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1. RESUMEN

La reproduccién es una funcion imprescindible para la supervivencia de las
especies. Dada su importancia, los organismos se han dotado de numerosos sistemas
de control que aseguran que esta se lleve a cabo. En mamiferos, la funcién
reproductora requiere del correcto funcionamiento del denominado eje hipotalamo-
hipéfiso-gonadal (HHG) o eje neuroendocrino de la reproduccion. En este eje es
clave el funcionamiento de las denominadas neuronas GnRH, cuya actividad
depende de numerosas sefiales que se originan tanto dentro como fuera del sistema
nervioso central. Entre estas sefiales destacan aquellas que sefializan el estado
metabolico del organismo y que adecuan la funcion reproductora al grado de reservas
energéticas. Dado que sefiales como la leptina, la ghrelina y las Kisspeptinas estan
implicadas en el control metabolico de la puesta en marcha de la funcion reproductora
durante la pubertad y que, datos recientes indican que las ceramidas median, en parte,
los efectos de la leptina y la ghrelina, el OBJETIVO GENERAL de este TFM ha
sido iniciar el analisis del posible papel de las ceramidas en la llegada de la pubertad
en hembras y su mediacion en el efecto de las kisspeptinas y la leptina en la puesta
en marcha de este fendmeno. Para ello se analizd, en ratas hembra, el efecto agudo
de la activacion o la inhibicion de la sintesis de ceramidas sobre la liberacion de
GnRH y gonadotropinas y el efecto crénico de la activacion o la inhibicion de la
sintesis de ceramidas sobre la llegada de la pubertad en ratas normonutridas y
subnutridas. Adicionalmente, se analizd, en ratas subnutridas, el efecto de
kisspeptinas y leptina sobre la llegada de la pubertad en presencia y en ausencia de
sefializacion por ceramidas. Nuestros RESULTADOS indican que: 1) las ceramidas
modifican directamente la liberacion hipofisaria de LH, 2) la activacion de la
sefializacion por ceramidas adelanta la llegada de la pubertad y su inhibicién la
retrasa y 3) las ceramidas median, al menos en parte, la accion de las kisspeptinas
sobre la llegada de la pubertad. En CONCLUSION, los datos de este TFM ponen por
primera vez de manifiesto que las ceramidas estan implicadas en la puesta en marcha
de la funcion reproductora, entre otros mecanismos, por mediar los efectos de las

Kisspeptinas.



2. INTRODUCCION

La reproduccion es una funcion imprescindible para la supervivencia de las especies
que depende del correcto funcionamiento de un sistema complejo denominado eje
Hipotalamo-Hipdfiso-Gonadal (HHG) o eje neuroendocrino de la reproduccién (Figura
1). El objetivo final de este eje es asegurar la produccion de gametos (gametogénesis) y
de hormonas (hormonogénesis) por las génadas.

2.1. Constituyentes del eje HHG y relaciones entre los mismos

El eje HHG se organiza en torno a tres constituyentes principales: las neuronas GnRH
hipotaldmicas, que sintetizan la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH); las
células gonadotropas hipofisiarias, que sintetizan y liberan hormona luteinizante (LH) y
hormona foliculo estimulante (FSH) o gonadotropinas; y las gdnadas, testiculos en el caso

de los machos y ovarios en el caso de las hembras.

En mamiferos y otras especies, en las gonadas se encuentran diferentes tipos celulares.
En concreto, en los testiculos los diferentes tipos celulares se localizan en el interior de
los tlbulos seminiferos (células de Sertoli y células geminales) o fuera de ellos (células
de Leydig) y en los ovarios, los diferentes tipos celulares se encuentran formando parte
del cuerpo luteo (células ldteas), de los foliculos (células de la granulosa, de la teca y

células geminales) o fuera de ellos (células intersticiales).

A nivel de sistema nervioso central (SNC), GnRH es sintetizado por un nimero
reducido de neuronas que se localizan en el hipotalamo y, dentro de este, el mayor nimero
de las mismas tiene el soma en el area preoptica, proyectando sus terminales axdnicos
hacia una red de capilares localizada en la eminencia media que recibe el nombre de
sistema portal. La importancia de estas neuronas radica en que constituyen la via final
comun a través de la cual numerosas redes neuronales participan en el control nervioso
de la funcion reproductora, lo que hace que las neuronas GnRH constituyan el elemento

jerarquico clave del eje HHG (1).

La hormona mediadora de la actividad de las neuronas GnRH es un decapéptido
procedente del fragmento N-terminal de una prohormona de 69 aminoacidos denominada
proGnRH. En el decapéptido, los tres primeros aminoacidos (aa) de la molécula son
claves para que la hormona desarrolle su actividad bioldgica, mientras que el extremo C-
terminal interviene en la unién de la hormona a su receptor especifico, siendo el

aminoéacido en posicién 6 clave en la metabolizacion de la molécula.



Una vez sintetizado, el GnRH es liberado a la circulacion portal desde donde llega a
la adenohipdfisis, encontrando su receptor especifico (GnRH-R) en las células
gonadotropas. EI GnRH es un receptor de membrana acoplado a proteinas G que utiliza
el incremento intracelular de Ca?* como segundo mensajero en la cascada de sefializacion
intracelular. La interaccion de GnRH con su receptor en los gonadotropos estimula en
ellos, tanto la sintesis de LH y FSH como la liberacion de ambas gonadotropinas a la

circulacién general.

Tras su llegada a las gonadas, LH y FSH interaccionan con sus receptores especificos
denominados LH-R y FSH-R, respectivamente, propiciando tanto la correcta produccion
de gametos maduros a partir de la pubertad (gametogénesis), como la sintesis de
esteroides y otras hormonas gonadales (hormonogénesis). Ambos son receptores de
membrana acoplados a proteinas G y utilizan el incremento intracelular de AMPc como

segundo mensajero de la cascada de sefializacion intracelular.

En los ovarios, el LH-R se encuentra en las células intersticiales, en las células de la
teca y en las células luteas y su activacion por la LH estimula la sintesis de andrégenos
(androstenediona) y progestagenos (progesterona) a partir del colesterol. EI FSH-R se
localiza en las células de la granulosa donde, tras su activacion por la FSH, estimula la
aromatizacion de los andrégenos a estrogenos (17 B estradiol) y la sintesis de hormonas

de naturaleza proteica (inhibinas, activinas y folistatina).

En los testiculos, el LH-R se encuentra en las células de Leydig y su activacion por la
LH estimula la sintesis de androgenos (testosterona) a partir del colesterol. EI FSH-R se
localiza en las células de Sertoli donde, tras su activacion por la FSH, estimula la sintesis
de hormonas de naturaleza proteica (inhibinas y activinas) y de proteinas, como la
proteina que liga androgenos, que es la que permite que parte de la testosterona sintetizada
en el testiculo permanezca en este para estimular la formacién de espermatozoides tras la

pubertad.

Una vez sintetizados, los esteroides gonadales (Progesterona, 17 B estradiol y
Testosterona) intervienen en el control de su propia sintesis, mediante circuitos de
retroalimentacion negativa y positiva, modificando la liberacion de GnRH vy
gonadotropinas (Figura 1).
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Figura 1: Representacion esquematica del eje HHG

2.2. Desarrollo morfofuncional del eje HHG

En mamiferos y en otras especies, el completo desarrollo del eje HHG requiere de la
aparicion secuencial de toda una serie de eventos que se inician durante el periodo
intrauterino y culminan, en la pubertad, con la adquisicion de la capacidad reproductora.
A continuacién se comentan brevemente los principales acontecimientos relacionados
con el desarrollo del eje HHG que tienen lugar en la especie humana en diferentes

momentos a lo largo del desarrollo (2).

Periodo embrionario: Durante los 3 primeros meses de desarrollo intrauterino tiene

lugar la aparicién de las neuronas GnRH en la placoda olfativa y su migracion hacia el
area predptica del hipotdlamo, la aparicion de los gonadotropos en el I6bulo anterior de
la hipdfisis y la diferenciacién sexual, en sentido masculino o femenino, de los

precursores indiferenciados de las gonadas y los genitales internos y externos.

Periodo fetal: Durante este periodo se establecen las conexiones anatomicas y
funcionales entre los elementos del eje HHG vy, por tanto, la capacidad de GnRH de
estimular la sintesis y liberacion de gonadotropinas y de estas de estimular potentemente
la sintesis de hormonas gonadales (hormonogénesis). A su vez, durante este periodo, las

hormonas gonadales establecen los mecanismos de retroalimentacion negativa que les



permiten controlar la liberacion de GnRH y gonadotropinas y, por otra parte, los
esteroides gonadales diferencian sexualmente, en sentido masculino o femenino, al SNC.
Adicionalmente, tiene lugar la diferenciacion sexual de una agrupacién de neuronas
kisspeptidérgicas en el nucleo anteroventral periventricular (AVPV) del hipotalamo que
establecera, tras la llegada de la pubertad, un patron pulsatil de liberacion de
GnRH/gonadotropinas que permitird ser fértil a los machos de forma tdnica y a las
hembras solo de forma ciclica.

Periodo neonatal: Durante el primer afio que sigue al nacimiento, se produce la
pérdida de la retroalimentacion negativa que ejercian los estrégenos y la progesterona de
origen placentario sobre GnRH/gonadotropinas, dando lugar a un incremento de la
sintesis y liberacién de estas hormonas y, por tanto, a un incremento de la produccion de

hormonas gonadales.

Periodo infantil y juvenil: Entre los 2 y los 5-7 afios, la actividad del eje HHG

permanece muy disminuida por el efecto combinado del incremento de sefiales
inhibidoras procedentes del SNC, que reducen drésticamente la liberacion de GnRH y la
disminucion de la sensibilidad de las células gonadotropas hipofisiarias a esta hormona.
A ambos efectos se une posteriormente un incremento de la sensibilidad del eje HHG al
efecto de retroalimentacion negativa de los esteroides gonadales sobre la liberacion de
GnRH/gonadotropinas y como resultado, se produce una reduccién, hasta niveles
practicamente indetectables, de los niveles circulantes de hormonas gonadales que se
mantiene hasta los 10-12 afios de edad.

Periodo prepuberal: Hacia los 10 afios de edad en las nifias y 11-12 afios en los nifios,

se producen una serie de cambios que anteceden a la activacion del eje HHG. Entre estos
cambios destaca el incremento de la actividad de la adenohipofisis, 1o que se traduce en
un aumento de la liberacion de hormona del crecimiento (GH), prolactina (PRL),
hormona estimulante de tiroides (TSH), y hormona estimulante de la corteza adrenal
(ACTH). Como consecuencia de estos cambios hormonales se producen, entre otros
eventos, el incremento de la tasa de crecimiento corporal, el incremento del tamafio de
las mamas en las nifias y la aparicion de vello axilar y pubico en ambos sexos.
Adicionalmente, durante este periodo se produce la activacién progresiva de la actividad
del eje HHG como consecuencia de la disminucion progresiva de carga inhibidora sobre
las neuronas GnRH y la pérdida paulatina de sensibilidad de GnRH y gonadotropinas al

efecto inhibidor de los esteroides gonadales.



Pubertad: Durante este periodo se produce la completa activacion del eje HHG, y
como consecuencia, el individuo adquiere la capacidad de reproducirse. Durante la
pubertad también tiene lugar la aparicion de los caracteres sexuales secundarios, que

refuerzan las diferenciaciones sexuales que ocurren antes del nacimiento.

2.3. Control del eje HHG

El eje neuroendocrino de la reproduccion esta sometido a sofisticados y redundantes
sistemas de control que aseguran su correcto funcionamiento, ya que del mismo depende
la puesta en marcha y el mantenimiento de la funcién reproductora y, con ello, la
supervivencia de las especies. A continuacion se describiran las principales sefiales
procedentes del SNC (reguladores centrales) o de fuera del mismo (reguladores
periféricos) que participan en el control del eje HHG.

Reguladores centrales:

El SNC participa, a través de numerosas redes neuronales, en el control
neuroendocrino de la reproduccion. En lineas generales, el control que ejercen los
neurotransmisores sobre el funcionamiento del eje HHG puede ser directo sobre los
gonadotropos hipofisiarios 0 mediado por la modificacion de la actividad de las neuronas
GnRH.

Senales excitatorias

- Kisspeptinas: Las kisspeptinas son un conjunto de proteinas derivadas de la expresién
del gen KISS-1. A través de su interaccidn con su receptor especifico, el GPR54, juegan
un papel esencial en la regulacion del desarrollo puberal y la reproduccion, ya que son las
principales estimuladoras directas de la liberacién de GnRH y, por tanto, de la liberacion

de gonadotropinas.

Las kisspeptinas y su receptor se encuentran ampliamente distribuidos por el SNC,
pero son solo las neuronas kisspeptidergicas del hipotdlamo las que estan directamente
implicadas en el control de la funcion reproductora. En el hipotadlamo, estas neuronas se
localizan a nivel del nicleo arcuato (ARC) y del nucleo AVPV. Cabe destacar que los
niveles de expresion de KiSS-1 en el ndcleo ARC son bastante similares en ambos sexos,
mientras que en el nicleo AVPV los niveles de KiSS-1 son muy superiores en hembras.

Esto se debe a la regulacion diferencial que ejercen los esteroides gonadales sobre ambos



nucleos, ya que inhiben la expresion de kisspeptinas en el nacleo ARC y la estimulan en
el AVPV. Dado que las neuronas Kisspeptidérgicas expresan receptores a estrogenos y
androgenos y sus niveles de expresion estdn regulados por estos, las neuronas
kisspeptidérgicas del nacleo ARC se consideran las mediadoras de la retroalimentacion
negativa que ejercen los esteroides gonadales sobre la liberacion de
GnRH/gonadotropinas y las del nicleo AVPV como mediadoras de la retroalimentacion
positiva que, de forma exclusiva en las hembras, ejercen los estrégenos sobre la liberacion
de GnRH/gonadotropinas y que es responsable del pico preovulatorio de LH vy, por ello,

de la ovulacion (3)(4).

- Aminoécidos exitatorios (EEAA): Los EEAA son los neurotransmisores excitadores
méas abundantes del SNC. De estos, el glutamato o acido L- glutamico es el maés
importante y ejerce sus acciones tras interaccionar con dos tipos de receptores:
ionotropicos y metabotropicos. A su vez, existen tres clases de receptores ionotropicos
para este neurotransmisor, que se denominan: receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA),
receptor de Kaniato (KA) y receptor de 2-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico
(AMPA) vy varios subtipos de receptores metabotropicos. En conjunto, los ensayos
inmunohistoquimicos, moleculares y fisioldgicos indican que las neuronas GnRH tienen
la capacidad de responder directamente a la estimulacion glutamatérgica, ya que
presentan tanto receptores ionotropicos como metabotropicos. Durante la progresion
puberal, la expresion de los receptores de glutamato en el hipotdlamo en general y en las
neuronas GnRH en particular, se incrementan y, por tanto, la capacidad del glutamato
para aumentar la sintesis de GnRH (5).

- Neuroquinina B (NKB): La NKB es un péptido, codificado por el gen TAC3 en primates
superiores y Tac2 en roedores, perteneciente a la familia de las taquiquininas. Esta familia
incluye a: la sustancia P (SP), las neuroquininas A y B, las endoquininas y las
hemoquininas. En su conjunto, las taquiquininas son péptidos de 10-11 aa que comparten
una secuencia carboxi-terminal (Phe-X-Gly-Leu-Met-NHz) comin, donde X corresponde
a un grupo alifatico (NKA y NKB) o a un residuo aromatico (SP). Las taquiquininas
ejercen sus efectos a través de su union a receptores de membrana acoplados a proteinas
G. En concreto, para la NKB se han descrito 3 receptores denominados NK1R, NK2R y
NK3R.

La NKB muestra una distribucion dispersa en el cerebro habiéndose encontrado
que, en el hipotdlamo, las neuronas que contienen NKB forman una densa red dentro del

10



nucleo ARC y la eminencia media. En este nicleo se ha descrito recientemente una
poblacion neuronal que coexpresa 3 neurotransmisores: kisspeptinas, NKB y dinorfinas
(Dyn), por lo que han sido denominadas neuronas KNDy. Se ha demostrado que estas
neuronas ejercen un papel clave en la determinacion del patron pulsatil de liberacion de
GnRH. Las neuronas NKB del hipotdlamo pueden detectar directamente los niveles
circulantes de estadiol (E2) y testosterona (T), ya que poseen el receptor de estrégenos
alfa (ERa) y el receptor de andrégenos (AR). Numerosos estudios en mamiferos adultos
han demostrado que, en el nacleo ARC, el E2 y la T inhiben potentemente la expresion
de TAC3/Tac2 y, por tanto, la expresion de NKB, mientras que en el area hipotalamica
lateral (LHA), s6lo el E2 inhibe la expresion de NKB (6).

- Catecolaminas: Constituyen un grupo de neurotransmisores que incluyen a la dopamina,
la adrenalina y la noradrenalina (NA). Las catecolaminas participan, a través de su
interaccion con receptores de membrana acoplados a proteinas G, en el control de
funciones tales como la funcién motora, la cognicion, el procesamiento de las emociones,
la memoriay la regulacion endocrina de numerosos procesos, entre ellos, la reproduccion
(7). En este contexto, la implicacion de las catecolaminas en el control de la secrecion de
GnRH se hizo evidente mediante una observacién experimental que demostraba que si se
eliminaban las neuronas noradrenérgicas del tronco encefalico o se bloqueaban los
receptores a-adrenérgicos, se producia una disminucion de la secrecion pulsatil de LH.
Por otra parte, se comprob0 que las neuronas noradrenérgicas que se encuentran en el
tronco encefalico emiten proyecciones axonicas hacia las neuronas GnRH, de manera que

la liberacién de NA permitiria controlar, directamente, la liberacion del péptido.

- Galanina (GAL): en humanos, es un péptido de 30 aa que se localiza tanto a nivel del
SNC como a nivel del sistema nervioso periférico. GAL se sintetiza y se almacena en el
hipotalamo y la hipdfisis y ejerce sus acciones tras interaccionar con diferentes subtipos
de receptores de membrana acoplados a porteinas G denominados: GAL-R1, GAL-R2 y
GAL-R3. Diversos experimentos en ratas evidencian que, ademas de su papel estimulador
de la funcion reproductora, GAL tiene un papel fisiologico en la regulacion de la
secrecion hipofisiaria de GH y PRL (8).

- Péptido similar a galanina (GALP): Es un péptido que comparte 13 aa con GAL en su
secuencia peptidica e interatia con los tres subtipos de receptores de GAL. Existen
evidencias de que GALP participa en la regulacion de la homeostasis energética y la

11



reproduccion y se ha demostrado que su expresion genica estd regulada por factores

metabdlicos como la leptina, la insulina y las hormonas tiroideas (8).

- Oxido nitrico (ON): EI ON es una molécula gaseosa altamente labil, que se expresa en
diversas areas hipotalamicas y en la hipdfisis. Se genera como subproducto de la
conversion, por el enzima Oxido nitrico sintasa, de L-arginina a L-citrulina. Existen varios
estudios farmacologicos que sugieren que el ON actia como modulador clave de la
secrecion de GnRH y como colaborador en la aparicion del pico preovulatorio de
GnRH/LH (9).

Senales Inhibidoras

- Acido y aminobutirico (GABA): EI GABA es el principal neurotransmisor inhibidor en
el SNC, donde se encuentra ampliamente distribuido. Ejerce sus acciones tras su
interaccion con receptores ionotropicos (GABAA Y GABAc) y metabotropicos (GABAB).

En relacion a su participacion en el control del eje HHG, es considerado uno de
los reguladores més importantes de las neuronas GnRH. En este sentido, se ha propuesto
que este neurotransmisor juega un papel clave, durante el periodo embrionario, en la
migracion de las neuronas GnRH desde la placoda olfativa hacia el area preoptica. Asi
mismo, se ha demostrado en monos que el GABA participa en la activacion puberal de
las neuronas GnRH y en el establecimiento del patrén pulsétil de liberacién de la
hormona. Por otra parte, se ha propuesto que las neuronas GABAérgicas pueden ser
mediadoras de la retroalimentacién negativa de los esteroides gonadales sobre la
liberacion de GnRH (10).

- Opioides endogenos (EOPSs): Los EOPs incluyen tres grupos de péptidos: la f-endorfina
(B-END), las encefalinas y las dinorfinas (Dyn) y ejercen sus acciones tras interaccionar
con tres receptores acoplados a proteinas G que se denominan: p, 8 y k. Los EOPs
participan en el control de la funcion reproductora por inhibir la liberacion de GnRH y
LH. Estudios realizados en varias especies como cerdo, oveja, vaca Yy rata, demuestran
que los EOPs actuan, principalmente, a nivel hipotalamico inhibiendo, de forma directa
0 mediada por neuronas kisspeptidérgicas (11), la liberacion de GnRH vy, con ello,
modificando la amplitud y/o frecuencia de pulsos de LH. Mas en concreto, el sistema
Dyn/receptor k media la retroalimentacion negativa de la progesterona sobre los pulsos
de liberacion de GnRH/LH, mientras que el sistema B-END/receptor | parece estar

implicado en el control del pico preovulatrio de GnRH/LH.
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- Neuropéptido Y (NPY): EI NPY es el neuropéptido mas abundante en el cerebro de
mamiferos, estando su expresion controlada, al menos en parte, por los estrégenos. Este
neuropéptido es un regulador clave de la reproduccion actuando a diferentes niveles del
eje HHG. EI NPY interacciona con receptores de membrana acoplados a proteinas G de
los que se conocen seis subtipos: Y1, Y2, Y3, Y4, Y5 e Y6. De ellos, el subtipo Y5 se
expresa en las neuronas GnRH y esta implicado en la inhibicién por NPY de la liberacion
de GnRH/LH. Adicionalmente, estudios en ratas y monos también demuestran que el
receptor Y1 esta implicado en la inhibicion que ejerce NPY sobre el eje HHG. Es
destacable que, dependiendo de los niveles de esteroides circulantes, el NPY
administrado de forma aguda puede estimular o inhibir la liberacion de LH mientras que,
administrado de forma cronica, siempre inhibe al eje HHG (12).

- Hormona inhibidora de gonadotropinas (GnlH): Es un péptido de 12 aa que fue
identificado inicialmente en aves y, posteriormente, en otras especies de vertebrados,
incluyendo a los mamiferos. Pertenece a la superfamilia de péptidos RF-amida, que se
caracterizan por tener un motivo comun en el extremo C-terminal: Arg-Phe-NH2. Las
neuronas productoras de GnlH se distribuyen en regiones del diencéfalo y mesencéfalo
en aves, ademas de alcanzar la eminencia media del hipotdlamo con sus proyecciones.
Diversos estudios en vertebrados demuestran que esta hormona, tras interaccionar con su
receptor, el GPR147, inhibe la secrecién de gonadotropinas por disminuir la actividad de
las neuronas GnRH y por inhibir directamente la actividad de los gonadotropos. La
liberacion de GnlH esta controlada, al menos en parte, por la melanocortina. Existen datos
contrdictorios sobre el efecto de esta hormona sobre la GnlIH y asi, se ha demostrado en
codornices que, parte del efecto inhibidor de la liberacién de gonadotropinas que ejerce
la melatonina lo lleva a cabo la hormona a traves de inducir la expresion y liberacion de
GnlH, mientras que en hamster y oveja la melatonina actia como inhibidor de la
expresion de GnlH (13).

Reguladores periféricos:

El funcionamiento del eje HHG también se encuentra regulado por una serie de
sefiales de origen periférico. En este apartado se detallara el papel que ejercen en este
control sefiales de origen gonadal y sefiales metabélicas como la leptina, la insulina o la

ghrelina.
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Esteroides gonadales

Los denominados esteroides gonadales (estrogenos, andrdgenos y progesterona),
son sintetizados en las gdnadas, aunque moléculas semejantes también se sintetizan en
otros tejidos como las glandulas adrenales, el cerebro (neuroesteroides) y el higado. Dada
su naturaleza quimica, estas hormonas ejercen la mayor parte de sus funciones a traves
de su unidn a receptores intracelulares. Los estrogenos interaccionan con los receptores
de estrégenos (ER), ERa y ERp, los androgenos interaccionan con el receptor de
androgenos (AR) y la progesterona con los receptores de progesterona (PR), PR-A 'y PR-
B. Los ER, AR y PR se encuentran ampliamente distribuidos por todo el SNC, siendo
especialmente abundantes en el hipotadlamo, particularmente en el nlcleo ARC vy el
AVPV. Ademas, estos receptores se localizan en la hipofisis y en estructuras periféricas

como los genitales internos y externos o las mamas.

Actualmente se acepta que, una parte importante de la retroalimentacion negativa
que ejercen los esteroides gonadales sobre la liberacion de LH y FSH la llevan a cabo
actuando sobre sus receptores en las neuronas Kisspeptidérgicas del nicleo ARC e
inhibiendo la liberacion de kisspeptinas. Adicionalmente, la interaccion de los estrdgenos
sobre sus receptores en el AVPV ejerce una retroalimentacion positiva sobre la liberacidn
de kisspeptinas y, por ello, de GnRH/gonadotropinas que seria responsable de la
ovulacion. Los androgenos, interaccionando con los AR y los estrégenos con los ERf en
las neuronas GnRH inhiben directamente la liberacion de esta hormona, y por tanto, el
funcionamiento del eje HHG (14).

Péptidos gonadales

Los péptidos gonadales son hormonas que regulan la secrecion de gonadotropinas
a nivel de la hipdfisis y ejercen una accion paracrina en las gonadas. Entre estos

encontramos las inhibinas, las activinas y la folistatina (15).

-Inhibinas A y B: Son proteinas heterodiméricas producidas por las células de Sertoli del
testiculo y las células de la granulosa del ovario. Producen la inhibicion selectiva de la

secrecion de FSH actuando directamente a nivel hipofisiario.

-Activinas A, B y AB: Son proteinas homo- o heterodiméricas que tienen como funcién

estimular directamente la secrecion de FSH por los gonadotropos.
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-Folistatinas 288 y 315: Son una familia de péptidos de cadena Unica que actian como
antagonistas de la activinas y, por este mecanismo, producen la disminucion de la
liberacion de FSH.

Glucocorticoides y hormonas tiroideas

Hay estudios que demuestran que los glucocorticoides afectan a la funcion
gonadal mediante la inhibicidn directa de la sintesis y liberacion de GnRH. En el caso de
las hormonas tiroideas, se ha demostrado en ratas que el hipotiroidismo o la tiroidectomia
provocan la inhibicion de la secrecion de GnRH (16).

Senales metabdlicas

Dada la importancia de las sefiales metabdlicas en la activacion del eje HHG que
ocurre durante la pubertad y que permitira la puesta en marcha de la funcién reproductora
y su posterior mantenimiento durante la edad adulta, el papel de las sefiales metabolicas
en el control del eje neuroendocrino de la reproduccion se comentara en méas detalle en el

apartado 2.5 sobre pubertad y reservas energéticas de este TFM.

2.4. Puesta en marcha de la funcion reproductora: Pubertad

La pubertad se puede definir como el periodo de transicion entre el estado juvenil y
la edad adulta durante el que tienen lugar profundos cambios psicolégicos, se estimula el
crecimiento corporal, aparecen los caracteres sexuales secundarios y se adquiere la
capacidad de reproducirse. Gran parte de los cambios que se observan durante la pubertad
derivan de la paulatina activacion gonadal que se produce en este periodo y que es
consecuencia del aumento progresivo de la liberacion pulsatil de GnRH/gonadotropinas.
El resultado final de la activacion gonadal es el aumento de su capacidad de sintetizar
hormonas (hormonogénesis) y la adquisicion de la capacidad de generar gametos
(gametogénesis: espermatogénesis en los machos y ovogeénesis en las hembras) de la que

depende la capacidad de reproducirse (2).

Entre los signos externos de maduracién sexual se encuentra el crecimiento de las
mamas Y la redistribucion de la grasa corporal (caderas) en las nifias y el crecimiento de
los genitales internos y externos y la aparicion de vello axilar y pubico en ambos sexos.
Ademas, durante este periodo, aparece la primera menstruacion (menarquia) en las

adolescentes entre los 11-15 afios y las primeras eyaculaciones nocturnas en los
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adolescentes entre los 13-14 afios. Se considera pubertad precoz cuando el crecimiento
de las mamas se observa antes de los 8 afios en las jovenes y el crecimiento de los
testiculos tiene lugar antes de los 9 afios en los jovenes. La variabilidad individual en la
edad de aparicion de la pubertad depende de varios factores entre los que destacan los
factores genéticos y los ambientales, como las horas de luz solar, la disponibilidad de

reservas energéticas o la exposicion a disruptores endocrinos.

Junto a los signos externos, durante la pubertad ocurren numerosos cambios
endocrinos que afectan, fundamentalmente, al eje HHG que se va activando, de forma
paulatina, hasta alcanzar los niveles de actividad propios de la edad adulta. La hipdtesis
mas comunmente aceptada propone que la activacion del eje neuroendocrino de la
reproduccion se debe al efecto combinado de la disminucion de los inputs inhibidores
sobre las neuronas GnRH y el aumento de los inputs estimuladores sobre las mismas. El
resultado final de estos cambios es la aparicion progresiva de picos nocturnos de
liberacion de GnRH que, poco a poco, van extendiéndose a lo largo del dia, produciéndose
cada 90 minutos. Este patron de liberacion de GnRH induce el aumento de la liberacion
pulsatil de gonadotropinas, que se ve potenciado por el incremento de respuesta de las
células gonadotropas hipofisiarias a GnRH. Como consecuencia del aumento de los
niveles circulantes de gonadotropinas, las génadas incrementan la sintesis de hormonas
de naturaleza esteroidea que favorecen la aparicion de los caracteres sexuales secundarios
y el desarrollo de los genitales y adquieren la capacidad de formar gametos, lo que

proporciona al individuo la capacidad de reproducirse (2).

Con la llegada de la pubertad, en las hembras aparece la retroalimentacién positiva
entre los estrogenos y la LH mediada por la activacion de las neuronas kisspeptidérgicas
del AVPV. Més en concreto, el incremento progresivo de la sintesis de estrégenos por los
foliculos en desarrollo induce un pico de liberacién de kisspeptinas por las neuronas del
AVPV vy, en respuesta a este, un pico de liberacion de GnRH que ocasionara el pico de
liberacion de gonadotropinas. El incremento brusco de los niveles circulantes de LH
rompe el foliculo y desencadena la ovulacion. Dado que el pico de liberacion de
GnRH/gonadotropinas se produce justo antes de la ovulacion, este se denomina pico
preovulatorio. Como se comentd con anterioridad, la retroalimentacién positiva
estrégenos/LH es exclusiva de las hembras y la diferenciacién sexual de los circuitos

implicados en la misma forma parte de la diferenciacion sexual del SNC que, mediada
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por los esteroides gonadales, tiene lugar antes del nacimiento en numerosas especies

(incluida la humana) o poco después del mismo en otras (roedores).

2.5. Relacion entre la adquisicion de la capacidad reproductora y las reservas
energéticas del organismo
La reproduccion es una funcion imprescindible para la supervivencia de las especies,
pero prescindible para la supervivencia del propio individuo. Este hecho determina que,
en numerosas especies incluida la humana, la funcién reproductora esté completamente
supeditada al grado de reservas energeéticas y explica por qué, solo en caso de suficiencia
energética la funcion reproductora se pone en marcha durante la pubertad y se mantiene
durante la edad adulta y en situaciones de insuficiencia energética los organismos son

incapaces de reproducirse (14).

La supeditacion de la funcion reproductora a las reservas energéticas es especialmente
evidente en las hembras ya que estas, ademas de necesitar energia para generar gametos
y sintetizar hormonas gonadales, necesitan grandes cantidades de recursos energéticos
para mantener el embarazo y, en el caso de los mamiferos, la lactancia de las crias. En
ambos sexos, es destacable el hecho de que un exceso patoldgico de reservas energéticas,
como ocurre en la obesidad morbida, también ocasiona graves alteraciones de la funcién
reproductora, lo que refuerza la idea de que esta funcidn solo se desarrolla correctamente

en presencia de una homeostasis energética estrictamente controlada.

De forma general, las sefiales de suficiencia energética (leptina, insulina o derivados
de la proopiomelanocortina como la a-MSH) producen saciedad e inhiben la ingesta y,
adicionalmente, facilitan la puesta en marcha y el mantenimiento de la funcion
reproductora. Por el contrario, las sefiales de insuficiencia energética (ghrelina o NPY)
tienen los efectos opuestos. Debido al papel destacado que desempefia la leptina, la
insulina y la ghrelina, a continuacion se describiran brevemente algunos aspectos de su

participacion en el control metabdlico de la reproduccion (17).

- Leptina: Aunque desde épocas remotas la humanidad ha asociado la fertilidad en las
mujeres con la posesién de abundantes grasas, no es hasta la década de los 70 del siglo
XX cuando se formula la primera hipotesis de la necesidad en mujeres de una “masa
critica” de reservas energéticas para que la capacidad reproductora se adquiera y
posteriormente se mantenga. Finalmente, las bases moleculares y neuroendocrinas de

nuestro actual conocimiento de la interrelacion entre funcion reproductora y reservas
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energéticas del organismo recibieron el impulso definitivo con el descubrimiento de la

leptina en 1994 y la clonacion de su receptor en 1995.

La leptina es una hormona de naturaleza proteica sintetizada en el tejido adiposo
a partir de la expresion del gen OB. Aunque en pequefias cantidades, la leptina también
puede ser sintetizada en la placenta, los ovarios, el musculo esquelético, el estbmago, las
células epiteliales mamarias, la médula dsea, la hipofisis y el higado. Dado su origen
adipocitario, los niveles circulantes de leptina son un reflejo directo del grado de reservas
grasas del organismo. La hormona ejerce sus acciones tras interaccionar con receptores
de membrana de la clase | de la familia de las citoquinas (OB-R) que, en primates
superiores y humanos, han sido identificados en el hipotadlamo, los gonadotropos

hipofisiarios y las gonadas.

Entre las acciones de la leptina, es clave su participacion en el control de la ingesta
y el metabolismo produciendo, como sefial de suficiencia energética, inhibicion de la
ingesta y estimulo del gasto de energia. Adicionalmente, numerosos trabajos de
investigacion han puesto de manifiesto que la leptina participa en el control metabdlico
de la funcion reproductora, actuando como un factor permisivo para la llegada de la
pubertad una vez adquirido un nivel adecuado de reservas energéticas y manteniendo la
funcién reproductora durante la edad adulta si las reservas energéticas permanecen dentro
de margenes adecuados. En consonancia con estos datos, se ha demostrado en roedores
que la subnutricion durante el periodo prepuberal provoca un retraso en la edad de llegada
de la pubertad que se revierte tras la administracion de leptina.

Por otra parte, dado que ha sido demostrado que las neuronas GnRH no presentan
receptores para la leptina, el estimulo de la liberacion de GnRH/gonadotropinas que
induce la hormona debe ir mediado por neuronas interpuestas. En este sentido, datos muy
recientes apuntan a las neuronas POMC/AgRP como intermediarias de la accion de la
leptina. Esta afirmacion se apoya en la observacion del OB-R en las mismas y al estimulo
de la liberacion de GnRH que induce un derivado de POMC como la a-MSH. Asi mismo,
hay autores que proponen que parte del efecto estimulador de la leptina sobre GnRH lo
ejerce la hormona por inhibir la liberacion del NPY sintetizado en las neuronas
NPY/CART.

Finalmente, una parte del control que lleva a cabo la leptina sobre el

funcionamiento del eje HHG, se ejerce directamente a nivel gonadal. Se ha demostrado
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la presencia de receptores para la hormona en la superficie de las células foliculares del
ovario, en las células de la granulosa y las células de la teca, y en las células de Leydig
en el testiculo. Concretamente, en el testiculo, se ha demostrado que altos niveles de
leptina producen una disminucién de la sintesis de testosterona, lo que explicaria el fallo

de la funcion reproductora que se observa en situaciones como la obesidad morbida.

- Insulina: Es una hormona de naturaleza proteica sintetizada en las células B de los islotes
pancreaticos y liberada por las mismas en respuesta al aumento en sangre de principios
inmediatos, fundamentalmente glucosa, que sigue a la ingesta de alimentos. Como sefial
se suficiencia energética, la insulina produce sensacion de saciedad e inhibe la ingesta de
alimentos. El andlisis de su posible papel en el control metabolico del eje HHG indica
que la hormona estimula la liberacion de GnRH/gonadotropinas. Puesto que, como en el
caso de la leptina, no se han encontrado receptores para la insulina en la neuronas GnRH,

se ha propuesto a las neuronas POMC/AgRP como mediadoras de su accion (18).

- Ghrelina: Es un péptido de 28 aa que fue identificado inicialmente como el ligando
enddgeno para el receptor de los secretagogos de la hormona del crecimiento (GHS-R).
Se sintetiza de forma mayoritaria en el estomago y, en pequefias cantidades, en el
hipotdlamo. Ejerce sus acciones tras su interaccion con GHS-R, del que se han
identificado dos subtipos denominados, GHS-R1ay GHS-R1b, siendo el primero de ellos

el unico funcionalmente activo (19).

Junto a su papel estimulador en la liberacion de GH, que fue el primero descrito
para la hormona, la ghrelina participa en el control de la ingesta y el metabolismo
energético como sefial de insuficiencia energética. Estda demostrado en numerosas
especies que los niveles circulantes de ghrelina se incrementan progresivamente en
ausencia de alimentos, produciendo una sensacion de hambre que estimula
poderosamente la ingesta. En cuanto a su papel en el control del eje HHG, ha sido
demostrado que la administracion aguda de ghrelina disminuye la liberacion de LH y que
su administracion cronica retrasa, en ratas macho y hembras, la llegada de la pubertad
(20).
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2.6. Nuevas sefales en el control del eje HHG: Ceramidas

Las ceramidas son una familia de esfingolipidos que se sintetizan, entre otras
estructuras, a nivel del SNC. Estan formadas por una esfingosina unida, mediante un
enlace amida, a un acido graso de longitud variable (C14-Cy6). Las ceramidas pueden ser
sintetizadas de novo o a partir del metabolismo de esfingolipidos mas complejos (21). La
sintesis de novo tiene lugar en el reticulo endoplasmatico (RE), donde se sintetiza la 3-
cetoesfingosina por la condensacion de L-serina y palmitoil CoA mediada por la serina
palmitoil transferasa (SPT). La 3-cetoesfingosina sufre un proceso de reduccion,
acetilacion y de nuevo reduccion que da como resultado final la ceramida (Figura 2) (22).
Las ceramidas son precursores estructurales y metabolicos de esfingolipidos maés
complejos como la esfingomielina, la Cer-1fosfato y la glucosilceramida, precursor a su
vez de los glicolipidos y los ganglidsidos. Por otra parte, la isoforma de la enzima
carnitina palmitoiltransferasa 1C (CPT1C), que se expresa en el RE de las neuronas

hipotalamicas, parece ser un regulador de los niveles de ceramidas.
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Figura: 2. Sintesis de esfingolipidos y nivel de actuacion del myriocin. Tomado de (22) con

modificaciones.
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A pesar de que en un principio las ceramidas se consideraban un componente
meramente estructural de las membranas celulares, el estudio de estas moléculas ha
revelado su participacion en numerosos procesos como son la proliferacion y la
diferenciacion celular, el metabolismo energético, la muerte celular y los procesos de
autofagia. En relacion a la participacion de estas moléculas en el control del metabolismo
energético y la ingesta, estudios recientes muestran que, a nivel hipotaldmico, las
ceramidas median, al menos en parte, el efecto orexigénico de la ghrelina (23) y que
elevados niveles de leptina, disminuyen los niveles hipotalamicos de ceramidas y
provocan saciedad (24). Adicionalmente, se ha demostrado que las ceramidas inducen
lipotoxicidad y estrés del RE en el hipotdlamo, lo que provoca una reduccion de la

termogénesis y ganancia de peso corporal (25).

Considerando que ha sido ampliamente demostrada la participacién de numerosas
sefiales metabdlicas en el control del funcionamiento del eje HHG y el recién descubierto
papel de las ceramidas como mediadoras de la sefializacién metabdlica de hormonas
como la leptina o la ghrelina, no parece descabellado presuponer que estas moléculas

pudieran participar en el control metabdlico del eje neuroendocrino de la reproduccion.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, este TFM ha tenido como OBJETIVO
GENERAL analizar la posible participacion de la sefializacion por ceramidas en el

control del eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal y la pubertad en ratas hembras.

Como OBJETIVOS ESPECIFICOS derivados del objetivo general, nos
propusimos:

-Analizar el posible efecto agudo de las ceramidas sobre los niveles circulantes de

gonadotropinas.

-Analizar el posible efecto de las ceramidas sobre la liberacién hipotalamica de

GnRH e hipofisaria de LH y FSH.

-Analizar el posible efecto de las ceramidas sobre la llegada de la pubertad en

condiciones de suficiencia e insuficiencia energética.

-Analizar la posible mediacion de las ceramidas en los efectos de las kisspeptinas

y de la leptina en la llegada de la pubertad.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales de experimentacion

Para la realizacion de los experimentos de este TFM se utilizaron ratas hembras
de la cepa Wistar nacidas y criadas en el animalario de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Cordoba (UCO). Los animales se mantuvieron, desde el momento del
nacimiento, en un régimen luminoso controlado de 14 horas luz/10 horas oscuridad (con
encendido a las 05.00 horas) y temperatura constante (22+2°C). El dia del nacimiento se
considerd el dia 1 de vida. Los animales se mantuvieron con sus madres, en un nimero
de 10-12 crias/madre, hasta el dia 21 de vida, en que fueron destetadas. A partir de ese
momento, los animales recibieron una dieta estdndar para roedores (A04: SAFE, Augy,
Francia) y, a excepcion de cuando se indique lo contrario, tuvieron acceso ad libitum a la

misma.

Todos los procedimientos experimentales desarrollados fueron aprobados por el
Comité de Etica de la UCO conforme al Real Decreto 52/2013 de 1 de febrero de 2013
sobre la proteccion de animales de experimentacién aparecido en el BOE de 8 de febrero
de 2013. Adicionalmente, conviene destacar que, en los presentes estudios, se llevaron a
cabo todos los esfuerzos necesarios para minimizar el sufrimiento y reducir el nimero de

animales empleados.

3.2. Drogas

Para la realizacion de los diferentes disefios experimentales se utilizaron: un
precursor de ceramidas (CER C6) y un inhibidor de la sintesis de ceramidas, myriocin,
que fueron obtenidos de Sigma-Aldrich; kisspeptinaiio-119-NH2 (Kp-10) y GnRH que
fueron obtenidos de Phoenix-Pharmaceutical; leptina, adquirida de ProSpec y DMEN
libre de rojo fenol que fue suministrado por Gibco. En los experimentos in vivo, CER C6
y myriocin se disolvieron en DMSO al 70% y Kp-10 y leptina en solucion salina al 0.9%.
En los experimentos in vitro, Kp-10, CER C6 y GnRH fueron disueltos en DMEM libre

de rojo fenol.
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3.3. Disefos experimentales

Para analizar el posible efecto agudo sobre la liberacion de gonadotropinas de la
activacion o la inhibicién de la sintesis de las ceramidas, en el experimento 1, ratas
hembras de 27 dias recibieron una Unica inyeccion intracerebroventricular (icv) de CER
C6 (2,5 pgfrata/5 pl), myriocin (2 pg/rata/s pl) o vehiculo (5 pl/rata de DMSO al 70%).
30 min después de la administracion de las drogas, se procedio a una toma de sangre por
puncion yugular para la posterior determinacion de los niveles circulantes de LH y FSH.
Para la administracién icv de las drogas, el dia 25 de vida y siguiendo indicaciones ya
publicadas (26), se colocd en los animales una canula de xilastic que se situé 1 mm
posterior y 1,2 mm lateral a bregma y a 2 mm de profundidad debajo de la superficie del
créneo. Una vez canuladas, las ratas se mantienen en jaulas individuales.

Para analizar el posible efecto de las ceramidas sobre la liberacion de GnRH, en
el experimento 2, hipotalamos procedentes de ratas hembras de 35 dias fueron
preincubados durante 30 min a 37 °C, en una atmasfera con un 95% de Oz y un 5% de
COo, con 250 pl de DMEM libre de rojo fenol. Una vez retirado el medio de incubacion,
los hipotalamos fueron incubados durante 45 min con 250 pl de DMEM solo o
conteniendo Kp-10 (107" M) o CER C6 (107 y 10°® M). Una vez hervido durante 30 min,
el medio fue almacenado a -80°C para la posterior determinacion de GnRH en el mismo.
Para la obtencion de los hipotalamos, los animales fueron sacrificados por decapitacion
procediéndose a seguir indicaciones ya publicadas (26) que indican que la diseccion debe
hacerse a 2 mm de profundidad y tomando como limites: 1mm anterior al quiasma 6ptico,
el borde posterior de los cuerpos mamilares y las fisuras hipotaldmicas.

Para analizar el posible efecto directo de las ceramidas sobre la liberacion de LH,
en el experimento 3, hipdfisis procedentes de ratas hembras de 35 dias fueron
preincubados durante 60 min a 37 °C, en una atmdsfera con un 95% de Oz y un 5% de
COo, con 1 ml de DMEM libre de rojo fenol. Una vez retirado el medio de incubacion,
las hipofisis fueron incubadas durante 120 min con 1 ml de DMEM solo o conteniendo
GnRH (108 M) o CER C6 (107 y 10° M). A los 60 min de incubacion se procedio a la
recogida de 250 pl del medio de incubacion y a los 120 min se recogieron los 750 pl
restantes. EI medio se almacené a -20°C hasta el anélisis de los niveles de LH en el
mismao.

Para analizar el posible efecto de las ceramidas en la llegada de la pubertad, en el
experimento 4, ratas hembras de 24 dias fueron canuladas icv, siguiendo el protocolo
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descrito en el experimento 1, e inyectadas icv entre los dias 26 a 35 de vida con CER C6
(2,5 pg/rata/12h), myriocin (2 pg/rata/12h) o vehiculo (5 pul de DMSO al 70%/rata/12h).
Desde el inicio del tratamiento, se monitoriz6 diariamente en los animales, el peso
corporal, la ingesta de alimentos y la aparicion de apertura vaginal (AV), tomada,
convencionalmente, como un signo externo de llegada de la pubertad en ratas hembras.
Una vez que la AV aparece, se procede a la recogida diaria del frotis vaginal para el
andlisis de la aparicion del primer estro, como signo de que la primera ovulacién ha tenido
lugar. El sacrificio de los animales se realizo por decapitacion el dia 35 de vida, 60 min
después de la ultima inyeccion, procediéndose a la recogida de sangre, para el analisis de
los niveles circulantes de LH y FSH, y de ovarios y Utero para el andlisis de su peso.
Dado los resultados obtenidos en el experimento 4 y el conocimiento previo de
que el déficit de recursos energéticos retrasa la puesta en marcha de la funcion
reproductora, en el experimento 5 analizamos el papel de las ceramidas en la llegada de
la pubertad en una situacion de déficit energético moderado y su posible participacion
como mediadora de los efectos de kisspeptinas y leptina sobre pubertad. Para ello, ratas
hembras de 23 dias fueron sometidas a una restriccion calorica del 25% hasta el momento
del sacrificio (ratas subnutridas: SN). El dia 27 de vida, las ratas SN son canuladas icv,
siguiendo el protocolo descrito en el experimento 1y, entre los dias 29 al 36 de vida,
tratadas icv con: 1) vehiculo (5 pl/rata/12h); 2) CER C6 (2,5 pg/rata/12h); 3) Kp-10 (1
nmol/rata/12 h); 4) Kp-10 + myriocin (2 pg/rata/12h); 5) leptina (3,1 pg/rata/12h) 6 6)
leptina + myriocin (2 pg/rata/12h). Un grupo de ratas que fueron alimentadas ad libitum
(ratas normonutridas: NN), canuladas el dia 27 de vida y que recibieron icv vehiculo (5
pl/rata/12h) entre los dias 29 al 36 sirven de control. Desde el inicio del tratamiento y
hasta la finalizacion del mismo el dia 36, se monitorizé diariamente en todos los animales

el peso corporal y la aparicién de AV.

3.4. Medidas hormonales

Los niveles séricos y en el medio de incubacion de LH y FSH fueron analizados
usando kits de radioinmunoensayo (RIA) suministrados por el National Institutes of
Health (National Hormone and Peptide Program, Torrance, CA). Rat LH-1-10 y FSH-1-9
fueron marcados con 1*?° usando la metodologia del Yodo-gen® (Pierce, Rockford, IL).
Las concentraciones de hormonas se expresan usando como standarts las preparaciones
de referencia LH-RP-3 y FSH-RP-2. La sensibilidad del ensayo fue de 0.075 ng/ml para
LH y de 0.4 ng/mL para FSH. Los coeficientes de variacion (CVs) intra- e inter-ensayo
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para ambas hormonas fueron <8 y <10%, respectivamente. Los niveles de GnRH en el
medio de incubacion fueron medidos usando un kit comercial suministrado por Phoenix-
Pharmaceutical y siguiendo las indicaciones del suministrador. La sensibilidad del ensayo
fue de 10 pg/ml y los CVs intra- e inter-ensayo fueron <10%.

Dado que el crecimiento y desarrollo de los genitales internos depende de los
niveles circulantes de esteroides gonadales en sangre, se utilizo el peso de ovario y Utero

como medida indirecta de los niveles circulantes de estrégenos.

3.5. Presentacion de los resultados y analisis estadistico
Los datos se expresan como media + EEM (error standart de la media). Para el
andlisis estadistico de los resultados se utilizaron el analisis de la varianza de una via
(One-way ANOVA) seguido del test de rango multiple de Student-Newman-Keuls
(GraphPad Prism 4.0 Software Inc., San Diego, CA, USA). Las diferencias se consideran
estadisticamente significativas para un nivel de confianza igual o superior al 95%
(p<0.05).

4. RESULTADOS

4.1. Efecto agudo sobre la liberacién de gonadotropinas de la activacién o la

inhibicion de la sintesis de ceramidas (Experimento 1)

Los datos obtenidos tras la realizacion del experimento 1 indican que, a los 30
minutos de la administracion de CER C6 o myriocin, no se encuentran modificaciones
significativas de los niveles circulantes de LH (Figura 3 panel superior) ni de FSH
(Figura 3 panel inferior) en relacion a los niveles presentados por los animales del grupo

control.
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Figura 3: Niveles séricos (ng/ml) de LH (panel superior) y FSH (panel inferior) en ratas hembras
de 27 dias, 30 min después de la administracion icv de vehiculo, CER C6 o myriocin. Los datos

se expresan como media + EEM (n=8-10 animales/grupo).

4.2. Efecto de las ceramidas sobre la liberacion hipotalamica de GnRH
(Experimento 2)

Los resultados obtenidos tras la realizacion del experimento 2 indican que la
incubacion de hipotalamos con Kp-10 (107 M) induce un incremento muy significativo
(p<0.01) de la liberacion de GnRH al medio de incubacion (Figura 4), mientras que la
administracion de CER C6 (107 y 10® M) no cambia significativamente la liberacion del

neuropéptido (Figura 4).
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GnRH (pg/ml)

Figura 4: GnRH (pg/ml) liberado al medio de incubacién por hipotdlamos completos
procedentes de ratas hembras de 35 dias, 45 min después de ser incubados con DMEM, Kp-10
(107 M) o CER C6 (107 y 10°® M). Los datos se expresan como media + EEM (n=11
hipotalamos/grupo). **p<0.001 vs DMEM (ANOVA de una via seguido del test de rango multiple
de Student-Newman-Keuls).

4.3. Efecto de las ceramidas sobre la liberacién hipofisaria de LH  (Experimento

3)

Los resultados obtenidos tras la realizacion del experimento 3 indican que, la
incubacion de hipofisis con GnRH (10 M) induce, a los 60 y 120 min, un incremento
muy significativo (p<0.001) de la liberacion de LH al medio (Figura 5), mientras que la
administracion de CER C6 (107 y 10 M) disminuye, a los dos tiempos estudiados, la
liberacion de la hormona. Esta disminucién alcanza significacion estadistica, a los 60 y

120 min, cuando CER C6 se encuentra a una concentracion de 107 M (Figura 5).
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Figura5: LH (ng/ml) liberada al medio de incubacion por hipdfisis procedentes de ratas hembras
de 35 dias, 60 (panel superior) y 120 min (panel inferior) después de ser incubadas con DMEM,
GnRH (10® M) o CER C6 (107 y 10° M). Los datos se expresan como media + EEM (n=11
hipdfisis/grupo). *p<0.05 y **p<0.001 vs DMEM (ANOVA de una via seguido del test de rango

multiple de Student-Newman-Keuls).

4.4. Efecto de las ceramidas sobre la llegada de la pubertad en hembras
normonutridas (Experimento 4)

Los resultados obtenidos tras la realizacion del experimento 4 indican que, la
administracion crénica discontinua de CER C6 o myriocin entre los dias 26 al 35 de vida
no produce modificaciones significativas del peso corporal ni de la ingesta de alimentos
(Figuras 6 Ay B). Nuestros datos también indican que la administracion cronica de CER
C6 entre los dias 26 al 35 induce un adelanto en la edad de aparicion de la AV y del primer
estro (Figuras 6 C y D), mientras que la administracion de myriocin retrasa
significativamente la aparicion de este parametro y la aparicién del primer estro (Figuras
6 C y D). Adicionalmente, nuestros resultados muestran que, al finalizar el tratamiento

cronico con CER C6, los animales presentan un ligero incremento, que no llega a ser
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significativo, del peso de ovarios y de Utero (Figuras 7 Ay B), sin modificaciones de los
niveles circulantes de LH ni de FSH (Figuras 7 C y D). Los datos obtenidos tras la
realizacion de este disefio experimental también muestran que, al finalizar el tratamiento
cronico con myriocin, los animales presentan una disminucion del peso de ovarios y de
utero (Figuras 7 Ay B) y un incremento muy significativo de los niveles circulantes de

LH (Figura 7 D).
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Figura 6: Efectos en ratas hembras de la administracion icv de vehiculo, CER C6 o myriocin
entre los dias 26 al 35 de vida. Panel A, Peso corporal (g) entre los dias 26 al 35. Panel B, Ingesta
de alimentos (g) entre los dias 27 al 35. Panel C, Datos de apertura vaginal (AV), expresados
como porcentaje sobre el nimero total de animales de cada grupo, entre los dias 26 al 35y Panel
D, Datos de primer estro, expresados como porcentaje sobre el nimero total de animales de cada
grupo, entre los dias 29 al 35. Los datos de peso corporal e ingesta se expresan como media +

EEM (n=17-18 animales/grupo).
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Figura 7: Efectos en ratas hembras de 35 dias de la administracion icv de vehiculo, CER C6 o
myriocin entre los dias 26 al 35 de vida. Panel A, Peso de ovarios (mg%g de peso corporal) 60
min después de la Gltima inyeccion. Panel B, Peso de utero (mg%g de peso corporal) 60 min
después de la ultima inyeccion. Panel C, Niveles séricos de LH (ng/ml) 60 min después de la
Gltima inyeccién y Panel D, Niveles séricos de FSH (ng/ml) 60 min después de la ultima
inyeccion. Los datos se expresan como media + EEM (n=17-18 animales/grupo). *p<0.05 y
**p<0.001 vs vehiculo (ANOVA de una via seguido del test de rango multiple de Student-

Newman-Keuls).

4.5. Efecto de las ceramidas sobre la llegada de la pubertad en hembras subnutridas

(Experimento 5)

La restriccion caldrica del 25% desde el dia 23 de vida induce una reduccién muy
significativa del peso corporal, que llega a ser del 30,9% en todos los grupos
experimentales al iniciarse el tratamiento el dia 29 (66,66+3,59 vs 46,01+0,4q) y del
30,5% en los animales SN tratados con vehiculo o Kp-10 con o sin myriocin a la
finalizacién del mismo el dia 36 (91,55+2,2g vs 63,60+1,2g) (Figura 8). En los animales

tratados con leptina, tanto en presencia como en ausencia de myriocin, hay una reduccion
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adicional del peso corporal en relacion al resto de animales SN que es significativa desde

el dia 34 y que se mantiene hasta la finalizacion del experimento (Figura 8).
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Figura 8: Efecto sobre la evolucion del peso corporal (g), en ratas hembras sometidas a una
reduccion del 25% de la ingesta desde el dia 23 (SN), de la administracion icv entre los dias 29
al 36 de vehiculo, CER C6, Kp-10, Kp-10 +myriocin, leptina o leptina +myriocin. También se
observa la evolucion del peso corporal (g) en ratas normonutridas (NN) e inyectadas icv con
vehiculo entre los dias 29 al 36. Los datos de peso corporal se expresan como media + EEM
(n=8-11 animales/grupo).a p<0.001 vs NN y **»<0.001 vs SN tratadas con vehiculo (ANOVA de

una via seguido del test de rango multiple de Student-Newman-Keuls).

Nuestros datos indican que la subnutricién produce un retraso muy significativo
en la edad de presentacion de la AV ya que, a la finalizacion del tratamiento, el 100% de
los animales NN tratados con vehiculo presentan AV y solo la presentan el 12,5% de los
animales SN tratados con vehiculo (Figuras 9 A, B y C). El tratamiento con CER C6
entre los dias 29 al 36 en los animales SN no modifica significativamente la edad de AV,
ya que al finalizar el tratamiento solo la presentan el 25% de los animales (Figura 9 A),
mientras que el tratamiento con Kp-10 mejora significativamente el retraso (55,5% de
animales con AV al finalizar el tratamiento) y el tratamiento con leptina lo revierte por
completo (100% de animales con AV al finalizar el tratamiento) (Figura9 By C). La
administracion de myriocin a los animales SN tratados con Kp-10 revierte por completo
los efectos del péptido sobre la AV (11,1% de animales con AV al finalizar el tratamiento)
(Figura 9 B), mientras que solo reduce muy ligeramente los efectos de la leptina (88,8%

de animales con AV al finalizar el tratamiento) (Figura 9 C).

31



100+

>
3
X 501
0
X
&
100+
Z
S 504
0- l T l T I T I
O © S N
& <§P *9” ¢§9
Q© Q© e>< @A
X X 6 X
AN o
< ) ;Y
W«
X
65
100+
Z
S 504
O..
Qo Qo G Q&
N
[
XAQ} XAQ) X\/ X *
éé 9% ) QK}Q,OI
)(\/Q’
&

Figura 9: Efecto, en ratas hembras sometidas a una reduccion del 25% de la ingesta desde el dia
23 (SN), de la administracion icv entre los dias 29 al 36 de vehiculo, CER C6, Kp-10, Kp-10
+myriocin, leptina o leptina +myriocin sobre el % de apertura vaginal (AV) el dia 36 de vida.
También se recoge el % de AV el dia 36 en ratas normonutridas (NN) e inyectadas icv con
vehiculo entre los dias 29 al 36. Los datos se expresan como media £+ EEM (n=8-11

animales/grupo).
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5. DISCUSION

La reproduccion es una funcion imprescindible para la supervivencia de las especies
y por tanto, el conocimiento de los mecanismos que participan en el control de la puesta
en marcha y el mantenimiento de la capacidad de reproducirse han suscitado siempre un
gran interés en el contexto de la Fisiologia. En este sentido, en la Gltima década se ha
identificado al sistema KISS1/GPR54 como uno de los principales estimuladores directos
de la liberacion de GnRH, lo que lo posiciona como un elemento crucial en la regulacién
central del eje HHG (4). Esto explica su importancia en la puesta en marcha de la funcién
reproductora durante la pubertad y su papel clave en el control de la secrecién de
gonadotropinas desde etapas muy tempranas del desarrollo y, por ello, del
funcionamiento gonadal a lo largo de la vida del individuo. Adicionalmente, numerosos
estudios evidencian que la reproduccion se encuentra altamente comprometida si el nivel
de reservas energéticas del individuo no es el adecuado (14). En relacion con el
metabolismo energético, la leptina, sintetizada principalmente en el tejido adiposo, es un
importante regulador periférico del eje HHG, habiendose demostrado que si los niveles
de leptina son muy elevados, como ocurre en obesidad, o muy bajos, como es el caso de
trastornos alimenticios tales como la anorexia nerviosa, la funcion reproductora no se

pone en marcha o se altera gravemente una vez establecida.

Recientemente, en el contexto de estudios metabdlicos tendentes a identificar
moléculas que pudieran actuar como mediadoras de los efectos de leptina, ghrelina e
insulina en el control de la ingesta y el metabolismo energético, las ceramidas han
emergido como candidatas plausibles para ejercer este papel de mediadoras. Los datos
que avalan esta hip6tesis demuestran que la leptina disminuye los niveles de ceramidas
en el hipotalamo y que esta disminucion es clave para producir el descenso de NPY que
media el efecto anorexigénico de la leptina (24). En el mismo sentido, datos recientes
muestran que el bloqueo de la sintesis de ceramidas con myriocin impiden a la ghrelina

incrementar los niveles de NPY/AgRP y, por ello, ejercer su efecto orexigenico (23).

El control metabdlico de la reproduccién que ejercen la leptina y la ghrelina se conoce
desde hace tiempo, sin embargo, como solo muy recientemente se ha propuesto a las
ceramidas como mediadoras de la sefializacion por estas hormonas, el posible papel de

las ceramidas en el control del eje HHG permanece hasta el momento completamente
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inexplorado. Los experimentos realizados en este TFM tienden a comenzar a paliar este

desconocimiento.

Los principales resultados obtenidos en este TFM indican que, en hembras
normonutridas, la administracion central de un precursor de la sintesis de ceramidas
acelera la llegada de la pubertad. En concreto, nuestros animales presentan un adelanto
en la edad de aparicién de la apertura vaginal, que se considera una medida indirecta de
los niveles de estrdgenos circulantes y, por tanto, un indicador de la activacion gonadal
caracteristica de la llegada de la pubertad (Figura 6 C). En consonancia con esta
observacion, las ratas tratadas con el precursor de las ceramidas muestran un adelanto en
la edad de aparicion del primer estro, que se considera una medida indirecta de que la
primera ovulacion ha tenido lugar y, por tanto, implica que los animales han adquirido la
capacidad de reproducirse, esto es, han alcanzado la pubertad (Figura 6 D). A pesar del
adelanto en la edad de llegada de la pubertad, el dia del sacrificio estos animales presentan
un peso de ovarios y Utero solo ligeramente superior al presentado por los animales del
grupo control (Figuras 7 A'y B). Este hecho pudiera ser debido a que, en ese momento,
el 100% de los animales controles presentaban AV y por ello, niveles circulantes de
estrogenos en el rango de los presentados por los animales tratados con el precursor de
ceramidas. En este sentido, la presencia de niveles de LH y FSH no significativamente

diferentes en ambos grupos de animales parece avalar esta hipétesis (Figuras 7 C y D).

La participacion de las ceramidas en la puesta en marcha de la funcion reproductora
y, en concreto, su papel facilitador de la misma, se ve reforzado por los resultados
obtenidos tras la inhibicion de la sintesis de ceramidas. En nuestro experimento, la
administracion de myriocin entre los dias 26 al 35 de vida se sigue de un claro retraso en
la edad de aparicién de la AV y el primer estro, lo que es indicativo del retraso en la
activacion ovarica que se produce durante la pubertad (Figuras 6 C y D). Dado que los
animales tratados con myriocin presentan un peso corporal y una ingesta de alimentos
similar a la de los animales del grupo control (Figuras 6 Ay B), este retraso no puede ser
debido a un déficit de recursos energéticos o de leptina en estos animales. Puede parecer
sorprendente que, a pesar del retraso en la llegada de la pubertad, los animales tratados
con el inhibidor de la sintesis de ceramidas presenten, al finalizar el tratamiento, niveles
circulantes de LH significativamente superiores a los presentados por los animales del
grupo control (Figura 7 C). El hecho de que en estos animales el peso de utero, que

depende de los niveles de estrogenos circulantes, sea significativamente inferior al de los
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animales controles (Figura 7 B) parece sugerir que los niveles circulantes de estrogenos
estan disminuidos tras el tratamiento con myriocin. Si esta hipétesis es correcta, podria
explicar el incremento compensador de los niveles de LH en estos animales como

consecuencia de la reduccién del feedback negativo estrogenos/LH.

En relacion al mecanismo a través del cual las ceramidas facilitan la puesta en marcha
de la funcion reproductora, los resultados obtenidos en ratas subnutridas tratadas con Kp-
10 sola o coadministrada con myriocin pueden ser esclarecedores. Como es bien
conocido, el déficit de recursos energeticos dificulta la llegada de la pubertad (26)(27), lo
que confirman nuestros resultados de retraso en la edad de aparicion de la AV en los
animales subnutridos y tratados con vehiculo (Figuras 9 A, B y C). Este retraso se debe
al efecto combinado del déficit de leptina y kisspeptinas que produce la subnutricion. Por
ello en nuestro experimento, el tratamiento con Kp-10 en los animales subnutridos
rescata, en parte, este retraso y el tratamiento con leptina lo revierte por completo
(Figuras 9 By C). Estos datos avalan resultados de nuestro grupo publicados previamente
(28)(29). Sin embargo, nuestros resultados también indican que, si la sintesis de
ceramidas ha sido inhibida por la administracion de myriocin, la administracion de Kp-
10 en los animales subnutridos es completamente inefectiva para normalizar la edad de
aparicion de la AV (Figura 9 B). Este resultado nos permite sugerir que las ceramidas
facilitan la puesta en marcha de la funcion reproductora por mediar parte del efecto

estimulador de GnRH/gonadotropinas que ejercen las kisspeptinas.

Los datos obtenidos en ratas subnutridas tratadas con leptina indican que la
administracion de la hormona es capaz de revertir por completo el retraso puberal debido
a la subnutricion (Figura 9 C). Es destacable que la normalizacion de la edad de llegada
de la pubertad en estos animales se produzca con un peso corporal significativamente
inferior al presentado por los animales subnutridos y tratados con vehiculo (Figura 8).
Adicionalmente, nuestros resultados también indican que el efecto de la leptina en ratas
subnutridas se mantiene en presencia de bajos niveles de sintesis de ceramidas por la
administracion del myriocin (Figura 9 C) por lo que, en su conjunto, estos datos parecen
indicar que el efecto permisivo de la leptina sobre la llegada de la pubertad es
independiente de la sefializacion por ceramidas. En este sentido, nuestros resultados
indican que, en ratas subnutridas, la administracién del precursor de la sintesis de
ceramidas no produce el adelanto en la edad de llegada de la pubertad que producia su
administracion en ratas normonutridas (Figuras 9 Ay 6 C y D). Una posible explicacion

35



para este hecho es que, dado que el cuadro de subnutricion produce un deficit de los
niveles de leptina circulantes y que el efecto de la leptina parecer ser independiente de la
sefializacion por ceramidas, el estimulo de la sintesis de estas por la administracion de
CER C6 no lograria paliar los efectos derivados de los bajos niveles circulantes de leptina

que presentan estos animales.

Los datos obtenidos tras la realizacion del experimento 1 indican que, a corto plazo,
la administracion central de CER C6 no produce modificaciones significativas de los
niveles circulantes de LH ni de FSH (Figura 3). La aparente contradiccion entre los
efectos de la administracion central cronica y la aguda quizas puedan explicarse porque,
en el experimento agudo, la medida de los niveles circulantes de gonadotropinas se realizé
30 min después de la administracion del precursor de la sintesis de ceramidas y, es
posible, que sea un tiempo inadecuado para que el incremento de la sefalizacion por
ceramidas tenga lugar y, por tanto, que sus efectos sobre la liberacion de gonadotropinas

puedan evidenciarse.

Los datos obtenidos tras la manipulacién crénica de la sefializacion por ceramidas
ponen de manifiesto la participacion de estas sefiales en el control del eje hipotdlamo-
hipdfiso-ovarico durante el periodo puberal y se ven reforzados por la observacion de
que la administracion del precursor de la sintesis de ceramidas modifica, directamente,
la liberacidn hipofisaria de LH (Figura 5). La discordancia entre el efecto estimulador
de las ceramidas sobre la actividad del eje HHG actuando a nivel central y su efecto
inhibidor actuando a nivel periférico pone de manifiesto la complejidad del papel de las
ceramidas en el control del eje neuroendocrino de la reproduccion y la necesidad de

realizar mas experimentos aclaratorios.

6. CONCLUSION

Los datos de este TFM ponen por primera vez de manifiesto que las ceramidas estan
implicadas en la puesta en marcha de la funcion reproductora, entre otros mecanismos,

por mediar los efectos de las kisspeptinas.
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