de GH alcanzando la Respuesta Mdxima (137.55+29.22 ng/ml)
a los 10 minutos tras la administracién del péptido; con una Media de secrecion
(47.11£10.75 ng/ml) y unos niveles totales de GH plasmdtica (1461.17+326.97
ng/ml) también caracteristicos.

- La administracion conjunta de Compuesto C icv y ghrelin iv consigue revertir el
efecto estimulador de GH del péptido ghrelin. Asi, para los tres pardmetros de
respuesta estudiados (Media, Respuesta Maxima y AUC) existen diferencias
estadisticamente significativas (***p<0.001) respecto de los valores observados
en el grupo de animales tratados solo con ghrelin iv, siendo éstos 3.19:+0.33

ng/ml, 4.34+0.39 ng/ml y 135.3+12.85 ng/ml, respectivamente.

Nuestros resultados hos indican que la inhibicion de AMPK a nivel hipotaldmico,
mediante la administracion icv de Compuesto C, antagoniza el efecto estimulador

sobre la secrecion de GH que ejerce el péptido ghrelin. (Figura 16; Tabla 9)
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Figura 16: A. Niveles plasmdticos de GH expresados como
mediatSEM después de la administracion de Compuesto C, ghrelin o

ambos en ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo).
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Figura 16: B.Area bajo la curva (AUC) y Respuesta Mdxima de niveles de GH (ng
/ml) obtenidos tras la administracién de Compuesto C, ghrelin o ambos compuestos

en ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo). *p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

AUC (ng/ml/45 min) MEDIA (ng/ml) Resp Maxima (ng/ml)
COMP-C 138.17+6.62 3.14+0.16 4.40+0.41
COMP-C+GHRELIN 135.3£12.85 3.19+0.33 4.34+0.39
GHRELIN 1461.17+326.97 47.11+£10.75 137.55+29.22

Tabla 9: Estudio de la respuesta de GH a ghrelin y Compuesto C. Los resultados

estdn expresados en media + SEM
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3.1.3 Efecto de la administracion icv de AICAR y COMPUESTO C sobre la
respuesta de GH a GHRH
<+ AICAR:

Para saber si la activacion de AMPK a nivel central causa algln efecto sobre la
respuesta de GH a GHRH realizamos tres tipos de tratamiento:
o AICAR icv (3 pg/5 ul) + Salino (200 ul)
o AICAR icv (3 pg/5 ul) + GHRH iv (10 ug/200 ul)
e VH icv (5 pl de salino) + GHRH iv (10 pg/200 l

Obtenemos los siguientes resultados:

- La administracién de AICAR icv no provoca ningln efecto sobre la respuesta de
GH a GHRH.

- La administracion de GHRH iv da lugar a un aumento en la secrecién de GH
caracterizado por unos niveles medios de GH plasmdtica de 40.51+12 ng/ml, un
AUC de 1326.89+406.39 ng/ml, y una Respuesta Mdxima de 119.48+40.23 ng/ml,
que se alcanza a los 10 minutos de la administracion del neuropéptido.

- Mientras que la administracion conjunta de AICAR icv y GHRH iv presenta unos
valores de Media, AUC y Respuesta Mdxima que no se diferencian de forma
estadisticamente significativa de los conseguidos en el grupo de animales
tratados solo con GHRH. (38.05:7.06 ng/ml, 1340.77+270.64 ng/ml y
91.78+17.66 ng/ml, respectivamente).

Esto nos indica que la administracion de AICAR icv, y por tanto la activacion de
AMPK a nivel hipotaldmico, no modifica el efecto estimulador que ejerce el

neuropéptido GHRH sobre la secrecién de GH. (Figura 17; Tabla 10)
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Figura 17: A. Niveles plasmdticos de GH expresados como
mediatSEM después de la administracién de AICAR, GHRH o ambos

en ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo).
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Figura 17: B.Area bajo la curva (AUC) y Respuesta Mdxima de hiveles de GH (ng
/ml) obtenidos tras la administracién de AICAR, GHRH o ambos péptidos en ratas
adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo).*p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

AUC (ng/ml/45 min) MEDIA (ng/ml) RESP. MAX (ng/ml)
AICAR 125.33+19.83 2.73+0.39 4.56+0.66
AICAR+ GHRH 1340.77+270.64 38.05+7.06 91.78+17.66
GHRH 1326.89+406.39 40.51%£12 119.98%40.23

Tabla 10: Estudio de la respuesta de GH a GHRH y AICAR. Los resultados estdn

expresados en media + SEM.
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COMPUESTO C:

Realizamos los siguientes tratamientos:

e COMPUESTO Cicv (10 pg/5 pl) + Salino 200
e COMPUESTO C icv (10 pg/5 pl) + GHRH iv (10 pg/200 pl)
e VH icv (5 pl de DMSO) + GHRH iv (10 ug/200 ul)

Siguiendo el protocolo tipico de respuesta, observamos los siguientes resultados:

- La administracidn icv de Compuesto C no causa ningln efecto sobre la secrecién
de GH. (Valores Medios= 3.53:0.57 ng/ml, AUC= 153.50+18.79 ng/ml y
Respuesta Mdxima= 4.91+1.10 ng/ml).

- Los animales tratados con GHRH presentan un aumento en los niveles de
secrecién de GH plasmdtica caracteristicos, alcanzando unos valores totales de
GH de 1761.16+315.74 ng/ml, una Media de secrecién de 66.12+17.45 ng/ml y
con una Respuesta Mdxima de 113.24+16.16 ng/ml a los 10 minutos.

- La administracién de Compuesto C icv y GHRH iv da lugar a un aumento
significativo en la secrecion de GH comparado con la administracién de
Compuesto C icv solo, pero que no alcanza los valores observados con la
administracion del neuropéptido GHRH iv. En concreto se obtienen unos valores
medios de secrecién de 14.94:4.88 ng/ml, Respuesta Mdxima de 44.48+15.67
ng/mly un AUC de 579.04+153.61 ng/ml.

Para los tres pardmetros caracteristicos de respuesta estudiados encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo tratado con ambos
compuestos (Compuesto C icv y GHRH iv) y los otros dos grupos experimentales
(tratados solo con Compuesto C y tratados solo con GHRH), siendo el grado de

significacion de p<0.01 en ambos casos.

Esto nos indica que la inhibicion de AMPK a nivel del hipotdlamo consigue
disminuir, pero no revertir, el efecto estimulador de la secrecion de GH que

ejerce el neuropéptido GHRH. (Figura 18; Tabla 11)
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Figura 18: A. Niveles plasmdticos de GH expresados como

media+tSEM después de la administr

acién de Compuesto C, GHRH o

ambos en ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo).
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Figura 18: B.Area bajo la curva (AUC) y Respuesta Mdxima de niveles de GH (ng

/ml) obtenidos tras la administracion de Compuesto C, GHRH o ambos péptidos en

ratas adultas en movimiento libre. (n= 7/grup

0). *p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

AUC (ng/ml/45 min) MEDIA (ng/ml) RESP. MAX (ng/ml)
COMP-C 153.50£18.79 3.52+0.47 4.91£1.10
COMP-C + GHRH 579.04+153.61 14.94+4.88 44 .48+15.67
GHRH 1761.16+£315.74 66.12+17.45 113.241£16.16

Tabla 11: Estudio de la respuesta de GH a GHRH y Compuesto C. Los resultados

estdn expresados en media + SEM.
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+ PAPEL DEL METABOLISMO DE LIPIDOS A NIVEL CENTRAL SOBRE LA REGULACION DE LA
SECRECION DE GH.

> SECRECION ESPONTANEA DE GH

3.2.1 Efecto de la administracion icv de TOFA sobre la secrecion pulsatil de GH

% TOFA:

Partimos de dos grupos experimentales: ratas tratadas con TOFA (10 pg/5 ul)
y ratas control (5 ul de DMSO).
Comprobamos como la administracion a nivel central de TOFA, y por tanto la
inhibicion de la sintesis de lipidos a nivel hipotaldmico, no causa ningln efecto
sobre el patrén de secrecion pulsatil de GH.
Asi, las ratas tratadas con DMSO, y que utilizamos como control, presentan unos
niveles plasmadticos de GH caracteristicos, con unos niveles medios de 5.09+0.35
ng/ml, una Amplitud de 16.42+1.34 ng/ml y un valor de secrecién total de GH
recogido en el pardmetro AUC de 1667.46+113.84 ng/ml.
Por su parte, el grupo de animales tratados con TOFA presenta niveles medios
de 5.39+ 0.41 ng/ml, y unos valores de AUC y Amplitud de 1779.28+136.05 y
20.11£2.56 ng/ml, respectivamente.
(Figura 19)
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Figura 19: A. Perfil representativo de secrecion pulsdtil de GH en
ratas macho en libre movimiento tras la administracién via icv de

TOFA (10 pg/rata) o Vehiculo.
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Figura 19: B. Pardmetros caracteristicos del patrén pulsdatil de GH en ratas

macho tratadas con TOFA o Vehiculo via icv.
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> RESPUESTA A ESTIMULOS

a) a GHRELIN

3.2.2 Efecto de la administracidn icv de TOFA sobre la respuesta de GH a ghrelin

% TOFA:
Con el objetivo de observar el efecto de la inhibicion de la sintesis de lipidos
a nivel hipotaldmico sobre la respuesta de GH a ghrelin, partimos de los

siguientes grupos de animales:

e TOFA icv (10 pg/5 pl) + Salino 200 pl
e TOFA icv (10 pg/5 ul) + Ghrelin iv (10 ug/200 ul)
e VH icv (5 pl de DMSO) + Ghrelin iv (10 ug/200 pl)

Los resultados son los siguientes:

- Los animales tratados con TOFA a nivel central no sufren ningln efecto sobre
la secrecion de GH siendo sus niveles medios, el AUC y la Respuesta Mdxima
1.40+0.21 ng/ml, 70.55+17.38 ng/ml y 3.60+0.68 ng/ml respectivamente.

- Los animales tratados con ghrelin a nivel infravenoso presentan unos mayores
niveles medios de GH plasmdticos, 47.11+ 10.75 ng/ml, alcanzando unos niveles
totales de GH de 1461.17+326.97 ng/ml y con una Respuesta Mdxima, a los 10
minutos de la administracién del péptido, de 137.55+29.22 ng/ml.

- Los animales tratados con ambos péptidos presentan unos valores de GH
similares a los observados en el grupo tratado con ghrelin iv: niveles medios de
GH plasmdtica de 56.84 ng/ml, AUC de 1785.13+560.08 ng/ml y la Respuesta
Maxima, que se produce a los 10 minutos, de 138.81+40.91 ng/ml.

Estos datos nos indican que la inhibicién de la sintesis de lipidos a nivel
hipotaldmico mediante la administracién icv de TOFA, no causa ningdn efecto
sobre la secrecion de GH, asi como tampoco modifica el efecto estimulador de
secrecion tipico del péptido ghrelin ya que no se encuentran diferencias

estadisticamente significativas en los pardmetros caracteristicos de respuesta a
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estimulo entre los animales tratados solo con ghrelin y los tratados con ambos

péptidos. (Figura 20; Tabla 12)
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Figura 20: A. Niveles plasmdticos de GH expresados como
mediatSEM después de la administracién de TOFA, ghrelin o ambos

en ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo).
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Figura 20: B.Area bajo la curva (AUC) y Respuesta Mdxima de niveles de GH (ng
/ml) obtenidos tras la administracion de TOFA, ghrelin o ambos compuestos en

ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo). *p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

AUC (ng/ml/45 min) MEDIA (ng/ml) Resp Maxima (ng/ml)
TOFA 70.55+17.38 1.40£0.21 3.60+0.98
TOFA+GHRELIN 1785.13+560.08 56.84+17.31 138.81+40.91
GHRELIN 1461.17+326.97 47.11£10.75 137.55+29.22

Tabla 12: Estudio de la respuesta de GH a ghrelin y TOFA. Los resultados estdn

expresados en media + SEM.
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3.2.3 Efecto de la administracion icv de ETOMOXIR sobre la respuesta de GH a

ghrelin
%+ ETOMOXIR:

La administracion icv de Etomoxir provoca la inhibicién de la actividad de
CPT-1, enzima que interviene en el paso de dcidos grasos de cadena larga (LCFAs)
desde el citosol a la mitocondria para que puedan ser degradados y obtener asi
ATP.

Para estudiar el efecto de la inhibicién de esta enzima sobre la respuesta de GH

a ghrelin se establecen los siguientes grupos:

e Etomoxir icv (10 pg/5 ul) + Salino 200 pl
o Etomoxir icv (10 pg/5 ul) + Ghrelin iv (10ug/200 ul)
e Salino icv (5 pl) + Ghrelin iv (10pg/200 pl)

En funcidn de los pardmetros caracteristicos de respuesta, podemos comprobar
como el grupo de animales tratados con salino icv + ghrelin iv, presentan unos
valores de respuesta de GH a ghrelin tipicos, con unos niveles medios de GH
plasmdtica de 37.02£10.20 ng/ml, unos niveles de GH tfotal de (AUC)
1184.99+329.23 ng/ml y con una Respuesta Mdxima de 92.54+26.96 ng/ml a los
10 minutos de la administracion.

Mientras los animales tratados con ambos péptidos (etomoxir + ghrelin)
presentan valores medios de GH y AUC muy similares a los observados en los
tratados con ghrelin iv (57.11:14.65 y 1860.87+506.02 ng/ml, respectivamente).
Tampoco hay diferencias en la Respuesta Mdxima que en este caso alcanza, a los

10 minutos de la administracion, valores de 124.52+24.78 ng/ml.

En conjunto, comprobamos como la administracion de Etomoxir icv, y por tanto la
inhibicion de la ruta de B-oxidacién de lipidos a nivel de hipotdlamo, no causa
ningin efecto sobre la respuesta de GH, asi como tampoco modifica el
caracteristico efecto estimulador de secrecién de GH que presenta el péptido

ghrelin. (Figura 21y Tabla 13)
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Figura 21: A. Niveles plasmdticos de GH expresados como media+SEM

después de la administracién de Etomoxir, ghrelin o ambos en ratas

adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo)
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Figura 21: B.Area bajo la curva (AUC) y Respuesta Mdxima de niveles de GH (ng

/ml) obtenidos tras la administracién de Etomoxir, ghrelin o Etomoxir + ghrelin en

ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo). *p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

AUC (ng/ml/45 min)

ETOM
ETOM+GHRELIN
GHRELIN

130.27+11.56
1860.87+506.02
1184.94+329.23

MEDIA (ng/ml) Resp Maxima (ng/ml)
2.83+0.3 3.80+0.45

57.11£14.65 124.52+24.78

37.02+£10.20 92.54+26.96

Tabla 13: Estudio de la respuesta de GH a ghrelin y Etomoxir. Los resultados

estdn expresados en media + SEM.
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b) a GHRH

3.2.4 Efecto de la administracién icv de TOFA sobre la respuesta de GH a GHRH.
< TOFA:

Con el objetivo de estudiar el efecto de la administracién icv de TOFA sobre
la respuesta de GH a GHRH, establecemos los siguientes grupos de animales
segln el tratamiento que reciban:

e TOFA icv (10 pg/5 ul) + Salino 200 pl

e TOFA icv (10 pg/5 ul) + GHRH iv (10 pg/200 ul)
e VH icv (5 pl de DMSO) + GHRH iv (10 ug/200 ul)

El hecho de administrar TOFA icv no causa ningin efecto sobre la secrecién de
GH (Niveles medios de secrecién, AUC y Respuesta Mdxima de 2.32+0.57 ng/ ml,
109.69+0.69 ng/ml y 3.18+0.53 ng/ml respectivamente).

Los animales que recibian GHRH iv presentan un aumento esperado en la
secrecion de GH, caracterizado por unos hiveles medios de secrecién de
66.12+6.2 ng/ml, una Respuesta Mdxima a los 10 minutos de la administracion del
neuropéptido de 113.24+16.16 y con unos niveles totales de secrecion de GH de

1761.24+315.64 ng/ml.

Por su parte, los animales que recibian TOFA icv y GHRH iv, presentan unos
niveles medios (50.19+9.26 ng/ml), AUC (1874.64+189.51 ng/ml) y Respuesta
Madxima (142.86+24.60) muy similares a los que se observan en los animales

tratados solo con GHRH.

Estos resultados nos indican que la administracion icv de TOFA, y por tanto la
inhibicion de la sintesis de dcidos grasos a nivel hipotaldmico mediante la
inhibicién de ACC, no modifica el efecto estimulador que ejerce GHRH sobre la

secrecion de GH. (Figura 22; Tabla 14)
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Figura 22: A. Niveles plasmdticos de GH expresados como
mediatSEM después de la administracion de TOFA, GHRH o ambos en

ratas adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo).
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Figura 22: B.Area bajo la curva (AUC) y Respuesta Mdxima de niveles de GH (ng /ml)
obtenidos tras la administracion de TOFA, GHRH o ambos compuestos en ratas

adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo). *p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

AUC (ng/ml/45 min) MEDIA (ng/ml) RESP. MAX (ng/ml)
TOFA 109.69+0.69 2.35+0.57 3.18+0.53
TOFA+ GHRH 1874.64+189.51 50.10+9.26 142.86+24.60
GHRH 1761.24+315.74 66.12+6.2 113.24£16.16

Tabla 14: Estudio de la respuesta de GH a GHRH y TOFA. Los resultados estdn

expresados en media + SEM.
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3.2.5 Efecto de la administracién icv.de ETOMOXIR sobre la respuesta de GH a
GHRH
< ETOMOXIR:

Para analizar el efecto de la administracién icv de Etomoxir sobre la respuesta

de GH a GHRH partimos de los siguientes grupos experimentales:

o Etomoxir icv (10 pg/5 pl) + Salino 200 pl
o Etomoxir icv (10 pg/5 ul) + GHRH iv (10ug/200 ul)
e Salino icv (5 pl) + GHRH iv (10ug/200 pl)

Siguiendo el protocolo de respuesta y analizando los pardmetros caracteristicos de

ésta, obtenemos los siguientes resultados:

- La administracién icv de Etomoxir no tiene ningln efecto sobre la secrecion de
GH.

- La administracion de GHRH iv causa un esperado aumento de la secrecién de GH,

con unos niveles totales de GH plasmdtica de 1326.89+406.39 ng/ml, una secrecién

media de 40.51+12 ng/ml y alcanzando la Respuesta Mdxima (119.48+40.23 ng/ml) a

los 10 minutos de la administracion del neuropéptido.

- La administracién conjunta de Etomoxir icv y GHRH iv provoca un efecto sobre

la secrecion de GH similar al ejercido por GHRH: niveles medios de GH de

38.96+9.82 ng/ml, AUC de 1292.96+380.21 ng/ml y la Respuesta Mdxima, a los 10

minutos, de 85.89+19.26 ng/ml.

El hecho de que no se observen diferencias estadisticamente significativas, en
ninguno de los pardmetros estudiados, entre los animales tratados con GHRH y los
tratados con Etomoxir y GHRH nos indica que la administracién de Etomoxir icv, y
por tanto la inhibicién de la ruta de B-oxidacién de dcidos grasos a nivel
hipotaldmico, no modifica el efecto estimulador de secrecién de GH ejercido por la
administracion iv de GHRH.

(Figura 23; Tabla 15)
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Figura 23: A. Niveles plasmdticos de GH expresados como mediatSEM
después de la administracion de Etomoxir, GHRH o ambos en ratas

adultas en movimiento libre. (n = 7/grupo).
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Figura 23: B.Area bajo la curva (AUC) y Respuesta Mdxima de niveles de GH (ng
/ml) obtenidos tras la administracién de Etomoxir, GHRH o ambos en ratas adultas

en movimiento libre. (n = 7/grupo). *p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

AUC (ng/ml/45 min) MEDIA (ng/ml) RESP. MAX (ng/ml)
ETOM 112.51£15.42 2.57+0.36 4.73+0.88
ETOM+ GHRH 1292.96+380.21 38.96+9.82 85.89+19.26
GHRH 1326.89+406.39 40.51%£12 119.98+40.23

Tabla 15: Estudio de la respuesta de GH a 6 HRH y Etomoxir. Los resultados

estdn expresados en media + SEM.
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IV. EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA DE GHRELIN A NIVEL CENTRAL
SOBRE EL METABOLISMO LIPIDICO.

Recientemente se ha descrito como la administracion de ghrelin a nivel central ejerce
un importante papel en la regulacion del metabolismo periférico (313). En concreto,

promueve lipogénesis e inhibe la oxidacidn de lipidos en el tejido adiposo.

Teniendo en cuenta que ghrelin es un secretagogo de GH y que esta hormona tiene una
gran importancia a nivel de metabolismo nos propusimos comprobar si en ese efecto

adipogénico de ghrelin estaba implicada la hormona de crecimiento.

Para ello utilizamos ratas macho Lewis deficientes en GH (dwarf) y Lewis wt, que
usamos como control. El tratamiento se realiza mediante una bomba osmética

subcutdnea conectada a nivel central mediante una cdnula icv.
Establecemos los siguientes grupos:

o Lewis+ Ghrelin (20 pg/dia durante 8 dias)
o Lewis+ Salino (20 pl/dia durante 8 dias)
e dwarf+ Ghrelin (20 pg/dia durante 8 dias)
e dwarf+ Salino (20 pl/dia durante 8 dias)

Todos los animales se pesan, al igual que la comida, durante los 8 dias que dura el

experimento.

+ Lewis wt

> Efecto sobre la ingesta y el peso corporal.

La administracién crénica de ghrelin a nivel central (20 pg/dia) provoca el
aumento de la ingesta y el peso corporal en las ratas Lewis normales.
Asi, comprobamos que la ingesta acumulada es mayor en los animales tratados con
ghrelin que en los que reciben salino, y comparando la ingesta acumulada diaria vemos

que esa diferencia es estadisticamente significativa a partir del 5° dia de tratamiento.
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El aumento en la ingesta va acompafiado de un incremento en la ganancia de peso
corporal, con una mayor eficiencia energética (*p< 0.05), en los animales tratados con
ghrelin respecto de los ftratados con salino.

En funcién del Indice Somdtico y de la cantidad total de tejido adiposo vemos que las
ratas Lewis tratadas con ghrelin presentan una mayor cantidad de WAT, aunque no
estadisticamente significativa; en concreto poseen un mayor porcentaje (*p< 0.05) de

tejido adiposo omental y visceral.
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Figura 24: Ingesta (A y B) y peso acumulado (C) durante el tratamiento crénico con
ghrelin (20 pg/dia) o VH (20 pl salino/dia) a nivel central en ratas macho Lewis. D.
Eficiencia energética. E. Indice somdtico (BAT- tejido adiposo pardo, RETRO-
retroperitoneal, OMN- omental, EPID- epididimal, VISC- visceral, Hig- Higado), F. Suma
de WAT (retroperitoneal, epididimal, visceral y omental).

Siendo: * p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

> Efecto sobre pardmetros plasmdticos.

La administracién crénica de ghrelin a nivel central causa el aumento (***p<0.001)
de los niveles de ghrelin plasmdticos en las ratas Lewis, mientras que los niveles de
g9 q
glucosa e insulina no varian respecto de los tratados con salino y que usamos como

control de tratamiento.

SALINO GHRELIN
Ghrelin (ng/ml) 1.02+0.11 1.93+0.15 ***
Insulina (ng/ml) 119:0.15 1.35+0.08
Glucosa (mg/dl) 85.08 + 2.69 91.96 £ 2.71

Tabla 16: Niveles plasmdticos (media + SEM) de ghrelin total, glucosa e insuling,
en ratas Lewis tras la administracién continua de ghrelin (20 pg/dia) o VH (20 l

salino/dia) a nivel central. * p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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> Efecto sobre el metabolismo lipidico en WAT.

Mediante RT-PCR a tiempo real podemos comprobar como la administracién
cronica de ghrelin a nivel central aumenta, de forma estadisticamente significativa, los
niveles de mRNA de enzimas que promueven adipogénesis tales como ACCa, FAS, SCD-
1y MCD. En el caso de CPT-1M, aunque se observa aumento en los niveles de expresion
en los animales tratados con ghrelin estas diferencias no son estadisticamente

significativas.

Mediante WB, observamos que la administracién cronica de ghrelin causa los
siguientes efectos:

- Los niveles de AMPKaly pAMPK (la forma activa) no varian.

- Los niveles de ACCua, pACCo, FAS y CPT-IM aumentan de forma

estadisticamente significativa.

Al igual que en los niveles de mRNA y proteina, la administracién crénica de ghrelin a
nivel central incrementa la actividad enzimdtica de ACC, FAS, MCD y CPT-1, siendo
este aumento estadisticamente significativo en el caso de FAS, MCD y CPT-1.

La actividad enzimdtica de G6PDH y 6PGDH aumenta (p<0.01) tras el tratamiento con
ghrelin,

En concordancia con el aumento observado en la actividad de FAS, MCD y CPT-1, los
niveles de Malonyl-CoA son menores en el grupo ftratado con ghrelin, con un grado de

significacion (***p<0.001).
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Figura 25: Efecto del tratamiento crénico de ghrelin icv en ratas Lewis normales
sobre los hiveles de mRNA (A), proteina (B y C) y actividad enzimdtica (E) de distintos
enzimas implicados en el metabolismo de lipidos. D. niveles de Malonyl-CoA (nmol/g) en
WAT.

Siendo: * p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

+ Lewis deficientes en GH (dwarf)

> Efecto sobre la ingesta y el peso corporal.

Al igual que sucede con las ratas Lewis normales, la administracién crénica de
ghrelin icv a ratas Lewis deficientes en GH causa aumento de la ingesta, del peso
corporal y de la eficiencia energética en comparacién con el grupo tratado con salino.
Sin embargo, no se observan diferencias entre los dos grupos en cuanto a la cantidad

de tejido adiposo total acumulado, ni en ninguno de los depdsitos en particular.
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Figura 26: Ingesta (A y B) y peso acumulado (C) durante el tratamiento cronico con
ghrelin a nivel central en ratas macho dwarf. Ghrelin (20 ug/dia) o VH (20 pl salino/dia)
durante 8 dias. D. Eficiencia energética. E. Indice somdtico (BAT- tejido adiposo pardo,
RETRO- retroperitoneal, OMN- omental, EPID- epididimal, VISC- visceral, Hig- Higado),
F. Suma de WAT (retfroperitoneal, epididimal, visceral y omental).

Siendo: * p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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> Efecto sobre pardmetros plasmdticos.

La administracion cronica de ghrelin causa el aumento, de forma
estadisticamente significativa, de los niveles de ghrelin, insulina y glucosa en las

ratas awarf.

SALINO GHRELIN
Ghrelin (ng/ml) 1.04:0.04 199 £0.18 ***
Insulina (ng/ml) 0.83+0.10 124 £0.11**
Glucosa (mg/dl) 92.03+2.81 102.78 + 4.18 *

Tabla 17: Niveles plasmdticos (media + SEM) de ghrelin total, glucosa e insuling,
en ratas dwarf tras la administracion continua de ghrelin (20 pg/dia) o VH (20 pl
salino/dia) a nivel central. * p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

> Efecto sobre el metabolismo lipidico en WAT,

La administracién crénica de ghrelin a nivel central en ratas dwarf nos permite
evaluar el efecto de ghrelin sobre el metabolismo de lipidos en ausencia de GH. Para
ello medimos en estos animales los niveles de mRNA, proteina y actividad enzimdtica de

distintos enzimas implicados tanto en la sintesis como en la oxidacién de lipidos.

La administracion de ghrelin causa el aumento en la expresion (NRNA) de ACCa, FAS y
SCD-1 respecto de los control, de forma estadisticamente significativa, mientras que

no varian los niveles de expresion de CPT-1M y MCD.

En cuanto a los niveles de proteina, en las ratas dwarf tratadas con ghrelin observamos
el aumento en los niveles de AMPKal, ACCa, pACCa y FAS, mientras que pAMPKa y
CPT-1M no varian.

La actividad enzimdtica de ACC, FAS, MCD, CPT-1, G6PDH y 6PGDH aumentan de
forma significativa en los animales tratados con ghrelin respecto de los control.

Mientras que los niveles de Malonyl-CoA no varia en funcién del tfratamiento.
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Figura 27: Efecto del tratamiento cronico de ghrelin icv en ratas dwarf sobre los
niveles de mRNA (A), proteina (B y C) y actividad enzimdtica (E) de distintos enzimas
implicados en el metabolismo de lipidos. D. niveles de Malonyl-CoA (nmol/g) en WAT.

Siendo: * p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Discusion

PEPTIDOS DERIVADOS DEL GEN GHRELIN EN LA REGULACION DE LA INGESTA Y LA
SECRECION DE GH

El péptido ghrelin, inicialmente identificado por el grupo de Kojima et a/ a partir de
extractos gdstricos de rata, se expresa mayoritariamente en las células X/A de la
mucosa del fundus desde donde pasa al torrente sanguineo, aunque también se puede

encontrar en menor proporcion en otros tejidos (90;92).

La forma acilada (ghrelin) se caracteriza por la presencia de un dcido graso en la Ser
3, unidon que realiza una enzima recientemente identificada, GOAT. Sin embargo,
segUn el ndmero de aa (27 6 28) y el dcido graso incorporado (octanoico, decanoico, ...)
puede dar lugar a distintas formas moleculares. De las posibles, la forma mds activa
consta de 28 aa y un grupo octanoico (175). La peculiaridad de estar acilada es
importante dado que parece ser necesaria para que se una al receptor GHS-R1a (389),
a través del cual desempeiia numerosas funciones (172;173;268).

Dos de las principales acciones de ghrelin son la regulacién de la ingesta (269;274) y
la secrecién de GH (91;172). En este sentido, se ha comprobado que posee un potente
efecto orexigénico, determinando no solo el inicio de la ingesta sino también la

cantidad de alimento ingerido (207), y ademds actda como secretagogo de GH.

Teniendo en cuenta que del mismo gen ghrelin mediante splicing alternativo y
modificaciones postraduccionales se obtienen distintos péptidos (175;176), nos
planteamos estudiar el papel de algunas de estas formas en la regulacién de la ingesta
y de la secrecion de GH. En concreto, analizamos el propio ghrelin, ghrelin
deleccionado en el exén 4 (GHR-d4), ghrelin deleccionado en el exon 3 (GHR-d3),
ghrelin desacilado (UAG) y obestatina.
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Regulacidon de la ingesta

Tanto en humanos como en roedores la administracion de ghrelin causa un significativo
aumento de la ingesta; este efecto orexigénico se ha comprobado ademds, en el caso
concreto de roedores, tras la administracién por distintas vias (icv, ip, iv o sc)

(30:269.274).

Uno de los péptidos que se obtienen a partir del gen de ghrelin es el resultado de la
deleccion del exdon 3 (6HR-d3), que se ha identificado en muestras humanas de cancer
de mama y prostata (182), y que presenta un homélogo murino con deleccidn del exdn
4 (6HR-d4) (183).

Mediante la administracion icv de GHR-d4, ghrelin o ambos péptidos comprobamos
como mientras la administracion de ghrelin causa un caracteristico aumento de la
ingesta, la administracién de una dosis similar de GHR-d4 no causa ningin efecto ni

tampoco modifica el efecto orexigénico de ghrelin.

La forma desacilada (UAG) estd caracterizada por la ausencia del grupo octanoico en
la Ser3 (175). Esto impide la unién de UAG al receptor tipico de ghrelin, GHS-R1a, lo
cual llevé a pensar que UAG no causaba ningln efecto sobre la ingesta. Sin embargo,
existen al respecto datos controvertidos dependiendo especialmente de las
condiciones experimentales.

El grupo de Toshinai et a/sugiere que UAG administrado icv posee efecto orexigénico
y que este, mediado probablemente por las orexinas, es independiente de GHS-Rla
(360).

Otros trabajos consideran que UAG administrado a nivel central o periférico (ip)
posee efecto inhibidor de la ingesta (363;364), llegando incluso a causar un balance
energético negativo con descenso del peso corporal y de la cantidad de grasa
acumulada, en caso de sobreexpresion (258).

Pero también existen trabajos realizados en ratas y en ratones en los que se observa

que la administracién ip de UAG, tanto en condiciones fed como fasting, no causa
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ningln efecto sobre la ingesta (362). De acuerdo con esto, la sobreexpresion de UAG
en ratones no varia ni la ingesta ni el peso corporal respecto de los wt (372).

En este sentido apuntan también nuestros resultados. Mediante la administracién icv
de ghrelin, UAG o ambos a ratas en condiciones de alimentacion ad /ibitumy durante
la fase de luz, comprobamos como la administracion de UAG no causa por si solo
ningln efecto sobre la ingesta ni modifica el efecto orexigénico de ghrelin: mientras
la administracién icv de ghrelin causa un potente efecto orexigénico a corto plazo, la
administraciéon de la misma dosis de UAG no causa ningln efecto (la ingesta en este
grupo no se diferencia de la observada en el grupo control). Ademds, a diferencia de
lo observado por otros grupos (366), la administracion conjunta a nivel central de
UAG y ghrelin, no antagoniza el efecto orexigénico de ghrelin.

Estas discrepancias pueden ser debidas a las distintas condiciones experimentales
tales como fase de ciclo luz/oscuridad en la que se realizan los experimentos asi como

en la distinta via de administracién utilizada.

Basado en una prueba bioinformdtica, en el 2005 el grupo de Zhang et a/ identifico
dos posibles lugares de corte en el precursor de proghrelin que podian dar lugar a una
proteina de 23 aa, que posteriormente aislaron de extractos de estémago de rata, y
que estaba caracterizada por poseer efectos antagdnhicos a ghrelin, de ahi que la
denominaran obestatina. Este trabajo sugeria que la obestatina sintética
administrada ip o icv en ratones disminuia la ingesta, el vaciado gdstrico y el peso
corporal, de una forma aguda y dosis dependiente, mediante la union a lo que se
consideraba su receptor GPR39. A pesar del descenso del peso corporal, no
observaban cambios en los niveles de leptina circulantes (180).

Sin embargo, datos publicados por Nogueiras et a/, entre los que se incluyen los datos
mostrados en esta tesis, y en los que se sigue de forma estricta todas la condiciones
experimentales del articulo original de Zhang et a/(180) -protocolo de disolucién de la
hormona, dosis, via de administracién etc- no consiguen replicar esos resultados. En
este caso, la administracién central y periférica de la misma dosis de obestatina

(procedente de tres suministradores distintos) en ratas y ratones, y en fase de luz y
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oscuridad, no causa ningin efecto sobre la ingesta, el peso corporal o el vaciado
gdstrico. Ademds se observd, mediante la administracion conjunta de ambos péptidos,
que la obestatina ho modifica el efecto de ghrelin sobre estos pardmetros (390).
Aunque algunos trabajos posteriores publicaron datos parecidos al articulo original
(318;391-394), muchos otros no consiguieron reproducir esos resultados
(383;385;387:395-397). No solo no observaban ningln efecto de la obestatina sobre
la ingesta sino que fampoco encontraban ninguna variacion en la ingesta estimulada por
ghrelin o por ayuno (398), independientemente de las dosis usadas, de la via de
administracién, duracién de los tratramientos, estado de fed o fasting/refeeding o
incluso de la especie utilizada.

En este sentido se comprobd, ademds, que la administracion icv de obestatina no
modificaba la expresién de distintos neuropéptidos hipotaldmicos clave en la
regulacién de la ingesta tales como NPY/AgRP o POMC/CART (318).

Dada la controversia entorno al papel de la obestatina en el control del balance
energético y en la regulacion de la ingesta en particular, tratamos ratas macho con
obestatina/vehiculo via intracerebroventricular una vez al dia, durante 5 dias, y
cuantificamos la cantidad de comida ingerida a distintas horas y el peso de cada rata
una vez al dia, lo que nos permitiria diferenciar un posible efecto del péptido a corto
y/0 a largo plazo, tanto en la regulacién de la ingesta como del peso corporal.

En concordancia con la mayoria de publicaciones al respecto, nosotros no observamos
ningln efecto sobre la ingesta tras la administracion de obestatina icv (5 pug/10 ul) en
comparacion con los tratados con vehiculo. Asi, el tratamiento con obestatina durante
cinco dias, no causa ningln efecto sobre la ingesta acumulada a nhinguna de las
distintas horas en las que la comida fue testada (1,5, 3, 6 y 12), descartando un
posible efecto tanto a corto como a largo plazo. Incluso, cuando los animales son
sometidos a ayuno nocturno, lo que nos facilitaria diferenciar un posible efecto
anorexigénico, no observamos ninguna diferencia entre las ingestas acumuladas de
ambos grupos. Ademds, durante los dias que duré el tratamiento, la evolucion del peso

corporal fue igual en ambos grupos (datos no mostrados).
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Datos publicados por Sibilia et a/ corroboraron la ausencia de efecto de la
administracion de obestatina a largo plazo sobre la ingesta y el peso corporal, y
también sobre otros pardmetros relacionados con el metabolismo energético tales
como composicion corporal, gasto energético, actividad locomotora, coeficiente
respiratorio o neuropéptidos hipotaldmicos relacionados con la regulacién del balance
energético (318).

Un estudio reciente demuestra en humanos que los niveles de obestatina plasmdtica
estdn negativamente correlacionados con el BMI, leptina, insulina y glucosa, pero
positivamente con ghrelin y UAG en sujetos con obesidad o anorexia nerviosa (399).
Sin embargo, si tenemos en cuenta ademds, que la concentracién de obestatina
plasmdtica apenas varia tras periodos de fed/fasting/refeeding (397), que su vida
media en sangre es muy corta (400), y que la administracion ip de distintas dosis de
obestatina no causa hingln efecto sobre la ingesta ni la motilidad gdstrica en ratones
ghrelin” (descartando un posible enmascaramiento del efecto de la obestatina por el
ghrelin enddgeno), todo apunta a que la obestatina no participa en la regulacion de la
ingesta, poniendo incluso en duda su papel como hormona circulante (401).

A pesar de que la obestatina parece que no ejerce el papel inicialmente publicado en la
regulacién de la ingesta y del peso corporal, a lo largo de los Gltimos afios se le han
atribuido distintas funciones, algunas de las cuales también contradictorias.

Mientras que no hay nada descrito sobre el papel de la obestatina en el metabolismo
de lipidos, si se ha relacionado con el metabolismo de glucosa ya que algunos estudios
realizados en humanos sugieren un descenso en los niveles de obestatina en relacion
con el deterioro de la regulacion de la glucosa y la DMII (399;402). En este sentido,
se ha detectado expresién de la obestatina en células de islotes pancredticos, aunque
el efecto de ésta sobre la secrecion de glucosa e insulina no estd muy claro: la
administracion ip de obestatina en ratones alimentados, pero no en ayuno, inhibe la
ingesta, reduce la glucosa y la respuesta de la insulina (403;404); en ratas
anestesiadas, la administracion iv de obestatina reducia la respuesta de la insulina
tras un bolo intravenoso de glucosa (405); la administracién iv de obestatina no tiene

ningln efecto sobre la concentracion de glucosa e insulina, ni a nivel de circulacion
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portal ni sistémica (406); bajo condiciones basales, la administracién de obestatina no
afecta a la concentracién de insulina o glucosa, mientras que inhibe la secrecién de
insulina estimulada por glucosa /n vivoy en islotes pancredticos aislados (405). Estas
discrepancias pueden ser explicadas mediante diferencias entre especies, un distinto
método de administracion, el uso de diferentes dosis de obestatina y glucosa, asi
como por usar obestatina de distintas casas comerciales.

Los efectos /n vitro de la obestatina sobre el metabolismo de glucosa también son
controvertidos: la incubacién de islotes pancredticos aislados de rata y de ratén con
una concentracion de glucosa constante indica que la obestatina inhibe la secrecién de
insulina mientras que a concentraciones normales de glucosa la activa, y a baja
concentracion carece de efecto (374;405); por su parte Granata et a/ encontraron
que a bajas concentraciones de glucosa la obestatina potencia la secrecién de insulina
inducida por glucosa en islotes pancredticos humanos (407); la administracién de
obestatina en pdncreas perfundido aumenta la liberacién de insulina inducida por
glucosa mientras que la inhibe si es administrada a altas dosis (408); de forma similar,
Unniappan et a/ muestran que la obestatina no tiene efecto sobre la secrecién de
insulina en islotes de ratén incubados en presencia de altos niveles de glucosa (404).
Esto sugiere que los niveles de glucosa condicionan el efecto de la obestatina sobre la
secrecién de insulina a nivel pancredtico.

Por otro lado, se ha publicado que la administracién icv de obestatina disminuye la
cantidad de agua bebida en ratas ad /ibitum, para agua y comida, en comparacién con
ratas deprivadas de ambas cosas. Ademds, mediante experimentos /n vitro, se ha
comprobado que la obestatina activa zonas cerebrales implicadas en la regulacion de la
sed. Estos autores proponen que el efecto anorexigénico que observaban en la
obestatina podria ser debido a su accién inhibidora sobre la cantidad de agua ingerida
(395).

En cuanto a la funcién de obestatina sobre la motilidad del tracto gastrointestinal
también hay discrepancias. Algunos trabajos, /n vivo e in vitro, sugieren que la
obestatina suprime el vaciado gdstrico, disminuye la actividad contrdctil del yeyuno

antagonizando los efectos de ghrelin, y que este efecto inhibitorio puede estar
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mediado por neuronas POMC y receptores CRF en el cerebro (observado en ratas fed
conscientes) (180;409), mientras que ofros trabajos realizados en roedores en los que
la obestatina, administrada por distintas vias (ip, iv o icv) y en un amplio rango de
dosis, parece no afectar al vaciado gdstrico ni a la motilidad del tfracto
gastrointestinal (401), al igual que tampoco modifica el efecto procinético de ghrelin
(388).

También se ha relacionado a la obestatina con otras funciones: reproduccion (un

estudio /n vitro, realizado en cerdos, demuestra que la obestatina puede controlar
directamente la funcion de las células de la granulosa del ovario, estimular la
proliferacion y la apoptosis de estas células y la secrecion de progesterona (410);

proliferacion celular (induce proliferacion celular de forma dosis dependiente

mediante la fosforilacién de MEK/ERK 1/2 (411), promueve la supervivencia de islotes
pancredticos mediante incremento de cAMP y la ruta AC/cAMP/PKA (407), pero sin
embargo puede inhibir la proliferacidn y diferenciacién de los preadipocitos 3T3-L1 de
forma contraria al efecto de ghrelin), memoria, ansiedad, suefio o viablidad celular

(356).

Requlacidn de la secrecién de GH

Otra de las principales caracteristicas de ghrelin es su potente efecto secretor de
GH, efecto que ha sido comprobado mediante experimentos /n vivo e in vitro, en
humanos y roedores, asi como en otras especies (91,259-261).

El efecto de ghrelin sobre las somatotropas, causando la sintesis y liberacion de GH,
parece ser dependiente de su union al receptor GHS-R1a (262), y estd caracterizado
por ser potente, especifico, dosis dependiente y sinérgico con el efecto de GHRH.
Aunque actda como secretagogo tras ser administrado a nivel central o periférico

ejerce mayor efecto a nivel iv (412).

Para comprobar si alguno de los otros péptidos que se obtienen del gen ghrelin posee

alglin efecto sobre la secrecién de GH utilizamos el protocolo de repuesta a estimulos.
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Esto nos permitiria comprobar no solo si estimulaba o no la secreciéon de GH, sino

también si modificaba la respuesta de GH a ghrelin.

Nuestros resultados nos indican que ni GHR-d4, ni GHR-d3, poseen ningln efecto
sobre la secrecion de GH, asi como tampoco modifican la respuesta de GH a ghrelin.
Mientras la administracién iv de 10 ng de ghrelin causa un aumento en la secrecion de
GH caracteristico, alcanzando la Respuesta Mdxima a los 10 minutos de la
administracion y descendiendo a valores basales a los 30 minutos, la administracién de
GHR-d4 o GHR-d3 no causa ninglin efecto sobre los niveles de GH. Ademds, la
administracion conjunta de ambos péptidos no se diferencia de modo
estadisticamente significativo respecto del grupo tratado con ghrelin en ninguno de
los tres pardmetros estudiados -AUC (Area Bajo la Curva), Respuesta Mdxima y
Media-, lo que nos indica que no modifican la respuesta de GH a ghrelin.

Es decir, no detectamos ningln efecto sobre la ingesta y la secrecion de GH tras la
administracion icv e iv, respectivamente. Esto nos sugiere que GHR-d4, al igual que su
homélogo humano GHR-d3, no poseen ningin papel directo sobre la regulacion de la
homeostasis energética y la secrecion de GH, ni tampoco indirectamente por

interaccién con ghrelin.

A pesar de los trabajos que sugieren que UAG posee funciones bioldgicas
(335;359:360), en muchos casos antagonicas a las de ghrelin, y que no todas las
acciones de ghrelin estdn mediadas por el receptor GHS-Rla, la activacion de este
receptor parece esencial para mediar el efecto de ghrelin sobre la secrecién de GH
(266;288). Por tanto cabia esperar que UAG, que no puede activar GHS-R1a, no tuviera
efecto secretor de GH tal y como indican nuestros resultados.

La administracién iv en ratas macho en libre movimiento de UAG (incluso a una dosis
muy superior a la que es efectiva en el caso de ghrelin) nos permitié comprobar que
UAG no ejerce ningln efecto sobre la secrecion de GH. Ademds, la administracién
conjunta de ambos péptidos (UAG y ghrelin) da lugar a unos pardmetros de secrecion

caracteristicos del péptido ghrelin, alcanzando la Respuesta Mdxima a los 10 minutos y
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recuperando los niveles basales a los 30 minutos de la administracién. Esto nos indica
que UAG no solo no posee ninglin efecto sobre la secrecion de GH, sino que tampoco
modifica el efecto estimulador de GH por parte de ghrelin.

Sin embargo, a pesar de la ausencia de efecto de UAG sobre la secrecién de GH, se ha
demostrado su participacion en la regulacion del eje gonadotropo ya que causa el mismo
efecto que ghrelin sobre la secrecion de LH. Asi, cuando se administra UAG de forma
aguda y repetida a ratas macho adultas en libre movimiento es capaz de suprimir
parcialmente la activacion del eje gonadotropo en la pubertad, como se evidencia
mediante un descenso en los niveles de LH y el porcentaje de separacion

balanoprepucial, similar al observado en los grupos tratados con ghrelin (335).

A diferencia de lo que sucedia en la regulacion de la ingesta, la mayoria de trabajos
publicados coinciden en que la obestatina carece de efecto sobre la secrecion de GH:
estudios realizados en roedores, /n vivo e in vitro, demuestran que la administracion de
obestatina no modifica los niveles basales de GH (390;391;395;396) asi como tampoco
modifica el efecto secretor de GH de la hexarelina (391) ni el inhibidor que ejerce la
somatostatina. A pesar de esto, un estudio reciente indica que la obestatina, en
determinadas condiciones, puede inhibir la accion del ghrelin exdgeno sobre la
liberacién de GH (397), aunque faltaria por estudiar si la obestatina modula la accién
sobre GH del ghrelin enddgeno.

Nosotros comprobamos que la administracion iv de obestatina en ratas en libre
movimiento no modifica el patron de secrecién espontdnea de GH y tampoco modifica el
aumento en los niveles de GH causado por GHRH y ghrelin. Mediante el protocolo de
pulsatilidad, con extraccion de muestras cada 15 minutos durante 6 horas, nho
observamos cambios en ninguno de los pardmetros caracteristicos entre el grupo
tratado con obestatina y el grupo control. Por otro lado, mediante el protocolo de
respuesta a estimulos, comprobamos que la administracién de obestatina no causa
ningln efecto sobre la secrecion de GH. Ademads, tras la administracion simultdnea de
obestatina y ghrelin o GHRH, obtenemos el caracteristico aumento en los niveles de

GH que observamos tras la administracién de cada uno de los estimulos por separado.
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De acuerdo con nuestros datos se comprobd que la administracion de obestatina a nivel
central y periférico, en ratas macho anestesiadas, no causa ninguna modificacion en los
niveles plasmdticos de GH, ACTH, PRL y TSH, lo que sugiere que la obestatina ho tiene
ningln efecto a nivel hipofisario (396).

En definitiva, nuestros resultados no indican ningln posible papel de la obestatina
sobre la regulacién de la ingesta o la secrecion de GH, que estdn reforzados por el
hecho de que trabajos recientes duden de que esta hormona pueda sintetizarse en
humanos, mienfras otfros no han conseguido detectarla ni en distintos tejidos ni
circulante tanto en roedores como en humanos. Asi, Bang et a/ no encontraron
evidencias que sostengan que la obestatina sea un péptido circulante, en rata y en
humano, o sea una hormona secretada en distintos tejidos de rata. En este estudio,
inmunoensayos especificos directos al N-terminal, C-terminal y region intermedia de
proghrelin (29-94) sugieren que la tnica forma presente era el C-ghrelin, cuyos niveles
responden a fasting/refeeding de forma similar a ghrelin (1-28), al menos en humanos
(179).

Ademds, Garg et al, consideran improbable la presencia de obestatina en humanos
debido al procesamiento que debe sufrir proghrelin para generarlo (413): requiere dos
cortes (en el extremo N-terminal y en el C-terminal), la digestién /n vitro de proghrelin
con distintas prohormona convertasas (PC; enzimas que intervienen en el procesamiento
de ghrelin) no dan lugar a obestatina, los posibles puntos de corte propuestos para dar
lugar a obestatina son inespecificos y poco probables teniendo en cuenta la secuencia de
aa y las sefales que reconcen las PC (corte por el extremo C-terminal de una secuencia
aa dibdsica), y en primates, ademds, se ha detectado un cambio de aa (Arginina por
Glutamina) en la posicién 75, que sugiere que estas especies nho sintetizan obestatina. El
hecho de que no se conserve evolutivamente puede indicar que no ejerce un papel vital

(413),
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PAPEL DE mTOR EN LA REGULACION DE LA SECRECION DE GH

mTOR es una kinasa altamente conservada que ha sido propuesta como sensor
energético a nivel celular, de forma que integra informacion de sefiales nutricionales,
factores de crecimiento y metabolismo energético para activar, en caso de suficiencia
energética, sintesis proteica, proliferacién y el crecimiento celular (34;161). De hecho,
se ha comprobado en células de hepatoma como la administracion de GH activa
rdpidamente la sintesis de proteinas a través de la activacion de mTOR (414).
También ha sido propuesto como diana de AMPK, de forma que la activacion de AMPK
inhibe MTOR, pudiendo existir también la relacién inversa entre ambos sensores
energéticos (162).

Aungue se ha descrito la implicacion de mTOR en la regulacién de la ingesta existen
datos contradictorios en este sentido: mientras Cota et a/ (34) proponen que mTOR
media el efecto anorexigénico de la leptina y que la inhibicion aguda con Rapamicina
aumenta la ingesta a través de las neuronas AgRP, un estudio reciente demuestra
como la activacion cronica de mTOR en las neuronas POMC hace que estas pierdan su
capacidad anorexigénica causando hiperfagia y obesidad, y proponen que el efecto de
mTOR sobre la ingesta depende del papel que ejerza mTOR de forma especifica en

cada poblacién neuronal (415).

Para comprobar si mTOR a nivel hipotaldmico estd implicado en la regulacion de la
secrecién de GH lo inhibimos mediante la administracidn intracerebroventricular de
RAPAMICINA; con esto se consigue la inhibicion selectiva de uno de los dos complejos
proteicos que forma mTOR, el mMTORC-1, que se considera sensible a nutrientes y
directamente implicado en la regulacién de la ingesta y la activacién de las rutas
anabdlicas atribuidas a mTOR (161).

En el caso de la secrecidn pulsatil comprobamos, mediante la extraccién de muestras
cada 15 minutos a lo largo de 6 horas, que los animales tratados con Rapamicina a nivel
central presentan los mismos niveles de GH que los que reciben vehiculo y que
tomamos como control. Ninguno de los pardmetros estudiados presenta diferencias

estadisticamente significativas entre los dos grupos.
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Por otro lado, la administracién de Rapamicina y ghrelin o GHRH causa una respuesta
de GH similar a lo observado para cada uno de los estimulos por separado; mientras
que la administracién solo de Rapamicina ho provoca ningln efecto sobre los niveles de
GH.

Asi, mediante los protocolos de pulsatilidad y respuesta a estimulos no observamos
ningln efecto de la inhibicion de mTOR sobre la secrecion pulsatil de GH ni sobre la
respuesta a ghrelin o GHRH. Esto sugiere que mTOR no posee ningln efecto sobre la
secrecién de GH, de forma que la posible activacién /inhibicioh de mTOR en funcién
de la energia disponible no regula la secrecién espontdnea o inducida de la hormona de

crecimiento.

PAPEL DE AMPK Y METABOLISMO DE LIPIDOS EN LA REGULACION DE LA SECRECION DE GH.

AMPK

A nivel celular, uno de los sensores del hivel energético es AMPK, una proteina kinasa
heterotrimérica que consta de una subunidad catalitica (o) y dos reguladoras (B y v).
Se activa por alteracién del ratio AMP:ATP o mediante fosforilacién (Thr 172) por
otras kinasas (133).

Se sabe que AMPK estd implicada en la regulacidn del balance energético de todo el
organismo respondiendo a nutrientes y seilales hormonales procedentes tanto del CNS
como de drganos periféricos. Su papel en la regulacion del peso corporal y la
homeostasis energética lo desempefia a nivel periférico (higado, tejido adiposo,
musculo,...) y fambién central, ya que estd altamente expresada en distintas regiones
cerebrales (133:;416). De hecho, en estado de ayuno aumenta la actividad de AMPK
hipotaldmica mientras que tras realimentacién esta disminuye.

En concreto se habia propuesto a AMPK como una diana de ghrelin; recientemente se
ha confirmado que durante el fasting aumentan los niveles de ghrelin, cuyo efecto

orexigénico estd mediado por la activacion de AMPK (94;417).
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Teniendo esto en cuenta nhos propusimos saber si en la regulacion de la secrecién de
GH estaba implicada AMPK. Para ello recurrimos a la activacién e inhibicion
farmacolégica de AMPK, mediante la administracién icv de AICAR y COMPUESTO C
respectivamente, y el posterior andlisis de la secrecién de GH.

Mediante el protocolo de pulsatilidad comprobamos como la activacién de AMPK a
nivel hipotaldmico no modifica la secrecion espontdnea de GH ya que no hay
diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los pardmetros estudiados
entre los animales tratados con AICAR y los control. Lo mismo sucede con la inhibicién
de AMPK: las ratas tratadas con COMPUESTO C a nivel central presentan el mismo

patron de secrecion espontdnea de GH que las que reciben vehiculo.

Para ver el papel de AMPK en la regulacién de la secrecion de GH mediada por ghrelin
y GHRH utilizamos el protocolo de respuesta a estimulos. La activacién de AMPK no
causa ningln efecto sobre la secrecién de GH ni modifica el efecto estimulador de GH
por parte de ghrelin o GHRH, tal y como comprobamos tras la administracion de
AICAR y AICAR + ghrelin o GHRH. Sin embargo, la inhibicion de AMPK, aunque no
posee efecto por si solo sobre la secrecién de GH, si consigue revertir el efecto
estimulador de ghrelin y disminuye, pero no suprime, el de GHRH. Tras la
administracion conjunta de Compuesto C y ghrelin, se consigue inhibir completamente
(***p<0,001) la secrecion de GH ftipica de ghrelin, presentando valores de AUC,
Respuesta Mdxima y Media basales. En el caso de la administracién conjunta de GHRH
y Compuesto C, estos valores se diferencian de forma estadisticamente significativa

(**p<0,01) respecto de ambos grupos: tratados solo con Compuesto Cy solo con GHRH.

La secrecion de GH estd regulada por GHRH, SST y ghrelin. El neuropéptido GHRH
actla sobre el receptor GHRH-R activando la secrecion de GH y ademds actia como
agonista de GHS-Rla a nivel de las somatotropas potenciando el efecto de ghrelin
(418;419). La SST inhibe la secrecién de GH, de forma que solo se libera GH cuando
los niveles de SST son basales; este neuropéptido determina los picos de GH y la

caracteristica secrecién pulsdtil. Por su parte, ghrelin actia directamente sobre las
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somatotropas, mediante union al GHS-R1a, y también a través del hipotdlamo donde
disminuye el efecto inhibidor que ejerce la SST e incrementa la liberacién de GHRH.
Se ha comprobado que la ausencia de GHRH evita el efecto secretor de GH por parte
de los secretagos tanto sintéticos (GHs) como enddgeno (ghrelin): pacientes que
presentan una masa fumoral que les causa disociacién hipotaldmico-hipofisaria
conservan la capacidad de secretar GH tras la administracion de GHRH mientras que
no es asi en el caso de los GHs y ghrelin; en ratones ghrh " la administracién de
GHRP-2 no estimula la secrecion de GH; mientras que la administracion de
antagonistas de GHRH bloquea la respuesta de GH a GHs en rata. Sin embargo, el
efecto de GHRH sobre las somatotropas no estd condicionado por el bloqueo de la
accion de ghrelin. Esto sugiere que el efecto de ghrelin sobre las somatotropas estd
condicionado por un factor hipotaldmico, que puede ser GHRH.

El efecto estimulador de GH por parte de ghrelin, al igual que sucedia con el efecto
orexigénico, estd mediado por AMPK, ya que si bloqueamos esta via a nivel
hipotaldmico bloqueamos el efecto de ghrelin. Teniendo en cuenta que es necesaria la
presencia de GHRH, y que esta a su vez estd regulada por SST, nos lleva a pensar que
la inhibicion de AMPK supone el aumento de la actividad de SST, bien por mayor
expresion o por aumento de la sensibilidad a este neuropéptido, que provoca inhibicién
de GHRH y por tanto el bloqueo del efecto de ghrelin. Esto también explicaria lo
observado en la respuesta de GH a GHRH: el aumento causado en la SST por bloqueo
de AMPK disminuiria el efecto de GHRH, aunque no lo suficiente como para suprimirlo.
Sin embargo, para comprobar qué neuropéptido estd condicionado por la inhibicion de
AMPK son necesarios mds estudios, por ejemplo con anticuerpos anti-GHRH y anti-
SST. Muchas otras dudas quedan pendientes: mecanismo que lleva a la variacion de
estos neuropéptidos, si es especifico para la secrecion de GH o si la via AMPK estd
implicada en la secrecion de otras hormonas hipofisarias, efecto solo en hipotdlamo o

también a nivel de hipéfisis, papel del ghrelin enddgeno, etc.

METABOLISMO DE LIPIDOS

Una de las principales dianas de AMPK a nivel hipotaldmico es el metabolismo de

lipidos (133): la activacion de AMPK fosforila e inhibe ACC que causa el descenso de
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los niveles de Malonyl-CoA, disminuyendo entonces la inhibicion que este ejerce sobre
CPT-1, quien a su vez media el paso de LCFA-CoA al interior de la mitocondria. En
definitiva, la activacién de AMPK causa la inhibicién de la sintesis de lipidos y el
aumento de la B-oxidacién.

Para comprobar si la variacién del metabolismo de lipidos a nivel hipotaldmico ejerce
algln efecto sobre la secrecion de GH, modificamos pasos concretos de la ruta (94)
mediante la administracion icv de distintos compuestos: TOFA, causando inhibicidn de
ACC,y ETOMOXIR, inhibiendo la actividad de CPT-1.

Asi, podemos comprobar como la inhibicién de ACC, y por tanto de la sintesis de
lipidos, no causa ningln efecto sobre la secrecién espontdnea de GH ya que los
animales tratados con TOFA no se diferencian de los que recibian vehiculo en ninguno
de los pardmetros caracteristicos de la pulsatilidad de GH. Y tampoco modifica la
respuesta de GH a ghrelin o a GHRH: la administracion de TOFA no causa ningun
efecto sobre la secrecion de GH mientras que tras la administracion de TOFA vy
ghrelin o GHRH obtenemos una respuesta similar a la observada tras la administracién
de cada uno de los estimulos por separado.

Por su parte, la inhibicion de CPT-1 no modifica la respuesta de GH a ninguno de los
dos estimulos estudiados, ghrelin y GHRH, ya que la administracién icv de ETOMOXIR
por si solo no causa ninglin efecto sobre los niveles de 6H y tampoco varia la

respuesta de ghrelin o GHRH cuando se administra junto a cada uno de los estimulos.

En conjunto, nuestros datos sugieren que AMPK estd implicada en la regulacién de la
secrecién de GH, especialmente en la regulacion de la respuesta de GH a estimulos, ya
que la inhibicion de AMPK bloquea y entorpece la respuesta de GH a ghrelin y GHRH,
respectivamente. Sin embargo, esta accién parece ser llevada a cabo por otra via
distinta del metabolismo de lipidos, a diferencia de lo observado en el papel

orexigénico de ghrelin.
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EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA DE GHRELIN A NIVEL CENTRAL SOBRE EL
METABOLISMO DE LIPIDOS.

El péptido ghrelin es el ligando enddgeno para GHS-R. Ademds de su efecto
estimulador de la secrecién de GH aumenta la ingesta, tanto en humanos como en
roedores, incrementa el peso corporal y el porcentaje de ftejido adiposo
(173:269:274.420).

GHS-R se expresa tanto a nhivel central como periférico, de modo que ghrelin actia a
ambos niveles (171).

Los efectos de ghrelin sobre la ingesta se producen a nivel hipotaldmico, mediante el
sistema AMPK/metabolismo de lipidos/UCP2 y expresiéon de neuropéptidos (133).
Ademds, la administracién de ghrelin a nivel central puede regular el metabolismo de
lipidos, especialmente en el tejido adiposo a través del SNS y de forma independiente
de la ingesta (274;313). En concreto, ghrelin aumenta los niveles de enzimas
lipogénicos tales como LPL, ACC, FAS, SCD-1 y disminuye CPT-1 que determina el paso

de LCFA-CoA para iniciar B-oxidacidn.

Sin embargo, el efecto de la GH en la accién lipogénica de ghrelin no estda muy claro: a
pesar de que en ratas deficientes en GH se ha descrito que la ganancia de peso y el
aumento de tejido adiposo causada por ghrelin es independiente de su capacidad para
secretar GH (173;269;274), la deficiencia de GH-R bloquea el efecto orexigénico de
ghrelin en ratones (22) y ghrelin no aumenta los niveles de GHS-R en el hipotdlamo de

las awarf (421) .

Para comprobar si el efecto lipogénico de ghrelin estd mediado por GH, recurrimos al
tratamiento cronico con ghrelin en ratas Lewis normales y deficientes en GH (dwarf).

Nuestros datos demuestran que el tratamiento crénico de ghrelin a nivel central
aumenta la ingesta, la eficiencia energética y el peso corporal, incrementando ademds
los niveles de expresion -mRNA y proteina- y actividad de los enzimas relacionados
con la sintesis de lipidos en WAT; efectos que son independientes de GH. Datos que

son ademds coherentes con el aumento de la actividad enzimdtica que se observa en
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G6PDH y 6PGDH, ya que originan una mayor cantidad de NADPH que es necesario

como poder reductor en la sintesis de lipidos de novo (422).

Los efectos de ghrelin a nivel central son particularmente interesantes en el caso de
AMPK, Malonyl-CoA y CPT-1. Estudios anteriores han demostrado que el ghrelin
periférico y central en ratas afecta a la actividad de AMPK de forma tejido
especifica (AMPKo en el cerebro se activa mientras que se inhibe en higado y tejido
adiposo) (94;158;423-425). Nuestros datos demuestran que el tratamiento cronico de
ghrelin a nivel central causa el aumento en los niveles de proteina de AMPKa y
pAMPKo en el higado (datos no mostrados). La actividad de ACC aumentaba después de
la infusién de ghrelin central pero los niveles de Malonyl disminuian en el tejido
adiposo de las Lewis. Una posible explicacion es el aumento que causa ghrelin en la
actividad de FAS y MCD, que consumen ese Malonyl-CoA haciendo que sus niveles
caigan. Teniendo en cuenta que Malonyl-Coa acttia como inhibidor de CPT-1, enzima que
determina la entrada a la mitocondria de LCFA-CoA para ser degradados, ghrelin a
nivel central incrementa los nhiveles de proteina y actividad de CPT-1 en tejido adiposo
de ambos modelos animales actuando de forma independiente de GH, posiblemente
como un mecanismo compensatorio.

Aungue la administracion cronica de ghrelin a nivel central regula el metabolismo
lipidico periférico (higado y tejido adiposo) mayoritariamente de forma independiente
de GH, es importante destacar la existencia de efectos de ghrelin especificos de
tejido. A diferencia de lo observado en el tejido adiposo, aumento de adipogénesis y
aumento de B-oxidacion, en el caso concreto del higado (datos no mostrados) se observa
un efecto similar en cuanto a adipogénesis (aumento de ACC y FAS), pero un descenso
de la B-oxidacién (menor expresion y actividad de CPT-1) que desaparece con la

deficiencia de GH (426).

Otra cuestion importante observada tras el tratamiento con ghrelin es que este causa
hiperglucemia e hiperinsulinemia, siendo estadisticamente significativo en el caso de
las dwarf. Los efectos de ghrelin sobre la secrecion de insulina en animales de

experimentacion no son muy consistentes: dependiendo de las dosis y las condiciones
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experimentales ha sido demostrado que estimula o inhibe la secrecion de insulina
(301;427:428). Sin embargo, la accién sistémica de ghrelin exégeno, tanto en humanos
como en roedores, aumenta los niveles de glucosa (252;302;304). Varios estudios han
demostrado que el ghrelin sistémico estd activamente implicado en el control de la
sensibilidad a la insulina y el metabolismo de glucosa en situaciones de HFD, o
deficiencia de GH o leptina (312;369;429). Ademds, el ratén ghrelin ”~ mantenido con
HFD mostraba una mejora en los niveles de glucosa, insulina y lipidos comparado con
ratones wt, mostrando ademds una mayor tolerancia a la glucosa (298). Nuestros
resultados sugieren que ghrelin es mds importante en el control de la sensibilidad a
insulina en situaciones que producen estrés metabdlico, tales como el déficit de GH

mostrado por las dwarf.

Finalmente, al igual que otros estudios, observamos que los niveles de ghrelin
aumentan tras el tratamiento crénico icv independientemente de la presencia o no de
GH. Este incremento podria ser debido a una alteracién en la eliminacién de ghrelin
y/o sintesis de ghrelin gdstrico (313;369). La posibilidad de que el ghrelin periférico
contribuya al efecto observado es excluido por varios autores mostrando que la
infusion periférica de cantidades idénticas de ghrelin a las administradas a nivel

central no causaban ningln efecto (173;313).

En resumen, en la presente tfesis hemos estudiado el papel desempefiado por
diferentes péptidos generados a partir del gen de ghrelin sobre pardmetros
hormonales y metabdélicos. Dado que los principales efectos descritos para ghrelin
eran la regulacién de la ingesta y la del gen de GH, nos hemos centrado de forma
primordial en estos.

Nuestros datos demuestran de forma concluyente que la accidn orexigénica y
liberadora de GH del ghrelin acilado es altamente especifica. De hecho, la pérdida de
la esterificacion en la serina en posicién 3 conlleva la pérdida de sus efectos
biolégicos sobre ingesta y secrecion de GH. Ademds, el resto de los péptidos

estudiados, todos ellos generados a partir del gen de ghrelin, mostraron una ausencia
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total de actividad biolégica en los paradigmas experimentales valorados. Creemos que
en su conjunto nuestro estudio es altamente clarificador en cudnto a que pone de
manifiesto que las acciones del ghrelin acilado sobre ingesta y GH son altamente
especificas y el resto de péptidos valorados presentan por el contrario actividades
escasas o nulas.

Dado la importancia de ghrelin sobre la ingesta y la secrecién de GH, nuestro
siguiente estudio estuvo encaminado a valorar los efectos sobre ingesta y
metabolismo lipidico de estos péptidos en relacién a la deficiencia de GH. Nuestros
datos han puesto de manifiesto que la accidn central del ghrelin sobre la ingesta y el
metabolismo lipidico a nivel periférico es independiente de GH. Nuestros datos,
ademds de expandir el conocimiento sobre las acciones del ghrelin en el metabolismo
lipidico en WAT, han puesto asimismo de manifiesto que el ghrelin central regula el
metabolismo lipidico en higado, lo que ademds de su importancia fisioldgica abre
nuevas vias de abordaje para el disefio de nuevas estrategias de control en situaciones

de metabolismo lipidico hepdtico alterado.
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Conclusiones

*

El efecto secretor de GH y orexigénico del ghrelin acilado es altamente
especifico dado que ninguno de los péptidos derivados del gen de ghrelin aqui

estudiados - GHR-d3, GHR-d4, UAG y obestatina- mostraron efecto alguno.

El sensor energético, mTOR, no interviene en la regulacién de la secrecién

de GH espontdnea ni estimulada por ghrelin o GHRH.

En la secreciéon espontdnea de GH no interviene AMPK hipotaldmica,
mientras que si estd implicada en la regulacién de la respuesta de GH a
estimulos, ghrelin y GHRH. Sin embargo, esta accidn parece ser llevada a cabo

por una via distinta del metabolismo de lipidos.
La administracién crénica de ghrelin acilado a nivel central regula el

metabolismo lipidico periférico, siendo su efecto lipogénico independiente de

GH.
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