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RESUMEN

1. INTRODUCCION

La reproduccidn es un proceso costoso en términos de consumo energético que, si bien
es esencial para la supervivencia de las especies, es prescindible a nivel individual. Por
lo tanto, la maduraciéon y la funcion del eje reproductor estan estrechamente
conectadas con el estado energético del organismo y se encuentran bajo el control de
una red sofisticada de factores reguladores, donde sefiales neuronales, hormonales y
ambientales cooperan para garantizar su correcta maduracion, durante distintas etapas
del desarrollo, y su mantenimiento funcional en la edad adulta, siempre que las
condiciones nutricionales y metabdlicas sean adecuadas. El éxito de este proceso esta
dirigido por la accidén integrada de las sefales del denominado eje Hipotalamo-
Hipofiso-Gonadal (HHG), en el que las neuronas GNRH ocupan una posicion destacada
controlando la reproduccion y su modulacion mediante sefiales metabdlicas (1, 2). Las
neuronas Kissl, por su parte, son elementos clave en el control de la reproduccidn, ya
que regulan la liberaciéon de GnRH y, por ende, de las gonadotropinas, y ademas son
capaces de transmitir informacion metabdlica a las neuronas GnRH, estimulando o
inhibiendo su sintesis (3).

En este contexto, en las Ultimas décadas se han descubierto un gran nimero de sefiales
de origen central y periférico, responsables de la adecuacién de la funcién
reproductora a la disponibilidad de recursos energéticos del organismo. En lineas
generales, puede asumirse que las sefiales de suficiencia energética (anorexigénicas)
estimulan la puesta en marcha y funcionamiento del eje reproductor, mientras que las
senales que informan de la escasez de recursos energéticos (orexigénicas) inhiben el
funcionamiento del eje reproductor. De esta forma, se han desarrollado mecanismos
sofisticados durante la evolucidon para permitir una inhibicion especifica del eje
reproductor en condiciones energéticas desfavorables (3).

Dichas condiciones metabdlicas adversas pueden concurrir en situaciones tanto de
déficit como de exceso de los depdsitos energéticos del organismo. Asi, tanto en paises
desarrollados como en paises en vias de desarrollo, la prevalencia de la obesidad y las
patologias asociadas estd aumentando a un ritmo de proporciones epidémicas. Las
razones se deben a una combinacion entre la predisposicién genética y los factores
sociales y ambientales, que conducen a un desequilibrio en el balance energético, y se
asocia con la hipertensidn, la diabetes tipo 2, el higado graso y una variedad de
trastornos conocidos como sindrome metabdlico. De otra parte, diversas condiciones,
algunas de prevalencia creciente, se asocian a un déficit energético severo, tales como
la anorexia nerviosa, la caquexia tumoral y otras patologias consuntivas, o incluso



programas de entrenamiento fisico intensivo, tales como los propios de deportistas
profesionales. En unas y otras condiciones, dependiendo del momento en el que
concurran, tanto la pubertad como la fertilidad y la funcién gonadal pueden verse
severamente afectadas (4).

A su vez, la propia funcién gonadal puede influenciar el estado metabdlico del
organismo, de suerte que las secreciones gonadales, como los andrdogenos y los
estrogenos, son potentes moduladores de la homeostasis metabdlica y del peso
corporal. Por todo ello, diversas evidencias experimentales apuntan que no soélo
cambios nutricionales y otras situaciones de estrés metabdlico, sino también niveles
inapropiados de hormonas sexuales en determinados periodos del desarrollo, pueden
contribuir a desencadenar alteraciones metabdlicas y a modificar de manera
permanente la funcion reproductora (5, 6). Sin embargo, los mecanismos
neurohormonales que subyacen a esta interaccién bidireccional entre el metabolismo y
el eje reproductor permanecen aun en gran medida desconocidos.

Por otro lado, ademas de distintas sefales centrales y periféricas, evidencias recientes
sugieren la participacidn de sensores energéticos celulares en el control metabdlico de
la funcidn reproductora. Entre ellos, destaca la proteina quinasa activada por AMP,
denominada AMPK, un sensor energético clave que se activa en condiciones de déficit
energético y estd implicado en la homeostasis energética del organismo, principalmente
a través de la regulacion de la ingesta y el gasto energético, ejerciendo su accién en los
nucleos hipotaldmicos, arcuato (ARC) y ventromedial (VMN), respectivamente (7).
Ademas, estudios recientes han sugerido que AMPK opera como una via clave que
informa y modula al eje HHG en situaciones de insuficiencia energética, si bien las
evidencias que apoyan dicho papel son aun fragmentarias y no concluyentes, sin una
caracterizacién clara del papel de la senalizacion de AMPK en poblaciones neuronales
clave para el control metabdlico de la funcion reproductora (1).

En suma, aun cuando es evidente que existe un claro acoplamiento entre el estado
energético y metabdlico del organismo, y la maduracidn y funcién del eje reproductor,
aun no se conocen en profundidad las redes neuronales y las bases hormonales y
moleculares de los mecanismos que intervienen en este fendmeno fisioldgico. Todo
ello hace necesario un mejor conocimiento de las complejas interacciones
bidireccionales entre el estado metabdlico y la funciéon reproductiva, las bases
neuroendocrinas de dichas interacciones, y los mecanismos moleculares que conectan
ambos sistemas corporales relevantes.



Teniendo en cuenta lo expuesto previamente, el objetivo general de esta Tesis Doctoral
ha sido profundizar en la caracterizacidn de las interacciones dindmicas entre el estado
metabdlico del organismo y aspectos clave de la maduracion y la funcidn reproductora.
En este contexto, en esta Tesis se ha prestado especial atencidon a la definicion del
impacto de cambios en la funcién gonadal y la exposicion a factores obesogénicos
sobre el perfil endocrino-metabdlico en la edad adulta y a la evaluacién del posible
papel del sensor energético celular, AMPK, actuando en las neuronas GnRH y Kiss1, en
el control metabdlico de la funcidn reproductora.

2. CONTENIDO DE LA INVESTIGACION

Esta Tesis Doctoral se ha dividido en dos bloques experimentales principales.

En el bloque experimental 1, se evalud, en ratas macho y hembra, en la edad adulta
temprana (PND50) y en periodo adulto (PND150), el impacto de la manipulaciéon
nutricional postnatal y del ambiente esteroideo neonatal sobre la funcion metabdlica y
gonadotrdpica.

Nuestros resultados muestran, en primer lugar, que la sobrenutricidon aplicada desde el
periodo neonatal, consistente en una sobrealimentacion durante la lactancia (SL)
seguida de una dieta alta en grasa tras el destete (HFD), indujo alteraciones detectables
en diversos parametros metabdlicos y gonadotrdpicos en ratas de ambos sexos,
aunque estos efectos fueron mucho mas evidentes en los machos que en las hembras.

Asi, las ratas macho SL/HFD, sobrenutridas desde el periodo neonatal, mostraron no
solo una marcada ganancia de peso corporal frente a los controles normonutridos
(NL/CD), sino que presentaron indicadores evidentes de hipogonadismo central y
desregulacion de la homeostasis glucidica. Destacablemente, la obesidad indujo en
machos una supresion de los niveles séricos de gonadotropinas, detectables a los 50 y
150 dias de edad, que condujo a una disminucion significativa de los principales
andrégenos testiculares, testosterona, DHT y androstendiona, sin alteraciones
detectables en los niveles de progesterona, en el dia postnatal 150 (PND150). En
cuanto a la homeostasis metabdlica, los machos obesos mostraron, en el PND150,
niveles claramente elevados de glucemia basal, asi como perfiles alterados en los test
de tolerancia a la sobrecarga de glucosa (GTT) e insulina (ITT).

Por el contrario, la sensibilidad al impacto metabdlico y gonadotrépico de estas
manipulaciones obesogénicas fue sustancialmente menor en las ratas hembra. Asi, y a
pesar de la marcada ganancia ponderal frente a ratas hembra normonutridas (NL/CD),



las hembras adultas obesas no presentaron cambios significativos en los niveles de LH y
FSH circulantes, ni mostraron una supresidn en las concentraciones séricas de
androgenos gonadales, aunque si presentaron un incremento en los niveles de
androstendiona y estradiol, sin cambios significativos en los niveles de progesterona y
estrona. En cuanto a los parametros metabdlicos, las hembras obesas solo presentaron
una disminucién transitoria de las concentraciones séricas de insulina, selectivamente
en el PND50, y una alteracién muy puntual y moderada (circunscrita al minuto 20 del
GTT) de la tolerancia a un bolo de glucosa en el PND150, sin modificaciones
detectables ni en la glucemia basal ni en los valores de glucemia global durante el GTT
olTT.

Adicionalmente, a fin de analizar las causas de este claro dimorfismo sexual,
analizamos el impacto de la manipulacién del ambiente esteroideo neonatal sobre las
respuestas metabdlicas y gonadotrépicas a las manipulaciones obesogénicas indicadas
(sobrenutricion persistente: SL/HFD). En concreto, estudiamos el efecto de la
androgenizacion neonatal en la rata hembra, que es sabido causa una masculinizacion
de la diferenciacion sexual del cerebro, que se asocia a disfuncién ovarica vy
anovulacién. Nuestros resultados evidencian que la androgenizacidén neonatal resulta
en una clara masculinizacion de los perfiles de respuesta a las manipulaciones
obesogénicas, de tal forma que las ratas hembra androgenizadas presentaron un
conjunto de alteraciones endocrino-metabdlicas globalmente similares a las mostradas
por los machos, pero no por las hembras no-androgenizadas sometidas a
manipulaciones obesogénicas analogas. De esta forma, las ratas androgenizadas
mostraron una mayor ganancia ponderal, asi como alteraciones en los niveles basales
de glucemia y en los perfiles de glucemia en el GTT y el ITT, que fueron analogas a las
de machos obesos. Igualmente, de manera analoga a lo observado en machos obesos,
las hembras androgenizadas sometidas a sobrenutricion durante la lactancia seguida
de HFD mostraron una supresion de los niveles de LH y de FSH (esta ultima, solo en el
PND50), que no se detectd en las hembras obesas control. Llamativamente, las
hembras androgenizadas presentaron alteraciones tempranas (en PND50) en
pardmetros, tales como la supresion de LH o los perfiles de glucemia en GTT e ITT, que
fueron superiores a las detectadas en machos obesos de la misma edad, lo que podria
evidenciar un impacto mas marcado de la combinacion de manipulaciones
obesogénicas y la androgenizacién neonatal sobre dichos indicadores de funcién
gonadotrdpica y metabdlica. En todo caso, las hembras androgenizadas no presentaron
una supresion analoga a la de los machos obesos en la secrecidon de andréogenos
gonadales, posiblemente debido a las diferencias intrinsecas entre la esteroidogénesis
testicular y ovarica.



Finalmente, en este bloque experimental, analizamos igualmente el impacto, sobre la
funcidn gonadotrdpica y metabdlica en ratas adultas (PND150) de ambos sexos, de la
eliminacion completa de esteroides sexuales mediante gonadectomia (GNX),
combinada o no con sobrealimentacion postnatal y dieta rica en grasas.

La eliminacién de los ovarios mediante ovariectomia (OVX) en la edad adulta (PND90)
causo6 un cierto incremento del impacto de las manipulaciones obesogénicas en ratas
hembra en ciertos parametros endocrino-metabdlicos. Sin embargo, la magnitud de
dichos cambios fue en general muy modesto, salvo en lo que respecta a la ganancia
ponderal y los niveles de leptina, que se vieron muy marcadamente aumentados por la
combinacion de OVX con la sobrenutricion persistente (SL/HFD). En todo caso, y a
diferencia de las hembras intactas, las hembras OVX obesas mostraron unos niveles de
LH parcialmente suprimidos (respecto a las hembras OVX no obesas), y una tendencia a
la elevacién de los niveles basales de glucemia, junto a una moderada elevacion en la
resistencia a las acciones de la insulina, sin que se observaran cambios en los perfiles
del GTT entre ratas obesas intactas y OVX.

Finalmente, la orquidectomia (ORX) de las ratas macho en la edad adulta, como
maniobra para la eliminacion completa de las secreciones testiculares, no indujo en
lineas generales un agravamiento evidente de los perfiles metabdlicos, ni en los
animales normonutridos ni en los obesos, salvo por una elevaciéon en los niveles
basales de insulina en machos ORX obesos, que sin embargo no se asocidé a
alteraciones evidentes en los perfiles de GTT e ITT. En todo caso, es destacable que en
los machos normonutridos, la ORX resultd en una disminucién del peso corporal,
mientras que la ORX no agravo el cuadro de obesidad causado por la sobrenutricion
sostenida (SL/HFD) desde la lactancia.

En el bloque experimental 2, empleamos modelos murinos genéticamente
modificados, generados en nuestro laboratorio, denominados GAMKO y KAMKO,
deficientes en la subunidad al de AMPK especificamente en las células GnRH y Kiss1,
respectivamente, para caracterizar el papel de sensor metabdlico, AMPK, actuando
selectivamente en estas poblaciones neuronales, en el control metabdlico de la
pubertad y la funcion gonadotrdpica adulta.

En condiciones de normonutricion, los ratones GAMKO hembra presentaron un
adelanto de la edad de apertura vaginal, como signo externo de inicio de la pubertad,
gue se tradujo en una edad media de inicio puberal significativamente menor que en
los ratones control. Este fendmeno no se detectd en ratones GAMKO machos, ni en
ratones KAMKO de ambos sexos. En la misma linea, los ratones GAMKO hembra



peripuberales presentaron un aumento de las respuestas secretoras de LH (como
marcador subrogado de secrecidon de GnRH) a la administracidn de kisspeptina.

A pesar de la ausencia de cambios fenotipicos de marcadores puberales en condiciones
de normonutricion, los ratones hembra KAMKO presentaron una resistencia parcial al
impacto deletéreo, en términos de retraso de inicio de la pubertad, de condiciones de
balance energético negativo, en las que la actividad hipotaldamica aumenta
sustancialmente en condiciones fisioldgicas. Asi, mientras que en ratones hembra
control, la subnutricién crénica tras el destete causd una disminucién significativa del
peso corporal, un retraso en la edad de apertura vaginal y una disminucion del peso de
ovario, la eliminacion de la sefalizacion de AMPK en células Kiss1, si bien no previno la
caida del peso corporal causada por la subnutricién, de magnitud similar a la observada
en ratones control subnutridos, si evitd el retraso global en la edad de apertura vaginal
inducido por dicha subnutriciéon, provocando ademas una marcada tendencia a la
elevacion de los niveles de LH y el peso de ovario en ratonas KAMKO subnutridas vs.
controles sometidos a un protocolo similar de subnutricion.

En la edad adulta, los perfiles de secrecién pulsatil de LH no mostraron cambios
detectables en ratones macho y hembra GAMKO, ni en hembras KAMKO. A pesar de la
ausencia de alteraciones en los perfiles secretores de LH, selectivamente las hembras
GAMKO mostraron un incremento de las respuestas secretoras de GnRH (evidenciada
por las respuestas de LH) ante la aplicacion de diversos estimulos del eje
gonadotrdpico, que incluyen la kisspeptina-10, el agonista de NKB (Senktide) y GnRH.

De manera adicional, aplicamos distintos protocolos de déficit energético en ratones
hembra GAMKO y KAMKO, a fin de evaluar si la ausencia de sefalizacién de AMPK en
neuronas GnRH o Kissl modifica las respuestas del eje gonadotrdpico ante estas
situaciones de estrés metabdlico en |la edad adulta. Nuestros estudios muestran que las
ratonas GAMKO presentan un periodo de recuperacion de la ciclicidad estral, como
marcador de funcidn ovarica, menor que el de ratones control tras la aplicaciéon de dos
protocolos diferentes de realimentacion tras un periodo de subnutricion. De la misma
forma, la supresién de diversos pardametros de secrecion de LH (niveles medios, totales
y basales) causada por el ayuno de 18 horas en ratones hembra control no se produjo
en ratonas GAMKO sometidas a un protocolo similar de ayuno. En la misma linea, en
hembras GAMKO sometidas a ayuno, las respuestas secretoras a kisspeptina fueron
significativa-mente superiores a las que se detectaron en ratones control. Estos
patrones de respuestas alteradas, observados en los ratones GAMKO ante la aplicacion
de protocolos de subnutricion o ayuno, contrastan con los detectados en las ratonas
KAMKO, cuyos periodos de recuperacién de la ciclicidad estral tras la realimentacién en



ratones subnutridos fueron similares que en los controles. De la misma forma, la
supresion de los distintos parametros de secrecion pulsatil de LH que se observa tras el
ayuno de 18 horas fue similar entre los genotipos control y KAMKO, con una
disminucion andloga de los niveles de LH media, total y basal tras el ayuno. Este
conjunto de observaciones parecen evidenciar un papel mas predominante de AMPK
en neuronas GnRH en el control metabdlico del eje gonadotrépico en la edad adulta,
mientras que la funcion de AMPK en neuronas Kiss1l en el periodo adulto parece
mucho mas moderada.

3. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones de nuestro trabajo son:

1. Las alteraciones metabdlicas y gonadotrdpicas inducidas por la sobrenutricion
mantenida desde la lactancia hasta la edad adulta presentan un marcado dimorfismo
sexual, con una afectacion mucho mas notable en ratas macho que en hembras. Esta
mayor sensibilidad de los machos a las manipulaciones obesogénicas se traduce no
solo en una desregulacion de la homeostasis glucidica en la edad adulta, sino también
en la aparicion de un cuadro de hipogonadismo hipogonadotropo asociado a obesidad,
definido por una supresion incipiente de la secrecion de gonadotropinas, detectable ya
en la edad adulta temprana, que antecede a una profunda supresion de la secrecién de
andrdgenos testiculares, que se asocia a hiperleptinemia, intolerancia a la sobrecarga
de glucosa y resistencia a la insulina.

2. El estado de resiliencia de la rata hembra al impacto de manipulaciones
obesogénicas sobre parametros metabdlicos y de funcion gonadotropica se debe en
gran medida a un correcto proceso de diferenciacidén sexual en etapas tempranas del
desarrollo y la propia funcidn ovarica, de suerte que la masculinizacion de los procesos
de diferenciacion sexual temprana, mediante androgenizacion neonatal, y, en menor
medida, la eliminacién de la funcidn ovarica en la edad adulta, sensibilizan los sistemas
metabdlico y gonadotrdpico a las acciones deletéreas de la sobrenutricidn mantenida
desde la lactancia hasta la edad adulta.

3. Especificamente en las hembras, el sensor energético celular, AMPK, actuando en
neuronas GnRH, juega un papel relevante en el control metabdlico de la pubertad y de
la funcion gonadotrdpica en la edad adulta, operando como una sefal inhibitoria de la
actividad neuronal GnRH, con un papel detectable tanto en condiciones de
normonutricién como, especialmente, de balance energético negativo, en una accion
dependiente de las secreciones ovdricas.



4. En hembras, la seiializacion de AMPK en neuronas Kiss1 participa en el control
metabdlico de la pubertad, pero no parece intervenir de manera resefiable en la
modulacion de la funcidon gonadotrépica en la edad adulta. En términos de regulaciéon
puberal, la actividad AMPK en neuronas Kiss1 contribuye a mediar el efecto inhibitorio
de condiciones de subnutricion sobre la activacion puberal del eje reproductor.

5. Junto con evidencias procedentes de estudios de expresion y farmacoldgicos previos,
nuestros resultados en los modelos murinos, GAMKO y KAMKO, con ablacién selectiva
de la subunidad al de AMPK en células GnRH y Kissl, respectivamente, han
contribuido a caracterizar la naturaleza y relevancia fisiolégica de la sefializacion
hipotaldmica AMPK en el control metabdlico del eje reproductor, con un papel variable
dependiendo del tipo neuronal en el que opere, el sexo, el momento del desarrollo y el
estado nutricional.
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ABREVIATURAS

3V: Tercer ventriculo cerebral
aa: Aminoacidos

ABP: Proteina fijadora de andrégenos
intratesticular

AC: Adenilato ciclasa

ACC1 y ACC2: Acetil-CoA carborxilasa 1
y2

ACTH: Hormona estimulante de la
corteza adrenal

ADP: Adenosin difosfato

AgRP: Péptido relacionado con Aguti
AMP: Adenosin monofosfato

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

AMPK: Proteina quinasa activada por
AMP

AR: Receptor de andrégenos

ARC: Nucleo Arcuato

ARNm: Acido ribonucleico mensajero
ATP: Adenosin trifosfato

AUC: Area bajo la curva

AV: Apertura vaginal

AVPV: Area anteroventral
periventricular

BAT: Tejido adiposo pardo o marrdn
BBB: Barrera hematoencefalica

BDNF: Factor neurotrofico derivado del
cerebro

BMP8B: Proteina morfogenética 6sea
8B

CaMKKP: Quinasa dependiente de
calmodulina

CART: Transcrito relacionado con
cocaina y anfetamina

CCK: Colecistoquinina
CD: Dieta control

CPT1A: Carnitina palmitoiltransferasa
1A

D-1y D-2: Diestroly 2

DHT: Dihidrotestosterona

DMN: Nucleo ventromedial

Dyn: Dinorfina

E: Estro

E2: Estradiol

EEAA: Aminoacidos excitatorios
EM: eminencia media

EOPs: Péptidos opioides enddgenos

ERa y ERB: Receptor de estréogenos ay

B
FFA: Acidos grasos libres

FGF-21: Factor de crecimiento
fibroblastico 21

FGFR: Receptor de la familia del factor
de crecimiento fibroblastico

FSH: Hormona foliculo estimulante
FSH-R: Receptor de FSH
GABA: Acido y-aminobutirico

GABAA y GABAc: Receptores
ionotrépicos de GABA



GABAG&: Receptores metabotrdpicos de
GABA

GAL: Galanina

GAL-R1, -R2, -R3: receptores de
Galanina

GALP: Péptido similar a Galanina
GH: Hormona del crecimiento
GHS-R: Receptor secretagogo de GH

GLP-1: Péptido similar al glucagdn tipo
1

GLP-1R: Receptor de GLP-1
Glu: Glutamato

GnlH: Hormona inhibidora de
gonadotropinas

GnRH: Hormona liberadora de
gonadotropinas

GnRH-R: Receptor de GnRH
GNX: Gonadectomia

GPCR: Receptor de superficie acoplado
a proteina G

Gpr54: Receptor de kisspeptina

GTT: Test de tolerancia a la glucosa
HFD: Dieta alta en grasa

HH: Hipogonadismo hipogonadotropo
HHG: Hipotalamo-Hipdfiso-Gonadal
icv: Intracerebroventricular

ip: Intraperitoneal

IR: Receptor de insulina

ITT: Test de tolerancia a la insulina
Kcal: Kilocalorias

KLB: Proteina B-Klotho

KO: Knockout

KOR: k-receptor de opioides enddgenos
Kp: Kisspeptina

LH: Hormona luteinizante

LHA: Area hipotaldmica lateral

LH-R: receptor de LH

LKB1: Quinasa hepatica B1

MC3-R y 4-R: Receptores de
melanocortinas 3y 4

MCH: Hormona concentradora de
melanina

MO25: Proteina-25 de andamiaje de
raton

mPOA: Area predptica medial

MSH: hormona estimuladora de
melanocitos

mTOR: mammalian target of rapamycin
NA: Noradrenalina

NAD+: Dinucledtido de nicotinamida y
adenina en su forma oxidada

NIRKO: Knockout neuronal del receptor
de insulina

NK3R: Receptor de Neuroquinina B 3
NKA y NKB: Neuroquinina Ay B

NL: Normal Litter/ normonutricion
durante la lactancia

NO: Oxido nitrico

NPFF1R: Receptor de GnlH/RFRPs
NPY: Neuropéptido Y

NTS: Nucleo del tracto solitario

ob/ob: Ratones deficientes en leptina



Ob-R: Receptor de leptina
ORX: Orquidectomia
OVX: Ovariectomia

OX: Oxitocina

OXR-1y -2: Receptores de orexinas 1y
2

OXM: Oxintomodulina

P: Progesterona

pb: Pares de bases

PCOS: Sindrome de ovario poliquistico

PCR: Reaccidn en cadena de la
polimerasa

PFA: Area perifornical

PND: Dia postnatal

POA: Area predptica

POMC: Pro-opiomelanocortina
PP2Ca: Proteina fosfatasa 2C a

PR-A, PR-B: Receptores de
progesterona Ay B

PSNS: Sistema nervioso parasimpatico
PT: Propionato de testosterona

PVN: Nucleo paraventricular

RFRPs: Péptidos relacionados RF-amida

RFRP-1y RFRP-3: Péptido relacionado
con los RF-amida tipo1y3

RIA: Radioinmunoensayo

SBP: Separacién balano prepucial
SEM: Error estandar de la media
SF1: Factor esteroidogénico 1

SHBG: Globulina de uniéon a hormonas
sexuales

SIRT1: Sirtuina 1

SL: Small Litter/ Sobrenutricion durante
la lactancia

SNC: Sistema nervioso central

SNS: Sistema nervioso simpatico

SON: Nucleo supradptico

T: Testosterona

T2DM: Diabetes Mellitus tipo 2

TSH: Hormona estimulante del tiroides

UCP-1: Proteina desacoplante 1 o
termogenina

U.l.: Unidad internacional
VMN: Nucleo ventromedial

Y1, Y2, Y4, Y5: receptores de NPY 1, 2, 4
y5

WAT: Tejido adiposo blanco
WT: Wild type
B3-AR: Receptor B-adrenérgico

B-END: B -endorfina
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INTRODUCCION

1. FUNCION REPRODUCTORA

La reproduccion es una funcién indispensable para la supervivencia de las especies, y
esta bajo el control de una red sofisticada de senales reguladoras, donde las sefiales
neuronales, hormonales y ambientales cooperan para garantizar el correcto desarrollo
del sistema reproductor durante las etapas tempranas de maduracién y el
mantenimiento de la funcién reproductora en la edad adulta. El control hormonal de la
reproduccion esta dirigido por la accion integrada de las sefiales del llamado eje
Hipotalamo-Hipdéfiso-Gonadal (HHG) o eje gonadotrdpico (8).

1.1. EJE HIPOTALAMO-HIPOFISO-GONADAL

La actividad de este sistema endocrino se basa en la interaccion dindmica de tres
elementos principales: 1) el hipotalamo, donde se localiza un grupo de neuronas que
sintetizan vy liberan, de manera pulsatil, la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH), 2) la hipdfisis, donde se sintetizan y secretan gonadotropinas; hormona
luteinizante (LH) y hormona foliculo-estimulante (FSH), y 3) las génadas; testiculos y
ovarios, responsables de la produccién de gametos y la liberacién de esteroides
sexuales y distintas hormonas de naturaleza peptidica (9). Estos tres componentes del
eje HHG estan conectados mediante circuitos de retroalimentacion (o feedback), tanto
positiva como negativa (Figura 1). Ademas, otros factores, tanto endégenos como
ambientales, participan el control de este eje, lo que facilita su regulacidén
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pr—) *
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L
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-‘_ . . .,
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Testosterona FProgescernna |

— | — neuropéptidos y
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Godnadas y
la reproduccion (10).

Figura 1: Representacion esquematica del eje HHG. Modificado de Pinilla L. et al. Physiological
Reviews, 2012 (11).



1.1.1. GnRH

GnRH es un decapéptido, compuesto por la secuencia aminoacidica pGlu-His-Trp-Ser-
Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH;, que fue identificado por primera vez en hipotalamos
ovinos y porcinos en la década de los 70 (12, 13). Este neuropéptido se considera el
regulador central de la cascada hormonal que controla la reproduccién en un gran
numero de especies, incluidos los mamiferos (12).

Se han identificado tres variantes estructurales de GnRH en diversas especies de
vertebrados: GnRH1, GnRH2 y GnRH3, las dos primeras variantes se encuentran en la
mayoria de los vertebrados, mientras que GnRH3 ha sido identificada Unicamente en
peces teledsteos. GNRH1 es considerada como la variante hipotaldmica en mamiferos
capaz de estimular la secrecién de gonadotropinas (10, 14). Para mayor simplicidad, en
el desarrollo de esta Tesis Doctoral nos referiremos a esta variante como GnRH.

Las acciones bioldgicas de GnRH se llevan a cabo tras su unién con el GnRH-R, un
receptor de superficie acoplado a proteina G (GPCR), cuya a expresion en la hipdfisis
esta regulada por la propia GnRH o los esteroides gonadales, que aumentan antes del
pico pre-ovulatorio de gonadotropinas (15).

Las neuronas GnRH son las Unicas neuronas del sistema nervioso de mamiferos que se
originan en la cresta neural a partir de las células progenitoras ubicadas en la placoda
olfativa durante la embriogénesis temprana. Guiadas por el drgano vomeronasal, las
neuronas GnRH migran desde la placoda olfatoria hasta el hipotdlamo (16, 17). Este
proceso justifica la distribucién postnatal tan dispersa de las neuronas GnRH, que
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Figura 2: Representacién esquematica de la distribuciéon neuroanatémica y la funcién de las
neuronas GnRH. Tomado de Herbison, A.E. Nat Rev Endocrinol, 2016 (10).



La secrecion episédica de GnRH, que es necesaria para la estimulacién adecuada de la
liberacion de gonadotropinas y, por lo tanto, para el correcto funcionamiento de la
funcién gonadal, es el resultado de la interaccion entre la naturaleza oscilatoria
intrinseca de las propias neuronas GnRH y una gama amplia de excitadores e
inhibidores aferentes que se integran en el denominado generador de pulsos de GnRH
(19).

1.1.2. HIPOFISIS

La hipofisis es una pequefia glandula alojada en la silla turca del hueso esfenoides y
conectada con el hipotalamo a través del tallo hipofisario, mediante una zona de unién
denominada EM. Desde una perspectiva fisiologica, se divide en dos partes bien
diferenciadas: el I6bulo anterior o adenohipdfisis y el [6bulo posterior o neurohipofisis
(20).

La neurohipofisis estd compuesta por la pars nervosa, la pars infundibularis y la EM.
Las dos primeras partes comprenden el I6bulo posterior de la hipdfisis. En esta region
de la hipdfisis se almacena y libera oxitocina (OX) y vasopresina (u hormona
antidiurética), ambas sintetizadas por neuronas hipotaldmicas cuyos cuerpos celulares
se localizan en los nucleos supradptico (SON) y paraventricular (PVN) del hipotalamo
(20, 21).

La adenohipodfisis estda compuesta por la pars distalis, la pars tuberalis -estas dos
partes en conjunto constituyen el Iébulo anterior-, y la pars intermedia (I6bulo
intermedio), localizada entre el I6bulo anterior y posterior (20). Esta glandula estd
compuesta por varios tipos celulares, cuya actividad secretora esta controlada por
hormonas hipotaldmicas. Entre estos, podemos destacar a la células gonadotropas,
gue sintetizan y liberan LH y FSH (ver seccién “1.1.2.1. GONADOTROPINAS: LH Y FSH");
las células lactotropas, que secretan prolactina; las células somatotropas, que
producen la hormona del crecimiento (GH); las células tirotropas, que sintetizan la
hormona estimulante del tiroides (TSH); y las células corticotropas, que sintetizan una
proteina precursora llamada pro-opiomelanocortina (POMC) para dar lugar, por
ruptura proteolitica de esta proteina, a varios péptidos biolégicamente activos, entre
los que destaca la hormona estimulante de la corteza adrenal (ACTH), la B-endorfina
(B-END) y la hormona estimuladora de melanocitos (MSH) (20).

1.1.2.1. GONADOTROPINAS: LH Y FSH

Las gonadotropinas, LH y FSH, son hormonas glicoproteicas constituidas por dos
subunidades asociadas de manera no covalente. Una subunidad a, que posee un
tamafio de 92 aminoacidos (aa) y es comun a ambas gonadotropinas, y una subunidad



B, con un tamafio de 121 aa para el caso de LH y 118 aa en FSH, siendo esta ultima la
subunidad que le confiere su actividad bioldgica
especifica (22).

Ambas ejercen sus efectos mediante su union a receptores de superficie acoplados a la
proteina G, denominados receptor de LH (LH-R) y receptor de FSH (FSH-R), los cuales
se expresan fundamentalmente en las gonadas. En el ovario, el LH-R se expresa en
células de la teca, células luteas y células intersticiales, regulando acciones como la
sintesis de hormonas esteroideas, la ovulacion y la formacién del cuerpo luteo. En el
testiculo, LH-R se expresa en las células de Leydig donde estimula la sintesis de
testosterona (T) (22). Por su parte, el FSH-R se expresa en el ovario, exclusivamente en
las células de la granulosa. Su activacion estimula la sintesis de hormonas de
naturaleza proteica y contribuye al desarrollo folicular. Ademas, la FSH induce la
expresion de aromatasa y, por ello, modula la sintesis de estrégenos ovaricos. Por otro
lado, en el testiculo, FSH-R se expresa en las células de Sertoli, resultando
imprescindible para la sintesis de hormonas de naturaleza proteica, como la proteina
fijadora de andrdégenos (ABP) (22).

1.1.3. GONADAS

Las gdnadas, testiculos y ovarios, desempenan una doble funcion en ambos sexos: la
produccién de gametos maduros a partir de células germinales (gametogénesis) y la
sintesis y liberacion de hormonas de naturaleza proteica y esteroidea
(hormonogénesis), las cuales regulan la produccion de dichos gametos, el crecimiento
de los genitales internos y externos, y la expresion de los caracteres sexuales
secundarios.

1.1.3.1. TESTiICULOS

Los testiculos producen gametos mediante un proceso denominado espermatogénesis
y hormonas sexuales masculinas (principalmente, andrégenos). Ambas funciones
tienen lugar en dos compartimentos (Figura 3), morfolégicamente y funcionalmente
separados entre si. Estos son el compartimento tubular, que es el espacio ocupado por
los tubulos seminiferos, y el espacio intersticial, localizado entre los tubulos
seminiferos (23)
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Figura 3: Corte histoldgico testicular donde se aprecian los compartimentos tubular e
intersticial Modificado de Saladin, S. Anatomia y Fisiologia, 2013 (24).

El espacio intersticial contiene células de Leydig, macréfagos, linfocitos, células
fibrobldasticas del estroma y células endoteliales (23). El principal tipo celular presente
en este compartimento son las células de Leydig (Figura 3) que poseen LH-Rs, cuya
funcién principal es la sintesis de T (25). La T actua sobre el propio testiculo,
estimulando la espermatogénesis, mientras que una fraccion sustancial se secreta a la
circulacion sistémica, donde se transporta de forma libre o unida a proteinas, como
albumina o globulinas del tipo globulina de unién a hormonas sexuales (SHBG) (26). El
efecto androgénico de la T en los tejidos periféricos diana requiere su metabolizacién a
dihidrotestosterona (DHT), forma biolégicamente activa de la T en estas estructuras.
Sin embargo, las acciones a nivel central se llevan a cabo como tal o tras su
aromatizacién a estradiol (E2).

El compartimento tubular es donde tiene lugar la espermatogénesis y esta formado
por los tubulos seminiferos constituidos fundamentalmente por células germinales y
células de Sertoli (Figura 3). Las células germinales son convertidas en
espermatozoides maduros gracias a las acciones de la FSH y la T. Las células de Sertoli
proporcionan soporte celular a las células germinales y son estimuladas por la FSH,
promoviendo su proliferacién e induciendo la sintesis de numerosas proteinas (como
ABP, activinas e inhibinas) que afectan a la regulacién de la espermatogénesis y a la
sintesis de la propia FSH (23, 27).

1.1.3.2. OVARIOS

Los ovarios producen gametos femeninos, mediante un proceso denominado
oogénesis, y sintetizan y secretan hormonas de naturaleza esteroidea y peptidica
esenciales para la regulacion del eje reproductor en la hembra (28). En el proceso de la
oogénesis, se producen oocitos secundarios tras completar la meiosis-1, a partir de
células germinales indiferenciadas (llamadas oogonias). Posteriormente, y una vez son



ovulados, éstos se convierten en ovulos si ocurre la fecundacidn, tras completar la
meiosis-2 (Figura 4) (29).

El proceso de maduracion de los oocitos ocurre dentro de unas estructuras
denominadas foliculos. Al comienzo del desarrollo folicular, el oocito esta rodeado por
una capa de células de la granulosa, constituyendo el foliculo primordial. Las células de
la granulosa de este foliculo comienzan a dividirse para dar lugar al foliculo primario. A
continuacion, se forma el foliculo secundario, caracterizado por una proliferacién de
células de la granulosa que se acumulan en capas concéntricas, rodeando al oocito y
gue inician la produccion de estréogenos, principalmente 17 B-estradiol.
Adicionalmente, rodeando a esta estructura aparece una capa de células de origen
mesodérmico que constituyen la teca interna. Posteriormente, el crecimiento del
foliculo da lugar al foliculo terciario o antral, donde aparece una capa adicional de
células de la teca que recibe el nombre de la teca externa, y tiene lugar la aparicién de
una cavidad central denominada antro folicular. Finalmente, el foliculo terciario se
transforma en un foliculo preovulatorio o foliculo De Graaf, donde el oocito ocupa una
posicién excéntrica rodeado de dos o tres capas de células granulosas que dan lugar a
la corona radiada. Tras la ruptura de este foliculo, se produce la liberacidn del oocito
junto con la corona radiada, en un proceso denominado ovulacién. Tras la ovulacién,
las células foliculares experimentan cambios morfoldgicos, y junto con los vasos y las
células tecales dan lugar al cuerpo luteo, responsable de la secrecion principalmente
de progesterona (P) y E2 (29-31).
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Figura 4: Representacién anatémica de la estructura del ovario, donde se aprecia todo el
proceso de oogénesis. Tomado de Falcone T. & Hurd W. Clinical reproductive medicine and
survey, 2013 (30).

El proceso de ovulacidn se repite en la mujer de forma ciclica durante su periodo fértil,
cada 28 dias aproximadamente, mientras que en la rata hembra, presenta una
duraciéon de 4-5 dias. Los cambios ciclicos en los niveles de esteroides gonadales
circulantes determinan cambios ciclicos en el epitelio vaginal. De este modo, el ciclo



estral de las ratas se caracteriza por las siguientes fases: diestro 1 o metestro, diestro
2, proestro y estro. La ovulacion se produce en fase de estro y es desencadenada por el
pico preovulatorio de liberacion de gonadotropinas que tiene lugar en la tarde del
proestro. En ratonas, la duracion de los ciclos estrales varia de 4 a 6 dias (32, 33).

La funcidn ovarica estd controlada principalmente por las hormonas LH y FSH, aunque
también intervienen en el proceso de crecimiento folicular, de forma paracrina, los
estrogenos y la P. Estos, ademas, ejercen efectos de retroalimentacién negativa y
positiva en la adenohipdfisis y en el hipotalamo segun la fase del ciclo ovarico.
Ademas, existen otras hormonas, como la activina y la inhibina, secretadas por las
células de la granulosa del cuerpo luteo, que también ejercen efectos de
retroalimentacidn positiva y negativa, respectivamente, sobre la liberacion de FSH por
la adenohipofisis (29, 33, 34).

1.1.3.3. ESTEROIDES GONADALES

El proceso bioquimico mediante el cual se sintetizan las hormonas de naturaleza
esteroidea se denomina esteroidogénesis. En el testiculo, la esteroidogénesis se inicia
en las células de Leydig, por la activacién del receptor de LH, induciendo la sintesis de
andrégenos -principalmente T y, en menor medida, DHT y androstendiona-.
Posteriormente, esta T puede ser convertida a estrogenos por las células de Sertoli,
gracias a la accidn de la FSH, probablemente, proceso que se piensa que tiene un papel
potencial en el proceso de conversién de espermatidas en espermatozoides. En el
ovario, los lugares de produccion de esteroides son, fundamentalmente, las células de
la granulosa, las células de la teca y las células del cuerpo luteo. Las células de la teca
producen andrégenos, principalmente T y androstendiona, asi como P. Las células de la
granulosa, durante la fase folicular del ciclo ovarico, aromatizan los andrégenos a
estrogenos (E2 y estrona), y las células del cuerpo luteo sintetizan progesterona tras la
luteinizacion del foliculo que ocurre en respuesta a la ovulacion y del que es
responsable la LH. El mas importante y potente de los estrégenos secretados por el
ovario es el 17 B-estradiol, aunque también se secretan pequefias cantidades de
estrona. Esta Gltima, si bien no juega un papel importante durante el ciclo ovarico, se
convierte, sin embargo, en el estrégeno dominante a partir de la menopausia. Al igual
gue sucede en machos, el proceso de sintesis de esteroides gonadales femeninos, es
dependiente de la presencia de LH y FSH (29, 34).

Los esteroides gonadales se sintetizan a partir del colesterol, que puede derivar
fundamentalmente de tres fuentes: el colesterol de lipoproteinas plasmaticas, de la
sintesis de novo que se produce en el interior de las génadas y del que se libera a partir
de ésteres de colesterol que se almacenan en gotas lipidicas (34).



Los esteroides gonadales ejercen sus acciones en los tejidos diana mediante su unién a
receptores especificos intracelulares ya que, gracias a su naturaleza lipofilica penetran
y difunden con facilidad dentro de la célula (34). No obstante, también existen
evidencias sélidas sobre la existencia de receptores de membrana para algunas de
estas hormonas gonadales de naturaleza esteroidea (35).

Todas estas hormonas son sintetizadas y secretadas en respuesta a estimulos
hormonales que llegan desde la hipofisis, cerrando el eje HHG mediante circuitos de
retroalimentacién negativa (en machos y hembras), y positiva (s6lo en hembras), que
influiran en la sintesis y secrecién de las hormonas hipotalamicas e hipofisarias
implicadas en la regulacion del eje reproductor.

1.2. REGULACION DEL EJE HHG

Sobre el eje reproductor intervienen distintas sefiales de origen central y periférico
que van a actuar modulando la actividad de las neuronas GnRH, que son consideradas
el elemento jerdrquico clave en el control neuroendocrino de la reproduccién y efector
final en el control cerebral de la funcidn reproductora.

1.2.1. REGULADORES CENTRALES DEL EJE HHG

A nivel central, existe una red compleja de neurotransmisores y neuropéptidos con
capacidad para estimular o inhibir la actividad secretora de las neuronas GnRH. Entre
estas senales, destacamos las siguientes (11):

1.2.1.1. SENALES EXCITATORIAS

v’ Kisspeptinas: debido a que las kisspeptinas han demostrado ser especialmente
relevantes en el control central de la funcidn reproductora, y por su especial interés en
el desarrollo de esta Tesis, éstas se describen con mas detalle en la seccién 1.3. (PAPEL
DE LAS KISSPEPTINAS EN EL CONTROL DEL EJE HHG).

v’ Glutamato: es el aa excitatorio mas relevante en el control de la reproduccién a
nivel hipotaldmico, debido, en parte, a que las neuronas GnRH reciben multiples
proyecciones de neuronas glutamatérgicas. Sus acciones se llevan a cabo gracias a la
union del glutamato a dos tipos de receptores: ionotrdopicos (canales idnicos
especificos) y, en menor grado, metabotrépicos (acoplados a proteinas G), ambos
ampliamente distribuidos por el hipotdlamo. El glutamato esta ligado a la secrecion de
GnRH mediante su unidn a receptores de tipo ionotrdpico, cuya expresion se ha
descrito en las terminaciones axdnicas de las neuronas GnRH localizadas en la EM (36,
37). Ademas, datos obtenidos in vivo indican que agonistas y antagonistas de los



receptores ionotrdpicos son capaces de aumentar o reducir, respectivamente, la
secrecion pulsatil de GnRH/LH, tanto en ratas macho como hembra (38, 39).
Adicionalmente, que este aa podria actuar como mediador de los efectos que ejercen
los esteroides gonadales sobre la secrecién de GnRH. En este sentido, se han
identificado poblaciones neuronales que expresan receptores ionotrépicos y
receptores de hormonas esteroideas en varios nucleos hipotaldmicos implicados en el
control de la secrecién de GnRH (40).

v" Neuroquinina B (NKB): es un miembro de la familia de las taquiquininas que se co-
expresa, junto con kisspeptinas y dinorfina, en una subpoblacién de neuronas Kiss1
localizadas en el nucleo arcuato (ARC), denominadas neuronas KNDy (ver en detalle en
la seccion 1.3. KISSPEPTINAS) (41).

NKB es un neuropéptido de 10 aa codificado por el gen TAC3 en humanos y Tac2 en
roedores y que ejerce sus acciones a través de la interaccién con su receptor,
denominado NK3R. NK3R es codificado por el gen TACR3 en humanos y Tacr3 en
roedores (41). Dada la amplia distribucidon cerebral del sistema NKB/NK3R, se ha
sugerido la participacidn de este sistema en el control nervioso de multiples funciones,
como la modulacion de la corteza motora y la regulacién de la funcidén reproductora
(42). En este sentido, se ha detectado expresion de NK3R en los axones de neuronas
GnRH, apoyando la hipdtesis de un posible efecto directo de NKB sobre estas neuronas
(43). Sin embargo, datos recientes sugieren que las acciones de NKB sobre la actividad
secretora de las neuronas GnRH estdn mediadas a través de otros intermediarios (44).
A pesar de los efectos variables de NKB sobre la secrecion de LH, datos obtenidos en
diferentes especies, como rata y oveja, sefialan un efecto estimulador de NKB sobre la
secrecion de GnRH/LH (44, 45). Ademas, otro estudio ha sugerido la participacion del
sistema NKB/NK3R en la regulacion del eje reproductor en humanos tras la
identificacion de mutaciones inactivantes en los genes TAC3/TACR3 en casos de
hipogonadismo hipogonadotropo (HH) (46). Ademds de NKB, evidencias recientes
sugieren que otros miembros la familia de las taquiquininas, como sustancia P vy
Neuroquinina A (NKA), participan igualmente en la regulacién de la secrecion de GnRH
(41).

v’ Catecolaminas: la sefalizacién catecolaminérgica, a través de los receptores
adrenérgicos al y B, desempefna un papel relevante en la activacion directa de las
neuronas GnRH y en la modulacion de la liberacion pulsatil de GnRH/LH (47, 48). La
primera evidencia que sugirid el control catecolaminérgico de la secrecién de GnRH se
obtuvo al observar que la eliminacién de las neuronas noradrenérgicas en el tronco
encefalico, asi como el bloqueo de los receptores a-adrenérgicos, provocaba la
disminucion de la secrecion pulsatil de LH. Ademas, se identificé que estas neuronas
emitian proyecciones hacia las neuronas GnRH, sugiriendo un efecto directo (49).



Asimismo, se demostrd la presencia de receptores a-adrenérgicos en las neuronas
GnRH y en una linea celular neuronal de GnRH, denominada GT1-7 (50).
Concretamente, los datos publicados en la literatura sugieren que la adrenalina parece
estar implicada en la estimulacion de la liberacion pulsatil y preovulatoria de GnRH,
mientras que la noradrenalina (NA) podria estar mas relacionada con la frecuencia de
pulsos de LH (51).

v’ Galanina (GAL): es un neuropéptido de 29 aa que media sus efectos a través de 3
tipos de receptores acoplados a proteinas G, GAL-R1, -R2 y -R3 y se ha descrito que
juega un papel importante en la regulacion de la liberacion de GnRH (52). En este
sentido, estudios in vivo y analisis de hibridacion in situ han confirmado que GAL
estimula la secrecidon de GnRH (53, 54). En varias especies (que incluyen rata, ratén y
oveja), se ha descrito que GAL puede actuar en una pequefia poblacién de neuronas
GnRH a través del receptor GAL-R1, estando sus acciones influenciadas por los niveles
circulantes de esteroides gonadales (55, 56).

v’ Péptido similar a Galanina (GALP): es un péptido hipotaldmico de accién similar a
GAL. A pesar de la secuencia comun de aa compartida por GAL y GALP, ambos derivan
de distintos genes (57). En mamiferos, GALP se expresa en el ARC y se ha descrito que
su administracion a nivel central incrementa la liberacién de LH en ratas macho (58,
59). Adicionalmente, este péptido esta regulado positivamente por diversos factores
relacionados con el metabolismo energético, como leptina e insulina, datos que
sugieren la implicacion de GALP en el control integrado del metabolismo y la
reproduccion (57, 60).

v" Oxido nitrico (NO): es un neurotransmisor gaseoso sintetizado en el organismo por
la enzima oxido nitrico sintasa (NOS). Estudios farmacolégicos demuestran que el NO
actua como modulador en el control neuroendocrino de la reproducciéon y en la
regulacion de la actividad de las neuronas GnRH (61, 62). Se ha demostrado que las
neuronas Kiss1 actuan directamente sobre las neuronas productoras de NO en el POA
para promover la secrecion preovulatoria de LH mediante el incremento en la sintesis
de NOS (63). Ademas, la infusion de un inhibidor de esta enzima, en POA o EM,
provoca la disrupcién de la ciclicidad estral en ratas (64). Particularmente, el efecto de
NO en la neurosecrecion de GnRH y la funcién reproductora parece ser doble, con
influencias excitatorias e inhibitorias (3). En este contexto, también se ha demostrado
gue NO suprime la activacion neuronal de GnRH y frena la secrecién de LH basal y la
inducida por kisspeptina in vivo (63, 65). Para explicar esta contradiccién se ha
sugerido que el NO podria tener efectos inhibitorios sobre la secrecién de GnRH en las
fases del ciclo ovarico dominadas por la retroalimentacidén negativa del E2, mientras
gue, al mismo tiempo, el NO desempefiaria un papel estimulador sobre los



mecanismos que conducen a la generacion del pico preovulatorio de
GnRH/gonadotropinas (63).

v" Hormona estimulante de melanocitos a (a-MSH): es un neuropéptido derivado del
procesamiento proteolitico del gen POMC que pertenece a la familia de las
melanocortinas, junto con ACTHy By y-MSH (66, 67). POMC se expresa principalmente
en las células corticotropas y melanotropas de la hipéfisis, asi como en distintas partes
del hipotalamo, y en tejidos periféricos, como en la piel. En el cerebro, a-MSH actua
principalmente a través de los receptores de melanocortinas 3 y 4 (MC3-R y MC4-R,
respectivamente) (68, 69). En detalle, la localizacion de MC3-R se limita principalmente
al hipotalamo, y se expresa de manera abundante en el nucleo ARC, lugar donde se
encuentra también la principal poblacién de neuronas POMC (70). En cuanto al MC4-R,
s6lo se expresa en el sistema nervioso central (SNC), donde estda ampliamente
distribuido (71). Este neuropéptido esta implicado en el control del eje reproductor,
como avalan datos que demuestran que las neuronas GnRH expresan MC3-R/MC4-R,
sugiriendo un efecto directo en el control de la secrecién de GnRH. Esto se ha visto
igualmente demostrado en estudios electrofisiolégicos que muestran un incremento
en la actividad eléctrica de neuronas GnRH tras la activacidon postsinaptica de MC3-Ry
MC4-R (72). Adicionalmente, estudios farmacolégicos mostraron que la administraciéon
de a-MSH induce un incremento en la secrecion de LH en diferentes especies de
mamiferos (73). Ademas se ha demostrado que tanto la administraciéon central del
agonista de MC3-/4-R como de agonistas especificos de estos receptores imita el
efecto estimulador de a-MSH en la liberacion de LH, logrando un incremento en la
secrecion de esta gonadotropina, siendo este efecto mas prominente en el caso de la
activacion de MC4-R (72, 74, 75).

1.2.1.2. SENALES INHIBIDORAS

v" Acido y-aminobutirico (GABA): es el neurotransmisor inhibitorio mas abundante
del cerebro de mamiferos y media sus acciones a través de su interaccién con dos tipos
de receptores, ionotropicos (GABAa y GABAc) y metabotrdpicos (GABAs) (76). Estudios
electrofisiolégicos han demostrado que las neuronas GnRH de ratones expresan
receptores funcionales GABAA y GABAg, lo que subraya la importancia de este
neurotransmisor en el control de la actividad de estas neuronas GnRH (77, 78). En este
sentido, se han descrito tanto acciones directas como indirectas de este
neurotransmisor sobre la secrecién de GnRH (79, 80). Mientras que estudios in vivo
han mostrado efectos inhibitorios consistentes de GABA sobre la secrecidon de
GnRH/LH, estudios in vitro han documentado tanto efectos inhibitorios como
excitatorios (65, 81).



v Opioides enddgenos (EOPs): estos péptidos son inhibidores fisiolégicos de la
secrecion de GnRH/LH y se clasifican en tres grupos: encefalinas, - END y dinorfinas
(Dyn). Estos ejercen sus acciones sobre el SNC interactuando con tres tipos de
receptores, 4, Ky 8. En linea con esto, B- END y Dyn actuan a través del p-receptor y k-
receptor (KOR), respectivamente (82), mientras que las encefalinas activan el receptor
6 (83). En este contexto, el sistema B-END/p-receptor tiene un papel importante en el
control del pico de GnRH/LH, mientras que el sistema Dyn/k-receptor ha demostrado
tener un efecto inhibitorio sobre la secrecion de GnRH, mediando los efectos de la
retroalimentacion negativa ejercida por la P sobre la frecuencia de pulsos de LH (84,
85). Por otro lado, se ha detectado expresion de KOR tanto en las neuronas KNDy
como en las neuronas GnRH, lo cual sugiere que los efectos inhibitorios de la Dyn
sobre la secrecién pulsatil de GnRH pueden ocurrir tanto de manera directa, como de
forma indirecta, a través de la inhibicién de las neuronas KNDy (86). El papel de estas
neuronas KNDy sera descrito con mas detalle en las secciones 1.3. KISSPEPTINAS y 1.4.
PUBERTAD.

v/ NPY: es un péptido de 36 aa altamente conservado entre especies y uno de los
neuropéptidos mas abundantes del SCN de mamiferos. Estd considerado como un
modulador esencial en el control de la funcion reproductora. Se expresa
mayoritariamente en el nldcleo ARCy en el tronco encefalico (donde co-localiza con NA
(49)) y su expresion esta regulada, en parte, por los estrégenos. Los efectos de NPY
estan mediados a través de cinco tipos de receptores acoplados a proteinas G. Entre
estos, se ha descrito que los receptores Y1 e Y5 podrian estan implicados en las
acciones de NPY sobre el eje HHG (72, 87). El efecto inhibitorio de NPY en la secrecion
de GnRH/LH se ha demostrado tanto en machos como en hembras. La administracion
central de NPY en animales con bajos niveles de esteroides circulantes inhibe la
secrecion pulsatil de LH, probablemente a través de la supresién hipotalamica de GnRH
(88). En machos, el tratamiento crénico con NPY en el ventriculo lateral inhibe el eje
HHG (89). NPY también tiene un papel crucial en los mecanismos implicados en la
regulaciéon de la actividad neuronal de GnRH por factores metabdlicos. Esta funcidn se
describirda con mas detalle en la seccién 2.1.1. REGULADORES CENTRALES DEL
BALANCE ENERGETICO.

v RFRP (Péptidos relacionados RF-amida): la familia de péptidos hipotaldmicos GnlIH
(hormona inhibidora de gonadotropinas)/RFRPs tiene la capacidad de inhibir directa o
indirectamente la liberacion de gonadotropinas hipofisarias. Las neuronas RFRP
producen dos tipos de péptidos, RFRP1 y RFRP3, que ejercen sus acciones mediante su
unién a un unico receptor de membrana acoplado a proteinas G, denominado NPFF1R,
y que se expresa en neuronas GnRH (90, 91). La administracion central de RFRP3
reduce los niveles de LH en rata (92). Sin embargo, estudios recientes realizados en
nuestro laboratorio han puesto de manifiesto que la ausencia de NPFFIR no



condiciona la fertilidad en ratones. En este sentido, las hembras con deficiencia
congénita de NPFF1R mantienen conservada tanto la ciclicidad estral como la amplitud
del pico preovulatorio de LH. Este ultimo aspecto es relevante ya que sugiere que la
eliminacion de una sefial inhibitoria no induce un aumento de la magnitud de la
liberacion preovulatoria de LH desencadenante de la ovulacidén, sugiriendo la
existencia de otros mecanismos de compensacion en respuesta a la eliminacién
selectiva de NPFF1R (93).

1.2.2. REGULADORES PERIFERICOS DEL EJE HHG

El eje reproductor también se encuentra regulado de manera precisa por la accién de
diversas sefales de tipo periférico que van a actuar, de manera coordinada, con las
sefiales de origen central para modular la funcién reproductora.

1.2.2.1. FACTORES GONADALES

1.2.2.1.1. ESTEROIDES GONADALES

Los esteroides gonadales (andrégenos, estrogenos y progesterona) son producidos
principalmente en las gdénadas, e interaccionan con sus receptores especificos en el
SNC para llevar a cabo numerosas acciones, destacando su papel en el control de eje
HHG. Participan, entre otras funciones, en la regulacién de multiples circuitos
neuronales, la regulacién de la expresiéon de un gran nimero de neurotransmisores, la
modulacion de la plasticidad neuronal y el desarrollo cerebral (94, 95).

La mayoria de las acciones de los esteroides gonadales estan mediadas por su
interaccion con receptores intranucleares, como en el caso de los receptores de
andrégenos (AR), los receptores progesterona Ay B (PR-A y PR-B) y los receptores de
estrégenos o y B (ERa y ERP). Adicionalmente, otra parte de los efectos de los
estrégenos se llevan a cabo tras su interaccién con canales idnicos y receptores
acoplados a proteinas G localizados en la membrana plasmatica, activando cascadas de
sefializacion intracelular (35, 96). Los ERs estan ampliamente distribuidos en el SNCy la
hipodfisis, concretamente en el niucleo ARC y el area anteroventral periventricular
(AVPV), ambos implicados en el control de la funcién reproductora y en el control de la
homeostasis energética (35, 96, 97).

Se ha descrito que tanto los andréogenos y como estrégenos median sus efectos de
retroalimentacidn negativa sobre la secrecién de LH y FSH a través de su interaccién
con ARs y ERs en el nucleo ARC. Por el contrario, los estrégenos participan en la
retroalimentacion positiva que éstos ejercen sobre la liberacion de gonadotropinas en
hembras, mediante su interaccién con ERs en el AVPV (98, 99). Los estrégenos actian



directamente sobre las neuronas GnRH a través de receptores ERPB, uUnico subtipo de
ER expresado en estas neuronas, mientras que la mayor parte de los efectos de los
estrégenos sobre las neuronas GnRH parecen llevarse a cabo a través de interneuronas
gue expresan tanto receptores ERa como ERB (97, 99). Evidencias genéticas y
farmacoldgicas han demostrado que los efectos de retroalimentacién tanto positiva
como negativa de los estrogenos sobre la liberacién de LH son mediados,
principalmente, por ERa (99, 100).

1.2.2.1.2. PEPTIDOS GONADALES

Los péptidos gonadales son hormonas que modulan la secreciéon de gonadotropinas a
nivel hipofisario, ademas de ejercer acciones paracrinas sobre las génadas. Se conoce
la existencia de tres tipos de péptidos: activinas, inhibinas y folistatinas.

Las activinas son péptidos producidos en diversos tejidos pero, especialmente, en el
ovario y la hipdfisis. Se han identificado tres tipos de activinas: A, B y AB, y todas son
capaces de estimular directamente la secrecién hipofisaria de FSH, siendo
especialmente destacable la funcién de las activinas producidas en la hipdfisis, que
actuan de forma paracrina sobre las células gonadotropas (101, 102).

Las inhibinas son proteinas producidas por las células de Sertoli en los testiculos y por
las células de la granulosa en los ovarios. Se han identificado dos tipos de inhibinas: Ay
B, ambas son proteinas herodiméricas que pueden inhibir selectivamente la secrecion
de FSH en las células gonadotropas hipofisarias (102, 103).

La folistatina es un péptido sintetizado en varios tejidos, incluyendo las génadas y la
hipdfisis, que produce la inhibicidn de la secrecidon de FSH de manera indirecta debido
capacidad para unirse a las activinas, bloqueando el efecto estimulador de éstas sobre
las células gonadotropas (102, 104).

1.2.2.2. FACTORES METABOLICOS

El eje reproductor es altamente sensible al estado metabdlico y energético del
organismo. Los diferentes factores metabdlicos que van a interaccionar con el eje HHG
modulando la capacidad reproductora se describiran con detalle en la seccién 3.
CONTROL METABOLICO DE LA FUNCION REPRODUCTORA.

1.3. PAPEL DE LAS KISSPEPTINAS EN EL CONTROL DEL EJE HHG

Las kisspeptinas (Kp) son una familia de péptidos relacionados estructuralmente, y
codificados por el gen KISSI en humanos y Kiss1 en ratones (11, 105). Estas son



derivadas del procesamiento proteolitico diferencial de un Unico precursor constituido
por 145 aa, la prepro-kisspeptina, que genera las Kp biolégicamente activas: Kp-54 en
humanos o Kp-52 en roedores, Kp-14, Kp-13 y Kp-10, siendo este ultimo el fragmento
mas pequeiio con activad bioldgica (106, 107). Todas comparten una misma region C-
terminal que contiene un motivo Arg-Phe-NH; caracteristico de la familia peptidica de
las RF-amidas (108). Las Kp actuan a través de la activacion de su receptor acoplado a
proteinas G, denominado Gpr54, también llamado receptor de kisspeptina o Kiss1R
(11, 109, 110).

Pese a que los elementos del sistema Kiss1/Gpr54 fueron identificados entre los afios
1996 y 2001, la participacion de este sistema en el control de la funcion reproductora
no se puso de manifiesto hasta finales de 2003, cuando se documentaron la presencia
de deleciones y mutaciones inactivantes para el gen GPR54 en pacientes con HH, una
condicion de impuberismo e infertilidad de origen central (111, 112). Esta forma de
hipogonadismo central se observd igualmente en ratones con inactivaciéon del gen
Gpr54 o Kiss1 (111, 113, 114). Esta combinacién de estudios genéticos (humanos) y
gendmicos funcionales (ratones) ponia de manifiesto la relevancia fisioldgica y los
mecanismos subyacentes de las acciones reproductivas de las Kp.

La distribucion del sistema Kiss1/Gpr54 se ha estudiado en gran diversidad de especies
y se encuentra intimamente relacionada con los centros neuroendocrinos reguladores
de la funcion reproductora. Estudios neuroanatdmicos realizados en roedores han
identificado dos poblaciones prominentes de neuronas Kissl en el hipotdlamo (115,
116), una localizada en el nucleo ARC y otra en el nucleo AVPV (116, 117). Ambas
poblaciones son sexualmente dimorficas y funcionalmente diferentes. Este dimorfismo
sexual es especialmente evidente en el AVPV, donde el nimero de neuronas Kiss1 es
marcadamente superior en hembras que en machos (118). Dentro del ntcleo ARC la
mayoria de neuronas Kissl co-expresan NKB y Dyn, motivo por el que se han
denominado neuronas KNDy (41).

Aunque la localizacion hipotaldmica de las neuronas Kiss1 es coherente con su papel
como regulador neuroendocrino de la funcién reproductora, las poblaciones de
neuronas Kiss1l de los nucleos ARC y AVPV muestran diferencias neuroanatémicas en
sus proyecciones hacia las neuronas GnRH. En este sentido, los datos publicados hasta
la fecha demuestran que la mayor parte de las neuronas Kissl del nucleo AVPV
proyectan sus axones hacia el POA, donde estan localizados la mayor parte de los
cuerpos celulares las neuronas GnRH (119), mientras que solo una pequeia proporcion
de neuronas Kiss1 del nucleo ARC parece proyectar directamente hacia los somas de
las neuronas GnRH localizados en el POA (120). No obstante, estudios posteriores han
identificado proyecciones directas de las neuronas Kiss1 del ARC hacia los terminales
axonicos de las neuronas GnRH localizados en la EM (121, 122). En linea con esto, se ha



demostrado la presencia de expresion del ARNm de Gpr54 en el POA rostral asi como
en las neuronas GnRH (123), lo cual sugiere un efecto directo de ambas poblaciones de
neuronas Kiss1 sobre el control de la actividad de las neuronas GnRH.

Poco después de la descripcion del cuadro de HH como consecuencia de mutaciones
inactivantes en Gpr54 en humanos y ratones, se demostré el potente efecto
estimulador de Kp-10 y Kp-54 sobre la secrecién de LH en roedores de ambos sexos
(124, 125). Asimismo, la administraciéon a nivel central y sistémica de Kp induce un
potente incremento en la secrecion de gonadotropinas en mamiferos en diferentes
etapas del desarrollo y estados fisioldgicos (126-128). Estudios farmacolégicos han
demostrado que los patrones de respuesta de las gonadotropinas a Kp-10 son
diferentes en términos de duracién y sensibilidad. Asi, mientras que en machos se
detecta una respuesta rapida y potente en la secrecién de LH en respuesta a la
administracion de Kp-10, el efecto de Kp-10 sobre FSH es mas lento y de menor
magnitud que en el caso de LH (129-131). Igualmente la sensibilidad a la
administracién de dosis bajas de Kp-10 es mucho mayor en el caso de la LH. Estas
diferencias podrian estar justificadas por el hecho de que el patrén de secrecién de
FSH es mas constitutivo que el de LH y que la secrecién de FSH esta regulada por las
inhibinas (102).

Resultados experimentales obtenidos principalmente en roedores, ovejas y primates,
han demostrado que las acciones estimuladoras de las Kp se llevan a cabo,
fundamentalmente, a través de la activacidon de las neuronas GnRH en el hipotdlamo.
Se ha demostrado en roedores y monos, que los efectos de Kp sobre la secrecion de LH
desaparecen completamente tras el tratamiento con antagonistas de GnRH (129, 131,
132). En esta linea, la evidencia de un efecto directo de Kp sobre las neuronas GnRH
proviene de la observacién de que la administracion de Kp induce la expresion de c-
fos, como marcador de activacion celular temprana, en neuronas GnRH de roedores
(132, 133). Ademas, estudios en células GT1-7, donde se ha documentado la expresion
del gen Gpr54, han demostrado un aumento en la secrecién de GnRH tras la
administracion de Kp (134, 135). De otra parte, estudios en rata han demostrado que
la infusidn continua de antagonistas de Kp en el nicleo ARC suprime significativamente
los pulsos de GnRH (136).

Como se describid previamente, esta poblacién de neuronas del ARC co-expresan,
ademas de Kisspeptinas, NKB y Dyn, plantedndose la posibilidad de que estos tres
péptidos puedan participar de manera conjunta en el control de la secrecién pulsatil
de GnRH. La hipdtesis mas aceptada, avalada por datos funcionales y de expresion,
sugiere que NKB y Dyn podrian operar como modificadores positivos y negativos,
respectivamente, de la liberacion pulsatil de Kp en estas neuronas KNDy (Figura 5) (11,
117, 137).
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Figura 5: Modelo esquematico del papel de las neuronas KNDy en el control de la secrecion
pulsatil de GnRH. KOR (receptor-k de opioides), receptor de Dyn; NK3R, receptor de NKB;
GPR54, receptor de Kp. Tomado de Pinilla, L et al. Physiological Reviews, 2012 (11).

Distintos estudios han sugerido la participacion de las neuronas Kiss1 del nicleo ARCy
el AVPV como mediadores de los efectos del feedback negativo y positivo,
respectivamente, de los esteroides gonadales sobre la liberacion de gonadotropinas
(Figura 6). Esto se basa, en parte, en la capacidad de ambas poblaciones hipotalamicas
para responder a los estrégenos de manera contrapuesta. En este sentido, estudios
llevados a cabo en diferentes especies de mamiferos demostraron un incremento en
los niveles de expresion de Kiss1 en el nucleo ARC, acompafiado de un aumento de los
niveles circulantes de gonadotropinas, tras gonadectomia en ambos sexos (138-140) y
estos niveles se normalizaron al suplementar a los animales con esteroides sexuales
(124). Estudios posteriores demostraron que ERa es el principal mediador de los
efectos de retroalimentacion negativa que los estrogenos ejercen sobre la expresion
de Kiss1 en el nucleo ARC (99, 138). Andlisis comparativos han demostrado que el
control que ejerce la T sobre la expresiéon de Kiss1 en el nudcleo ARC es mediado a
través del AR y del ERa, tras la aromatizacion de T a E2 (138).

De igual modo, se ha propuesto al sistema Kiss1 como mediador de los efectos del
feedback positivo de los estrégenos sobre la liberacion de GnRH/gonadotropinas. Se
ha demostrado en roedores de ambos sexos, que la poblaciéon de neuronas Kiss1 del
nucleo AVPV, responde a la eliminacién de los esteroides gonadales disminuyendo los
niveles de ARNm de Kiss1, los cuales vuelven a normalizarse tras el reemplazamiento
con esteroides (138, 140). Estos hallazgos se ven reforzados tras la observacién en
ratas adultas ciclicas un aumento de la expresion del ARNm de Kiss1 en el nicleo AVPV
en la tarde del proestro, coincidiendo con el pico preovulatorio de LH (98, 141),
proponiendo asi que las neuronas Kissl del ndcleo AVPV estan implicadas en la
generacion de pico preovulatorio de GnRH/LH a través mecanismos de
retroalimentacién positiva (Figura 6). Al igual que ocurria con la poblacién de neuronas
Kiss1 de nucleo ARC, los estrégenos parecen ejercer su funcidon sobre esta poblacion
del AVPV a través del ERa. En este contexto, estudios farmacolégicos en los que usaron



antagonistas del ERa produjeron un bloqueo del pico preovulatorio de LH y de la
ovulacion (142).
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Figura 6: Representaciéon esquematica de los efectos reguladores de los esteroides gonadales
(E2, Ty P) sobre el control de la actividad de las neuronas Kiss1 en roedores. Los estrégenos
(E2) ejercen una accidn inhibitoria predominante en las neuronas KNDy del nucleo ARC, lo que
contribuye al control del feedback negativo de GnRH. Por el contrario, los efectos
estimuladores del E2 en la generacion del pico preovulatorio de gonadotropinas (feedback
positivo) estan mediados por las neuronas Kiss1l del nicleo AVPV. Tomado de Pinilla, L et al.
Physiological Reviews, 2012 (11).

1.4. PUBERTAD

En mamiferos y otras especies, la pubertad se define como el periodo de transicién
clave de la etapa juvenil a la edad adulta durante el cual se alcanza la madurez sexual
y, por lo tanto, la capacidad reproductiva (19, 143). Adicionalmente, en la pubertad se
producen importantes cambios somaticos (crecimiento), de comportamiento y
psicolégicos.

El momento de llegada a la pubertad se encuentra bajo una fuerte determinacion
genética, pero estd estrechamente controlado también por una gran cantidad de
factores ambientales (144, 145). El éxito de este proceso del desarrollo se basa en la
correcta sucesidn de una secuencia de eventos que llevan a la activacién del eje
reproductor, completandose asi la maduraciéon gonadal y el desarrollo de los
caracteres sexuales secundarios.

Durante las etapas infantil, juvenil y prepuberal, el eje HHG permanece parcialmente
silente, especialmente en humanos, donde se detectan niveles circulantes muy bajos



de gonadotropinas y esteroides gonadales. Esto se debe a que la actividad secretora de
las neuronas GnRH es baja e insuficiente para permitir el desarrollo gonadal. La
maduraciéon del eje HHG vy el inicio posterior de la pubertad se caracterizan por un
aumento en la actividad neuro-secretora de las neuronas GnRH que se traduce en un
incremento gradual en la frecuencia y amplitud de pulsos de secrecion de GnRH (10).
Esto es debido, en parte, a una disminucién en la sensibilidad al feedback negativo que
hasta este momento estaban ejerciendo los esteroides gonadales. Tales cambios en el
patron de secrecion de GnRH son el resultado de modificaciones en los inputs
transinapticos y gliales de la red neuronal de GnRH, asi como cambios plasticos en las
propias neuronas GnRH (10, 146) (Figura 7).
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Figura 7: Desarrollo postnatal de la red neuronal de GnRH. Tomado de Herbison, A.E. Nat Rev
Endocrinol, 2016 (10).

Todos estos cambios funcionales y estructurales de las neuronas GnRH parecen ser
cruciales para el inicio y culminacion de la pubertad y parecen responder al aumento
combinado de inputs excitatorios y a la disminucidn en los inputs inhibitorios sobre las
neuronas GnRH (143). El resultado final es una activacion neta de la neurosecrecion de
GnRH, como factor inductor de la pubertad; lo que se conoce como hipétesis del
“impulso central” (Figura 8) (147).

GABA (- - Hypothalamus

RFAP () ™Y

GLU (+)

Figura 8: Representacion esquematica de la hipdtesis del “impulso central” de la pubertad.
Tomado de Castellano, JM. Enciclopedia de la Reproduccion, 2018 (147).



Una parte relevante del control excitatorio de la pubertad es proporcionada por
neuronas que producen glutamato, kisspeptinas y NKB, principalmente. Mientras que
el circuito inhibitorio que mantiene el freno para que la pubertad no ocurra antes de
tiempo, depende, en gran medida, de neuronas que producen GABA, opioides
enddgenos (B-END y DYN, principalmente) y, eventualmente, péptidos RFRP. Ademas
de los inputs neuronales, las células gliales, como los astrocitos y tanicitos, también
participan en la regulacién de las neuronas GnRH y la pubertad a través de dos
mecanismos: la produccién de factores de crecimiento y otras moléculas bioactivas, y
los cambios plasticos en los contactos y la adhesividad de las neuronas gliales a GnRH
(148).

En relacion al comportamiento durante el desarrollo puberal de las neuronas
hipotaldmicas Kiss1, estudios en roedores y primates han demostrado que durante
este periodo, se incrementa el nUmero de estas neuronas tanto el nucleo AVPV como
en ARC, aumento que parece ser mayor en el nucleo AVPV de las hembras (11).
Partiendo de observaciones iniciales, diferentes estudios han revelado la existencia de
un patrén complejo responsable de la activacion del sistema neuronal Kiss1 durante la
transicion puberal que parece involucrar los siguientes componentes principales: 1) un
aumento en el tono de kisspeptina enddgeno en el hipotalamo, suficiente per se para
activar completamente el eje HHG; 2) una mejora de la eficiencia de sefializacién de
Gpr54 en las neuronas GnRH; 3) una elevacion en la sensibilidad a los efectos
estimulantes de las kisspeptinas en la liberacion de GnRH/LH; y 4) un incremento en el
nuimero de neuronas Kiss1 y sus proyecciones a las neuronas GnRH (149).

No obstante lo anterior, datos obtenidos en 2011 en ratones hembra, sugirieron que
se puede lograr la maduracion puberal incluso tras la eliminacion congénita de las
neuronas que expresan Kissl o Gpr54. Aunque estos resultados iniciales necesitarian
ser confirmados, estas observaciones podrian ser indicativas de la activacion de
mecanismos compensatorios y/o la participacion de otras poblaciones neuronales con
un papel importante en la activacion del eje HHG durante la pubertad (150). Estos
hallazgos respaldan aun mas la existencia de una red de mecanismos complejos, entre
los cuales se encuentra el sistema Kiss1/Gpr54, que aseguran la activacion sincronizada
del eje HHG que conduce a la pubertad. En todo caso, se ha demostrado que la
ablacion durante el periodo juvenil de las neuronas Kiss1 inhibe la maduracion puberal
(150), mientras que la ablacion selectiva de Gpr54 en neuronas GnRH produce
igualmente una marcada supresién de la pubertad (151).

Por otro lado, esta bien establecido que la activacién del eje HHG durante la pubertad
y su mantenimiento en edad adulta son muy sensibles a la accién de factores
periféricos, que interactian junto con los reguladores centrales para controlar el inicio
de la pubertad (19). En este contexto, es necesario alcanzar unas ciertas reservas



energéticas para que la pubertad se produzca con normalidad, lo que evidencia la
importancia de sefiales metabdlicas que transmiten la informacién sobre el grado de
reservas energéticas del organismo al SNC en la puesta en marcha y posterior
mantenimiento de la funcion reproductora en la edad adulta (11). Estas sefiales seran
analizadas en detalle en la seccién 3. CONTROL METABOLICO DE LA FUNCION
REPRODUCTORA.

A modo de resumen, en la Figura 9 se muestra una representacion esquematica de los
elementos principales, comentados anteriormente, implicados en el control de la
pubertad.
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Figura 9: Representacion esquematica de los elementos principales implicados en el control de
la pubertad. Se muestran en rojo algunos de los reguladores centrales inhibidores del eje HHG
mientras que los factores excitatorios se representan en azul. Tomado de Pinilla, L et al.
Physiological Reviews, 2012 (11).

2. FUNCION METABOLICA: MECANISMOS DE REGULACION

Todas las funciones que realizan los seres vivos requieren un gasto de energia que estd
supeditado a la disponibilidad de recursos energéticos. Dada la necesidad de conocer,
de manera precisa y continuada, la disponibilidad de recursos energéticos con los que
cuenta el organismo en cada momento, existen multitud de sefiales, de origen central
y periférico, que informan al SNC de la necesidad de poner en marcha mecanismos
para el mantenimiento de la homeostasis energética. Desde un punto de vista
evolutivo, nuestro organismo esta preparado para aprovechar al maximo los recursos



en tiempos de escasez y por ello ha desarrollado complejos mecanismos que aseguren
su éxito.

2.1. CONTROL NEUROENDOCRINO DEL BALANCE ENERGETICO

La homeostasis energética, como funcion clave para la supervivencia, esta sometida a
mecanismos de control muy precisos, que modulan tanto la incorporacion de
nutrientes a través de la ingesta como su consumo. Entre los factores implicados en
este control preciso destacan las sefiales hormonales y distintos factores centrales,
gue cooperan de manera dinamica a fin de asegurar un correcto equilibrio entre la
incorporacion y el gasto energético. Alteraciones persistentes en de dicho equilibrio
conducen a perturbaciones del peso corporal, cuyo principal exponente es la obesidad,
pero que puede manifestarse igualmente en situaciones de adelgazamiento extremo,
como las que se observan en condiciones de anorexia, caquexia tumoral y otras
patologias consuntivas, asi como en individuos que llevan a cabo ejercicio fisico de
manera extrema.

La obesidad se define como un estado metabdlico donde se produce un exceso de
acumulacién de grasa en el tejido adiposo, lo cual puede conducir al desarrollo de
diversos problemas de salud. Tanto en paises desarrollados como en paises en vias de
desarrollo, la prevalencia de la obesidad y las patologias asociadas estan aumentando
a un ritmo que puede considerarse de proporciones epidémicas. Las razones del
aumento de la prevalencia de la obesidad se deben a una combinacion entre la
predisposicion genética y los factores sociales y ambientales, que conducen a un
desbalance energético. El principal riesgo de la obesidad es su asociacién con la
hipertension, la diabetes tipo 2, el higado graso y una variedad de trastornos
conocidos como “Sindrome metabdlico”.

A pesar de que el balance energético se ve afectado por muchos factores
moduladores, la obesidad es, en ultima instancia, el resultado de un desequilibrio
positivo entre la adquisicion de energia y el gasto energético. Cuando la cantidad de
energia incorporada (ingesta) por un animal es igual a su gasto energético
(metabolismo, efectos del ejercicio y termogénesis), el resultado es un balance
energético neutral que permite la estabilidad del peso corporal. Un desequilibrio en la
ingesta de alimentos o en el gasto energético conduce a un peso corporal elevado
cuando la energia asimilada es mayor que la utilizada, o, a la inversa, se reduce el peso
corporal cuando el gasto de energia es superior a la ingesta caldrica (Figura 10) (152).
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Figura 10: Diagrama esquematico que muestra los componentes de la ecuacién del balance
energético. Tomado de Lépez, M. Bioessays, 2007 (152).

De forma esquematica, los mecanismos homeostaticos que regulan el balance
energético incluyen la integracién de sefiales procedentes de dos niveles distintos, el
SNC, especialmente el hipotalamo, y las senales periféricas, que se describirdn en el
siguiente apartado.

2.1.1. REGULADORES CENTRALES DEL BALANCE ENERGETICO

En el siglo pasado, se observd que lesiones especificas en determinadas zonas del
hipotdlamo de roedores causaban alteraciones en la ingesta (153). Las neuronas
hipotaldmicas se agrupan en una serie de nucleos que se disponen, de manera
bilateral, en torno al tercer ventriculo (3V), algunos de los cuales se describiran en el
siguiente apartado por su participacion en el control del balance energético.

Hoy dia, sabemos que estos nucleos forman circuitos neuronales interconectados
entre si que responden a cambios en el estado energético del organismo, produciendo
modificaciones en la expresion y secrecién de neurotransmisores y neuropéptidos
especificos que desencadenan cambios en la ingesta y el gasto energético (154).
Ademas del hipotalamo, existen también otras areas cerebrales que también
intervienen en la integracion de sefiales centrales y periféricas, colaborando en la
regulacién de la homeostasis energética.

2.1.1.1. CONTROL INTEGRADO DE LA INGESTA CALORICA

El ntcleo ARC esta considerado como el principal centro regulador de la ingesta a nivel
hipotaldamico. Se situa en la base del 3V y se encuentra inmediatamente por encima de



la EM, donde la barrera hematoencefalica (BBB) permite la entrada de péptidos y
proteinas desde la circulacién periférica, tales como leptina, ghrelina e insulina (155).

Este nucleo incluye, entre otras, dos poblaciones neuronales distintas que constituyen
el primer orden de neuronas encargadas de integrar sefiales implicadas en la
homeostasis energética y el control de la ingesta. Una poblacién de estas neuronas
contiene las denominadas neuronas NPY/AgRP (neuropéptido Y/ péptido relacionado
con aguti) de cardcter orexigénico (su activacion induce la ingesta), la mayoria de las
cuales proyectan sus axones hacia otros nucleos hipotalamicos, principalmente hacia
el nucleo paraventricular (PVN), y hacia otras neuronas del propio nucleo ARC. Una
segunda poblacién de neuronas de primer orden contiene las denominadas neuronas
POMC/CART (pro-opiomelanocortina/ transcrito relacionado con cocaina vy
anfetamina), de caracter anorexigénico (inhiben la ingesta). Esta poblacién neuronal
proyecta sus axones hacia otros nucleos hipotaldamicos como el nicleo dorsomedial
(DMN), el area hipotalamica lateral (LHA), el area perifornical (PFA) y el PVN (155-157)
(Figura 11).

Figura 11: Principales poblaciones neuronales que regulan la ingesta en el nucleo ARC
estableciendo una sofisticada red de proyecciones neuronales intra y extrahipotaldmicas. Las
neuronas POMC/CART disminuyen la ingesta de alimentos e incrementan el gasto energético,
y las neuronas NPY/AgRP estimulan la ingesta y reducen el gasto energético. Ghsr, Receptor de
secretagogos de la hormona de crecimiento; Lepr, receptor de leptina; Mc3r/Mc4r, receptores
de melanocortinas 3 y 4; Y1r, receptor de neuropéptido Y1. Tomado con ligeras modificaciones
de Barsh GS, Schwartz MW. Nature Reviews Genetics, 2002 (157).



Las neuronas NPY/AgRP reciben su nombre por su participacion en la sintesis y
secrecién de dos neuropéptidos orexigénicos, NPY y AgRP, claves en el control del
balance energético y que seran descritos en detalle a continuacién:

NPY es un péptido que se expresa principalmente en el nucleo ARC, pero que esta
ampliamente distribuido por el SNC (158). Estd considerado como uno de los péptidos
estimuladores mas potentes de la ingesta. En este sentido, su administracion central
en ratas estimula la ingesta y reduce el gasto energético a través de la disminucion de
la termogénesis (159). De acuerdo con su papel fisioldgico en el control de la ingesta,
los niveles de ARNm de NPY, asi como del péptido, aumentan de forma significativa
durante el ayuno y disminuyen después de éste (160). Como se describia en secciones
anteriores, NPY ejerce sus acciones mediante la unién a receptores YR. No obstante,
los mecanismos de accion de NPY a través de la activacion de sus distintos receptores
parecen ser bastante complejos (87, 161).

AgRP es un neuropéptido perteneciente a la familia de péptidos agouti que se expresa
en el nucleo ARC (162). Este neuropéptido estimula la ingesta a través de la inhibicion
de las acciones de a-MSH al antagonizar sus receptores MC3-R y MC4-R (163). La
inhibicion de estos receptores provoca un fenotipo obeso que estda asociado con
hiperfagia, disminucion de la termogénesis y de la eficiencia caldrica (164). Al igual que
ocurre con NPY, situaciones de ayuno causan un incremento en la expresién de AgRP
(165), y la administracidn crénica de este péptido en roedores produce un incremento
significativo y continuado de la ingesta (166).

Adicionalmente, se ha demostrado que existen subpoblaciones de neuronas NPY/AgRP
que liberan GABA, actuando de forma paracrina para inhibir la funcion de las neuronas
POMC/CART adyacentes.

Del mismo modo que las neuronas NPY/AgRP, las neuronas POMC/CART actian como
elementos clave en el control de la ingesta y el gasto energético para mantener el peso
corporal, y sintetizan distintos neuropéptidos, entre los que destacan los
neuropéptidos anorexigénicos, a-MSH y CART que se describen a continuacion:

POMC es el precursor de a-MSH, péptido mas representativo en la regulacion de la
ingesta, que ejerce su efecto anorexigénico a través de su union con los receptores
MC3-R y MC4-R. Ademas de disminuir la ingesta, a-MSH aumenta el gasto energético
aumentando también la termogénesis (167, 168). En este sentido, se ha demostrado
que tanto la administracion central de a-MSH como la de agonistas de MC3-R y MC4-R,
inhibe la ingesta y reduce el peso corporal (158). Por el contrario, mutaciones
producidas en el gen POMC o anomalias en su procesamiento, asi como la
administracion de antagonistas de MC3-R y MC4-R dan lugar a obesidad temprana
(169, 170).



CART estd considerado como el tercer transcrito mas abundante en el hipotalamo.
Ademas de su expresidon en el nucleo ARC, también se expresa en el PVN, DMN, LHA y
PFA (171). Diferentes estudios en modelos animales han demostrado que la expresion
de CART disminuye en el nucleo ARC en situaciones de ayuno (171, 172), vy la
administracién de este péptido ocasiona una reduccion de la ingesta (173).

Ademas del nucleo ARC, el cerebro contiene otros nucleos hipotaldmicos que estan
implicados en la regulacion de la homeostasis energética.

El PVN esta situado en la parte anterior del hipotalamo, y se ha descrito que la lesién
de este nucleo produce hiperfagia (174). Es una de las dreas en las que se alojan
neuronas de segundo orden que procesan la informacién para la regulacion de la
homeostasis energética. La actividad de las neuronas del PVN se encuentra modulada,
fundamentalmente, por neuropéptidos procedentes del nucleo ARC. Las neuronas
POMC/CART liberan a-MSH en el PVN, potenciando la liberacién de GABA por parte de
las neuronas GABAérgicas que se localizan en este nucleo, reduciendo asi la ingesta.
Por su parte, las neuronas NPY/AgRP estimulan la ingesta a través de la inhibicion de la
senalizacion GABAérgica en este nucleo (175).

El DMN también estd involucrado en la regulacion de la ingesta, ya que recibe
proyecciones de las neuronas NPY/AgRP del ndcleo ARC, y se ha observado que la
lesion de este nucleo produce hiperfagia y obesidad (176). La administracién de
péptidos orexigénicos, como NPY, GAL y GABA en este nucleo, asi como la
sobreexpresiéon de NPY, produce un incremento de la ingesta y del peso corporal,
evidencias que han apoyado la implicacion de este nucleo en la regulacién de la
ingesta (176).

En cuanto al VMN, fue identificado como uno de los principales centros de la saciedad
al comprobar que su lesion induce un cuadro grave de hiperfagia y obesidad (176). Las
neuronas del nucleo VMN proyectan hacia los nucleos ARC, DMN, LHA y hacia el
nucleo del tracto solitario (NTS), y reciben proyecciones de neuronas NPY/AgRP vy
POMC/CART del nucleo ARC (177, 178). Se ha demostrado que sus neuronas expresan
receptores para sefiales centrales y periféricas que intervienen en el control de la
homeostasis energética (179). Adicionalmente se ha descrito que las neuronas de este
nucleo sintetizan el factor neurotroéfico derivado del cerebro (BDNF), un inhibidor de la
ingesta cuya actividad estd modulada por el estado nutricional, reduciéndose en
situaciones de ayuno (176, 180).

El LHA, se considera como un centro del hambre al describirse que su lesién produce
hipofagia. Las neuronas de este nucleo proyectan sus axones hacia diversos nucleos



hipotalamicos, como el ARC y el PVN, y hacia otras zonas del SNC, como el NTS y el
nucleo dorsal motor del vago (176, 181). Las neuronas del LHA sintetizan dos tipos de
péptidos orexigénicos, orexinas o hipocretinas y hormona concentradora de melanina
(MCH). Las orexinas ejercen su accién uniéndose a sus receptores especificos OXR-1y
OXR-2 y su administraciéon central ocasiona un potente efecto estimulador de la
ingesta. En cuanto a MCH, es un péptido orexigénico que ejerce su efecto sobre la
ingesta de forma independiente de las orexinas. Asi, la administracién central repetida
de MCH incrementa la ingesta y produce obesidad moderada en ratas (176).

Ademas del hipotalamo, existen otras zonas del SNC implicadas en el control del
balance energético, como el tronco cerebral, el cerebelo y el hipocampo, que
presentan receptores tanto para sefiales metabdlicas centrales como periféricas y
cuyas neuronas forman conexiones bidireccionales con neuronas hipotaldmicas que
participan en la regulacion central del balance energético (176, 182-184).

2.1.1.2. CONTROL INTEGRADO DEL GASTO ENERGETICO

El gasto energético viene determinado por la energia consumida en: 1) las funciones
metabodlicas esenciales del organismo o metabolismo basal, 2) la actividad fisica y 3) el
mantenimiento de la temperatura corporal o termogénesis. La termogénesis
obligatoria es la produccién de calor originada para el mantenimiento de la
temperatura corporal. Sin embargo, cuando la temperatura ambiente desciende por
debajo de este nivel, se activa la termogénesis facultativa o adaptativa. En mamiferos,
incluidos los humanos, la termogénesis adaptativa estd mediada principalmente por el
tejido adiposo pardo o marrén (BAT) (185).

El cerebro integra sefales periféricas que informan sobre los cambios en la
temperatura ambiental, lo que proporciona una respuesta coordinada para la
regulacién de la termogénesis que se lleva a cabo en varias regiones del cerebro,
donde el hipotidlamo juega un papel importante (186). En concreto, evidencias
experimentales sugieren que neuronas del VMN reciben informacion de diversas
sefales hormonales, como el E2, la leptina, la inulina, las hormonas tiroideas, y el
péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1) para regular la termogénesis en el BAT (187-
190). La mayoria de sefiales periféricas descritas comparten un mecanismo de accién
comun dentro del ndcleo VMN, concretamente, la regulacién del metabolismo lipidico
y de la proteina quinasa activada por AMP, denominada AMPK (191), un sensor
energético que se describird detalladamente en el apartado 4. AMPK.

2.1.2. REGULADORES PERIFERICOS DEL BALANCE ENERGETICO

Ademas de los factores centrales, existen sefales de origen periférico que van a
intervenir en la regulacion de la homeostasis energética del organismo. En este



sentido, existe una serie de hormonas, cuyos niveles circulantes fluctian dependiendo
del estado metabdlico de los individuos. En linea con esto, los niveles circulantes de
hormonas como la leptina incrementan en condiciones de balance energético positivo,
mientras que otras, como la ghrelina, aumentan en situaciones de déficit energético.
En hecho, hace que estas hormonas periféricas sean excelentes marcadores del nivel
de reservas energéticas del organismo, informando a los centros encargados del
control del metabolismo para el mantenimiento de la homeostasis energética.

En el siguiente apartado, se describiran los principales factores periféricos implicados
en la regulacion del control del balance energético, que clasificaremos en hormonas
metabdlicas y exteriores gonadales.

2.1.2.1. HORMONAS METABOLICAS

En esta seccion destacaremos las hormonas metabdlicas fisiolégicamente mas
relevantes implicadas en la regulacion del balance energético:

INSULINA

Es una hormona peptidica de 51 aa producida por las células B pancreaticas que actua
como regulador a largo plazo de la ingesta, el balance energético y la adiposidad
corporal. Tras la ingesta, ejerce un efecto anorexigénico a través de sus acciones a
diferentes niveles del SNC mediante la activacién de su receptor IR, que se encuentra
distribuido de manera abundante por el SNC. En el hipotalamo, el IR se expresa
principalmente en nucleos implicados en el control de la ingesta, como el ARC, el DMN
y el PVN (192).

Se ha demostrado que la administracién central de insulina, en monos y roedores,
reduce la ingesta y el peso corporal, mediando estas acciones a través de la inhibiciéon
de las neuronas NPY/AgRP del nucleo ARC (193, 194). Ademas, se ha demostrado que
la insulina puede ejercer su accién anorexigénica interaccionando con el sistema de
melanocortinas ya que los receptores de insulina estan presentes en las neuronas
POMC del nucleo ARC y la administracién de insulina a nivel central aumenta la
expresiéon de ARNm de POMC en este nucleo. Ademas, la disminucién selectiva de la
expresion de IRs en determinados nucleos hipotalamicos produce hiperfagia y un
aumento de los depdsitos grasos (195).

GLUCAGON

Es un péptido de 29 aa producido por las células a-pancredticas que se origina tras el
procesamiento proteolitico del proglucagén, el cual ademas da lugar otros péptidos



como la oxintomodulina (OXM) y el GLP-1, este ultimo se describird mas adelante. Su
principal funcidn es estimular la produccion de glucosa a partir de glucégeno, de modo
gue bajos niveles de glucosa estimulan la secrecion de glucagdén, accidon que se ve
inhibida de forma paracrina por la presencia de insulina, ya que inhibe la expresién de
proglucagon en las células a pancreaticas (196).

Ademas de participar en la homeostasis de la glucosa, el glucagdn también regula la
ingesta y el gasto energético (196). La administracién de glucagén disminuye la
sensacion de hambre y reduce la ingesta en humanos y ratas (197, 198). Ademas,
estudios in vivo e in vitro mostraron que la infusién de glucagdn incrementa el gasto
energético mediante la estimulacion del consumo de oxigeno y el incremento de la
actividad termogénica del BAT (199). En el mismo sentido, se ha demostrado que la
exposicion al frio aumenta los niveles de glucagdn en plasma (200).

LEPTINA

Es un péptido de 167 aa secretado por el tejido adiposo que esta codificado por el gen
ob. Los niveles circulantes de leptina estan directamente relacionados con la cantidad
de depdsitos de grasa corporal (201). La leptina ejerce sus acciones a través de
receptores de los que existen varias isoformas, que van desde Ob-Ra a Ob-Rf, siendo
Ob-Rb la isoforma que va a mediar las acciones de la leptina en la regulacion de la
ingesta. Esta isoforma se expresa especialmente en los nucleos ARC, DMN, VMN, LHA,
en el drea predptica medial (mPOA), el NTS y el hipocampo (201).

La leptina actla como un factor anorexigénico y termogénico en el hipotalamo para
ajustar la ingesta y el gasto caldrico a los requerimientos energéticos. Asi, la
administracién de leptina disminuye la ingesta y el peso corporal, mientras que la
ausencia de esta hormona o de su receptor, en humanos y en ratones, produce
hiperfagia y obesidad severa (202). Sin embargo, grandes cantidades de tejido adiposo,
gue resultan en niveles elevados de leptina, conducen al desarrollo de resistencia a la
leptina y, por lo tanto, a la ausencia de su efecto anorexigénico (203).

Tras atravesar la BBB, la leptina activa las neuronas anorexigénicas POMC/CART,
estimulando la liberacién de a-MSH, inhibe la actividad de las neuronas orexigénicas
NPY/AgRP y produce un incremento de la actividad simpdatica, que aumenta el
metabolismo basal y el consumo energético (201, 204). Ademas de los efectos
centrales predominantes, se han documentado acciones periféricas directas de la
leptina en tejidos metabdlicos, como musculo, higado, pancreas y tejido adiposo (205).



ADIPONECTINA

Es una proteina de 247 aa que se sintetiza en el tejido adiposo vy, a diferencia de la
leptina, sus niveles plasmaticos son inversamente proporcionales a cantidad de tejido
adiposo, tanto en humano como en ratén (206). La adiponectina puede presentarse en
forma monomérica o trimérica y, a su vez, varios trimeros pueden unirse para formar
oligémeros. En plasma se encuentra mayoritariamente en su forma trimérica (207). Su
mecanismo de accién se lleva a cabo a través de receptores, de los cuales existen dos
isoformas denominadas Adipo R1 y Adipo R2. La forma monomérica se une a Adipo R1
y produce una estimulacion de la B-oxidacién de los acidos grasos en el musculo
esquelético, mientras que la forma trimérica de la adiponectina se une a Adipo R2 en
el higado produciendo una disminucién de la liberacion de glucosa hepatica.
Adicionalmente, ambos receptores se expresan en las células B-pancreaticas (208,
209).

La administracién de adiponectina a nivel periférico produce una disminucion del peso
corporal, mediada por una mayor oxidacién de acidos grasos en el musculo, sin que la
ingesta se vea afectada (209). El mismo efecto tiene lugar tras la administracion a nivel
central, pero en este caso parece esta mediado por el sistema de melanocortinas
hipotaldamicas (210).

GHRELINA

Es un péptido de 28 aa producido, en su mayor parte, por el estdmago, pero también
por el intestino, el hipotalamo y las génadas (211, 212), y sus niveles circulantes se
correlacionan inversamente con el indice de masa corporal. La ghrelina sufre un
proceso de acilacion, el cual es fundamental para llevar a cabo sus acciones a través de
la unién a su receptor, el receptor secretagogo de la hormona del crecimiento (GHS-R)
(213).

Los niveles circulantes de ghrelina se correlacionan inversamente con el indice de
masa corporal, lo cual sugiere que esta hormona podria actuar como sefal de
insuficiencia energética. En linea con esto, la ghrelina es una potente sefial orexigénica
que ejerce sus acciones interaccionando con las neuronas POMC/CART y NPY/AgRP del
nucleo ARC, regulando asi la liberacién de los péptidos anorexigénicos y orexigénicos
gue estas producen (214, 215). Por otra parte, algunos de los efectos de esta hormona
sobre ingesta también parecen ir mediados a través de neuronas del PVN, VMN y LHA
(216, 217).

En situaciones de ayuno existen niveles de ghrelina elevados en el plasma que
disminuyen tras la ingesta (218). Su administracién central y periférica induce, en



roedores, un incremento de la ingesta y de la expresion del ARNm de NPY
hipotalamico, y este incremento es suprimido por la administracion de antagonistas de
NPY y AgRP en ratas y en ratones knockout (KO) para NPY y AgRP (219, 220). Diversos
estudios han demostrado que el efecto orexigénico de la ghrelina puede verse alterado
por la manipulacion de la ingesta postnatal temprana (sobrenutricion neonatal) y en
edad adulta (dieta alta en grasa), produciéndose un cuadro de resistencia central a la
ghrelina periférica (6, 221).

PEPTIDO SIMILAR AL GLUCAGON (GLP-1)

Es una hormona sintetizada por las células L del intestino. Esta se libera al torrente
sanguineo, tras la ingesta de alimentos, en proporcion a las calorias ingeridas, y va a
llevar a cabo sus acciones mediante la interaccién con el receptor GLP-1R (176).

El GLP-1 reduce la ingesta, estimula la secrecion de insulina y retrasa el vaciado
gastrico, acciones que podrian estar mediadas a través de la activacion de neuronas
localizadas en el PVN, el NTS, el tronco encefdlico y la amigdala, como sugieren
distintos datos neuroanatdmicos (222-224). Adicionalmente, la administracién central
y periférica de GLP-1 inhibe la ingesta en roedores (225).

FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO (FGF-21)

Es una proteina de 209 y 210 aa en humanos y roedores, respectivamente, que se
secreta principalmente en higado, y en menor cantidad en otros dérganos como
pancreas, musculo esquelético, tejido adiposo y testiculo, y que ejerce su funcién
mediante la unién y activacion de los receptores de la familia de FGF (FGF-R) (226-
228). La activacién estos receptores por FGF-21 es dependiente de una proteina
transmembrana, denominada B-Klotho (KLB), cuya expresién estd incrementada
durante la adipogénesis, y cuyo déficit produce defectos metabdlicos, segln se ha
confirmado en pacientes con mutaciones inactivantes de esta proteina (229).

Esta hormona tiene un papel importante en la regulacion de la homeostasis glucidica y
en el metabolismo de los lipidos en humanos y en roedores. De manera que,
situaciones de ayuno extremo aumentan tanto la expresion hepatica como los niveles
séricos de FGF-21, inducidos por el cambio en la utilizacién de carbohidratos a lipidos
(230). Por el contrario, durante la ingesta, FGF-21 estimula la lipdlisis del tejido adiposo
(231). Paraddjicamente, numerosos estudios han mostrado niveles séricos y de
expresion del ARNm de FGF-21 en higado y tejido adiposo mas elevados en sujetos
obesos, lo que podria deberse a una respuesta compensatoria o resistencia a FGF-21.
De hecho, los niveles séricos de FGF-21 muestran una correlacién positiva con la



adiposidad, los niveles circulantes de insulina y leptina, y la cantidad de triglicéridos
(232).

2.1.2.2. ESTEROIDES GONADALES

ESTROGENOS

Ademas de intervenir en la regulacion del eje HHG, los esteroides gonadales también
son reguladores metabdlicos clave en diferentes tejidos, con un papel demostrado en
el control de ingesta y la homeostasis energética, cuya desregulacién estd
frecuentemente asociada a la pérdida de plasticidad fenotipica y manifestacion de
enfermedad (233). La incidencia de enfermedades metabdlicas y sus comorbilidades es
sexualmente dimoérfica, y varia dependiendo del estado gonadal; por ejemplo,
aumenta tras la menopausia. Los niveles reducidos de E2 después de la menopausia u
ovariectomia (OVX) estan asociados con hiperfagia y descenso en el gasto energético,
permitiendo la ganancia de peso corporal. El reemplazamiento con E2 reduce o
revierte los efectos inducidos por OVX. Ademas, los cambios hormonales que ocurren
durante el ciclo estral de ratas se han correlacionado con variaciones en la ingesta y en
el peso corporal, asi como ocurre durante el embarazo y la lactancia en rata (234, 235).

Los efectos de los estrégenos en la homeostasis energética estan esencialmente
mediados por ERa (234). Asi, datos farmacolégicos han demostrado que la
administracién central y periférica de un agonista especifico de ERa promueve la
pérdida de peso, mientras que un antagonista de este receptor induce el efecto
contrario (236). Ademads, ratones de ambos sexos con ablacion global en ERaq,
muestran hiperfagia, hipo-metabolismo, aumento de adiposidad (debido a hipertrofia
e hiperplasia), hiperleptinemia y resistencia a insulina (237). De manera similar,
ratones de ambos sexos con alteracidn genética de la enzima aromatasa, responsable
de la sintesis final de estrégenos, desarrollan obesidad (238). Asimismo, humanos con
la misma alteracion muestran un fenotipo similar (239). El E2 regula casi todos los
aspectos del metabolismo al actuar sobre tejidos y organos periféricos. En este
sentido, regula la sensibilidad a insulina, actuando sobre el pancreas, higado y musculo
esquelético, la funcién de la célula B-pancredtica y el metabolismo de los lipidos (233).
La accion del E2 sobre la grasa es especialmente relevante, ya que regula su patron de
distribucién, diferenciacion, inflamacion y fibrosis. Es necesario destacar que la
mayoria de estos efectos contribuyen de forma marcada al dimorfismo sexual en el
control de la homeostasis energética (233).

El E2 actua a nivel del SNC para modular el balance energético. Los ERs se encuentran
expresados en nucleos hipotaldmicos clave en la regulacién del balance energético,
tales como ARC, LHA, PVN, VMN y POA (187). La relevancia funcional de tal expresion



estd apoyada por el hecho de que la administracidon central de E2 induce un potente
efecto anorexigénico (236). Ademads, ratones de ambos sexos deficientes en ERa,
especificamente en el cerebro, muestran mayor adiposidad visceral e hiperfagia, que
se asocia a un menor gasto energético y actividad locomotora (237). Ademas, ratones
de ambos sexos deficientes en ERa, especificamente en el cerebro, muestran mayor
adiposidad visceral e hiperfagia, que se asocia a un menor gasto energético y actividad
locomotora (237).

Evidencias actuales han mostrado que el E2 tiene una accidon especifica en el
hipotalamo para modular la homeostasis energética, particularmente dentro del ARCy
VMN (Figura 12). En este sentido, la mayoria de acciones de los estrogenos sobre la
ingesta tienen lugar en el nucleo ARC, concretamente en las neuronas POMC, que
presentan altos niveles de expresién de ERa (235). La eliminacién especifica de ERa en
neuronas POMC estimula el apetito, sin tener efectos en el gasto energético ni en la
distribucién de la grasa (237). El E2 también altera la interaccion entre neuronas POMC
en el ndcleo ARC y las neuronas MCH en el LHA, lo que induce anorexia y pérdida de
peso (240).

De otra parte, se ha identificado que cambios en los niveles de E2 producen
modificaciones en las expresion de NPY que podrian estar asociadas con su efecto
anorexigénico (236, 241). Sin embargo, la ausencia de expresion de ERa en neuronas
NPY/AgRP sugiere la intervencidn de mecanismos indirectos en la mediacién de los
efectos del E2 sobre las neuronas NPY/AgRP (241).

Las acciones de los estrogenos sobre la termogénesis en las neuronas del VMN se
describirdn con mas detalle en la seccién 4.1.2. AMPK HIPOTALAMICO Y REGULACION
DE LA TERMOGENESIS.
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Figura 12. Acciones centrales de E2 sobre la ingesta y la termogénesis. El E2 central inhibe la
ingesta a través de las neuronas POMC del nucleo ARC y estimula la termogénesis en el BAT a
través de AMPK en el nucleo VMN y el SNS. Tomado de Léopez M. y Tena, M. 2017.
Pharmacology & Therapeutics (7).



TESTOSTERONA

Los andrdgenos, concretamente la T, también desempefian funciones importantes en
la regulaciéon de la homeostasis energética, con un efecto orexigénico. Se ha
demostrado que un exceso de andrdogenos en etapas tempranas del desarrollo
produce en ratas hembra resistencia a insulina y obesidad en la edad adulta (242, 243).
En la misma linea, el hiper-androgenismo que se produce en mujeres con sindrome de
ovario poliquistico (PCOS) se ha asociado a resistencia a insulina y desordenes
metabodlicos como obesidad, diabetes Mellitus tipo 2 (T2DM), dislipemia vy alteraciones
cardiovasculares (244). En todo caso, no se conocen aun en detalle las interacciones y
la contribucidn especifica del hiper-androgenismo temprano y otras manipulaciones
obesogénicas en el deterioro del perfil metabdlico, tal y como se produce en
trastornos como el PCOS, en el que muchas de las pacientes presentan igualmente
sobrepeso.

Por otro lado, el hipogonadismo masculino se considera un factor de riesgo para el
desarrollo de complicaciones cardiovasculares asociadas a la T2DM, sugiriendo que la
disminucion de testosterona en hombres adultos es perjudicial para la homeostasis
metabodlica y cardiovascular (245). Es de destacar, que los hombres obesos y con T2DM
desarrollan frecuentemente un estado central de hipogonadismo. Un IMC>30 est3
asociado a 8 veces mas riesgo de presentar bajos niveles de testosterona (246). Esto
define un circulo vicioso donde la obesidad favorece el desarrollo del hipogonadismo
y, a su vez, la baja testosterona aumenta la resistencia a insulina y contribuye a la
instauracion de la T2DM. De nuevo, los mecanismos subyacentes y las implicaciones
fisiopatoldgicas de esta compleja interaccion entre obesidad e hipogonadismo
permanecen en gran medida desconocidos.

3. CONTROL METABOLICO DE LA FUNCION REPRODUCTORA

La reproduccién es un proceso costoso en términos de consumo energético que, si
bien es esencial para la supervivencia de la especie, es prescindible a nivel individual.
Por lo tanto, la maduracién y la funcién del eje reproductor estan estrechamente
conectadas y son muy sensibles al estado energético del organismo. De esta forma, se
han desarrollado mecanismos sofisticados durante la evolucién para permitir una
inhibicidn especifica del eje reproductor en condiciones energéticas desfavorables.

En este contexto, se han realizado numerosos analisis de las vias responsables de
transmitir la informacidn metabdlica a los centros neuronales que gobiernan la funcion
reproductora y se han descubierto un gran nimero de sefiales de origen central y
periférico responsables de |la adecuacion de la funcién reproductora a la disponibilidad
de recursos energéticos (247). En lineas generales, puede asumirse que las sefiales de



suficiencia energética (anorexigénicas) estimulan la puesta en marcha vy
funcionamiento de la funcidn reproductora, mientras que las sefiales que informan de
la escasez de recursos energéticos (orexigénicas) inhiben el funcionamiento del eje
reproductor.

3.1. FACTORES CENTRALES Y SENSORES ENERGETICOS IMPLICADOS EN EL CONTROL
METABOLICO DE LA REPRODUCCION

Los factores centrales que participan en el control del balance energético modulan la
actividad de las neuronas GnRH directamente o a través de interneuronas
hipotaldmicas que proyectan sobre las neuronas GnRH. Las principales sefales
implicadas en el control metabdlico de la reproduccién se describiran a continuacion:

v NEURONAS KISS1 Y KISSPEPTINAS

Las evidencias experimentales que apoyan el control metabdlico de las neuronas Kiss1
son muy soélidas. Por un lado, se ha demostrado que las condiciones de estrés
metabdlico, principalmente relacionadas con el balance energético negativo, suprimen
el sistema hipotalamico Kiss1, ya que disminuyen la expresion de ARNm de Kiss1, el
contenido de kisspeptina en el hipotalamo y los niveles de LH circulantes en varios
modelos de ayuno (247). En el mismo sentido, los bajos niveles de leptina que se
observan en situaciones de déficit energético estan relacionados con la expresion
suprimida de Kissl en roedores y ovejas, mientras que la administracion de esta
hormona aumenta la expresion de ARNm de Kiss1 en varias especies in vivo y en lineas
celulares humanas y murinas (248-252). De manera similar, se ha demostrado que la
administracion central de Kp-10 en ratas sometidas a ayuno revierte la supresion de
gonadotropinas inducida por el estado de balance energético negativo. Ademas, en
ratas hembra sometidas a subnutricion crénica durante el periodo peri-puberal, la
administracion repetida de Kp-10 rescata los efectos negativos de la subnutricién
sobre el inicio de la pubertad y la secrecion de LH (253).

Hace varios afios, se demostré que las neuronas Kiss1 del nucleo ARC (y el POA en
ovejas) expresan Ob-Rs. Dado que estos receptores no estan presentes en neuronas
GnRH, estas observaciones llevaron a pensar que las neuronas Kissl pueden ser unos
excelentes mediadores de los efectos de la leptina sobre las neuronas GnRH (250,
254). Sin embargo, mas recientemente se ha documentado que la ablacion especifica
de Ob-R en las neuronas Kiss1 no tiene efectos aparentes sobre el eje reproductor, lo
gue sugiere que la leptina puede actuar de manera indirecta sobre las neuronas Kiss1
para controlar el inicio de la pubertad y la funcién reproductora (255).



En el mismo sentido, las condiciones de exceso de energia persistente, tales como la
obesidad, también han demostrado tener un impacto significativo en el sistema Kiss1.
Asi, se ha demostrado que la sobrealimentacién postnatal en ratas hembra induce un
adelanto en el inicio de la pubertad asociado a un aumento en los niveles circulantes
de leptina y un aumento de los niveles de ARNm de Kiss1 hipotalamico durante el
periodo puberal (256). Por otro lado, el sobrepeso persistente en la edad adulta, que
comunmente se asocia con grados variables de HH, causa una supresion en la
expresion de Kiss1 hipotalamico y en el contenido de kisspeptina en ratas y ratones
(257).

También se ha sugerido que las neuronas KNDy participan a nivel central en la
trasmisién, no sélo de los efectos reproductivos, sino también de los efectos
metabdlicos de los esteroides sexuales. En este sentido, se sabe que la OVX, como
modelo de eliminacion de los esteroides sexuales circulantes, provoca un aumento en
el peso corporal, mientras que el reemplazo con estrogenos previene este efecto
(236). En este contexto, se ha demostrado que la ablacion de las neuronas KNDy del
nucleo ARC evita el aumento de peso corporal inducido por la OVX (258). De manera
similar, la eliminacién de neuronas KNDy mitigd la respuesta de pérdida de peso
corporal tras la administracion de estradiol (258). Estas observaciones han sido
confirmadas posteriormente por otro estudio que muestra que, a pesar de un estado
claro de hipogonadismo (una menor secrecion de estrégenos), la ablacién de neuronas
KNDy en ratas hembra bloqued los cambios en el peso corporal provocados por tal
condicién (259). En general, estos hallazgos sugieren que la integridad de las neuronas
KNDy del nucleo ARC es indispensable para llevar a cabo las acciones del E2 sobre la
homeostasis energética.

v NEURONAS POMC

Las neuronas que co-expresan POMC y CART en el nucleo ARC también parecen estar
involucradas en el control integrado del metabolismo y la reproduccién. Los productos
derivados del procesamiento proteolitico de POMC, a-MSH y B-END, ejercen diferentes
efectos sobre el control de la homeostasis energética y la liberacidon de
gonadotropinas. Por un lado, a-MSH reduce la ingesta y estimula la liberacién de LH,
mientras que, por otro lado, B-END estimula la ingesta e inhibe la secrecion de LH (3).

Como se mencioné anteriormente, aunque las neuronas GnRH no expresan receptores
para algunos factores metabdlicos periféricos clave, como la leptina, si expresan
receptores de melanocortinas. Asi pues, se ha sugerido que las neuronas POMC
podrian transmitir la informacién metabdlica de distintas hormonas metabdlicas a las
neuronas GnRH para modular su actividad secretora.



Aunque estudios iniciales documentaron que la ablacion independiente de Ob-Rs o IRs
en las neuronas POMC no altera la fertilidad, estudios realizados en ratones carentes
de ambos receptores en las neuronas POMC han demostrado que estos animales
presentan deficiencias reproductivas (260, 261). Ademas, los ratones ob/ob
(deficientes en leptina) presentan una expresién reducida de ARNm de POMC en el
nucleo ARC, que aumenta tras la administracién de leptina (262).

Las neuronas POMC establecen conexiones sinapticas con el soma y los terminales
nerviosos de las neuronas GnRH y estas expresan ademas de Ob-Rs e IRs, receptores
de NPY, Kiss1 y melanocortinas (72). En la misma linea, andlisis electrofisioldgicos han
demostrado que, en respuesta al tratamiento con agonistas especificos de MC4-R y
MC3-R, se produce una activacién postsindptica de neuronas GnRH (72). Ademas, se
ha documentado que la infusién de leptina en el POA y la EM produce un aumento de
la secrecion de a-MSH seguida de una liberacién de GnRH/LH, lo que demuestra que
las neuronas POMC median el efecto de la leptina sobre la estimulacién de las
neuronas GnRH (263).

Se ha sefialado que parte de los efectos de a-MSH en la secrecién de GnRH/LH estan
mediados por las neuronas Kissl, como indican datos neuroanatdmicos obtenidos en
ratas peri-puberales y otras especies que muestran contactos entre fibras de neuronas
POMC y somas de neuronas Kiss1 del nucleo ARC (74).

v' NEURONAS NPY/AgRP

Las neuronas NPY/AgRP también son elementos clave en el control metabdlico del eje
reproductor. Dado que estas neuronas emiten proyecciones a los somas y a los
terminales axdnicos de las neuronas GnRH, se ha sugerido que podrian participan en la
transmisién de sefiales de insuficiencia energética al eje gonadotropico (264). En este
sentido, se ha documentado, mediante estudios electrofisioldgicos en ratén, que NPY y
AgRP pueden llevar a cabo tanto acciones estimuladoras como inhibidoras sobre la
actividad de GnRH a través de los receptores Y4 e Y1, respectivamente, en el caso de
NPY (72).

Los resultados de analisis gendmicos funcionales, revelan que la sefial inhibitoria que
transmiten las neuronas NPY/AgRP sobre el eje reproductor parece ser mas relevante
en condiciones metabdlicas adversas, detectando cambios en los niveles de leptina
(3).En este sentido, se ha demostrado que, tanto la restriccion caldérica como la
administracion central de NPY y AgRP, aumenta la expresidon de ambos neuropéptidos
e inhibe la secrecion de LH (265) (89, 266-269). Ademas, aunque la ablacién congénita



de NPY en ratones no tiene ningun impacto sobre el eje reproductor, si bloquea la
disminucion de LH inducida por el ayuno (270).

También se ha descrito una interaccion potencial entre neuronas NPY/AgRP y Kiss1 en
el control del eje reproductor y el metabolismo. En este sentido, se ha demostrado la
existencia de conexiones reciprocas entre estas dos poblaciones neuronales (254).
Ademas, estudios muy recientes han propuesto que el aumento de la transmisién
GABAEérgica por parte de las neuronas AgRP hacia las neuronas Kiss1, tras estimulacién
optogenética y farmacogenética, seria un mecanismo relevante para la supresion de
Kiss1, y por lo tanto, la neurosecrecion de GnRH, en condiciones de balance energético
negativo (3, 271).

v" NEURONAS GABA

Las neuronas GABAérgicas son elementos importantes en la transmision de la
informacién metabdlica al eje reproductor. Se ha demostrado que ratones deficientes
en receptores de leptina en neuronas GABA, muestran retraso puberal y problemas de
fertilidad, y estas alteraciones podrian estar debidas a una disminucién en la actividad
de las neuronas Kissl, lo que sugiere la participaciéon de las neuronas Kissl en la
transmisidn de, al menos, parte de las acciones de leptina/GABA sobre el eje HHG (3).

v NO

El NO es un transmisor producido por neuronas localizadas en el POA que participa en
el control integrado del metabolismo y la reproduccién mediando los efectos
estimuladores de la leptina en el eje reproductor. En este sentido, se ha demostrado
que la ablacidn genética de la enzima productora de NO o su bloqueo farmacoldgico
en el POA disminuye la capacidad estimuladora de la leptina exdgena sobre la
liberacion de LH. Asimismo, el tratamiento con leptina impide la restauracion de Ila
fertilidad en ratones hembra deficientes en leptina endégena (3, 272).

Ademas, las neuronas Kissl emiten proyecciones a las neuronas productoras de NO,
promoviendo una parte de las acciones de leptina/NO en el control metabdlico del eje
reproductor, concretamente en la secrecién pre-ovulatoria de LH. Ademds de los
efectos estimuladores, el NO inhibe la secrecion de GnRH/LH durante las fases del ciclo
ovarico en las que el estradiol ejerce un efecto negativo (56).

En la figura 13 se representa un resumen esquematico de las neuronas implicadas en
el control metabdlico de la reproduccion.
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Figura 13: Representacion esquemadtica de los transmisores centrales clave y las vias
neuronales que intervienen en el control integrado del metabolismo y la reproduccién.
Tomado de Manfredi-Lozano, M, Roa, J y Tena-Sempere, M. 2018. Frontiers in
Neuroendocrinology (3).

Ademas de los factores centrales descritos anteriormente, nuestro grupo ha
investigado de manera muy activa en los Ultimos anos la participacion potencial de
sensores moleculares centrales en el control metabdlico de la funcién reproductora.
Estos incluyen los sensores energéticos celulares, mTOR, AMPK y Sirtl, descritos a
continuacion.

> mTOR

mTOR (del inglés mammalian target of rapamycin), es un sensor metabdlico celular
que opera como una serina/treonina quinasa, y tiene un papel relevante en la
homeostasis energética del organismo (2).

La sefializacion de mTOR en el nucleo ARC juega un papel importante en la detecciéon
de la disponibilidad de nutrientes y media los efectos anorexigénicos de la leptina en el
control de la ingesta. De manera que, el bloqueo de mTOR, inhibe los efectos
anorexigénicos de la leptina exdgena sobre la ingesta (273).

La sefializacion de mTOR a nivel central también estd implicada en la regulacion
metabdlica del eje reproductor, y especificamente en la transmisién de, al menos en
parte, los efectos moduladores de leptina al sistema Kiss1 (3, 274). El bloqueo central
de la sefializacién de mTOR, inhibe el inicio de la pubertad, produciéndose apertura
vaginal retrasada, disminucion del peso de ovario y Utero, alteracion del desarrollo
folicular y supresion de la ovulacion, ademas de una inhibicion muy marcada de los
niveles de ARNm de Kiss1 en el nicleo ARC y de los niveles circulantes de LH (275). Por
el contrario, la activacion aguda de mTOR aumenta la secrecién de LH y revierte



parcialmente la caida en los niveles de gonadotropinas asociada a subnutricidn crénica
(3, 276).

» AMPK

Un sensor energético esencial que juega un papel relevante en el control metabdlico
de la reproduccion es la proteina quinasa activada por AMP, AMPK. Por su importancia
en el desarrollo de esta Tesis Doctoral, esta sera descrita con mayor detalle en la
seccion 4. AMPK.

> SIRT1

La sirtuina 1 (SIRT1) funciona como una desacetilasa dependiente de NAD+
(dinucledtido de nicotinamida y adenina en su forma oxidada) que actua sobre las
histonas y otras dianas celulares para llevar a cabo una gran variedad de funciones
bioldgicas, incluido el control epigenético, la modulacién del envejecimiento y el
control del metabolismo (277).

Estudios muy recientes de nuestro grupo llevados a cabo en ratas hembra, muestran
gue SIRT1 modula el inicio de la pubertad al transmitir informacion nutricional a las
neuronas Kiss1 del nucleo ARC (278). A medida que se aproxima la pubertad, SIRT1 se
desprende del promotor de Kiss1, lo que facilita un cambio en la configuracion de la
cromatina permitiendo la expresion de Kiss1 favoreciendo el inicio de la pubertad. En
condiciones de sobrealimentacion temprana, estos cambios se aceleran inducidos por
una disminucion en los niveles de SIRT1, mientras que la subnutricion aumenta los
niveles de SIRT1 produciendo un retraso del inicio de la pubertad. Asimismo, la
sobreexpresién de SIRT1, ya sea globalmente o dirigida al nucleo ARC, reproduce el
retraso puberal provocado por la subnutricion (276).

3.2. FACTORES PERIFERICOS IMPLICADOS EN EL CONTROL METABOLICO DE LA
REPRODUCCION: LEPTINA, INSULINA, GHRELINA

Como se ha comentado en epigrafes previos, diversas senales periféricas van a
transmitir la informacidn metabdlica a los centros del SNC implicados en el control de
la reproduccién y la homeostasis energética del organismo. Estas sefiales periféricas
proceden fundamentalmente del tejido adiposo, del pancreas y del tracto
gastrointestinal.



O LEPTINA

Como se ha descrito en apartados anteriores, la leptina es una senal de suficiencia
energética con un papel clave en el control metabdlico de la reproduccion. En
humanos y roedores, mutaciones inactivantes que afectan a la senalizacion de leptina
producen bajos niveles de gonadotropinas y esteroides gonadales, ademas de ausencia
o retraso de maduracién puberal e infertilidad. Ademas, condiciones de insuficiencia
de leptina, como anorexia o desnutricién, se relacionan con retraso o ausencia del
inicio de la pubertad vy fertilidad alterada (276, 279). Sin embargo, situaciones que
cursan con niveles supra-fisiolégicos de esta hormona, como la obesidad modrbida,
también afectan negativamente al correcto funcionamiento del eje reproductor. En
este sentido, se ha demostrado en pacientes obesos una correlacion inversa entre los
niveles circulantes de leptina y T, ya que la leptina induce una disminucién de la
sintesis de T a través de la inhibicidn de la esteroidogénesis gonadal (2).

A pesar la controversia inicial sobre la naturaleza real de las acciones de leptina en el
eje HHG, actualmente se asume que la leptina desempefia un papel permisivo
importante en la activacion metabdlica de la pubertad y la fertilidad. En este sentido,
se requieren unos niveles umbrales de leptina para la adquisicion y mantenimiento de
la capacidad reproductiva (247, 276). Este papel permisivo se documentd en estudios
gue muestran que el reemplazo de leptina en roedores y humanos que sufren
deficiencia de leptina revierte el estado de impuberismo, sin adelantar
sustancialmente la edad de llegada de la pubertad (280).

Debido a la ausencia de receptores funcionales de leptina en las neuronas GnRH, la
leptina transmite la informacion metabdlica a estas neuronas a través de receptores
localizados en neuronas Kiss1, NPY/AgRP, POMC/CART y neuronas productoras de
GALP Y NO (276, 281). Este aspecto ha sido desarrollado en mas detalle en la Seccidn
2.2.1. de esta Tesis Doctoral.

O INSULINA

La insulina es una sefial anorexigénica que tiene un papel estimulador del eje
gonadotrépico. En este sentido, se ha demostrado que los ratones con ablacién
neuronal de receptores de insulina (ratones NIRKO) son obesos y muestran un
profundo hipogonadismo debido a la deficiencia de GnRH (192). Igualmente, niveles
bajos o nulos de insulina, se asocian con niveles suprimidos de gonadotropinas,
recuperandose esta secrecion tras la administracion de insulina a nivel central (281).

Tras estos hallazgos, se propuso que esta hormona podria desempeifiar sus acciones en
el control de la funcién reproductora interaccionando directamente con sus receptores



localizados en las neuronas GnRH. No obstante, tras ablaciéon selectiva de los
receptores de insulina especificamente en estas neuronas, la funcién reproductora no
se vio alterada en ratones macho y hembra (282). De modo que, la insulina modula la
actividad neuro-secretora de GnRH principalmente de manera indirecta,
interaccionando con sus receptores localizados en neuronas Kissl, NPY/AgRP,
POMC/CART y GABA (281).

O GHRELINA

La ghrelina es una sefial anorexigénica que ejerce un efecto inhibidor del eje
reproductor tanto a nivel central como periférico (211). En este sentido, se ha
demostrado que la administracién central de ghrelina en roedores de ambos sexos
produce un retraso de diferentes indices de maduracién puberal, siendo este efecto
menos sensible en hembras (2, 283). Ademas, la administracién central o periférica de
esta hormona produce una supresion de los niveles de gonadotropinas en diferentes
especies de ambos sexos y en ratas OVX (284-286).

A nivel periférico, la ghrelina ademas es capaz de inhibir la sintesis de esteroides
gonadales suprimiendo parcialmente la expresion de genes implicados en este proceso
(287, 288).

4. AMPK

La proteina quinasa activada por AMP, denominada AMPK, se considera el principal
sensor energético a nivel celular y estd implicado en la regulacién de numerosos
procesos metabolicos y fisioldgicos, entre los que destaca la homeostasis energética
(289). Es una serina/treonina quinasa con una subunidad catalitica a (con dos
isoformas, al y a2) y dos subunidades reguladoras, llamadas B y y (290). AMPK se
activa mediante la fosforilaciéon en Thr172 de la subunidad a, un proceso que puede
estar regulado de manera alostérica por AMP y también catalizado por varias quinasas,
como la quinasa hepdtica B1 (LKB1) y las quinasas dependientes de calmodulina,
especialmente CaMKKB, o puede inhibir la defosforilacion por proteinas fosfatasas,
como 2Ca (PP2Ca) (291).

El proceso de activacion se produce en respuesta a un incremento en los ratios
intracelulares de AMP:-ATP y ADP:-ATP. El efecto principal de la activacion de AMPK es
generar ATP para el mantenimiento de la homeostasis energética celular. En este
sentido, tras la fosforilacion de AMPK, los procesos catabdlicos (que producen ATP) se
activan, como la oxidacion de acidos grasos libres, la biogénesis mitocondrial y la
autofagia, mientras que las rutas anabdlicas, que consumen ATP, se inhiben, como la
sintesis de acidos grasos, carbohidratos y proteinas (Figura 14) (292).
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Figura 14. Estructura y regulacion de AMPK. Tomado de Ldépez, M, Nogueiras, R, Tena-
Sempere, M y Diéguez, C. 2016. Nature Review Endocrinology (191).

En cuanto al metabolismo de los acidos grasos, AMPK fosforila a la proteina acetil-CoA
carboxilasa (ACC), lo que inhibe la conversion de acetil-CoA a malonil-CoA, siendo este
ultimo metabolito el sustrato de la sintasa de &acidos grasos y, por lo tanto, un
precursor de la sintesis de estos. Ademas, la malonil-CoA es un inhibidor de la enzima
CPT1 que transporta los acidos grasos a las mitocondrias para su oxidacién (289).

4.1. AMPK EN EL CONTROL DE LA HOMEOSTASIS METABOLICA

A nivel hipotalamico, AMPK esta implicado en la homeostasis energética del
organismo, principalmente a través de la regulacidn de la ingesta y el gasto energético,
gue se desarrollaran en detalle en los siguientes apartados.

4.1.1 AMPK HIPOTALAMICO Y REGULACION DE LA INGESTA

Los primeros trabajos que describieron el papel de AMPK en la regulacion central del
balance energético mostraron que hormonas clave implicadas en el control de la
ingesta, como la leptina y la ghrelina, pueden modular la actividad de AMPK, a nivel
hipotaldmico, regulando el apetito. Asi, la leptina inhibe la actividad de AMPK,
mientras que la ghrelina la estimula (289). Ademas, estudios adicionales demostraron
que el ayuno produce un incremento de la actividad de AMPK en numerosas regiones
hipotaldamicas, asi como un aumento en la ingesta y el peso corporal, mientras que el
cese del ayuno disminuye la actividad de AMPK en estas regiones hipotalamicas y se
reduce la ingesta y el peso corporal (293).

En la misma linea, se ha demostrado que la inhibicion del AMPK hipotaldmico, produce
una disminucion de la expresion de los neuropéptidos orexigénicos AgRP y NPY en el
nucleo ARC. Por el contrario, la sobreexpresion AMPK produce el aumento de la
expresion de AgRP y NPY en éste nucleo y de MCH en el LHA (294). Estudios adiciones
en ratones con eliminacion especifica de AMPKa2 en neuronas POMC o AgRP del
nucleo ARC, mostraron que mientras que la eliminacion de AMPKa2 en las neuronas
POMC produce obesidad asociada a hiperfagia, los ratones AgRP AMPKa2 KO



desarrollan un fenotipo delgado. Ademds, aunque ambas lineas mantenian su
capacidad de responder a leptina e insulina, éstas perdieron su capacidad de respuesta
a las alteraciones en las concentraciones extracelulares de glucosa, revelando un papel
fundamental de AMPK como sensor de glucosa (293).

Ademas de los factores anteriormente indicados, AMPK responde en el hipotdlamo a
distintos estimulos y sefiales hormonales implicadas en el control de la ingesta. Asi,
factores anorexigénicos, como leptina (a través de las neuronas POMC), insulina,
glucagon, GLP-1, E2 (a través de su

interaccion con ERa en las neuronas

POMC) vy colecistoquinina, inhiben la e
actividad de AMPK en el hipotdlamo. Por e gy Bstradio]
el contrario, sefiales orexigénicas como \\‘»' L

Adiponectin L) P j——— f-endorphin

A /\ \

sintesis de dacidos grasos), adiponectina, CaMKKR Tt

ghrelina (a través de la inhibicion de la

Insulin
glucocorticoides, endocannabinoides 'y i GLP-1R

Ghrelin ——— 32

AgRP, incrementan su actividad (Figura
15) (191). GLP-1

Figura 15. Factores moduladores de la actividad de AMPK en la ingesta. AdipoR1, receptor de
adiponectina; GHSR, receptor de secretagogos de la hormona de crecimiento; CaMKKR,
quinasa dependiente de calmodulina; CB1R, receptor cannabinoide tipo 1; ERa, receptor de
estrogenos @; GLP-1R, receptor del péptido similar al glucagén tipo 1. Tomado de Huynh, MK
et al. 2016, Neural Plast (295).

Ademas de actuar en el nucleo ARC, evidencias recientes han demostrado que AMPK
modula la preferencia en el consumo de carbohidratos en el PVN (296). Sin embargo, a
pesar del innegable papel de AMPK en la modulacidon de la ingesta, varios estudios
sugieren que los efectos del AMPK hipotaldmico en los cambios de peso corporal
probablemente estan mas asociados con cambios en el gasto energético que con una
modificacion de la ingesta, aspecto que sera desarrollado en el siguiente epigrafe.

4.1.2. AMPK HIPOTALAMICO Y REGULACION DE LA TERMOGENESIS

Numerosos estudios recientes sugieren que el AMPK hipotaldamico tiene un papel clave
en la modulacién de la termogénesis del BAT a través de su accion reguladora sobre el
SNS. En este sentido, se ha demostrado que la administracion de la hormona tiroidea,
T3, en el nucleo VMN, produce una disminucién de la actividad de AMPK induciendo
una respuesta termogénica en el BAT. Y la activacién de AMPK en este nucleo reduce
la activacion del BAT y evita la pérdida de peso asociada con la accién central de T3
(297).



Asimismo, los estrégenos son capaces de activar la termogénesis del BAT induciendo
cambios en la actividad de las neuronas que expresan el factor esteroidogénico 1 (SF1)
en el nucleo VMN (289). De manera que, la activacion virogenética de AMPK,
selectivamente en el ndcleo VMN, bloquea el aumento de la actividad termogénica del
BAT y la pérdida de peso corporal asociados a la administracion central de E2 (236).
Ademas, es importante destacar que las fluctuaciones en los niveles de E2 durante el
ciclo ovarico y el embarazo también modulan esta via (235, 236).

Por tanto, dependiendo del estado de activacion de AMPK, este va a responder en el
hipotalamo a distintos estimulos y sefales hormonales para regular gasto energético a
través la termogénesis del BAT. De manera que, distintas sefiales como hormonas
tiroideas, E2, proteinas morfogenéticas 6seas (BMP8B), GLP-1, glucosa, leptina,
insulina y ghrelina modulando la actividad termogénica del BAT en el VMN, y mas
especificamente en las neuronas que expresan SF1, a través de la modulacién del tono
simpatico (Figura 16) (293).
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Figura 16. Sefalizaciéon de AMPK hipotaldmico en la regulacion de la ingesta y el gasto
energético. AMPK detecta varios estimulos nutricionales y hormonales para regular la ingesta,
el metabolismo, la termogénesis del BAT, el browning del WAT, la homeostasis de la glucosa y
la sintesis de lipidos y glucégeno en el musculo esquelético. Las acciones del AMPK
hipotaldmico en tejidos y 6rganos, como el BAT, WAT e higado, estdn mediadas por la
regulacién especifica de SNS y parasimpdtico (PSNS). Tomado de Lépez, M. Eur J Endocrinol.
2018. (298).



4.2. PAPEL DE AMPK EN EL CONTROL INTEGRADO DEL BALANCE ENERGETICO Y LA
REPRODUCCION

Debido a la existencia de numerosas sefales reguladoras de AMPK hipotalamico en el
balance energético, es ldgico asumir que este sensor podria actuar como elemento de
conexidon entre el metabolismo y la reproduccion, ya que, como se ha apuntado
previamente en esta Tesis esta Ultima funcidn corporal es altamente sensible al estado
energético del organismo y estd controlada activamente por hormonas metabdlicas,
como la leptina y la ghrelina (247).

En este sentido, estudios recientes han sugerido que AMPK opera como una via clave
gue informa al eje HHG en situaciones de insuficiencia energética (2). Como se indicé
previamente en esta Tesis, cuando las reservas energéticas disminuyen, se produce
una inhibicion temporal y reversible del eje reproductor, lo que favorece la
supervivencia individual al evitar condiciones altamente demandantes desde punto de
vista energético (299). Sin embargo, aun no se conocen en profundidad las redes
neuronales y las bases moleculares de los mecanismos que intervienen en este
fenémeno fisioldgico. A la luz de evidencias recientes, en situaciones de déficit
energético, AMPK podria actuar como un regulador negativo del eje reproductor a
nivel central. Asi, estudios in vitro en la linea celular murina de GnRH, GT1-7,
mostraron que la activacion farmacolégica de AMPK es capaz de inhibir la secrecion de
GnRH y la expresion de Kissl, esta ultima tras activacion de AMPK mediante
adiponectina (300, 301).

Ademas, estudios electrofisiolégicos han documentado que AMPK podria actuar en
neuronas GNRH como un sensor de glucosa. Asi pues, la activacion de AMPK en
condiciones de déficit de glucosa parece desempefiar un papel relevante en la
disminucion de la actividad secretora de GnRH en situaciones de glucoprivacion (302).
Por otro lado, experimentos in vivo en ratas adultas demostraron que la activacion de
AMPK, mediante el uso de agonistas, altera la ciclicidad ovarica disminuyendo el
intervalo entre ciclos estrales (300). Todo ello apunta a un papel de AMPK
hipotaldmico en el control metabdlico del eje reproductor, cuya naturaleza,
importancia fisioldgica y principales sitos de accion permanecen en gran medida
desconocidos. Uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral viene a abordar el estudio
del posible papel de la sefializacion de AMPK hipotaldamica en el control de la funcién
del eje gonadotrdpico, asi como su modulacidn por sefiales metabdlicas, mediante la
manipulacion de su sefalizacion en neuronas Kissl y GnRH. Adaptar este parrafo al
final de este apartado.



5. PROGRAMACION TEMPRANA DE LA FUNCION REPRODUCTORA Y METABOLICA

La salud de un individuo adulto puede verse influenciada por procesos que acontecen
en etapas tempranas del desarrollo. En este sentido, es preciso destacar un proceso
clave denominado fendmeno de programacion temprana, mediante el cual el individuo
estd expuesto durante etapas tempranas del desarrollo a numerosos factores
medioambientales que pueden “programar” el sistema regulador de energia
induciendo cambios permanentes que aumentaran la susceptibilidad del individuo al
desarrollo de algunas enfermedades durante la edad adulta. Este fendmeno puede
darse en las etapas intrauterina y postnatal y produce efectos perjudiciales como
hiperfagia, obesidad y/o resistencia a insulina, entre otros (303).

Las implicaciones de este proceso de programacidn temprana se demostraron
mediante estudios realizados en humanos, en los que se asociaba un peso corporal
bajo al nacimiento con el riesgo de padecer enfermedades cardiacas y desérdenes
metabdlicos en la edad adulta, efectos mediados por una programacion fetal alterada
(304).

Entre otros factores, diversas formas de estrés nutricional durante etapas iniciales del
desarrollo pueden dar lugar a este proceso de programacién temprana alterada. En
este sentido, la desnutricidn materna, inducida por dieta baja en proteinas o por
restriccion caldrica durante la gestacién y la lactancia, provoca también cambios
importantes en la estructura y funcidon de distintos 6rganos de la descendencia,
presentando alteraciones en el tamafio de los islotes pancreaticos, la vascularizacidon
de éstos, la capacidad de proliferacidon celular y alteraciones en la sensibilidad a
insulina en el musculo, asi como concentraciones elevadas de insulina durante los
periodos criticos de desarrollo (305).

De forma analoga, en ratas neonatales de madres con diabetes gestacional se detectan
alteraciones en la formacion de los nucleos hipotaldamicos seguidos de
hiperinsulinemia e intolerancia a la glucosa, tanto en el periodo juvenil como en edad
adulta (306). En conjunto, los resultados en modelos animales indican que incluso las
intervenciones breves en la dieta durante los primeros periodos del desarrollo
posnatal tienen implicaciones en la salud, que se hacen evidentes en la edad adulta.

Ha sido muy importante el uso de modelos animales para determinar los mecanismos
relacionados con la programacion postnatal temprana. En concreto, la rata, es una
especie inmadura en el momento del nacimiento, por lo que habra una maduracion de
la mayoria de los 6rganos y sistemas tras el mismo y se va a extender desde la etapa
prenatal hasta la etapa postnatal temprana (307). De esta forma, se ha demostrado
que la cantidad de alimento ingerido durante el periodo de lactancia condiciona el



patron de ingesta en etapas posteriores del desarrollo (308). Ademas, experimentos en
modelos de sobrenutricion posnatal llevados a cabo en ratas en las cuales se ha
incrementado la ingesta caldrica durante la lactancia mediante la reduccion en el
tamafio de la camada (4 crias/madre), han demostrado el desarrollo de alteraciones a
largo plazo, como dislipemia, hiperinsulinemia, hiperleptinemia o un incremento del
peso y adiposidad (303). Asimismo, datos de estudios en humanos, han demostrado
gue se produce un mayor riesgo de presentar sobrepeso en edad adulta asociado al
incremento de peso corporal mostrado durante los primeros meses de vida (309).
Ademas de estas alteraciones metabdlicas presentadas en la edad adulta, resultados
recientes de nuestro grupo, han demostrado que la sobrenutricion postnatal en ratas
de ambos sexos también provoca una inhibicidn del eje gonadotrdpico que se asocia a
una supresion de la expresion de Kiss1 en el nucleo ARC (5, 257).

Adicionalmente, diversas evidencias experimentales sugieren que cambios en la
programacion temprana, en respuesta a modificaciones en la cantidad de esteroides
sexuales circulantes durante etapas criticas del desarrollo, contribuyen también a un
incremento en el riesgo de desarrollo posterior de enfermedad metabdlica, debido a la
alta sensibilidad que presenta el eje gonadotrdpico a los efectos de los esteroides
sexuales durante los primeros periodos de maduracién. Estos esteroides exdgenos
pueden afectar a nivel central y/o periférico para interferir en el proceso de
diferenciacién sexual y la posterior maduracion del eje reproductor, que entre las
alteraciones endocrinas que se producen en humanos y otras especies, pueden
ocasionar cambios en la llegada a la pubertad y algunas formas de infertilidad, debido
a una alteracion de la funcidon central (a nivel hipotaldmica) que controla el eje
reproductor (303).

Asi, exposiciones inadecuadas a esteroides sexuales durante los periodos de
maduracién temprana, por ejemplo, una androgenizacidon excesiva en durante la vida
intrauterina en humanos, se han relacionado con el desarrollo de resistencia a insulina
y PCOS (310). Estas observaciones se ampliaron en modelos de roedores, mediante
estudios que sugieren que la administracion prenatal o postnatal temprana de
andrégenos induce el desarrollo de resistencia a insulina y obesidad en la edad adulta
(242). Por lo tanto, las hormonas gonadales probablemente influyen en la homeostasis
metabodlica a través de multiples vias, y pueden considerarse como auténticos
modificadores de la homeostasis metabdlica y la flexibilidad fenotipica, pudiendo
contribuir a generar diferencias en la susceptibilidad al desarrollo de diabetes y
alteraciones asociadas. Sin embargo, el curso temporal de las alteraciones metabdlicas
inducidas por fendmenos de programacién temprana, alterada por exposiciones
inadecuadas a esteroides gonadales, asi como su interaccidn con otros factores
obesogénicos, permanece en gran medida desconocido; aspecto que centra algunos
de los objetivos de la presente Tesis Doctoral.
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OBJETIVOS

La reproduccion estd regulada de manera muy precisa por sistemas de control
especificos, que integran sefales tanto de origen central como periférico, que incluyen
a los factores gonadales y a distintas hormonas que informan del estado metabdlico
del organismo. En este sentido, cambios nutricionales, como situaciones de estrés
metabdlico, y niveles inapropiados de hormonas sexuales en determinados periodos
del desarrollo, pueden contribuir a desencadenar alteraciones metabdlicas y a
modificar de manera permanente la funcién reproductora.

El conocimiento de los mecanismos que subyacen a la estrecha interrelacion entre el
estado metabdlico del organismo y la funcion del eje reproductor, incluyendo tanto la
pubertad como la funcién gonadal en la edad adulta, tiene un considerable interés
fisiolégico y fisiopatolégico. De hecho, en las ultimas décadas se han venido
detectando cambios en la edad de pubertad y perturbaciones de la fertilidad en
humanos, que se estan produciendo a través de mecanismos desconocidos, pero en
los que las alteraciones metabdlicas parecen ser un factor contribuyente importante.
Destacablemente, las perturbaciones de la edad puberal conllevan un mayor riesgo de
desarrollo de enfermedades diversas en etapas posteriores de la vida, incluyendo
patologias cardiometabdlicas, y se asocian incluso a una menor esperanza de vida. Por
otro lado, la obesidad puede asociarse a hipogonadismo, especialmente en el sexo
masculino, lo que a su vez parece contribuir a consolidar o agravar las co-morbilidades
del sobrepeso. Todo ello hace necesario un mejor conocimiento de las complejas
interacciones bidireccionales entre el estado metabdlico y la funcion reproductiva, las
bases neuroendocrinas de dichas interacciones, y los mecanismos moleculares que
conectan ambos sistemas corporales relevantes.

En este contexto, el OBJETIVO GENERAL de esta Tesis Doctoral ha sido profundizar en la
caracterizacion de las interacciones dinamicas entre el estado metabdlico del
organismo y aspectos clave de la maduracién y la funcién reproductora. En este
contexto, en esta Tesis se ha prestado especial atencion a la definicién del impacto de
cambios en la funcion gonadal y la exposicion a factores obesogénicos sobre el perfil
endocrino-metabdlico en la edad adulta y a la evaluacion del posible papel del sensor
energético celular, AMPK, actuando en las neuronas GnRH y Kissl, en el control
metabdlico de la funcién reproductora.

Para la consecucion de este objetivo general, se fijaron los siguientes OBJETIVOS
ESPECIFICOS:

v Explorar el impacto sobre la funcidn metabdlica y gonadotrdpica de la
sobrenutricion postnatal, a fin de definir el curso temporal de los efectos



endocrino-metabdlico de dicha manipulacién obesogénica, en modelos preclinicos
de ambos sexos.

v" Analizar, en ratas hembra, el impacto sobre la homeostasis energética y la funcion
gonadotrépica adulta del efecto combinado de la alteracion del ambiente
esteroideo neonatal y la sobrenutricién postnatal.

v" Estudiar, en modelos preclinicos (rata) de ambos sexos, las consecuencias
metabdlicas y gonadotrdpicas del efecto de la ausencia de esteroides gonadales,
combinada o no con sobrealimentacién postnatal y dieta rica en grasas.

v" Caracterizar el papel de sensor metabdlico AMPK en neuronas GnRH, en el control
metabolico de la funcidn reproductora, empleando un modelo murino de ablacion
selectiva de la sefalizacién de AMPK especificamente en esta poblacién neuronal.

v" Evaluar si la sefializacién por AMPK en las neuronas Kiss1 participa en el control
metabdlico de la pubertad y la funcion gonadotrépica adulta, empleando un
modelo murino genéticamente modificado, deficiente en AMPK especificamente
en las neuronas Kiss1.
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MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En el desarrollo de esta Tesis Doctoral, se han utilizado ratas macho y hembra de la
cepa Wistar criadas en el animalario de la Universidad de Cérdoba. Adicionalmente, se
emplearon dos lineas de ratones genéticamente modificados, generados en el
animalario de la Universidad de Cdrdoba, con ablacion especifica de la subunidad
catalitica a1l de AMPK especificamente en neuronas Kiss1 o GnRH, cuya generacién se
detalla en el apartado 1.1.y 1.2.

El dia del nacimiento de los animales se consideré como dia 1 de vida. En algunos
casos, el tamafio de la camada (nimero de crias/madre) se modificd de acuerdo al
disefo experimental, usandose un tamano estandar de camada de 12 crias/madre (NL;
Normal Litter) en condiciones normales y de 4 crias/madre (SL: Small Litter) en los
modelos de sobrenutricidon posnatal. Los animales se mantuvieron bajo condiciones de
luz constante (14 h. de luz, desde las 7:00 a.m. /10 h. de oscuridad) y temperatura
(222C). Los animales se destetaron el dia 23 de vida postnatal (PND 23), teniendo
acceso libre al agua y siendo alimentados con una dieta control (CD) o una dieta alta en
grasas (HFD), ambas suministradas por Research Diets Inc. (New Brunswick, NJ). La CD
(D124508B) contiene 3,85 Kcal/g., de las cuales, un 10% proceden de grasas, un 20% de
proteinas y un 70% de hidratos de carbono, mientras que la HFD (D12451) contiene
4,71 Kcal/g., de las cuales, un 45% proceden de grasas, un 20% de proteinas y un 35%
de hidratos de carbono. Todos los protocolos de experimentacion realizados fueron
aprobados por el Comité Etico de la Universidad de Cérdoba y llevados a cabo de
acuerdo a la Normativa de la Unidn Europea para el uso y cuidado de animales de
experimentacion (Directiva 2013/53/UE en febrero de 2013).

Por ultimo, es preciso destacar, que en esta Tesis Doctoral se realizaron todos los
esfuerzos necesarios para minimizar el sufrimiento y reducir el niUmero de animales
empleados.

1.1. GENERACION Y VALIDACION DE UNA LINEA DE RATON CON ABLACION
SELECTIVA DE AMPKal EN NEURONAS KISS1: EL MODELO KAMKO

Para la generacién de esta linea de ratones se cruzaron ratones transgénicos que
expresaban la proteina Cre recombinasa bajo el promotor del gen Kiss1 (el raton Kiss1-
Cre/GFP; (311)), con ratones que presentaban secuencias loxP flagueando al exén 3 de
la subunidad catalitica a1 de la proteina AMPK (el ratén AMPKal loxP/loxP ; (312)).

El cruce de ambas lineas, produce el reconocimiento y recombinacién de las
secuencias LoxP que flanquean al exdn 3 de AMPKal, por parte de la Cre recombinasa,



lo cual determina la pérdida de la sefializacion por AMPKal especificamente en las
neuronas Kiss1. Esta estrategia Cre-LoxP se presenta en la Figura 17.
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Figura 17. Esquema representativo de la estrategia utilizada para la generacién de ratones
KAMKO.

Para la obtencidn de los ratones utilizados en los experimentos descritos en esta Tesis
Doctoral, se cruzaron animales homocigotos portadores de dos alelos con el exén 3 de
AMPKal flanqueados por sitios loxP (AMPKal loxP/loxP) con ratones con una copia de
Cre bajo el promotor de Kiss1 y un solo alelo del exon 3 de AMPKal flanqueado por
sitios loxP (Kiss1-Cre*; AMPKal loxP/-). De la descendencia resultante de este cruce,
se utilizaron para los experimentos ratones AMPKal /oxP/loxP que fueron
considerados como Control y ratones con ablacion selectiva de la sefializaciéon por
AMPKal en células Kiss1 (Kiss1-Cre*; AMPKal loxP/loxP) que para mayor simplicidad
se denominaran KAMKO en adelante. La identificacion de los animales control y
KAMKO se realizé mediante el genotipado de los ratones generados, como se describe
en el apartado 1.3.

Con el objetivo de validar la delecién especifica de AMPK al en nuestro modelo, se
realizaron anadlisis de PCR en diferentes areas hipotalamicas (POA y ARC) que
contienen poblaciones de neuronas Kissl, y en areas donde no se ha descrito la
presencia de expresion del gen Kissl, concretamente en el cortex. La ocurrencia de
recombinacion, y con ello, la delecidn efectiva del exdn 3 de AMPK a1l se detecta por la
presencia de una banda de 530 pb, mientras que la ausencia de recombinacién resulta
en la amplificacién de un fragmento de 1300 pb. Como nota aclaratoria, esta ultima
banda se amplifica en todas las muestras analizadas ya que existen células con
ausencia de Cre, y por tanto de recombinacion, en todos los casos. Los resultados de
PCR detectaron la presencia recombinacion en el POA y el ARC, pero no en el cortex,
de dos ratones KAMKO independientes. Por el contrario, los ratones controles no
presentaron evidencias de recombinacion en ninguna de las areas cerebrales
analizadas. (Figura 18).
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Figura 18. Imagen de un gel de agarosa que muestra la validacion de una linea de ratén con
ablacidn selectiva de AMPK especificamente en neuronas Kissl. La imagen muestra el
fragmento recombinante (530 pb), obtenido mediante PCR, que demuestra la presencia de
células en el POA y el ARC de ratones KAMKO en las que se ha producido la delecion del exén 3
de AMPK al.

1.2. GENERACION Y VALIDACION DE UN MODELO DE RATON CON AUSENCIA
SELECTIVA DE AMPKal EN NEURONAS GNRH: EL MODELO GAMKO

Adicionalmente generamos una linea de ratones transgénicos con ablacidon congénita
de actividad AMPK al especificamente en neuronas GnRH, mediante el cruce de
ratones transgénicos que expresaban la proteina Cre recombinasa bajo el promotor
del gen GnRH, el cual habia sido introducido en el genoma con un cromosoma
bacteriano (el ratdn GnRH-Cre; (313)), con ratones que presentaban secuencias loxP
flagueando al exén 3 de la subunidad catalitica ol de la proteina AMPK (el raton
AMPKal loxP/loxP; (312). La estrategia usada es la misma que en el caso del ratén
KAMKO y que aparece en la Figura 17.

Para la generacion de los ratones empleados en los ensayos descritos en esta Tesis
Doctoral, se cruzaron ratones homocigotos portadores de dos alelos con el exén 3 de
AMPKal flanqueados por sitios loxP (AMPKal loxP/loxP), con ratones que expresan
Cre bajo el promotor de GnRH y dos alelos del exén 3 de AMPKal flanqueados por
sitios loxP (GnRH-Cre; AMPKal loxP/loxP). De la descendencia obtenida de este cruce,
se emplearon para los ensayos ratones AMPKal loxP/loxP que fueron considerados
como control, y ratones con ausencia de senalizacion por AMPKal especificamente en
neuronas GnRH (GnRH-Cre; AMPKal /oxP/loxP), que se nombraran como ratones
GAMKO en adelante. La identificacién de los animales control y GAMKO se realizd
mediante el genotipado de los ratones generados, como se describe en el apartado
1.3.

Con el fin de validar la eliminacion especifica de AMPK al en nuestro modelo, se
realizaron analisis de PCR en la regién hipotalamica donde se localiza la poblacion
principal de neuronas GnRH, el POA, y en el cértex, donde no se encuentra ninguna
poblacion de neuronas GnRH. Los analisis de PCR detectaron la presencia de la banda



recombinante de 530 pb exclusivamente en el POA ratones GAMKO, mientras que ésta
no aparecia ni en el cortex de los ratones GAMKO ni en ninguna de las muestras
analizadas en los ratones control. Sin embargo, en todos los casos aparecido un
amplicén de 1300 pb que demuestra la presencia de neuronas Cre-negativas en todas
las muestras y que sirve como control de carga (Figura 19).
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Figura 19. Imagen de un gel de agarosa donde se muestra la validacién de una linea de ratén
con ablacion selectiva de AMPK en neuronas GnRH. La figura ilustra, mediante deteccién por
PCR, la banda recombinante (530 pb) que demuestra la presencia de células en el POA de
ratones GAMKO en las que se ha producido la delecion del exdn 3 de AMPK al.

1.3. GENOTIPADO

EXTRACCION DE ADN GENOMICO

El ADN gendmico se aisl6 de una biopsia de tejido procedente de la oreja de los
ratones. El tejido obtenido se sometid a un proceso de digestion en buffer de lisis [1M
Tris HCI pH= 8,5; 0,5M EDTA pH=8; SDS al 10% y 1M NaCl y proteinasa K 20 mg/ml
(Promega, Madison, WI, USA)] a 552C para la ruptura de las membranas celulares y la
degradacion de proteinas agitdndose durante cada 20-30 minutos hasta la completa
digestion del tejido. Seguidamente, se centrifugd y se recogio el sobrenadante que
contiene el ADN. Una vez aislado, el ADN gendmico se precipitd con isopropanol y se
lavd con etanol al 70%. Finalmente, se dejé secar el pellet de ADN y se reconstituyd
con agua libre de nucleasas en un volumen de 50 pl, conservandose a -202C hasta su
uso posterior.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para el genotipado de los ratones, mediante amplificacién por PCR de secuencias
especificas, se tomaron 4 ul de la dilucién final de ADN gendmico sobre los que se
llevaron a cabo reacciones de PCR mediante el uso de cebadores especificos. Para
detectar la presencia o ausencia de sitios LoxP flanqueando el exén 3 de AMPK al se
emplearon los cebadores 11528 y 11529, validados por el Servicio de Genotipado de
Transgénicos de The Jackson Laboratory. En combinacién con el cebador 11528, se



utilizé un cebador adicional llamado allele nule, para detectar la presencia del alelo
deleccionado tras la recombinacidn (ver apartado 1.1.y 1.2.).

En caso de los ratones transgénicos con expresion especifica de Cre recombinasa en
neuronas Kissl, se utilizaron los primers 1614 new, 1326 y WTRP cuya combinacién
detecta la presencia de Cre recombinase o del alelo wild type para el Kiss1. En el caso
del modelo GnRH-Cre, se usaron los cebadores CreFl y CreR1l para detectar la
presencia o ausencia de Cre recombinasa en neuronas GnRH.

Para la reaccidon de PCR se utilizo la siguiente mezcla:

= 10 ul de tampdn de PCR (75 mM Tris HCI, 2 mM MgCl2, 50 mM KCI, 20 mM
(NH4)2S04 (Promega).

= 4 plde 50 mM MgCl, (Promega).

= 2 plde 8 mM dNTPs (CANVAX).

» 1 ulde cada primer especifico 10 mM (IDT).

= 2.5 unidades (0.25 pl) de ADN polimerasa (GoTag G2 flexi DNA Polymerase,
Promega).

= 4pul de ADN gendmico molde.

= Agua libre de nucleasas.

El volumen final de la reaccion fue de 50 pl y las secuencias de los cebadores utilizados
para el genotipado fueron las siguientes:

Primer Secuencia 5' > 3' Tamano
amplicon
11528 CCC ACC ATC ACT CCA TCT CT 334 pb
AMPKal [™™9559 | AGCCTG CTT GGC ACA CTT AT 450 pb
Allele nule | CCC ACA TAG GAA AGC GTG TT 530 pb
1614 new | GAC CTA GGC TCT GGT GAA G
Kiss1-Cre | ™36~ | GGC AAA TTT TGG TGT ACG GTC | Alelo WT=337pb
Alelo Cre= 250 pb
AG
WTRP | GAG CCT CCA GTG CTC ACA GC
CreF1 | CCT GGA AAA TGC TTC TGT CCG
GnRH-Cre ™ 27 | CAG GGT GTT ATA AGC AAT CCC 400 pb

La reaccién de PCR se realizdé en un termociclador iCycler iQ®5 (Bio-Rad, Hércules, CA,
USA) y consistié en un primer ciclo de desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos
seguido de un numero variable de ciclos de amplificacion que incluian, una
desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, un anillamiento a una temperatura
especifica de 62°C para AMPK loxP/loxP, 60°C para Kiss-Cre y 55°C para GnRH, durante
30 segundos en los dos primeros casos y 45 segundos para GnRH-Cre, y una extension



a 72°C durante 40 segundos. A continuacién, se aplicd un ciclo final de extension a
72°C durante 5 min.

Los productos generados tras la PCR fueron cargados en geles de agarosa al 2% en TBE
1X (TBE 10X: 10% Tris-HCl, 5% acido bodrico y 4% EDTA) y visualizados con bromuro de
etidio (1pg/ml). Los amplicones de PCR se representan en la figura 20.

A AMPK al LoxP

—t

— ey amw | 450 pb

_— - 334 pb
loxP/ loxP loxP/-  -/-
B Kiss1-Cre C GnRH-Cre
Lo
13708 — 200 b
— o]
3 250 pb .

-/- Cre/-

Figura 20. Imagen de un gel de agarosa en el que se muestran los amplicones obtenidos
mediante PCR para (A) AMPKal loxP/loxP, AMPKal loxP/- y AMPK al -/-, (B) Kiss-Cre 7"y Kiss-
Cre ¢/ y (C) GnRH-Cre "y GnRH-Cre *.

2. DROGAS

Para los estudios farmacoldgicos llevados a cabo en esta Tesis se utilizaron distintas
drogas que se detallan a continuacion. La Kp-10 (kisspeptina 110-119-NH2) de ratdn/rata
fue obtenida de Phoenix Pharmaceuticals Inc. (Burlingame, CA, Estados Unidos). El
propionato de testosterona (PT), el GnRH vy la insulina fueron adquiridos de Sigma-
Aldrich Corp. (St. Louis, MO). El agonista de los receptores de NK3R (Senktide) fue
obtenido de Tocris Bioscience (Bristol, Reino Unido). La glucosa fue suministrada por
Scharlau Chemie S.A. (Sentmenat, Espafia).

Kp-10, GnRH, Senktide e insulina fueron disueltos, inmediatamente antes de su uso, en
solucién salina (NaCl 0,9%). La glucosa fue disuelta en agua previamente a su
administracion. El PT se disolvid en aceite de oliva.



3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES GENERALES

AVITUALLAMIENTO Y TOMAS DE SANGRE PARA LA EVALUACION DE LA
PULSATILIDAD DE LH

Los niveles de LH en ratén se midieron tras un periodo de avituallamiento,
procedimiento bien desarrollado y validado en el laboratorio de A. E. Herbison (314).
Para ello, el dia previo al inicio del avituallamiento, se distribuyeron los ratones en un
nimero de 2-3 ratones por jaula y se colocaron elementos de enriquecimiento
ambiental en cada caso, que en este caso fueron tubos de carton. Durante las tres
semanas previas a las tomas de sangre, los ratones fueron manipulados diariamente
por el mismo personal que iba a realizar el procedimiento de toma de sangre, para su
avituallamiento.

Una vez que se encontraron los ratones habituados, se procedié a realizar la toma de
muestras, como se ilustra en la figura 21, colocando al ratén dentro del tubo de cartén
y realizando una pequefia incision (de 1 mm aproximadamente) con un bisturi, gracias
a la cual se tomaron 4 pul de sangre de la punta de la cola cada 5 minutos durante 3
horas (de 10.00h a 13.00h), recogiendo un total de 36 muestras. Tras la recoleccién de
sangre de la cola se limpid el exterior de la punta de la pipeta para eliminar el exceso
de sangre, se diluyod la muestra (4 ul de sangre) en 46 pul de buffer PBS-Tween 0,05% y
se congeld en hielo seco. Las muestras se almacenaron a -802C hasta la realizacién de
las determinaciones hormonales empleando la técnica ELISA (del inglés Enzyme-Linked
InmunoSorbent Assay) con el objetivo de estudiar la pulsatilidad de LH.

Tras la medicién de los niveles de LH por ELISA se registraron los principales
parametros de secrecion de LH: nivel basal, medio y total de liberacion de LH, asi como
el nimero de pulsos de LH en 3 horas. El nivel basal de LH para cada raton fue
determinado como la media de los 5 valores mas bajos registrados en 3 horas. Los
pulsos de LH se definieron, en animales intactos, como un incremento del 125% desde
el valor mas bajo hasta el pico de LH. En el caso de los animales gonadectomizados, los
pulsos se consideraron como un aumento del 10% sobre el punto anterior. Este criterio
hace referencia a la demostraciéon reciente del laboratorio de A.E. Herbison, donde
indicaron la existencia de una correlacidn entre episodios sincronizados de actividad
de calcio en las neuronas Kissl del ARC con la secrecidn pulsatil de LH en animales
intactos y gonadectomizados (315, 316). Adicionalmente, se calcularon la masa total
neta secretada de LH como area bajo la curva (AUC) durante el periodo de estudio (3
h; donde y=0) y los valores de delta AUC (AAUC), correspondiente al area sobre los
niveles basales de LH para cada muestra (y= nivel basal para cada muestra).



Figura 21: Procedimiento experimental de recogida de muestras de sangre de la punta de la
cola de un ratdén experimental.

iNDICES FENOTIPICOS

Los indices somaticos y reproductivos evaluados incluyeron el peso corporal, la edad
de apertura vaginal (AV) y separacion balano prepucial (SBP), como marcadores
externos de inicio de pubertad de roedores, la edad del primer estro, como marcador
de la primera ovulacién en roedores, el porcentaje de hembras prefiadas, el nimero
de crias por parto, los pesos de ovario y testiculo, y los niveles séricos de distintos
marcadores hormonales de tipo reproductivo y metabdlico. La AV y la SBP se
controlaron a diario desde el inicio de los experimentos mediante la observacién, en
hembras, de la canalizacion completa de la vagina y de la separacién entre el tejido del
prepucio y la parte final del pene, en machos. Una vez que se produjo la AV en
hembras, se llevd a cabo una monitorizacién diaria mediante un frotis vaginal para
identificar la aparicién del primer estro, que en roedores se caracteriza por un
predominio de células cornificadas, asi como el andlisis de la ciclicidad de los animales.
Este mismo procedimiento se llevé a cabo para la evaluacién de la ciclicidad ovdrica
mediante la observacion al microscopio de los distintos tipos celulares provenientes
del frotis vaginal.



4. PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS GENERALES

4.1. CANULACION Y ADMINISTRACION INTRACEREBROVENTRICULAR (I.C.V.)

Para inyecciones intracerebrales, a los ratones se les implantaron canulas para permitir
la administracién de distintos compuestos en el ventriculo lateral. Los animales fueron
canulados 48 horas antes del inicio de los diferentes estudios farmacoldgicos. Para
este fin, Las canulas (INTRADEMIC Polyethilene Tubing, Becton Dickinson, Sparks, MD,
USA) fueron introducidas hasta una profundidad de 2 mm por debajo de la superficie
del craneo y el punto de insercion se situd 1 mm posterior y 1.2 mm lateral a Bregma
(253). Una vez canulados, los animales se mantuvieron en jaulas individuales hasta la
finalizacion de los experimentos y se revisaron diariamente las canulas de cada animal
con el fin de excluir aquellos que mostraran un desplazamiento o pérdida parcial de la
canula. Las dosis de los diferentes compuestos se administraron en un volumen final
de 5 pl.

4.2. GONADECTOMIA

Ratas adultas de ambos sexos del bloque tematico 1 y ratones hembra adultas
pertenecientes al bloque tematico 2, fueron sometidos a gonadectomia (GNX)
bilateral, ovariectomia (OVX) en caso de las hembras y orquidectomia (ORX) en caso de
los machos tras anestesia general con ketamina-xilacina. En el caso de hembras, se
realizaron incisiones lumbares bilaterales para acceder a la cavidad peritoneal. Tras la
localizacion de los ovarios, se realizd una ligadura del paquete vascular que conecta
con las gonadas y se extirparon los dos ovarios. Posteriormente se suturd la capa
muscular seguida de una sutura de la piel con hilo quirdrgico. En el caso de machos, la
ORX se llevd a cabo por via abdominal mediante una Unica incisién en la pared del
abdomen. Posteriormente, se desplazaron los testiculos desde la cavidad escrotal
hacia el abdomen tras tirar con unas pinzas del epididimo y el tejido adiposo que lo
rodea. Seguidamente, se ligd el paquete vascular y se procedido a una extirpaciéon
completa de ambos testiculo. Finalmente, se suturd la capa muscular y la capa de piel
con hilo quirurgico.

5. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS GENERALES

DETERMINACIONES HORMONALES

RADIOINMUNOENSAYO (RIA)

Los niveles séricos circulantes de LH y FSH de rata se determinaron usando un método
de doble anticuerpo y kits de RIA proporcionados por el National Institutes of Health,
NIH (Dr. A. F. Parlow, National Hormone and Pituitary Program, Torrance, CA). Las



hormonas LH-1-10 y FSH-1-9 de rata fueron marcadas con 1*?> mediante el método de
cloramina-T y las concentraciones de gonadotropinas fueron expresadas usando como
referencia curvas de concentracion de los estandares LH-RP-3 y FSH-RP-2. Los
coeficientes de variacion intra e inter-ensayo de ambas hormonas, fueron menores del
8y 10% para LH y 6% y 9% para FSH, respectivamente. La sensibilidad del ensayo fue
de 5 pg/tubo y 20 pg/tubo para LH y FSH, respectivamente. La fiabilidad de las
determinaciones hormonales fue confirmada mediante la medida de muestras de
suero de rata con concentraciones conocidas de las hormonas de interés. Todas las
determinaciones hormonales se hicieron por duplicado en cada muestra.

Los niveles circulantes de leptina e insulina se determinaron mediante el uso de kits
comerciales proporcionados por EMD MILLIPORE (St. Charles, MO, USA), procediendo
segun las indicaciones del fabricante. La sensibilidad de los ensayos fue de 0,801
ng/mL para la leptina y de 0,081 ng/mL para la insulina. Los coeficientes de variacion
intra e inter-ensayo fueron menores del 4 y 9%, para la leptina y menores del 5y 10%,
para la insulina.

La lectura de los resultados de LH, FSH, insulina y leptina se realizé en un contador
gamma (PerkinElmer 2470 Automatic Gamma Counter WIZARD®).

INMUNOENSAYOS EN SISTEMA BIO-PLEX®

Para algunas de las determinaciones de hormonas metabdlicas, como GLP-1y ghrelina,
se utilizé un kit de ensayo de diabetes (Bio-Plex Pro™ Rat Diabetes Assay, Bio-Rad
Laboratories; Hercules, CA), el cual posee una alta sensibilidad y permite la deteccién
de varios marcadores metabodlicos en volimenes pequefios de muestra (15 pl). Estas
determinaciones se llevaron a cabo en un lector Bio-Plex® 200 (Bio-Rad Laboratories;
Hercules, CA).

En resumen, antes del inicio del ensayo se descongelaron los sueros en hielo y se
afiadieron las microesferas magnéticas marcadas con el primer anticuerpo especifico
(ghrelina y GLP-1) a cada pocillo. Posteriormente, se lavd la placa con tampdn de
lavado y se afiadieron las muestras correspondientes a la curva estandar, los controles
de calidad internos y las muestras de suero problema, en una dilucién 1:4, las cuales se
incubaron en agitacion durante una hora a temperatura ambiente. Seguidamente se
lavé la placa y se afiadio a cada pocillo el segundo anticuerpo de deteccidn biotinilado,
incubandose la placa en agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Nuevamente se lavd la placa y se afiadidé el conjugado estreptavidina-ficoeritrina,
actuando la ficoeritrina como un marcador fluorescente. La placa se incubé durante
10 minutos a temperatura ambiente, en agitacion y oscuridad. Tras el lavado, se
afiadieron 125 ul del liquido del sistema Bio-Plex y se agité durante 30 segundos para
resuspender la microesferas y asegurar una distribucion homogénea de éstas en el



pocillo, antes de su medida en el lector. La sensibilidad del ensayo fue de 0,3 pg/mL
para la ghrelina y 3 pg/mL para GLP-1. Los coeficientes de variacién intra e inter-
ensayo fueron del 4 y 4% para la ghrelina, y del 8 y 6% para GLP-1, respectivamente.

ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAYS (ELISA)

Para las medidas de pulsatilidad de LH en ratones se llevé a cabo un ensayo de ELISA
ultrasensible recientemente desarrollado para medir LH en pequenas fracciones de
sangre total (314). Este ensayo es capaz de detectar de manera fiable las
concentraciones de LH en una fraccion de 4 pl de sangre total.

En resumen, para la realizacion del ensayo se usaron microplacas de unién de alta
afinidad cuyos pocillos fueron cubiertos con 50 pl de anticuerpo de captura
(anticuerpo monoclonal bovino, LH B 518B7; L. Sibley; Universidad de California, UC
Davis) a una dilucién final de 1: 1000 (en 1x PBS, 1,09g de Na;HPQg, 0,32g de NaH;POa,
y 9g de NaCl en 1000mL de agua destilada) y se incubo durante la noche a 49C. Para
minimizar las uniones no especificas del anticuerpo de captura, los pocillos se
incubaron con 200 pl de tampdn de bloqueo (5% de leche desnatada en polvo en 1x
PBS con 0,05% de detergente Tween 20) durante 2 horas en agitacién a temperatura
ambiente. Se generd una curva estandar utilizando diluciones seriadas de rLH-RP3
proporcionado por National Institutes of Health, NIH (Dr. A. F. Parlow, National
Hormone and Pituitary Program) en PBS-Tween 20, cubriendo un rango desde 1ng/mL
hasta 0,0078125 ng/mL. Esta curva estandar fue cargada en la placa, junto con los
controles internos y las muestras de sangre de concentracién desconocida que se
incubaron durante 2 horas en agitacion a temperatura ambiente. Seguidamente, se
incubd la microplaca con 50 ul de anticuerpo de deteccion primario (anticuerpo
policlonal, antisuero de LH de conejo, AFP240580Rb, suministrado por National
Institutes of Health, NIH (Dr. A. F. Parlow, National Hormone and Pituitary Program) a
una dilucién final de 1: 10 000 durante 90 minutos en agitacién a temperatura
ambiente. Cada pocillo se incubd con 50 ul de anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rabano (anticuerpo policlonal de cabra anti-conejo, P 0448, Dako
Cytomation) a una dilucion final de 1: 1000 en 50% de tampdn de bloqueo y 50% PBS,
en agitacion y a temperatura ambiente durante 90 minutos. Tras la incubacion, se
agregaron 100 ul de o-fenilendiamina (o-Phenylenediamine-tablet, Sigma-Aldrich Corp.
(St. Louis, MQ)), sustrato diluido en 30% de H,0; y tampdn citrato (monohidrato de
acido citrico 0,1 M vy fosfato de sodio 0,2M a pH 6), y se dejé incubar en oscuridad
durante 30 minutos en agitacion a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo
mediante la adicién de 50 ul de HCl 3M a cada pocillo e inmediatamente se ley6 la
absorbancia a una longitud de onda de 490nm y 650nm utilizando un lector de placas
(Bio-Rad iMARK™ microplate reader). La concentracion de LH se determiné mediante
la interpolacion de los valores de densidad 6ptica frente a una regresién no lineal de la



curva estandar de LH. La sensibilidad del ensayo fue de 0,002 ng/mL. Los controles
internos se prepararon usando rLH-RP3 a una concentracién de 0,25 ng/mL. Estos se
alicuotaron y almacenaron a -202C y se incluyeron como muestras control entre
ensayos para los ELISAS posteriores.

Los niveles de FGF-21 en suero de rata se midieron usando un ensayo de ELISA
comercial (MF2100, Mouse/Rat FGF-21 Inmunoassay, R&D Systems, Minneapolis, USA)
procediendo segun las instrucciones del fabricante. La sensibilidad del ensayo fue de
3,81 pg/mL, y los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron menores del 7 y
8%, respetivamente.

PERFIL DE ESTEROIDES SEXUALES

La evaluacion del perfil completo de esteroides sexuales en suero de roedores se
determiné mediante un método altamente sensible y especifico de espectrometria de
masas en tdandem acoplada a cromatografia de gases (GC-MS/MS), llevado a cabo en el
Departamento de Medicina Interna y Nutricidn Clinica, Academia Sahlgrenska de la
Universidad de Gotemburgo, Suecia (317).

La sensibilidad del ensayo fue de 0,3 pg/mL para estradiol, 0,5 pg/mL para estrona, 4
pg/mL paraT, 1,6 pg/mL para DHT, 8 pg/mL para P y 4 pg/mL para androstendiona. Los
coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron del 2,2 y 4,3% para estradiol, 1,3
y 5,5% para estrona, 1,6 y 2,8% para T, 3y 4% para DHT, 1,9y 6,5% para P,y 1,9y
12,4% para androstendiona.

MEDIDA DE GLUCOSA EN PLASMA
La glucemia basal y tras la sobrecarga de glucosa o insulina se analizd mediante un

glucémetro ACCU-CHEK® (Aviva, Roche Diagnostics) en sangre extraida de la cola de
los animales. Los valores se expresan en mg/dL.

6. DISENOS EXPERIMENTALES

SET EXPERIMENTAL 1

6.1. IMPACTO METABOLICO Y REPRODUCTIVO DE LA MANIPULACION DEL AMBIENTE
ESTEROIDEO NEONATAL Y DE LA SOBRENUTRICION POSTNATAL

Los cambios nutricionales y la exposicion inadecuada a las hormonas sexuales durante
los primeros afos de vida pueden contribuir al desarrollo de trastornos metabdlicos y
endocrinos, como resistencia a insulina, alteraciones del peso corporal, aparicion en
etapas posteriores del desarrollo de sindrome de ovario poliquistico (PCOS), entre



otras patologias que se manifiestan durante la edad adulta (5). Sin embargo, el curso
temporal de las alteraciones metabdlicas inducidas por fendmenos de programacion
temprana, como las que se producen como consecuencia de una exposicidn
inadecuada a esteroides gonadales, asi como su interaccidon con otras condiciones
obesogénicas, aun no se ha establecido y permanece, en gran medida, desconocido.

Con el fin de estudiar el curso temporal de la instauracidn de este tipo de patologias,
en este primer bloque de experimentos, nos propusimos evaluar en ratas macho y
hembra, en la edad adulta temprana (PND50) y el periodo adulto (PND150), el impacto
de la manipulacién nutricional postnatal y del ambiente esteroideo neonatal sobre la
funcion metabdlica y gonadotropica.

Para tal fin, en el experimento 1 se analizé el impacto de la sobrenutricidon postnatal
continuada sobre pardmetros reproductivos y metabdlicos, en ratas macho y hembra,
en los dos periodos adultos anteriormente referidos. Para evitar los efectos
indeseados de una posible sobre o subnutricién intrauterina, el dia del nacimiento se
seleccionaron las crias nacidas en camadas de un niumero estandar (8 y 13 crias). Las
crias macho y hembra fueron separadas y mezcladas con crias del mismo sexo
procedentes de otras madres (cross-fostered) y agrupadas en dos tamafos de camada
diferentes: 4 crias por madre (SL, camada pequefia, como modelo de sobrenutricion
postnatal) y 12 crias por madre (NL, camada estandar como modelo de normonutricion
postnatal, grupo control). Esta organizacion de las camadas se mantuvo hasta el dia del
destete (PND23). Tras el mismo, las crias de camadas SL se alimentaron ad libitum con
una HFD, mientras que las crias de camada NL fueron alimentadas con una CD.

Paralelamente, se generé un modelo de androgenizacion neonatal mediante la
inyeccion de propionato de T (PT), a una dosis de 1.25 mg/100 pl /rata (318). En este
modelo se aplicaron las mismas manipulaciones nutricionales indicadas anteriormente.
Esto es, sobrealimentacidn postnatal y HFD tras el destete (SL/HFD) o normonutricion
postnatal y dieta control tras el destete (NL/CD) (ver representacion esquematica del
experimento en la figura 22).



iy, g Gl
e Sah ab 4 p DIETA CONTROL (CD) ad libitum
S .S o
e st HFD ad libitum
\ . -, =
_— -
Propionato de
Testosterona (PT) /.
PND 1 PND 23 PND 50 -
IS o
Nacimiento Destete Sacrificio
LACTANCIA
PND 1 PND 23 PND 150 ’a/.
Nacimiento Destete Sacrificio B

Figura 22. Representacion esquematica del protocolo seguido en el experimento 1.

Los grupos experimentales generados en este experimento y los tamafios de muestra
(N) fueron los siguientes:

Grupo Descripcion N
MACHOS NL/CD 12 crias/madre + CD 24
MACHOS SL/HFD 4 crias/madre + HFD 22
HEMBRAS NL/CD 12 crias/madre + CD 23

HEMBRAS SL/HFD 4 crias/madre + HFD 19

HEMBRAS PT/NL/CD  Propionato de testosterona + 12 crias/madre + CD 22
HEMBRAS PT/SL/HFD  Propionato de testosterona + 4 crias/madre + HFD 19

En todos estos grupos, se monitorizé el peso corporal cada 10 dias hasta la finalizacion
del experimento.

A los 50 dias de vida postnatal, un subgrupo de animales de cada grupo experimental
fue sacrificado por decapitacién, recogiéndose muestras de sangre troncal para las
posteriores determinaciones de pardmetros metabdlicos y reproductores. Todas las
hembras fueron sacrificadas en la misma fase del ciclo estral (diestro 1) para evitar las
variaciones hormonales que tienen lugar en a lo largo del ciclo. El subgrupo restante
de animales de cada grupo experimental, fue sacrificado a los 150 dias de vida
postnatal (ver representacion esquematica del disefio experimental en figura 22),
siguiendo el mismo protocolo experimental descrito para los animales sacrificados a
los 50 dias de edad.

En el experimento 2 se evalud la tolerancia a la sobrecarga de glucosa en los diferentes
grupos experimentales a ambas edades estudiadas. El dia anterior al experimento, los
animales se pesaron y fueron sometidos a ayuno durante toda la noche. A la mafiana
siguiente, se determinaron los niveles basales de glucosa circulante (B) mediante la
extraccion de una pequefia gota de sangre obtenida de la cola del animal, y con la
ayuda de un glucémetro (ACCU-CHEK® Aviva; Roche Diagnostics). A continuacion, los



animales recibieron un bolo de glucosa (1 g/Kg de peso corporal) por via
intraperitoneal (ip), tras lo cual se procedid a la extraccion de sangre a los 20, 60y 120
minutos para la determinacion de los niveles de glucosa circulantes (Figura 23).
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Figura 23. Representacidon esquematica del disefio seguido en el experimento 2.

En linea con el experimento anterior y con el objetivo de determinar si las
manipulaciones nutricionales y del ambiente esteroideo temprano producen cambios
en la sensibilidad a insulina durante la etapa adulta, en el experimento 3 se analizé la
tolerancia a la sobrecarga de insulina en animales de 50 y 150 dias de edad en todos
los grupos experimentales. Como en el experimento 2, los animales se pesaron el dia
previo al ensayo y se sometieron a ayuno durante toda la noche. A la mafiana
siguiente, se midié en todos los animales el nivel de glucosa basal (B), mediante la
extraccién de sangre de la cola y posteriormente se administrd i.p. una dosis de 1
U.l./Kg de peso corporal de insulina. Seguidamente se hicieron tomas de sangre para
conocer las concentraciones circulantes de glucosa a los 20, 60 y 120 minutos (Figura
24).
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Figura 24. Representacion esquematica del protocolo aplicado en el experimento 3.



6.2. IMPACTO METABOLICO Y GONADOTROPICO DE LA SOBRENUTRICION POST-
NATAL Y/O LA ABLACION GONADAL EN RATAS MACHO Y HEMBRA ADULTAS

Tal y como ya se avanzo en la introduccion, el déficit de esteroides sexuales, como el
gue ocurre en situaciones de hipogonadismo, en hombres, o tras la menopausia, en
mujeres, estd asociado a un mayor riesgo en el desarrollo de enfermedades
metabdlicas como la T2DM. A su vez, los trastornos metabdlicos como la obesidad y la
T2DM, conducen al desarrollo de cuadros de hipogonadismo de origen central, sobre
todo en hombres (319, 320). En este contexto, la suma de todas estas condiciones nos
transporta a un escenario potencial donde es predecible que el riesgo de padecer
alteraciones metabdlicas y reproductoras se multiplique exponencialmente. Sin
embargo, el numero de estudios enfocados en caracterizar las consecuencias
metabdlicas y gonadotrépicas del efecto combinado de las manipulaciones
nutricionales tempranas y el déficit de esteroides gonadales en la etapa adulta, es muy
limitado.

En este contexto, en este bloque de experimentos se analizé el impacto, en ratas
macho y hembra de 5 meses de edad (PND150), de la combinacién de distintos
protocolos de manipulaciéon de estado nutricional (NL/CD y SL/HFD) y el déficit de
esteroides sexuales, mediante la eliminacion de las génadas (GNX).

Para tal fin, y en la misma linea de los experimentos anteriores, en el experimento 7,
se generaron grupos sometidos a distintas condiciones nutricionales durante la etapa
postnatal. Mds concretamente, los animales se dividieron en dos grupos, un primer
grupo sometido a sobrenutriciéon postnatal y dieta alta en grasa tras el destete
(SL/HFD), y un segundo normonutrido durante todo el periodo que fue utilizado como
control (NL/CD). A los 90 dias de edad, la mitad los animales de ambos grupos fueron
sometidos a GNX vy, posteriormente, todos los animales fueron sacrificados a los 5
meses de edad (dia 150 PN). En el caso de las hembras intactas el dia del sacrificio se
hizo coincidir con la fase de diestro del ciclo estral (Figura 25).
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Figura 25. Representacion esquematica del protocolo seguido en el experimento 7.



En el experimento 7 se generaron los siguientes grupos experimentales:

Grupo Descripcion Hembras (N) Machos (N)
NL/CD intactos 12 crias/madre + CD 11 12
SL/HFD intactos 4 crias/madre + HFD 10 12

NL/CD GNX 12 crias/madre + CD + GNX 12 12
SL/HFD GNX 4 crias/madre + HFD + GNX 10 8

La evolucién del peso fue monitorizada en todos los grupos a intervalos de 10 dias
desde el momento de la castracion (PND90). Posteriormente, el PND150 todos los
animales fueron sacrificados por decapitacion recogiéndose muestras de sangre
troncal para los analisis de parametros metabdlicos y reproductores.

Adicionalmente, y siguiendo los mismos protocolos mencionados en el apartado
anterior, en los experimentos 8 y 9 se evalud la tolerancia a glucosa y a insulina,
respectivamente, en estos grupos experimentales.

SET EXPERIMENTAL 2

6.3. ANALISIS DEL PAPEL DE AMPK EN NEURONAS GnRH Y KISS1 EN EL CONTROL
INTEGRADO DEL METABOLICO Y LA FUNCION REPRODUCTORA

Como se ha descrito, el eje gonadotropico es un sistema jerarquico, en el que las
neuronas GnRH y sus principales activadores aferentes, las neuronas Kiss1, ocupan una
posicion destacada. Estas neuronas juegan un papel esencial en la adquisicidn y el
mantenimiento de la funcidén reproductora y estan reguladas por multiples factores,
entre los cuales se encuentran las sefiales metabdlicas. En los ultimos anos, se ha
publicado un numero elevado de articulos demostrando el papel esencial del sensor
metabodlico AMPK en el control de la homeostasis energética. Ademas, han aparecido
de forma fragmentaria ciertas evidencias que sugieren un posible papel para este
sensor en el control integrado del metabolismo y la funcién reproductora (2). En este
sentido, y para tratar de ahondar en los posibles mecanismos funcionales en los que
interviene este sensor para la regulacién integrada de la funcidon reproductora y el
metabolismo, evaluamos el impacto de la eliminacion selectiva de AMPKal en
neuronas GnRH y Kiss1 sobre distintos parametros metabdlicos y reproductores.

6.3.1. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LA ACTIVACION PUBERAL EN LOS
MODELOS GAMKO Y KAMKO

En relacion a lo anteriormente descrito, en el experimento 10 evaluamos el efecto de
la eliminacién selectiva de AMPKal en neuronas GnRH y Kiss1 (los ratones GAMKO y



KAMKO, respectivamente) y sus correspondientes controles, sobre la maduracion
puberal. Para ello, se analizaron marcadores externos de llegada a la pubertad, como
apertura vaginal (AV) en caso de las hembras y separacion balano prepucial (SBP) en
caso de los machos. Adicionalmente, se monitorizé en hembras la ciclicidad estral
mediante citologia vaginal diaria, durante un periodo de 5 semanas, que permitio la
identificacion de la edad del primer estro, como marcador de la primera ovulacién en
roedores.

En base a los datos obtenidos y dada la importancia de las aferencias kisspeptidérgicas
sobre la funcionalidad de las neuronas GnRH, en el experimento 11 se analizg,
especificamente en animales GAMKO pre-puberales, la respuesta de estos ratones a la
inyeccion central de Kp-10, en términos de secrecidon de LH. Con ello, se pretendia
evaluar el impacto de la eliminacion de la sefalizacion de AMPK sobre la funcionalidad
de las neuronas GnRH.

Para ello, los animales fueron canulados y el dia 23 de vida postnatal (PND23) se
administré i.c.v. una dosis de Kp-10 (50 pmol/ratéon en 5ul) y se tomaron muestras de
sangre de la cola antes (0) y a los 15, 30, 60 y 90 minutos tras la inyeccion (Figura 26).
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Figura 26. Representacion esquematica del disefio implementado en el experimento 11.

Por otro lado, y dada la ausencia de manifestaciones fenotipicas en los ratones KAMKO
en condiciones de normonutricidn, nos propusimos la caracterizacion de este modelo
en condiciones de balance energético negativo, las cuales, estd bien caracterizado,
producen la activacion selectiva de AMPK.

Con este objetivo, en el experimento 12, se sometieron ratones KAMKO y sus
correspondientes controles a una restriccidon caldrica del 20% desde el dia 22 hasta el
dia 44 de vida y se monitorizaron distintos parametros relacionados con la maduracion
puberal. Por motivos comparativos, se incluyeron adicionalmente en el mismo estudio
ratones KAMKO vy controles alimentados ad libitum (figura 27). En todos los animales
se monitorizd diariamente el peso corporal y la apertura vaginal. Al finalizar el
experimento, los animales fueron sacrificados por decapitacion para la toma de sangre



troncal con el fin de determinar los niveles de LH circulante y se registraron los pesos
de ovario.
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Figura 27. Representacién esquemadtica del disefio seguido en el experimento 12.

6.3.2. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LA FUNCION REPRODUCTORA EN LA EDAD
ADULTA EN LOS MODELOS GAMKO Y KAMKO

Tras la caracterizacion del efecto de la eliminacidn de la sefializacidn a través de AMPK
en neuronas GnRH y Kiss1 sobre el proceso de maduracion puberal, nos centramos en
la caracterizacion de las implicaciones de dicha eliminacion sobre aspectos
relacionados con el mantenimiento de la funcion reproductora durante la etapa
adulta. Para ello, en el experimento 13, se evalud la pulsatilidad de LH en hembras de
ambos genotipos y machos GAMKO durante un periodo de 3 horas, de acuerdo con los
protocolos indicados en esta seccion de Materiales y Métodos. Los principales
parametros de secrecion de LH estudiados fueron el nivel medio y basal de LH, asi
como la frecuencia de pulsos de LH en un periodo de 3 horas.

Adicionalmente, en el experimento 14, se estudiaron distintos pardmetros
relacionados con el funcionamiento de la funcion reproductora en la etapa adulta. En
este sentido, se monitorizd la ciclicidad estral en hembras mediante frotis vaginal
diario, durante un periodo superior a 30 dias (que corresponde a 7-8 ciclos estrales
completos), lo que permitié el estudio de la regularidad del ciclo estral. Por otro lado,
se estudid la capacidad reproductiva en hembras mediante la evaluacién de la
fertilidad, tras su cruce con ratones macho de fertilidad probada, y el analisis del
tamafio de la camada. Asimismo, se llevaron a cabo analisis en machos y hembras
adultos del peso de ovarios y testiculos, como parametros indicativos del estado de Ia
funcién gonadal.

Por otro lado, y con el objetivo de caracterizar de una forma mas detallada el impacto
de la pérdida de AMPK en ratones GAMKO y KAMKO sobre su respuesta, en términos
de secrecién de LH, a distintos activadores centrales del eje reproductor, en el
experimento 15 se administrd i.c.v. una dosis de Kp-10 (50 pmol/ 5ul) en ratones



hembra de ambos genotipos y machos GAMKO, asi como un bolo del agonista de los
receptores tipo 3 de taquiquininas (NK3R), Senktide (600 pmol/5 ul) en hembras
GAMKO y KAMKO. Adicionalmente, se testd una dosis i.p. de GnRH (0,25 pg/ratén en
100 ul) en machos y hembras del modelo GAMKO (figura 28).
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Figura 28. Representacion esquematica del disefio implementado en el experimento 15.

6.3.3. IMPACTO DEL ESTRES METABOLICO SOBRE LA FUNCION GONADOTROPICA EN
LA EDAD ADULTA EN LOS MODELOS GAMKO Y KAMKO

Tras una caracterizacion exhaustiva del fenotipo reproductor de los ratones GAMKO y
KAMKO en la edad adulta, y dado el efecto positivo que tiene el déficit energético
sobre la activacion de AMPK, en un segundo set de experimentos nos propusimos
evaluar el impacto de distintos protocolos de restriccion caldrica sobre diferentes
parametros indicadores del funcionamiento del eje reproductor, la secrecion pulsatil
de LH, la ciclicidad ovarica o la respuesta a activadores centrales del eje reproductor
como la Kp-10. Para completar estos estudios se evalud, ademas, el papel de los
esteroides gonadales en la respuesta de estos parametros a la restriccion caldrica
mediante la eliminacion de la génadas.

En este sentido, en el experimento 16 se evalud el impacto de la restriccidn caldrica,
seguida de un periodo de re-feeding, sobre la ciclicidad estral. Para ello, se usaron dos
protocolos diferentes, tal y como se muestra en la figura 29. En el primer ensayo, se
aplicé un grado de subnutricion del 15% (es decir, la racion diaria fue del 85% de la
ingesta de alimentos ad libitum) seguido de un re-feeding ad libitum, mientras que en
el segundo protocolo los animales fueron sometidas a una subnutricién mas intensa
del 35%, seguida de un re-feeding parcial al 85% de la ingesta diaria ad libitum. El
periodo de subnutricidn comenzd durante fase de diestro y se detuvo cuando todas las
ratonas de ambos genotipos (KOs y controles) interrumpieron su ciclicidad estral,
momento en el que se inicid la fase de re-feeding. Posteriormente, el experimento se



continud con este periodo de re-feeding hasta que todos los animales mostraron un
estro en su ciclo ovarico, hecho que se correlaciona con la recuperacion de la
ciclicidad. Durante todo el experimento se controlaron el peso corporal y la ciclicidad
estral, y se determind el nimero de dias transcurridos hasta la recuperacion de la
ciclicidad tras el periodo de re-feeding.

En el modelo de ratones KAMKO tan sélo se llevé a cabo el protocolo consistente en
una subnutricion del 35%, seguida de re-feeding al 85% dada la ausencia de
diferencias, con respecto a los ratones control, en los parametros analizados, las cuales
si fueron significativas en el modelo GAMKO.
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Figura 29. Representacidon esquematica del experimento 16.

Posteriormente, en el experimento 17 se evalud, en ratones hembra adultas GAMKO y
KAMKO, y sus correspondientes controles, los perfiles de pulsatilidad de LH durante 3
horas en condiciones de normonutricion y después de un protocolo de 18 horas de
ayuno, como se ilustra en la figura 30. Para la realizacion de los ensayos, se monitorizé
el ciclo estral de los animales y éstos se realizaron coincidiendo con el dia de diestro,
con el objeto de evitar las fluctuaciones hormonales que tienen lugar en las diferentes
fases del ciclo. Los experimentos se realizaron siguiendo los procedimientos descritos
anteriormente de avituallamiento y toma de muestras de sangre para monitorizacion
de la pulsatilidad de LH.

En base a los niveles de LH esperados, seglin nuestra propia experiencia, el volumen de
sangre recogido en cada toma fue de 4ul, en el caso los animales normonutridos, y de
7 ul tras el ayuno de 18 h. Tras la medida de los niveles de LH por ELISA, se calcularon
los valores basales y medios de LH, la frecuencia de pulsos en las 3 horas que durd la
recogida de muestras y la masa total de LH liberada en sangre a lo largo del periodo de
estudio, calculada como area bajo la curva ((AUC) (y=0)) y delta AUC (y= nivel basal



para cada muestra), donde esta uUltima corresponde al drea sobre el nivel basal. La
comparacion entre AUC y delta AUC permite apreciar, mas facilmente, diferencias en
la masa secretora de LH entre condiciones experimentales que implican cambios en los
niveles basales de LH, como el ayuno vs. la normonutricion. Adicionalmente, en la
seccion de resultados se muestran también los perfiles individuales de secrecion de LH
a lo largo de las 3 horas que duré el experimento.
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Figura 30. Representacion esquematica del disefio implementado en el experimento 17.

Adicionalmente, y atendiendo a la respuesta diferencial de LH a la administracién
central de Kp-10 mostrada por los ratones GAMKO normonutridos, en el experimento
18 nos propusimos evaluar en hembras GAMKO esta misma respuesta en condiciones
de balance energético negativo (ayuno). En este contexto, datos publicados en la
literatura han demostrado un incremento en la sensibilidad del eje gonadotrépico, en
términos de secrecién de LH, a la administracién central de Kp-10 (253). Para tal fin, se
monitorizd diariamente la ciclicidad estral mediante citologia vaginal, con el objetivo
de comenzar el periodo de ayuno en fase de diestro y asi evitar las variaciones
hormonales del ciclo estral. Tras 18 horas de ayuno, se les tomd a todos los animales
muestras de sangre de la cola antes (B) y a los 15, 30, 60 y 90 minutos tras la
administracién i.c.v. con una dosis de Kp-10 (50 pmol/ratén en 5ul) (Figura 31).
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Figura 31. Representacion esquematica del experimento 18.



6.3.4. FUNCION GONADOTROPICA EN EL MODELO GAMKO TRAS MANIPULACION DEL
ESTADO GONADAL: INTERACCION CON EL ESTADO NUTRICIONAL

Datos recientes han demostrado una potente relacién entre los esteroides gonadales,
y mas concretamente el estradiol, y la actividad del sensor metabdlico AMPK (293).
Igualmente, existen datos que sugieren una intervencidn de los esteroides sexuales en
la capacidad de las neuronas GnRH para interaccionar con el estado nutricional a
través de cambios en la actividad de AMPK (302). En base a esto, en un nuevo set de
experimentos nos propusimos estudiar la intervencion de las hormonas gonadales en
la actividad del eje gonadotrdpico en ratones hembra adultos GAMKO y controles, en
condiciones de normonutricion y sometidos a dos condiciones distintas de déficit
energético (ayuno y restriccién caldrica del 35%). Para ello, se estudiaron cambios en
los patrones de pulsatilidad de LH en las condiciones anteriormente mencionadas. En
linea con esto, en el experimento 19 se compararon los perfiles de secrecién de LH en
animales intactos y tras ovariectomia (OVX) bilateral en ambos genotipos. En el caso
del grupo de animales ovariectomizados, la ovariectomia se realizd un mes antes de
comenzar las 3 semanas de avituallamiento, momento tras el cual comenzaron los
analisis de pulsatilidad del LH en condiciones de normonutricion. Seguidamente, y tras
la recuperacidon completa de los animales, en el experimento 20 los ratones fueron
sometidos a ayuno de 18 horas, tras el cual se realizd un nuevo test de pulsatilidad de
LH aplicando los procedimientos descritos en apartados anteriores. De nuevo, tras la
recuperaciéon total de los animales, en el experimento 21 éstos fueron sometidos
adicionalmente a un protocolo de reduccién del 35% de la ingesta diaria durante una
semana, tras el cual se estudiaron nuevamente los patrones de pulsatilidad de LH
(Figura 32).
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Figura 32. Representacién esquemadtica del experimento 20y 21.



7. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos son presentados como la media + SEM (error estandar de la media). Las
respuestas integradas de secrecion de LH y niveles de glucosa en sangre con respecto
al tiempo en los diferentes grupos experimentales fueron expresadas como area bajo
la curva (AUC), calculada siguiendo la regla del area trapezoidal. Adicionalmente, en
algunos experimentos se incluye el valor del AAUC, el cual representa la masa
secretora neta sobre los niveles basales. El nUmero de muestras incluidas por grupo
para los distintos estudios se indica en la seccién de Resultados. El Software Prism
GraphPad 5.03 (GraphPad Software Inc.; La Jolla, CA, USA) se utilizé para los analisis
estadisticos con el fin de determinar la existencia de diferencias estadisticamente
significativas. Para comparar las comparaciones entre grupos distintos se realizd la
prueba t-Student. En el caso de comparaciones multiples, se aplic6 ANOVA de dos vias
seguido de un test de rango multiple de Newman-Keuls. El nivel de significancia se
estableci6 en P < 0.05 y los asteriscos o letras diferentes indican significacién
estadistica.
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RESULTADOS
BLOQUE TEMATICO 1. Alteraciones endocrino-metabdlicas en modelos de manipulacién
del balance energético y la funcion gonadal

A fin de cubrir parte de los objetivos especificos de esta Tesis, llevamos a cabo una
serie de estudios experimentales, utilizando como modelo la rata Wistar de ambos
sexos, dirigidos a caracterizar la naturaleza y curso temporal de las alteraciones
metabodlicas y gonadotropicas inducidas por diferentes manipulaciones obesogénicas y
de la funcién gonadal, de potencial relevancia traslacional, tales como la
androgenizacidn neonatal, la sobrealimentacidn postnatal y la dieta alta en grasa, o la
eliminacion de esteroides gonadales.

1. IMPACTO METABOLICO Y REPRODUCTIVO DE LA MANIPULACION DEL AMBIENTE
ESTEROIDEO NEONATAL Y DE LA SOBRENUTRICION POSTNATAL

En un primer bloque de experimentos, nos propusimos estudiar el curso temporal del
impacto sobre la funcion metabdlica y reproductiva de la manipulacion del ambiente
esteroideo neonatal, mediante analisis realizados en la edad adulta temprana (post-
puberal; PND50) y el periodo adulto (PND150). Adicionalmente, valoramos a estas
edades el posible efecto sumatorio de la alteracion de la diferenciacién sexual
hipotalamica y la manipulacion de la ingesta calérica durante el periodo postnatal
sobre estas mismas funciones.

Asi, en una primera aproximacion, analizamos en ratas hembra y macho, el impacto de
manipulaciones nutricionales tempranas sobre distintos marcadores reproductivos y
metabodlicos. Como se describe en la Seccion de Materiales y Métodos, debido a su
mayor valor traslacional, centramos nuestros analisis en las consecuencias de la
sobrenutricion durante la lactancia, mediante la cria en camadas pequefias (SL),
seguido del consumo de una dieta rica en grasas (HFD) tras el destete, generando de
esta forma un modelo de sobrealimentacién temprana continuada (SL/HFD). El
correspondiente grupo normonutrido durante todo el periodo de estudio (NL/CD) fue
empleado como control. En paralelo, a fin de evaluar el impacto de una exposicion
inapropiada a andrdgenos durante periodos criticos del desarrollo, se generd un
modelo en hembra de androgenizacidon neonatal, seguido de una sobrealimentacién
postnatal y del consumo de una HFD desde el destete (PT/SL/HFD), asi como un
modelo control, androgenizado neonatalmente y no sobrealimentado durante todo el
periodo de estudio (PT/NL/CD).

El andlisis de la evolucion del peso corporal, realizado a intervalos de 10 dias durante el
periodo de estudio, puso de manifiesto, en ambos sexos, que en relacién a los
controles normonutridos (NL/CD), los animales con una mayor disponibilidad de
recursos energéticos (SL/HFD) mostraron un incremento significativo del peso



corporal, que ya fue significativo desde el dia 14 de vida hasta el final del experimento
(PND150; Figura 33). De igual modo, la androgenizacidon neonatal de ratas hembra
(PT/NL/CD) incrementd significativamente el peso corporal a lo largo del estudio;
efecto que se vio magnificado por la sobrealimentacién postnatal (PT/SL/HFD; Figura
33).
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Figura 33. Evolucion del peso corporal (g) en ratas macho y hembra de 50 y 150 dias edad
sometidas a normonutricion (NL) o sobrenutricién (SL) durante el periodo de lactancia y
alimentadas con una dieta control (CD) o alta en grasas (HFD) tras el destete. En el caso de
hembras androgenizadas, las ratas fueron tratadas s.c. el primer dia de vida con propionato de
testosterona (PT; 1.25 mg/rata). Los datos se representan como la media + SEM de, al menos,
10 determinaciones independientes por grupo. Los grupos con diferentes letras son
estadisticamente diferentes, P<0.05.

De otra parte, nuestros analisis de los niveles séricos de hormonas implicadas en la
funcién reproductora evidenciaron que las ratas macho sobrealimentadas durante el
periodo de lactancia y alimentadas con una dieta rica en grasas (SL/HFD) mostraron, en
las edades PND50 y PND150, unos niveles de LH inferiores a los presentados por
animales normonutridos (NL/CD) durante todo el periodo de estudio, si bien esta
disminucion solo alcanzé significacion estadistica en edad adulta intermedia (PND150;
Figura 34).

Por su parte, las hembras sobrealimentadas (SL/HFD) no mostraron modificaciones en
los niveles séricos de LH a ninguna de las dos edades estudiadas en comparacién con el
grupo control (Figura 34). Por el contrario, en hembras sometidas a androgenizacién
neonatal, la sobrealimentaciéon postnatal (PT/SL/HFD) cursé con un descenso
significativo de los niveles basales de LH en las dos edades estudiadas (Figura 34).
Ademas, todos los animales androgenizados presentaron un cuadro anovulatorio v,
por tanto, eran infértiles.



2.0 Fk 2.0 2.0

15 15 15
E E * E
g0 g0 210
I I k¥ * T
- - -
0.5 0.5 . 05 ﬁ | | ﬁ
0.0 0.0 L1 0.0
NUCD SUHFD NL/CD SLIHFD NL/CD SLIHFD NUCD SU/HFD NL/CD SLUHFD NU/CD SL/HFD
PND50 PND150 PND50 PND150 PNDS50 PND150

Figura 34. Niveles séricos de LH (ng/mL) en ratas macho y hembra a los dias 50 y 150 de edad
(PND50 y PND150), sometidas o no a sobrenutricidon postnatal (SL) y alimentadas con una dieta
control (CD) o alta en grasas (HFD) tras el destete. En el caso de hembras androgenizadas, las
ratas fueron tratadas s.c. el primer dia de vida con propionato de testosterona (PT; 1.25
mg/rata). Los datos se representan como la media * SEM de, al menos, 10 determinaciones
independientes por grupo. Los grupos con asteriscos son significativamente diferentes, *
P<0.05y ** P<0.01. ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls.

De forma analoga a la LH, los niveles séricos de FSH, a los 50 y 150 dias de edad, en
ratas macho sobrealimentadas durante todo el periodo de estudio (SL/HFD) fueron
inferiores a los de los correspondientes grupos normonutridos (NL/CD); cambio que
fue estadisticamente significativo a las dos edades (PND50 y PND150) estudiadas.
Adicionalmente, los niveles circulantes de FSH de machos controles y obesos a los 150
dias de edad, fueron significativamente inferiores a los detectados en el PND50 (Figura
35).

En hembras, la sobrenutricion postnatal (SL/HFD) no provocd ninguna modificacion en
los niveles séricos de FSH, a ninguna de las dos edades analizadas, en comparacién con
el correspondiente grupo control (NL/CD) a dicha edad. Sin embargo, las hembras
obesas (SL/HFD) de 150 dias de vida mostraron una disminucién significativa de los
niveles circulantes de FSH, comparado con los niveles mostrados a los 50 dias por este
mismo grupo (Figura 35).

Por otro lado, las hembras androgenizadas neonatalmente y sobrealimentadas
durante la lactancia y tras el destete (PT/SL/HFD) mostraron una reduccion significativa
de los niveles de FSH a los 50 dias de vida, con respecto a los animales androgenizados
neonatalmente y normonutridos durante todo el periodo de estudio (PT/NL/CD). En
cambio, esta tendencia se invirtio a los 150 dias de edad, en el que los niveles de FSH
fueron significativamente superiores en el grupo PT/SL/HFD, en comparacién con el
grupo androgenizado y normonutrido. Asimismo, las hembras PT/NL/CD evidenciaron
una reduccidn significativa de los niveles séricos de FSH en el PND150 comparados con
los niveles en el PND50 (Figura 35).
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Figura 35. Niveles séricos de FSH (ng/mL) en ratas macho y hembra a los dias 50 y 150 de edad
sometidas o no a sobrenutricion postnatal (SL) y alimentadas tras el destete con una dieta
control (CD) o alta en grasas (HFD). En el caso de hembras androgenizadas, las ratas fueron
tratadas s.c. el primer dia de vida con propionato de testosterona (PT; 1.25 mg/rata). Los datos
se representan como la media £ SEM de, al menos, 10 determinaciones independientes por
grupo. Los grupos con asteriscos son significativamente diferentes, * P<0.05, ** P<0.01 y ***
P<0.001. ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls.

Adicionalmente, los analisis de los perfiles de esteroides sexuales circulantes en los
grupos experimentales indicados mostraron que, en machos de 50 dias, la obesidad
(SL/HFD) no alter6 significativamente los niveles circulantes de T, DHT, androstendiona
ni P. Por el contrario, los machos obesos (SL/HFD) de 150 dias presentaron una
reduccion significativa de estos niveles de esteroides, salvo en el caso de P. Ademas,
los machos del grupo control (NL/CD) mostraron en el PND150 niveles de T,
androstendiona y P significativamente superiores a los del grupo de machos control en
PND50. Por su parte, los niveles de DHT a los 150 dias fueron significativamente
suprimidos en los machos obesos (SL/HFD), en comparacion con los machos
sobrealimentados al PND50 (Figura 36). Destacablemente, en machos, los niveles de
estradiol y estrona no fueron detectables mediante nuestro sistema ultrasensible de
analisis.

En el caso de las hembras, nuestros resultados indican que el incremento de la
disponibilidad de recursos energéticos desde la lactancia hasta la edad adulta (SL/HFD)
curso, a las edades PND50 y PND150, sin modificaciones significativas de los niveles
circulantes de T, DHT, P y estrona, si bien detectamos tendencias a un incremento en
los niveles de DHT, que quedd muy préximo a la significacion estadistica a ambas
edades. De la misma forma, se detecté una tendencia al incremento en los niveles de
estrona en las rata hembra obesas en el PND150, que no alcanzé significacion
estadistica debido a la considerable dispersion de los datos. De otra parte,
sobrenutricién postnatal en las hembras (SL/HFD) produjo un aumento significativo en
los niveles de androstendiona y E2, Unicamente en el PND150 (Figura 36).

Por otro lado, la androgenizacion neonatal de ratas hembra, junto a la exposicidon
combinada de la SL y la HFD, no provocd alteraciones significativas en los niveles
séricos de T, DHT, P ni E2 a ninguna de las dos edades estudiadas, respecto del grupo
control (NL/CD). Por el contrario, las hembras PT/SL/HFD mostraron un aumento



significativo de los niveles de androstendiona y estrona, Unicamente a los 150 dias de
vida. A esta edad, los grupos control (PT/NL/CD) y obeso (PT/SL/HFD) mostraron una
reduccion significativa de los niveles de DHT y E2, y un aumento significativo de los
niveles de estrona circulantes, manifestado Unicamente en ratas obesas (PT/SL/HFD)

(Figura 36).
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Figura 36. Niveles séricos de T, DHT, androstendiona y P, en ratas macho y hembra, y niveles
circulantes de E2 y estrona (pg/mL) en ratas hembra a los dias 50 y 150 de edad sometidas o



no a sobrenutricion postnatal (SL) y alimentadas tras el destete con una dieta control (CD) o
alta en grasas (HFD). En el caso de hembras androgenizadas, las ratas fueron tratadas s.c. el
primer dia de vida con propionato de testosterona (PT; 1.25 mg/rata). Los datos se
representan como la media £+ SEM de, al menos, 10 determinaciones independientes por
grupo. Los grupos con asteriscos son significativamente diferentes, * P<0.05, ** P<0.01 y ***
P<0.001. ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls.

En paralelo, implementamos analisis de pardmetros metabdlicos relevantes, en ratas
de ambos sexos, en los grupos experimentales antes indicados, a las edades de PND50
y PND150. En linea con lo observado en los andlisis longitudinales, nuestros resultados
mostraron que, aunque los animales de ambos grupos (NL/CD vy SL/HFD)
experimentaron un incremento significativo del peso corporal entre los 50 y los 150
dias de edad, la sobrenutricidon durante la lactancia y la alimentacién con una HFD tras
el destete (SL/HFD) indujeron una mayor ganancia en el peso corporal en relacion a sus
correspondientes controles (NL/CD) en ambas edades. Destacablemente, la
androgenizacién neonatal en ratas hembra indujo una ganancia ponderal superior a la
observada en ratas hembra no androgenizadas, que fue maxima en el PND150 y tras la
combinacion con las otras manipulaciones obesogénicas (PT/SL/HFD) (Figura 37).

Ademas de un incremento del peso corporal, nuestros analisis evidenciaron que, en los
machos, la sobrenutricién durante la lactancia seguida del consumo de una dieta HFD
(SL/HFD) produjo un aumento de los niveles basales de glucosa, a los PND50 y PND150.
Por el contrario, en las ratas hembra, la combinacién de estas manipulaciones
obesogénicas no modificd significativamente los niveles de glucemia basal, en
comparacion con el grupo control (NL/CD). Por otro lado, en ratas hembra
androgenizadas neonatalmente, se detectd una elevacidn moderada pero significativa
de la glucemia basal causada por la combinacion de manipulaciones obesogénicas
(PT/SL/HFD), exclusivamente a los 50 dias de edad (Figura 37).

Por otro lado, en nuestro modelo experimental, la sobrenutricién postnatal seguida de
HFD no indujo modificaciones significativas en los niveles circulantes de insulina en
ratas macho a ninguna de las dos edades estudiadas, mientras que en hembras se
observé una disminucién de las concentraciones séricas de insulina en el grupo
SL/HFD, selectivamente en el PND50. Este fendmeno no se detecté en las ratas
hembra sometidas a androgenizacién neonatal (PT/SL/ HFD), en las que las que los
niveles de insulina en el PND50 fueron superiores a los de los correspondientes
controles (PT/NL/CD) (Figura 37). En los grupos normonutridos (NL/CD) de ambos
sexos se produjo una disminucion significativa de los niveles de circulantes de insulina
entre el PND50 y PND150, que no se observd en los grupos obesos (Figura 37).
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Figura 37. Peso corporal (g) y niveles séricos de glucosa (mg/dL) e insulina (ng/mL) en ratas
macho y hembra a los dias 50 y 150 de edad sometidas o no a sobrenutricidon postnatal (SL) y
alimentadas tras el destete con una dieta control (CD) o alta en grasas (HFD). En el caso de
hembras androgenizadas, las ratas fueron tratadas s.c. el primer dia de vida con propionato de
testosterona (PT; 1.25 mg/rata). Los datos se representan como la media + SEM de, al menos,
10 determinaciones independientes por grupo. Los grupos con asteriscos son
significativamente diferentes, * P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001. ANOVA seguido de un test
de rango multiple Student-Newman-Keuls.

Adicionalmente, en los distintos grupos experimentales se exploraron posibles
alteraciones en la homeostasis de la glucosa mediante un test de tolerancia a glucosa
(GTT) via ip. Los resultados obtenidos indican que los animales sobrenutridos durante
el periodo de lactancia y alimentados con una dieta rica en grasas tras el destete
(SL/HFD) muestran una intolerancia a la sobrecarga de glucosa respecto a sus controles
(NL/CD), siendo este efectos estadisticamente significativo ya a 50 dias de edad en
ratas macho y hembras sometidas a androgenizacidon neonatal. Esta intolerancia al
manejo de la sobrecarga de glucosa fue aun mas marcada en el PND150; fenédmeno
que fue detectado en ambos sexos (Figura 38, panel superior), y que se manifesté con
una elevacion de la masa total de glucosa circulante tras la sobrecarga, expresado
como area bajo la curva (AUC), asi como un incremento neto de los niveles globales de
glucosa tras la inyeccién ip del bolo, expresado como delta AUC (AAUC) (Figura 38,
panel inferior).
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Figura 38. Niveles séricos de glucosa (mg/dL), antes y 20, 60 y 120 min después de la
administracion ip de glucosa (1 g/Kg), en ratas macho y hembra de 50 y 150 dias de edad
sometidas a normonutricidon (NL) o sobrenutricidn (SL) postnatal y alimentadas tras el destete
con una dieta control (CD) o alta en grasas (HFD). En el caso de las hembras androgenizadas,
las ratas fueron tratadas s.c. el primer dia de vida con propionato de testosterona (PT; 1.25
mg/rata). En el panel inferior, se muestran los niveles integrados de glucosa, estimados como
area bajo la curva (AUC) por la regla trapezoidal, asi como delta AUC (incremento sobre niveles
basales) a lo largo del periodo de estudio. Los datos se representan como media + SEM de, al
menos, 10 determinaciones independientes por grupo. Los grupos con asteriscos son
significativamente diferentes, * P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001. ANOVA seguido de un test
de rango multiple Student-Newman-Keuls.

Por otro lado, en ratas macho de 50 dias, la obesidad (SL/HFD) no modificd la
respuesta de los animales a la sobrecarga ip de insulina, a pesar de que los niveles de
glucosa previos a su administracién se encontraban significativamente aumentados.
Por el contrario, en el PND150, los machos SL/HFD mostraron una clara resistencia a
insulina, ya que tras la sobrecarga, los niveles circulantes de glucosa permanecieron



incrementados significativamente en comparacién con los niveles del grupo control
(NL/CD) (Figura 39).

En ratas hembra, la combinacién de manipulaciones obesogénicas (SL/HFD) no
modificd la respuesta en términos de niveles circulantes de glucosa tras la sobrecarga
ip de insulina, que fue similar a la de ratas control (NL/CD) a los 50 y 150 dias de edad
(Figura 39). Por el contrario, en ratas hembra androgenizadas, la sobrenutricion
postnatal (PT/SL/HFD) causo tanto una elevacién de la glucemia basal como una menor
disminucion de los niveles circulantes de glucosa tras la inyeccion ip del bolo de
insulina en comparacioén con las ratas androgenizadas normonutridas (PT/NL/CD) en el
PND50 y PND150, si bien a los 150 dias de edad las diferencias entre ambos grupos
fueron menos acusadas (Figura 39).
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Figura 39. Niveles séricos de glucosa (mg/dL), antes y 20, 60 y 120 min después de la
administracion ip de insulina (0.75 UI/Kg), en ratas macho y hembra de 50 y 150 dias de edad
sometidas a normonutricidon (NL) o sobrenutricidn (SL) postnatal y alimentadas tras el destete
con una dieta control (CD) o alta en grasas (HFD). En el caso de hembras androgenizadas, las
ratas fueron tratadas s.c. el primer dia de vida con propionato de testosterona (PT; 1.25
mg/rata). En el panel inferior, se muestran los niveles integrados de glucosa, estimados como
area bajo la curva (AUC) por la regla trapezoidal a lo largo del periodo de estudio. Los datos se
representan como la media £+ SEM de, al menos, 10 determinaciones independientes por
grupo. Los grupos con asteriscos son significativamente diferentes, * P<0.05, ** P<0.01 y ***
P<0.001. ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls.



El analisis de diversos marcadores hormonales en los grupos experimentales indicados
mostré que la sobrealimentacion durante la lactancia en combinacién con una HFD
tras el destete provocd un aumento muy marcado de los niveles circulantes de leptina,
que fue altamente significativo en machos (SL/HFD) y hembras androgenizadas
(PT/SL/HFD), a los 50 y 150 dias de edad. En el caso de las hembras obesas (SL/HFD), el
incremento de los niveles circulantes de leptina se produjo Unicamente en el PND150
(Figura 40).
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Figura 40. Niveles séricos de leptina (ng/mL) en ratas macho y hembra a los dias 50 y 150 de
edad sometidas o no a sobrenutricion postnatal (SL) y alimentadas tras el destete con una
dieta control (CD) o alta en grasas (HFD). En el caso de hembras androgenizadas, las ratas
fueron tratadas s.c. el primer dia de vida con propionato de testosterona (PT; 1.25 mg/rata).
Los datos se representan como la media + SEM de, al menos, 10 determinaciones
independientes por grupo. Los grupos con asteriscos son significativamente diferentes,*
P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001. ANOVA seguido de un test de rango mdultiple Student-
Newman-Keuls.

Nuestros resultados muestran igualmente que la exposicion a condiciones
obesogénicas (SL/HFD) no produjo alteraciones significativas de los niveles circulantes
de ghrelina, en ratas macho o hembra a ningunas de los dos edades estudiadas, si
bien, en las ratas hembra SL/HFD se observé un tendencia a la disminucidon de los
niveles circulantes de ghrelina en el PND50 (Figura 41). Por otro lado, mientras los
grupos controles de machos y hembras (NL/CD) experimentaron un descenso de los
niveles séricos de ghrelina entre el PND50 y PND150, que fue significativo en machos y
préximo a la significacién estadistica en hembras, este descenso no se observd en las
ratas hembra androgenizadas neonatalmente (Figura 41).
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Figura 41. Niveles séricos de ghrelina (pg/mL) en ratas macho y hembra a los dias 50 y 150 de
edad sometidas o no a sobrenutricion postnatal (SL) y alimentadas tras el destete con una
dieta control (CD) o alta en grasas (HFD). En el caso de hembras androgenizadas, las ratas
fueron tratadas s.c. el primer dia de vida con propionato de testosterona (PT; 1.25 mg/rata).
Los datos se representan como la media *+ SEM de, al menos, 10 determinaciones
independientes por grupo. Los grupos con asteriscos son significativamente diferentes, P<0.05;
** P<0.01. ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls.

De otra parte, la sobrenutricién (SL/HFD) no indujo alteraciones significativas en los
niveles séricos de FGF-21 en el PND50 en ninguno de los grupos experimentales
estudiados, mientras que en el PND150, los machos SL/HFD, pero no las hembras
obesas (androgenizadas o no), presentaron niveles de FGF-21 significativamente
superiores a los de sus correspondientes controles (NL/CD). Por otro lado, tanto las
hembras obesas como las controles mostraron una elevacién de los niveles de FGF-21
en el PND150 en relacion al PND50 (Figura 42).
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Figura 42. Niveles séricos de FGF-21 (pg/mL) en ratas macho y hembra a los dias 50 y 150 de
edad sometidas o no a sobrenutricion postnatal (SL) y alimentadas tras el destete con una
dieta control (CD) o alta en grasas (HFD). En el caso de hembras androgenizadas, las ratas
fueron tratadas s.c. el primer dia de vida con propionato de testosterona (PT; 1.25 mg/rata).
Los datos se representan como la media £+ SEM de, al menos, 10 determinaciones
independientes por grupo. Los grupos con asteriscos son significativamente diferentes, *
P<0.05y ** P<0.01. ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls.

Finalmente, el andlisis de los niveles séricos de GLP-1 mostré que en machos obesos
(SL/HFD) no se produjeron modificaciones significativas, a ninguna de las dos edades
estudiadas (PND50 y PND150) en comparacidn con sus respectivos grupos control
(NL/CD), si bien se detectd una caida significativa en las concentraciones de GLP-1 en



los machos normonutridos entre los 50 y los 150 dias de edad (Figura 43). Esta
disminucion también fue observada en ratas hembra normonutridas entre el PND50 y
el PND150. Por otro lado, en las ratas hembra, la exposicion a las manipulaciones
obesogénicas (SL/HFD) resulté en un descenso significativo de los niveles séricos de
GLP-1 en el PND50, pero no en el PND150. Por ultimo, la androgenizacién neonatal de
ratas hembra cambid sustancialmente los perfiles de GLP-1 frente a los de las hembras
no androgenizadas. De una parte, las hembras androgenizadas normonutridas
(PT/NL/CD) no presentaron una caida de los niveles de GLP-1 con la edad. De otra
parte, la exposicion a manipulaciones obesogénicas en las ratas androgenizadas
(PT/SL/HFD) resulté en un incremento de los niveles circulantes de GLP-1 en ambas
edades estudiadas, que fue altamente significativo en el PND50 (Figura 43).
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Figura 43. Niveles séricos de GLP-1 (pg/mL) en ratas macho y hembra a los dias 50 y 150 de
edad sometidas o no a sobrenutricion postnatal (SL) y alimentadas tras el destete con una
dieta control (CD) o alta en grasas (HFD). En el caso de hembras androgenizadas, las ratas
fueron tratadas s.c. el primer dia de vida con propionato de testosterona (PT; 1.25 mg/rata).
Los datos se representan como la media + SEM de, al menos, 10 determinaciones
independientes por grupo. Los grupos con asteriscos son significativamente diferentes, *,
P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001. ANOVA seguido de un test de rango mdultiple Student-
Newman-Keuls.

2. IMPACTO METABOLICO Y GONADOTROPICO DE LA SOBRENUTRICION POSTNATAL
Y/O LA ABLACION GONADAL EN RATAS MACHO Y HEMBRA ADULTAS

De manera complementaria, nos planteamos evaluar en ratas macho y hembra el
impacto sobre la funcién metabdlica y gonadotrépica de la eliminacién de la funcién
gonadal (y con ello de la secrecion de esteroides gonadales) en la edad adulta, asi
como su interaccién con las manipulaciones obesogénicas (SL/HFD) ya mencionadas.

Para analizar el impacto del déficit de esteroides sexuales sobre la funcion metabdlica
y gonadotrodpica en edad adulta, y su posible efecto sumatorio con las manipulaciones
nutricionales postnatales, grupos de ratas macho y hembra de cada modelo
experimental (NL/CD y SL/HFD) fueron sometidas a gonadectomia (GNX) bilateral a los
3 meses de edad (PND90) y posteriormente a eutanasia, para obtencidon de muestras y
analisis, 60 dias mas tarde (PND150).



El andlisis de la ganancia de peso tras la GNX mostré un mayor impacto de la ablacién
de la funcion gonadal en las hembras, toda vez que la ovariectomia (OVX) produjo un
incremento persistente y significativo del peso corporal tanto en animales
normonutridos como en obesos, si bien el efecto fue de mayor magnitud en las ratas
hembra sometidas a las manipulaciones obesogénicas, SL/HFD (Figura 44). Por el
contrario, en los machos normonutridos (NL/CD), la orquidectomia (ORX) indujo una
disminucion significativa del peso corporal, que se evidencié ya a los 10 dias tras la
intervencidon. Por su parte, la exposicidén a manipulaciones obesogénicas en las ratas
macho (SL/HFD) evitd la caida del peso corporal tras la ORX, si bien inicialmente ésta
produjo una reduccion transitoria del peso corporal (Figura 44).
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Figura 44. Evolucién del peso corporal (g) durante los 60 dias que siguen a la gonadectomia
(GNX) en ratas macho y hembra de 150 dias edad sometidas a normonutricién (NL) o
sobrenutricién (SL) postnatal y alimentadas tras el destete con una dieta control (CD) o alta en
grasas (HFD). Los datos se representan como la media £ SEM de, al menos, 10 determinaciones
independientes por grupo. Los grupos con diferentes letras son estadisticamente diferentes,
P<0.05.

Adicionalmente, y como es esperable tras la eliminacion del feedback negativo de los
esteroides sexuales, la eliminacion de las gdnadas mediante GNX indujo una elevacién
muy significativa de los niveles séricos de LH, tanto en el grupo control como en el
obeso. Destacablemente, mientras en los machos intactos la exposicién a
manipulaciones obesogénicas (SL/HFD) redujo los niveles circulantes de LH, esta
disminucion causada por la obesidad no fue detectada en ratas macho ORX sometidas
a ambas manipulaciones obesogénicas. Por el contrario, aunque los niveles basales de
LH no se vieron modificados por la exposicion a SL y HFD en las hembras intactas, la
obesidad indujo una disminucién significativa en el incremento de LH tras OVX, en
comparacion a la observada en ratas hembra OVX normonutridas (Figura 45).
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Figura 45. Niveles séricos de LH (ng/mL) en ratas macho y hembra de 150 dias de edad
sometidas a normonutricion (NL) o sobrenutricién (SL) postnatal, alimentadas tras el destete
con una dieta control (CD) o alta en grasas (HFD) y gonadectomizadas (ORX en machos; OVX en
hembras) en el PND90. Los datos se representan como la media + SEM de, al menos, 10
determinaciones independientes por grupo. Los grupos con asteriscos son estadisticamente
diferentes, * P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001. ANOVA seguido de un test de rango multiple
Student-Newman-Keuls.

Nuestros resultados también revelaron que, tanto en machos como en hembras, la
ausencia gonadal aumentd muy significativamente los niveles séricos de FSH. El
incremento de los niveles circulantes de FSH fue similar en magnitud tanto en animales
normonutridos (NL/CD) como en obesos (SL/HFD) de ambos sexos (Figura 46).
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Figura 46. Niveles séricos de FSH (ng/mL) en ratas macho y hembra de 150 dias de edad
sometidas a normonutricidon (NL) o sobrenutricién (SL) postnatal, alimentadas tras el destete
con una dieta control (CD) o alta en grasas (HFD) y gonadectomizadas (ORX en machos; OVX en
hembras) en el PND90. Los datos se representan como la media + SEM de al menos 10
determinaciones independientes por grupo. Los grupos con asteriscos son estadisticamente
diferentes, P<0.05; ***, P<0.001. ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-
Newman-Keuls.

Al igual que en el set experimental previo, implementamos andlisis de parametros
metabdlicos relevantes, en ratas de ambos sexos, en los grupos de animales sometidos
a GNX, con o sin sobrenutricion postnatal, en el PND150. En linea con lo observado en
los andlisis longitudinales, las ratas macho normonutridas (NL/CD) sometidas a ORX
presentaron una reduccion significativa del peso corporal en el PND150 frente a los
animales intactos, mientras que la ORX no modificod el peso corporal en los animales
obesos, SL/HFD (Figura 47). Por el contrario, la OVX aumenté significativamente el



peso corporal en el PND150, tanto en las hembras normonutridas (NL/CD) como en las
sometidas a sobrealimentacién postnatal (SL/HFD), siendo la magnitud del incremento
significativamente superior en las ratas obesas (Figura 47).

Nuestros resultados ponen igualmente de manifiesto que la GNX no modificd los
niveles séricos de glucosa en ninguno de los grupos experimentales de ambos sexos,
respecto a los correspondientes grupos intactos, si bien se detectd una tendencia
proxima a la significacion estadistica en ratas OVX obesas. Por otro lado, el nivel de
glucemia en este grupo OVX+SL/HFD fue significativamente superior al detectado en
las correspondientes ratas normonutridas (NL/CD) sometidas a OVX (Figura 47). Por
otro lado, la ORX en ratas macho obesas (SL/HFD) indujo una elevacién significativa de
los niveles basales de insulina, que no se detectd en ratas macho normonutridas. En
ratas hembra, no se observo este efecto de la ORX en el grupo de obesidad (SL/HFD), si
bien encontramos un incremento no significativo de los niveles circulantes de insulina
en hembras normonutridas sometidas a OVX (Figura 47).
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Figura 47. Peso corporal (g) y niveles séricos de glucosa (mg/dL) e insulina (ng/mL) en ratas
macho y hembra de 150 dias de edad sometidas a normonutricion (NL) o sobrenutricion (SL)
postnatal, alimentadas tras el destete con una dieta control (CD) o alta en grasas (HFD) y
gonadectomizadas (ORX en machos; OVX en hembras) en el PND90. Los datos se representan
como la media £+ SEM de al menos 10 determinaciones independientes por grupo. Los grupos



con asteriscos son estadisticamente diferentes, * P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001. ANOVA
seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls.

Adicionalmente, la realizacion de un test de tolerancia a glucosa en los diferentes
grupos experimentales evidencié que la ausencia de hormonas gonadales no indujo
alteraciones significativas en la tolerancia a la glucosa con independencia de que los
animales fueran o no obesos (Figura 48). Sin embargo, Unicamente en machos, tanto
intactos como ORX, la obesidad produjo un incremento significativo de la masa total
de glucosa circulante tras la sobrecarga, expresado como area bajo la curva (AUC) y un
aumento neto significativo de los niveles integrales de glucemia tras la inyeccion ip del
bolo de glucosa, expresado como delta AUC (AAUC) (Figura 48).
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Figura 48. Niveles séricos de glucosa (mg/dL) antes, y 20, 60 y 120 min después de la
administracion ip de glucosa (1 g/Kg), en ratas macho y hembra de 150 dias de edad sometidas
a normonutricién (NL) o sobrenutricidon (SL) postnatal, alimentadas tras el destete con una



dieta control (CD) o alta en grasas (HFD) y gonadectomizadas 60 dias antes. En el panel
inferior, se muestran los niveles integrados de glucosa estimados como 4area bajo la curva
(AUC) por la regla trapezoidal y delta AUC a lo largo del periodo de estudio en los diferentes
grupos experimentales. Los datos se representan como la media + SEM de al menos 10
determinaciones independientes por grupo. Los grupos con asteriscos son significativamente
diferentes, ** P<0.01 y *** P<0.001. ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-
Newman-Keuls.

De manera complementaria, la realizacidon de un test de tolerancia a insulina (ITT) nos
permitid evaluar cambios inducidos por la GNX sobre la sensibilidad a la insulina.
Nuestros resultados indican que en ratas macho normonutridas (NL/CD), la ORX
provoco un estado de resistencia parcial a las acciones de la insulina, que se manifesto
tanto en una menor caida de los niveles circulantes de glucosa durante el ITT, como en
niveles integrados de glucosa superiores tras el bolo de insulina, expresados como AUC
(Figura 49). Por el contrario, debido al empeoramiento de la sensibilidad a insulina
inducida por la obesidad (SL/HFD), la ORX en este grupo no produjo cambios
adicionales en los perfiles de glucemia durante el ITT (Figura 49).

Por su parte, a diferencia de los machos, en hembras normonutridas (NL/CD), la
ausencia de esteroides ovdaricos no empeord los perfiles de tolerancia a insulina, y de
hecho, la caida de los niveles de glucemia fue superior en ratas NL/CD OVX que en
ratas normonutridas intactas a los 20-min del ITT (Figura 49). Por el contrario, la OVX
en ratas hembra obesas indujo una moderada reduccién de la sensibilidad a la insulina,
gue se manifestd en niveles significativamente superiores de glucemia a los 120-min
del ITT, asi como unos niveles de glucemia integrada (AUC) significativamente
superiores en ratas SL/HFD OVX frente a los valores obtenidos en ratas OVX
normonutridas (Figura 49, panel inferior).
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Figura 49. Niveles séricos de glucosa (mg/dL) antes, y 20, 60 y 120 min después de la
administracion ip de insulina (0.75 UI/Kg), en ratas macho y hembra de 150 dias de edad,
sometidas a normonutricidon (NL) o sobrenutricién (SL) postnatal, alimentadas tras el destete
con una dieta control (CD) o alta en grasas (HFD) y gonadectomizadas en el PND90. En el panel
inferior, se muestran los niveles integrados de glucosa, estimados como area bajo la curva
(AUC) por la regla trapezoidal a lo largo del periodo de ITT en los diferentes grupos
experimentales. Los datos se representan como la media + SEM de al menos 10
determinaciones independientes por grupo. Los grupos con asteriscos son significativamente
diferentes, * P<0.05 y *** P<0.001. ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-
Newman-Keuls.

Por ultimo, nuestros andlisis de pardmetros metabdlicos mostraron que la ausencia de
hormonas gonadales en ratas macho no modificd los niveles séricos de leptina en
ninguno de los grupos experimentales respecto a los machos intactos (Figura 50),
mientras que la obesidad (SL/HFD) produjo un aumento marcadamente significativo de
los niveles séricos de leptina con respecto a sus correspondientes grupos control
normonutridos, tanto intactos (NL/CD) como gonadectomizados (NL/CD ORX) (Figura
50). Por el contrario, en ratas hembra, la eliminacion de las hormonas ovdricas indujo
un aumento muy significativo de los niveles circulantes de leptina, tanto en animales
normonutridos (NL/CD) como sobrenutridos postnatalmente (SL/HFD) (Figura 50). Al



igual que en machos, la obesidad (SL/HFD) per se, tanto en hembras intactas como
OVX, provocd un incremento significativo de los niveles séricos de leptina en
comparacion con sus respectivos grupos normonutridos en el PND150 (Figura 50).
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Figura 50. Niveles séricos de leptina (ng/mL) en ratas macho y hembra de 150 dias de edad
sometidas a normonutricidon (NL) o sobrenutricién (SL) postnatal, alimentadas tras el destete
con una dieta control (CD) o alta en grasas (HFD) y gonadectomizadas 60 dias antes. Los datos
se representan como la media + SEM de al menos 10 determinaciones independientes por
grupo. Los grupos con asteriscos son estadisticamente diferentes, * P<0.05, ** P<0.01 y ***
P<0.001. ANOVA seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls.

BLOQUE TEMATICO 2. Anilisis del papel de AMPK en neuronas GnRH y Kiss1 en el
control metabdlico de la funcion reproductora mediante estudios de gendmica
funcional

Dado el importante papel modulador del estado metabdlico y las senales nutricionales
en la activacidon y mantenimiento del eje gonadotrépico, en este bloque tematico nos
propusimos evaluar el papel del sensor metabdlico, AMPK, en el control de la funcién
reproductora. Para ello, empleamos aproximaciones de gendmica funcional, que nos
permiten la ablacién in vivo de la sefalizacion de AMPK en neuronas GnRH o Kiss1.

Con este fin, generamos dos modelos murinos, las lineas de ratén GAMKO y KAMKO,
deficientes en la subunidad catalitica al de AMPK especificamente en neuronas GnRH
y en neuronas Kiss1, respectivamente. En estos modelos implementamos una bateria
de analisis, que incluyeron la evaluaciéon de diversos parametros de maduracion
puberal, funcién gonadotrépica y/o homeostasis metabdlica, aplicados en ambos sexos
y en distintos estados nutricionales.



3. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LA ACTIVACION PUBERAL EN LOS MODELOS
GAMKO Y KAMKO

3.1. ESTUDIOS DE PUBERTAD EN EL RATON GAMKO

Para explorar el posible papel de la sefalizacion de AMPK en neuronas GnRH en el
control de la pubertad, se monitorizaron diversos marcadores de maduracién puberal
en ratones peri-puberales normonutridos, con ablacién selectiva de al-AMPK en
neuronas GnRH (GAMKO), y en sus correspondientes controles, de ambos sexos.
Nuestros resultados mostraron que las hembras con ablacion de sefializacion de AMPK
en neuronas GnRH (GAMKO) presentan un adelanto de la edad de AV frente a las
hembras control, a pesar de presentar un peso corporal similar (Figura 51 A-C). Por el
contrario, la edad de primer estro, como marcador fenotipico de la primera ovulacidn,
no se alteré6 de manera significativa en las hembras GAMKO (Figura 51 D-E). Como
consecuencia, el intervalo de tiempo entre la edad de AV y el primer estro se prolongd
significativamente en las hembras GAMKO (Figura 51F). Adicionalmente, las hembras
GAMKO prepuberales (PND 23) mostraron un incremento de la magnitud de la
respuesta de LH a la administracién central de kisspeptina-10 (Kp-10; Figura 51 G-H).
En el caso de los machos, los ratones GAMKO mostraron un peso corporal
significativamente mayor que los controles en el momento de llegada a la pubertad
(Figura 51 K), si bien la progresion puberal no parecié verse alterada por la eliminacién
congénita de AMPK en neuronas GnRH, como se aprecia por la similitud en el curso
temporal y la edad media de aparicion de la SBP (Figura 51 J), como signo externo de
pubertad en machos.
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Figura 51. Marcadores fenotipicos de llegada a la pubertad en ratones hembras GAMKO vy
controles (paneles A-H): Porcentaje acumulativo de hembras con apertura vaginal (VO) (A);
edad media de AV (B); peso corporal (g) del dia de la aparicién de la AV (C); porcentaje
acumulativo de hembras en primer estro (D); edad media del primer estro (E); intervalo de dias
entre las edades de AV y primer estro (F); perfil de respuesta de LH a la inyeccion de Kp-10 el
dia postnatal 23 (PND 23) para ratones hembra control y GAMKO (G); y niveles integrados de
LH, calculados como area bajo la curva (AUC) a lo largo del periodo de estudio (H).
Adicionalmente, se muestran diversos parametros en ratones macho de ambos genotipos
(paneles I-K): Porcentaje acumulado de machos con separacién balano prepucial (SBP) (1); edad
media de SBP (J); y peso corporal (g) de SBP (K). Tamafio de los grupos experimentales: n=10
hembras control, n=24 hembras GAMKO (paneles A-F), n=12 machos control, n=24 machos
GAMKO (paneles I-K); para los paneles G y H, n=11 hembras control y n=8 hembras GAMKO.
Los valores se representan como la media + SEM. Los grupos con asteriscos son
estadisticamente diferentes, * P<0.05, *** P<0.001 vs. grupo control correspondiente (prueba
t-Student).

3.2. ESTUDIOS DE PUBERTAD EN EL RATON KAMKO

Para explorar el posible papel de la sefalizacion de AMPK en neuronas Kissl en el
control de la pubertad, se monitorizaron inicialmente diversos marcadores de
maduracién puberal en ratones peri-puberales normonutridos, con ablacién selectiva
de al-AMPK en neuronas Kiss1 (KAMKO), y en sus correspondientes controles, de
ambos sexos. La eliminacidon congénita de AMPK en las neuronas Kiss1 no alterd la
progresion puberal en ratones hembras, como se deduce por el similar curso temporal
(Figura 52 A) y la edad media de aparicion de la AV (Figura 52 B) en ratones controles y



KAMKO. Tampoco se apreciaron diferencias en el peso corporal el dia de la AV (Figura
52 C), en la edad de presentacion del primer estro (Figura 52 D-E), ni en el intervalo de
tiempo entre la AV y la aparicién del primer estro (Figura 52 F). Por otro lado, en los
ratones KAMKO machos, al igual que sucede en hembras, no se observaron
alteraciones en la progresion puberal, como se refleja en la ausencia de diferencias en
el curso temporal (Figura 52 G) y edad media de aparicién de la SBP (Figura 52 H).
Igualmente, tampoco se detectaron diferencias entre ambos genotipos en el peso
corporal el dia de la SBP (Figura 52 1).
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Figura 52. Marcadores fenotipicos de llegada a la pubertad en ratones hembras KAMKO vy
controles (paneles A-F): Porcentaje acumulativo de hembras con apertura vaginal (VO) (A);
edad media de AV (B); peso corporal (g) el dia de la aparicién de la AV (C); porcentaje
acumulativo de hembras en primer estro (D); edad media del primer estro (E); e intervalo de
dias entre las edades de AV y primer estro (F). Adicionalmente, se muestran diversos
pardmetros en ratones macho de ambos genotipos (paneles G-l): Porcentaje acumulado de
separacion balano prepucial (SBP) (G); edad media de SBP (H); y peso corporal (g) de SBP (l).
Tamafio de los grupos experimentales: n=16 hembras control, n=24 hembras KAMKO (paneles
A-D), n=6 hembras control, n=15 hembras KAMKO (paneles E-F) y n=13 machos control, n=13
machos KAMKO (paneles G-1). Los valores se representan como la media £ SEM.

Dado que, a diferencia de los ratones GAMKO, los ratones KAMKO hembra no
presentaron fenotipo puberal en condiciones de normonutricién, y considerando que
AMPK se activa preferencialmente en situaciones de balance energético negativo,
implementamos un estudio complementario, en el que sometimos a ratones hembra
peri-puberales, tanto KAMKO como controles, a un periodo de restriccién caldrica



crénica. Para tal fin, aplicamos un protocolo de subnutricidon, consistente en una
disminucion del 20% de la ingesta diaria, a partir del PND23. Durante este periodo,
monitorizamos la evolucion del peso corporal y la aparicion de la AV. Nuestros
resultados muestran que la subnutricion crénica causé una diminucidon de
aproximadamente un 20% en el peso corporal en comparacion con los ratones
normonutridos. Sin embargo, los perfiles de ganancia de peso de las hembras control y
KAMKO tras el periodo de subnutricién fueron similares (Figura 53 A). Este protocolo
de subnutricién produjo, en hembras control, un marcado retraso en el curso de la AV,
en linea con los efectos ya conocidos de condiciones de balance energético negativo
sobre la llegada de la pubertad en roedores hembra (253, 321). Por el contrario, este
retraso fue parcialmente rescatado en las hembras KAMKO, a pesar de no existir
diferencias, con respecto a las hembras control subnutridas, en el peso corporal el dia
de la AV (Figura 53 B-C). De hecho, todos los ratones KAMKO sometidos a subnutricién
presentaron una AV completa en el dia 44 de vida, mientras que Unicamente el 60% de
las hembras controles sometidas a subnutricion mostraron AV a esta edad (Figura 53
D). Es preciso destacar que la AV en ratones KAMKO subnutridos ocurrié con un peso
corporal medio mas bajo que el presentado por los ratones controles alimentados ad
libitum (Figura 53 B). Ademas, los ratones KAMKO sometidos a subnutricién mostraron
unos niveles de LH mas elevados que el resto de grupos y un peso de ovarios similar al
de los animales normonutridos. Hecho que contrasta con el reducido peso de ovarios
de los animales control sometidos a restriccidon caldrica (Figura 53 E-F).
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Figura 53. Diferentes marcadores de inicio puberal en ratones hembra KAMKO, y sus
correspondientes controles. Se estudiaron los animales en dos condiciones metabdlicas:
alimentados ad libitum (normonutricién; NN) y tras restriccion calérica (reduccion del 20% de



la ingesta diaria desde el dia 23 postnatal en adelante; SUBN). Evolucién del peso corporal (A),
peso corporal (B) y porcentaje acumulativo de hembras con AV (C), asi como el porcentaje de
hembras con AV el ultimo dia del experimento (PND44) (D). Adicionalmente, se muestran:
niveles circulantes de LH (E); y pesos de ovario (F). Los tamafios de los grupos fueron: NN-
control=9; NN-KAMKO= 8; SUBN-control=10; SUBN-KAMKO=9 animales por grupo. Los valores
se representan como la media + SEM. Los grupos con asteriscos y distintas letras son
estadisticamente diferentes, * P<0.05, ** P<0.01; a P<0.05 y b P<0.01. ANOVA seguido de un
test de rango multiple Student-Newman-Keuls.

4. CARACTERIZACION DE LA FUNCION GONADOTROPICA EN LA EDAD ADULTA EN LOS
MODELOS GAMKO Y KAMKO

4.1. ESTUDIOS DE FUNCION GONADOTROPICA EN EL RATON GAMKO

Ademas de los estudios puberales, analizamos los perfiles de liberacion pulsatil de LH
durante un periodo de 3 horas en ratones adulto, control y GAMKO, de ambos sexos.
Los principales parametros de la secrecién de LH registrados fueron: nivel medio de
LH, nivel basal de LH (definido como la media de los 5 valores mas bajos) y el nUmero
de pulsos de LH en 3 horas de ensayo (determinado mediante un incremento del 125%
desde el punto mas bajo hasta el pico de LH). Nuestros resultados no detectaron
diferencias significativas en ninguno de estos parametros entre los ratones control y
GAMKO, independientemente del sexo (Figura 54 A-F).

A B C
0.4 0.25 4
= = 0.20 =
E 03 H s
= =]
E =T £ 015 == = I
£ 02 k] . | &
H 2 0.10 £
E a 2
5 M T 005 E
0.0 - 0.00 - 0 —
CONTROL GAMKO CONTROL GAMKO CONTROL GAMKO
D E F

LH basal {ng/mi)
)
t =

N® pulses LH /3h.

LH media (ha/ml)
=

0
o CONTROL GAMKO CONTROL GAMKO CONTROL GAMKO

Figura 54. Indicadores de los perfiles de liberacién pulsatil de LH, analizados durante un
periodo de 3 horas en ratones adultos hembra (A-C) y macho (D-F) de ambos genotipos. Se
registraron los principales parametros de secrecién de LH: nivel medio de LH (A, D), nivel basal
de LH, definido como la media de los 5 valores de LH mas bajos (B, E), y el nimero de pulsos de
LH en 3 horas (determinado mediante un incremento del 125% desde el punto mas bajo hasta
el pico de LH) (C, F). Los tamafios de los grupos fueron: n=6 hembras control, n=8 hembras
GAMKO (paneles A-C) y n=9 machos control, n=10 machos GAMKO (paneles D-F). Los valores
se representan como la media + SEM.



Por otro lado, con objeto de obtener indicadores adicionales del estado de la funcién
reproductiva en las hembras, se implementaron analisis diarios de ciclicidad estral
mediante citologia vaginal. Estos analisis evidenciaron que los ratones GAMKO hembra
muestran una ciclicidad estral regular (Figura 55 A) asi como una fertilidad
globalmente preservada, con un 100% de las hembras control y GAMKO que
alcanzaron la prefiez tras su cruce con un macho control de fertilidad comprobada
(Figura 55 B). Por otro lado, el tamafio medio de las camadas fue similar en ambos
genotipos (Figura 55 C). Finalmente, los ratones hembras y machos GAMKO mostraron
un peso gonadal similar al presentado por sus respectivos controles (Figura 55 D-E).
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Figura 55. Indicadores de funcidon reproductiva evaluados en ratones hembra de ambos
genotipos, que incluyen los siguientes parametros principales: ciclicidad estral (A); porcentaje
de hembras que alcanzan la prefiez tras su cruce con un macho de fertilidad probada (B);
tamafio de las camadas (n2 crias/parto) (C); y peso (mg) ovarico (D). Adicionalmente, se evalud
el peso (mg) testicular en ratones macho adultos de ambos genotipos (E). Los tamafios de los
grupos fueron: n=10 hembras control, n= 24 hembras GAMKO (panel A), n=12 hembras
control, n=12 hembras GAMKO (paneles B-C), n=4 hembras control, n=7 hembras GAMKO
(panel D) y n=11 machos control, n=12 machos GAMKO (panel E). Los valores se representan
como la media + SEM.

A fin de obtener una evaluacion mas detallada de la funcion gonadotrdpica en nuestro
modelo de ablacion de AMPK en neuronas GnRH, analizamos adicionalmente las
respuestas de LH tras la administracién de activadores centrales del eje gonadotrdpico,
en ratones control y GAMKO adultos, de ambos sexos. En estos estudios, utilizamos
hasta tres estimuladores de la secrecion de gonadotropinas: GnRH (ip), Kp-10 (icv) y el
agonista de NKB, Senktide (icv). En el caso de las hembras, tanto las ratonas control



como GAMKO presentaron respuestas secretoras de LH a la administracion de los tres
estimulos indicados, si bien la magnitud de la secrecion de LH inducida por GnRH, Kp-
10 y Senktide fue significativamente superior en las hembras GAMKO (Figura 56). Esta
mayor capacidad de respuesta se puso de manifiesto tanto en los perfiles de curso
temporal de los niveles de LH tras la administracion de los estimulos (Figura 56 A, C, E),
como en la cantidad total de LH liberada, expresada como AUC, tras la inyeccion de
GnRH, Kp-10 o Senktide, que fue significativamente superior a la detectada en las
hembras control (Figura 56 B, D, F). En concreto, mientras que la respuesta de LH a Kp-
10 se duplicé en hembras GAMKO (Figura 56 C), el incremento medio de la capacidad
de respuesta de LH a GnRH y Senktide fue de alrededor del 50-60% superior que en
controles (Figura 56 A, E). Por el contrario, en ratones GAMKO macho, las respuestas
de LH a GnRH y Kp-10 no presentaron diferencias significativas respecto a los animales
control, ni en el perfil temporal de respuesta (Figura 56 G, 1), ni en las respuestas
integrales de LH (Figura 56 H, J).
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Figura 56. Niveles de LH secretados (ng/mL) tras la administracion de activadores centrales del
eje gonadotrdpico en ratones adultos hembra (A-F) y macho (G-J), GAMKO y controles. En los
paneles (A, B, G, H), se muestran las respuestas de LH tras la inyeccidn periférica (ip) de GnRH
(0,25 pg/100ul/ratén). En los paneles (C, D, I, J), se presentan los efectos en términos de
secrecion de LH de la administracion central de Kp-10 (50 pmol/5ul/raton). En los paneles (E,
F), se representan los niveles de LH tras la inyeccidon central del agonista de NKB, Senktide
(600pmol/5ul/ratéon). Adicionalmente, se presentan datos de niveles integrados de LH,
expresados como area bajo la curva (AUC), durante el periodo de estudio (B, D, F). Los
tamafios de los grupos fueron: n=5 hembras control, n=9 hembras GAMKO (paneles A-B), n=9
hembras control, n=8 hembras GAMKO (paneles C-F), n=7 machos control, n=5 machos
GAMKO (paneles G-J). Los valores se representan como la media + SEM. Los grupos con



asteriscos son estadisticamente diferentes, * P<0.05 y ** P<0.01 vs. grupo control
correspondiente (prueba t-Student).

4.2. ESTUDIOS DE FUNCION GONADOTROPICA EN EL RATON KAMKO

De manera similar, analizamos los perfiles de liberacion pulsatil de LH durante un
periodo de 3 horas en ratones hembra adultos, control y KAMKO. Al igual que en la
linea GAMKO, se registraron los principales parametros de la secrecién de LH: nivel
medio de LH, nivel basal de LH y el nimero de pulsos de LH en 3 horas de ensayo. El
analisis de la pulsatilidad de LH no reveld diferencias significativas entre los animales
control y KAMKO en ninguno de los parametros estudiados (Figura 57 A-C).
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Figura 57. Indicadores de los perfiles de liberacién pulsatil de LH, analizados durante un
periodo de 3 horas en ratones adultos hembra (A-C) de ambos genotipos. Se registraron los
principales parametros de secrecién de LH: nivel medio de LH (A), nivel basal de LH definido
como la media de los 5 valores de LH mas bajos (B) y el nimero de pulsos de LH en 3 horas
(determinado mediante un incremento del 125% desde el punto mas bajo hasta el pico de LH)
(C). Los tamafios de los grupos fueron: n=10 hembras control y n=5 hembras KAMKO. Los
valores se representan como la media £ SEM.

De la misma forma, los andlisis de indicadores adicionales del estado de la funcién
reproductiva pusieron de manifiesto que las hembras adultas KAMKO presentan una
ciclicidad estral conservada, monitorizada mediante citologia vaginal diaria (Figura 58
A), asi como una fertilidad normal, como lo demuestra el hecho que, tras el cruce con
machos fértiles, el 100% de las hembras KAMKO alcanzaron la prefiez (Figura 58 B),
con un numero de crias por camada similar al de las ratonas control (Figura 58 C). En
cuanto al peso de las gonadas, los ratones KAMKO no mostraron diferencias con
respecto a los animales control, independientemente del sexo (Figura 58 D-E).
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Figura 58. Indicadores de funcidn reproductiva evaluados en ratones hembra de ambos
genotipos, que incluyen los siguientes pardmetros principales: ciclicidad estral (A); porcentaje
de hembras prefiadas en presencia de machos fértiles (B); tamafio de las camadas (n2
crias/parto) (C); y peso (mg) ovarico (D). El peso (mg) testicular también se evalué en ratones
macho adultos de ambos genotipos (E). Los tamafios de los grupos fueron: n= 7 hembras
control, n=16 hembras KAMKO (panel A), n=12 hembras control, n=12 hembras KAMKO
(paneles B-C), n=7 hembras control, n=4 hembras KAMKO (panel D) y n=12 machos control,
n=10 machos KAMKO (panel E). Los valores se representan como la media + SEM.

Finalmente, evaluamos en este bloque las respuestas de secreciéon de LH tras la
administracion de activadores del eje gonadotrdpico en ratones KAMKO; en este caso,
dado que la ablacion de AMPK se lleva a cabo en neuronas Kiss1, los estimuladores
analizados fueron Kp-10 y Senktide. Nuestros anadlisis evidenciaron que las ratonas
KAMKO adultas, a diferencia de lo observado en las hembras GAMKO, no presentaron
diferencias en las respuestas secretoras de LH a la activacién del eje gonadotrépico.
Asi, las hembras KAMKO mostraron un perfil similar de respuesta secretora de LH al de
hembras control, tras la inyeccion icv de Kp-10 (Figura 59 A) o del agonista de NKB,
Senktide (Figura 59 C), lo que se vio reflejado en unos niveles integrados de LH
igualmente similares entre KAMKO y controles, tras Kp-10 o Senktide (Figura 59 B, D).
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Figura 59. Niveles de LH secretados (ng/mL) tras la administracion de activadores centrales del
eje gonadotrdpico en ratones hembra adultos, KAMKO y controles. En el panel (A), se
muestran las respuestas de LH tras la inyeccion central (icv) de Kp-10 (50 pmol/5ul/ratén). En
el panel (C), se representan los niveles de LH tras la inyeccion icv del agonista de NKB, Senktide
(600pmol/5ul/ratén). Adicionalmente, se presentan datos de niveles integrados de LH,
expresados como area bajo la curva (AUC), durante el periodo de estudio (B, D). Los tamafios
de los grupos fueron: n= 6 hembras control, n=5 hembras KAMKO (paneles A-D). Los valores se
representan como la media + SEM.

5. IMPACTO DEL ESTRES METABOLICO SOBRE LA FUNCION GONADOTROPICA EN LA
EDAD ADULTA EN LOS MODELOS GAMKO Y KAMKO

5.1. ESTUDIOS DE ESTRES METABOLICO Y FUNCION GONADOTROPICA EN EL RATON
GAMKO

Considerando que AMPK se activa en condiciones de insuficiencia energética, en este
blogue experimental evaluamos diversos parametros reproductivos tras la aplicaciéon
de diferentes protocolos de restriccion caldrica en hembras adultas control y GAMKO.
De una parte, se monitorizé la ciclicidad estral durante un periodo de subnutricidén
seguido de un periodo de re-alimentacion (o re-feeding). En concreto, se
implementaron dos protocolos con distinto grado de subnutricién y re-feeding. En
primer lugar, se implementé un protocolo donde se aplicé un 15% de subnutricién (es
decir, 85% de la racién diaria de la ingesta ad libitum) y seguidamente se aplicd un re-
feeding ad libitum. En el segundo protocolo, se aplicé una subnutricién mas intensa del
35%, seguida de un re-feeding parcial del 85% de la ingesta diaria ad libitum. El periodo
de re-feeding comenzod cuando se vio interrumpida la ciclicidad estral en todos los
ratones, definida por la presencia persistente de celularidad propia de la fase de
diestro en el frotis vaginal diario. Nuestros datos muestran que, en ambos protocolos
de manipulaciéon nutricional, la magnitud porcentual de pérdida (Figura 60 A y D) y



recuperaciéon de peso corporal (Figura 60 B y E) fue similar entre hembras control y
GAMKO. Sin embargo, en ambos protocolos, la recuperacién de la ciclicidad estral
(expresada como el nimero de dias transcurridos desde el inicio del periodo de re-
feeding hasta la aparicidn del primer estro) tuvo lugar de manera mas rapida (es decir,
en menor numero de dias) en hembras GAMKO que en el grupo control (Figura 60 Cy
F).
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Figura 60. Magnitudes porcentuales de pérdida (A, D) y recuperacion (B, E) de peso corporal y
seguimiento de la ciclicidad estral (C, F), en hembras control y GAMKO, tras aplicar dos
protocolos diferentes de subnutricion y re-feeding. En los paneles superiores (A-C), se aplico
una grado de subnutricidon del 15% seguido de re-feeding ad libitum, mientas que en los
paneles inferiores (C-F), se siguié una subnutricion del 35% continuando con un re-feeding
parcial del 85% de la ingesta diaria ad libitum. El periodo de re-feeding comenzé cuando todos
los ratones de ambos genotipos perdieron la ciclicidad estral. Se registré el nimero de dias
transcurridos desde el inicio del periodo de re-feeding hasta la aparicion del primer estro (D,
H). Los tamafios de los grupos fueron: n=14 hembras control, n=15 hembras GAMKO (paneles
A, B), n=18 hembras control, n=10 hembras GAMKO (paneles C, D). Los valores se representan
como la media £ SEM.

La observacién de una recuperacién mas rdpida de la ciclicidad estral en ratones
GAMKO hembra tras subnutriciéon y el re-feeding nos llevé a estudiar la pulsatilidad de
LH en condiciones de restriccidn caldrica. Con ese propésito, se aplicd un protocolo de
ayuno de 18 horas (fasting 18 h; F18) y se analizaron los perfiles de pulsatilidad de LH
durante 3 horas en ratones hembra adultos de ambos genotipos. Los niveles medio y
total de LH secretados durante el periodo de ayuno experimentaron una disminucién
en ratones hembra control, muy préxima a la significacion estadistica (P=0.07 LH
media; P=0.06 LH total). Por el contrario, estos parametros no se vieron alterados por
un protocolo similar de ayuno en las ratonas GAMKO adultas (Figura 61 A-B). Esta
disminucion inducida por el ayuno en ratonas control se tradujo en una disminucion de



los niveles basales de LH (Figura 61 C), pero no del nimero de pulsos de LH o de la
masa secretora global de LH (Figura 61 D-F). Asi, mientras que los niveles basales de LH
en ratones control fueron significativamente mas bajos tras ayuno de 18 horas (Figura
61 C), los valores de delta AUC (AAUC), correspondiente al area sobre los niveles
basales de LH para cada muestra, permanecieron sin cambios en ratones control tras el
ayuno (Figura 61 E). Del mismo modo, el nimero medio de pulsos de LH durante el
periodo de 3 horas no se vio modificado en ratones control tras ayuno (Figura 61 F).
Por otro lado, y a diferencia de lo observado en los animales controles, en ratones
GAMKO, no se detectaron cambios cuantitativos en el patron de secrecion de LH tras
18 horas de ayuno (Figura 61 A-F). Asi, no sélo el nimero de pulsos y la masa secretora
de LH permanecieron sin cambios, sino que los niveles basales de LH no disminuyeron
en ratones hembra GAMKO tras ayuno (Figura 61 C-F).

Por otro lado, el ayuno produjo un aumento en las respuestas secretoras de LH a una
dosis efectiva de Kp-10, en comparaciéon con los animales normonutridos.
Notablemente, aunque este fendmeno se detectd en ambos genotipos, tanto el curso
temporal de las respuestas de LH a Kp-10, como las respuestas secretoras netas (AUC)
fueron significativamente mayores en ratones hembra GAMKO sometidos a ayuno que
en los correspondientes controles en fasting (Figura 61 G, H); fendmeno similar al
observado en ratones alimentados ad libitum (normonutridos, NN).
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Figura 61. Cambios en la dindmica secretora de LH y la capacidad de respuesta a Kp-10 tras
ayuno en ratones hembra adultas, control y GAMKO. Se analizd la secrecidn pulsatil de LH
durante un periodo de 3 horas después de 18 horas de ayuno (F18) comparandose con los
resultados obtenidos en condiciones de normonutricion (NN). Los principales pardmetros de
secrecién de LH registrados fueron: nivel medio de LH (A); nivel total (B); nivel basal de LH,



definido como la media de los 5 valores de LH mas bajos (C); masa secretora global de LH,
expresada como el drea bajo la curva (AUC; donde y=0) (D); delta AUC (y= nivel basal para cada
muestra) (E); y el nimero de pulsos de LH en 3 horas (definido mediante un incremento del
125% desde el punto mds bajo hasta el pico de LH) (F). Por otra parte, se estudié la respuesta
curso-temporal de LH a la inyeccion central de Kp-10 (50pmol/5ul/ratén) tras 18 horas de
ayuno en ratones hembra adultas de ambos genotipos (G), y se compararon los niveles
integrados de LH, calculados como drea bajo la curva (AUC), de la respuesta de LH a Kp-10
entre las condiciones de normonutricién y tras ayuno de 18 horas (H). Los tamafios de los
grupos fueron: n=6 hembras control, n=8 hembras GAMKO para NN y n=7 hembras control,
n=8 hembras GAMKO para F18 (paneles A-F). Para el panel G y H, n=9 hembras control, n=8
hembras GAMKO para NN y n= 8 hembras control, n=10 hembras GAMKO para F18. Los
valores se representan como la media + SEM. Los grupos con asteriscos y letras distintas son
estadisticamente diferentes; * P<0.05; ** P<0.01 vs. grupo normonutrido correspondiente. En
el panel H, a P<0.05; b P<0.01 vs. correspondiente grupo control. ANOVA seguido de un test de
rango multiple Student-Newman-Keuls.

Adicionalmente, los analisis de los perfiles individuales de secrecidon de LH en hembras
control y GAMKO revelaron un cambio en la morfologia de los pulsos de LH impuesta
por el ayuno, que se detectd en ambos genotipos, pero que fue aparentemente mas
evidente en los ratones GAMKO. De este modo, tras 18 horas de ayuno, los pulsos de
LH aparecieron mds complejos y menos agudos, algunos de los cuales parecerian ser el
resultado de la agregacidon de varios pulsos individuales (Figura 62).

o5

04

03

LH {ngins)

0.
- + it ' i~ i
A W s ] A
02 NoAAA £ ez — = a2 ; sz N by ’
3 = --.--\‘.‘1 ‘}\4\\“' |Ii ,.‘,‘ o'l v T e T 3 Mi T e e b 3 = ,v“\a«\‘

o = = [ aot - 0 - - + .
50 100 60 a0 L - 10 " m o L] 0o 188 00 o L 108 "o e
Thsrmpe (i) T fern) Tiempo (ming Tiwrric [rein]

Figura 62. Cambios en los perfiles individuales de secrecidn pulsatil de LH en hembras control y
GAMKO en condiciones de normonutricion y tras ayuno de 18-h. Las flechas indican la



aparicion de picos de LH, definido por un valor de incremento del 125% desde el punto mas
bajo hasta el pico de LH.

5.2. ESTUDIOS DE ESTRES METABOLICO Y FUNCION GONADOTROPICA EN EL RATON
KAMKO

Implementamos andlisis similares de funcién gonadotrépica en el ratén KAMKO tras la
aplicacién de protocolos andlogos de estrés metabdlico por deprivacion nutricional.
Para tal fin, ratones hembra adultas, control y KAMKO, fueron sometidos a un
protocolo de subnutricién del 35%, seguido de re-feeding parcial del 85% de la ingesta
diaria ad libitum. El andlisis del porcentaje de pérdida (Figura 63 A) y recuperacién
(Figura 63 B) del peso corporal tras el periodo de subnutricion y re-feeding, demostré
gue las proporciones de pérdida y ganancia son similares entre hembras de ambos
genotipos. Ademas, la apariciéon del primer estro tras el periodo de re-feeding tuvo
lugar a un tiempo similar en hembras de ambos genotipos (Figura 63 C).
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Figura 63. Magnitudes porcentuales de pérdida (A) y recuperacion (B) de peso corporal y
seguimiento de la ciclicidad estral (C), en hembras control y GAMKO, durante un periodo de
subnutriciéon seguido de un periodo de re-feeding. Se aplicd un protocolo de restriccion
caldrica del 35% seguido de re-feeding parcial del 85% de la ingesta diaria ad libitum. El
periodo de re-feeding comenzd cuando todos los ratones de ambos genotipos perdieron la
ciclicidad estral y se registré el nUmero de dias transcurridos desde el inicio del periodo de re-
feeding hasta la aparicidon del primer estro (C). Los tamafios de los grupos fueron: n=15
hembras control, n=6 hembras KAMKO (paneles A-B). Los valores se representan como la
media + SEM.

Por otra parte, y de manera analoga a los estudios llevados a cabo en ratones GAMKO,
analizamos la dindamica secretora de LH en respuesta al ayuno en ratones KAMO. Con
este fin, ratonas hembra adultas, control y KAMKO, fueron sometidas a un periodo de
ayuno de 18 horas (fasting 18 h; F18). Antes y después del periodo de ayuno, se
estudid la pulsatilidad de LH durante un periodo de 3 horas. Los niveles medio, total y
basal de LH secretados durante el periodo de estudio disminuyeron de forma
significativa, en ratones hembra control y KAMKO tras 18 horas de ayuno (Figura 64 A-
C). Del mismo modo, la masa secretora global de LH (AUC) disminuyé en ambos
genotipos de forma significativa; una tendencia similar fue detectada para los valores



de delta AUC (AAUC), correspondiente al area sobre los niveles basales de LH para
cada muestra, aunque esta ultima reduccién no fue estadisticamente significativa
(Figura 64 D-E). Por otro parte, y de forma similar a lo observado en ratones control
del genotipo GAMKO, el nimero medio de pulsos de LH a lo largo del periodo de 3
horas no se vio alterado en ratones control tras ayuno en este estudio experimental,
mientras que las ratonas KAMKO mostraron una tendencia al aumento del nimero de
pulsos de LH bajo el mismo régimen de deprivacion nutricional, que sin embargo no
alcanzé el nivel de significacién estadistica (Figura 64 F).
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Figura 64. Dinamica secretora de LH tras ayuno en ratones hembra adultas, control y KAMKO.
Se analizd la secrecidn pulsatil de LH durante un periodo de 3 horas después de 18 horas de
ayuno (F18), comparandose con los resultados obtenidos en condiciones de normonutricion
(NN). Los principales parametros de secrecion de LH registrados fueron: nivel medio de LH (A);
nivel total (B); nivel basal de LH, definido como la media de los 5 valores de LH mas bajos (C);
masa secretora global de LH, expresada como el area bajo la curva (AUC; donde y=0) (D); delta
AUC (y= nivel basal para cada muestra) (E); y el nimero de pulsos de LH en 3 horas (definido
mediante un incremento del 125% desde el punto mas bajo hasta el pico de LH) (F). Los
tamafos de los grupos fueron: n=10 hembras control y n=5 hembras KAMKO para ambas
condiciones (NN y F18) (paneles A-F). Los valores se representan como la media £ SEM. ANOVA
seguido de un test de rango multiple Student-Newman-Keuls.

De manera complementaria, analizamos los perfiles individuales de secrecion de LH en
hembras control y KAMKO, antes y después del periodo de ayuno. Nuestros resultados
revelan que las hembras KAMKO parecen presentar, tras este periodo, mayor nimero
de pulsos de LH, que poseen una morfologia mas aguda que los detectados en las
hembras control (Figura 65); dato que refuerza la tendencia mostrada en la Figura 64
F. Al igual que sucedia en el modelo GAMKO, algunos de los pulsos mostrados en
hembras KAMKO, podrian ser el resultado de la agregacién de varios pulsos
individuales.
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Figura 65. Cambios en los perfiles individuales de secrecidn pulsatil de LH en hembras control y
KAMKO en condiciones de normonutricién y tras ayuno de 18-h. Las flechas indican la
aparicion de picos de LH, definido por un valor de incremento del 125% desde el punto mas
bajo hasta el pico de LH.

6. FUNCION GONADOTROPICA EN EL MODELO GAMKO TRAS MANIPULACION DEL
ESTADO GONADAL: INTERACCION CON EL ESTADO NUTRICIONAL

Finalmente, a fin de determinar la posible intervencién de las hormonas gonadales en
la modulaciéon de la funciéon de AMPK en el control metabdlico de la funcién
gonadotrépica, analizamos, selectivamente en ratones GAMKO, los perfiles de
secrecién pulsatil de LH durante un periodo de 3 horas en ratones hembra adultas,
control y GAMKO, antes y tras la eliminacion de las génadas, mediante ovariectomia
(OVX). Al igual que los andlisis llevados a cabo en ratones intactos, los principales
parametros de secrecidén de LH fueron: nivel medio de LH, nivel basal de LH (definido
en animales intactos como la media de los 5 valores mas bajos, y en OVX, como la
medida de los valores que preceden a cada pico de LH) y el nimero de pulsos de LH en
3 horas (determinado en animales intactos mediante un incremento del 125% desde el
punto mas bajo hasta el pico de LH, y en OVX, como un aumento del 10% sobre el
punto anterior). La eliminacién de las hormonas gonadales por OVX produjo un
incremento significativo de los niveles de LH medios y basales, tanto en ratones
control como GAMKO, en comparacion con las hembras intactas (Figura 66 A-B).
Ademas, se observd un aumento significativo en el nimero de pulsos de LH en ratonas
de ambos genotipos tras OVX (Figura 66 C). Sin embargo, al comparar las respuestas
secretoras entre ambos genotipos, no se detectaron diferencias en el nivel medio de



LH ni en el nimero de pulsos de LH tras la OVX entre ratones hembra control y
GAMKO. No obstante, los niveles basales de LH tras OVX fueron significativamente
menores en hembras GAMKO que en ratones hembras control sometidos a OVX
(Figura 66 B).
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Figura 66. Parametros de secrecién de LH en ratones hembra adultas, control y GAMKO, tras la
eliminacién de las secreciones gonadales. Se analizd la secrecidn pulsatil de LH durante un
periodo de 3 horas en ratones hembra de ambos genotipos tras ovariectomia (OVX),
comparandose con los resultados obtenidos en hembras intactas. Los principales parametros
de secrecidn de LH registrados fueron: nivel medio de LH (A); nivel basal, definido como la
media de los 5 valores de LH mas bajos en ratones intactos, y como la medida de los valores
que preceden a cada pico de LH en hembras OVX (B); asi como el numero de pulsos de LH en 3
horas, definido en animales intactos mediante un incremento del 125% desde el punto mas
bajo hasta el pico de LH, y en hembras OVX, como un aumento del 10% sobre el punto anterior
(C). Los tamanos de los grupos fueron: n=6 hembras control, n=8 hembras GAMKO para ambas
condiciones (paneles A-C). Los valores se representan como la media + SEM. Los grupos con
asteriscos y letras indican diferencias estadisticas, *** P<0.001 vs. grupo intacto
correspondiente; a P<0.05 vs. grupo control correspondiente. ANOVA seguido de un test de
rango multiple Student-Newman-Keuls.

Por otra parte, y dado el importante papel de AMPK en neuronas GnRH en el control
metabdlico de eje gonadotrdpico que sugieren nuestros estudios en ratones intactos,
realizamos analisis similares en ratones hembra gonadectomizadas para evaluar la
posible intervencion de las hormonas gonadales en dicho fendmeno. Para ello,
analizamos la pulsatilidad de LH durante un periodo de 3 horas en ratones hembra
OVX de ambos genotipos, antes y después de un periodo de ayuno de 18 horas. Al
igual que en los estudios llevados a cabo en animales intactos, los principales
parametros de secrecion de LH analizados, antes y después del ayuno, fueron: nivel
medio de LH, nivel basal de LH (definido en OVX como la medida de los valores que
preceden a cada pico de LH) y el nUmero de pulsos de LH en 3 horas (definido en OVX
como un aumento del 10% sobre el punto anterior). A diferencia de lo observado en
ratonas control intactas, el ayuno de 18 horas (F18) en hembras OVX de ambos
genotipos no indujo cambios detectables en los niveles medio y basal de LH (Figura 67
A-B), ni en el nimero de pulsos de LH (Figura 67 C). Por lo tanto, la caida mediada por
AMPK en neuronas GnRH de los niveles basales de LH causada por el ayuno (ver Figura
61 C), parece requerir de la presencia permisiva del estradiol, toda vez que ésta no se
detecta en ratonas hembra OVX.
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Figura 67. Cambios en la secrecién de LH en ratones hembra adultas, control y GAMKO, tras
gonadectomia (OVX), antes y después de privacién nutricional mediante un ayuno de 18 horas.
Los principales pardmetros de secrecion de LH registrados fueron: nivel medio de LH (A), nivel
basal como la media de los valores que preceden a cada pico de LH (B), asi como el nimero de
picos de LH en 3 horas, definido en OVX como un aumento del 10% sobre el punto anterior (C).
Los tamafios de los grupos fueron: n=6 hembras control, n=8 hembras GAMKO para ambas
condiciones. Los valores se representan como la media + SEM.

En el mismo sentido, analizamos la interaccidén entre funcion ovarica y senalizacidon de
AMPK en neuronas GnRH en otro modelo de déficit nutricional, mas prolongado que el
del experimento anterior. Para ello, ratones hembra OVX de ambos genotipos, fueron
sometidos a un periodo de subnutricién del 35% durante una semana, registrandose a
continuacion los principales parametros de secrecion de LH, durante un periodo de 3
horas: niveles medio y basal de LH y el nimero de pulsos de LH. En concordancia con
los resultados del experimento anterior, el analisis de la secrecion de LH no reveld
diferencias entre los animales OVX sometidos a subnutricién crénica y los alimentados
ad libitum entre los dos genotipos analizados y para ninguno de los parametros
estudiados, (Figura 68 A-C).
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Figura 68. Cambios en la secrecién de LH en ratones hembra adultas, control y GAMKO, tras
gonadectomia (OVX), antes y después de aplicar una restriccion calérica del 35% por un
periodo de una semana. Se analizo la secrecidn pulsatil de LH durante un periodo de 3 horas
en ratones hembra OVX de ambos genotipos, tras el protocolo de subnutricién. Los principales
pardmetros de secrecidn de LH registrados fueron: nivel medio de LH (A), nivel basal, definido
como la media de los valores que preceden a cada pico de LH (B), y el nimero de pulsos de LH
en 3 horas, definido en OVX como un aumento del 10% sobre el punto anterior (C). Los
tamafios de los grupos fueron: n=6 hembras control, n=8 hembras GAMKO para ambas
condiciones. Los valores se representan como la media £ SEM.
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DISCUSION

Numerosas evidencias experimentales y clinicas indican la existencia de una estrecha
interaccion bidireccional entre los sistemas de control del balance energético vy
metabodlico del organismo y el eje neuroendocrino de la reproduccion (3). Esta
interaccion reciproca se pone claramente de manifiesto en situaciones de estrés
nutricional y metabdlico, que habitualmente cursan con alteraciones de la edad de
llegada de la pubertad y se asocian a condiciones de sub- o infertilidad en la edad
adulta (2, 3), pero también en situaciones de alteracién de la funcion gonadal, que con
frecuencia pueden mostrar de forma asociada perturbaciones metabdlicas. Asi sucede
en patologias muy prevalentes, como el sindrome de ovario poliquistico, que afecta
hasta el 10% de mujeres en edad fértil y que en muchos casos se asocia a obesidad y/o
resistencia a la insulina (322), y el hipogonadismo asociado a obesidad, que se detecta
en mas del 25% de los varones con indice de masa corporal (IMC) superior a 30 (323,
324). Por otro lado, en las ultimas décadas, se han venido detectando cambios en la
edad de pubertad, especialmente en nifias, En este contexto, aunque los mecanismos
subyacentes a las manifestaciones de estos cambios permanecen en gran medida
desconocidos, las alteraciones metabdlicas parecen ser un importante factor
contribuyente (1). Destacablemente, las perturbaciones de |la edad puberal conllevan
un mayor riesgo de desarrollo de enfermedades diversas en etapas posteriores de la
vida, incluyendo patologias cardiometabdlicas (4), y se asocian incluso a una menor
esperanza de vida (325).

Este conjunto de evidencias hacen obligado profundizar en nuestro conocimiento de
las complejas interacciones bidireccionales entre el estado metabdlico y la funcidn
reproductiva, las bases neuroendocrinas de dichas interacciones, y los mecanismos
moleculares que conectan ambos sistemas corporales relevantes. En este contexto, en
la presente Tesis Doctoral, hemos implementado, utilizando diversos modelos
preclinicos, analisis detallados de la de las interacciones dindmicas entre el estado
metabdlico del organismo y aspectos clave de la maduracion y la funcién reproductora,
con especial atencién a (i) la caracterizacién del impacto de cambios en la funcidn
gonadal y la exposicion a factores obesogénicos sobre el perfil endocrino-metabdlico
en diversas etapas de la edad adulta; asi como a (ii) la evaluacion del posible papel del
sensor energético celular, AMPK, actuando en las neuronas GnRH o Kiss1, en el control
metabdlico de la funcidn reproductora.

Para mayor simplicidad, discutiremos de manera independiente los dos bloques
tematicos de nuestro trabajo, para dar paso a unas conclusiones finales globales.



Alteraciones endocrino-metabdlicas en modelos de manipulacién del balance
energético y la funcion gonadal

La obesidad constituye un problema de salud de primer orden en el mundo actual. De
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la prevalencia de la obesidad se ha
duplicado desde 1980, de tal forma que en 2014, hasta un 39% de la poblacion
mundial presentaba sobrepeso, y casi un 15% padecia obesidad, definida por un IMC
>30 (326). La obesidad se asocia a toda una serie de problemas de salud graves, que
incluyen de forma destacada hipertension, resistencia a insulina y diabetes tipo 2,
dislipemias y enfermedades cardiovasculares (327), cuya incidencia ha crecido en
paralelo con las cifras epidémicas de la obesidad. De la misma forma, la obesidad se
asocia a otras patologias, igualmente muy impactantes, que van desde las
enfermedades osteo-articulares hasta diversas formas de cancer, y entre las que se
incluye los problemas reproductivos (319, 320). Evidentemente, los estilos de vida y el
exceso en la ingesta caldrica constituyen elementos principales en la generacién de
obesidad y muchas de sus co-morbilidades. Sin embargo, el incremento exponencial de
la obesidad en décadas recientes, y la variable susceptibilidad individual a padecerla,
evidencian que otros factores, endégenos y ambientales, deben participar en la
generacion y curso clinico de la obesidad y sus problemas asociados de salud.

Distintos estudios preclinicos, desarrollados por nuestro grupo en los ultimos afios,
empleando la rata como especie modelo, han puesto de manifiesto que la exposicion
secuencial a manipulaciones obesogénicas desde etapas tempranas del desarrollo
postnatal, tales como la sobrenutricion postnatal durante la lactancia seguida de una
dieta rica en grasas tras el destete, resulta en la generacién de un cuadro progresivo
de sobrepeso, en ambos sexos, que se asocia no solo una alteracidon evidente de la
homeostasis glucidica y otros parametros metabdlicos, sino también a un impacto
marcado sobre componentes centrales del eje gonadotropico, tales como el sistema
Kiss1, que se traducen en una supresion del eje reproductor en la edad adulta media-
avanzada(5, 257). Sin embargo, esos estudios no habian llevado a cabo una
caracterizacion neuro-endocrina precisa de las alteraciones inducidas por la obesidad,
en aspectos tales como los perfiles de secrecion de esteroides gonadales o los niveles
de hormonas reconocidas recientemente como elementos clave en la homeostasis
metabodlica, tales como la ghrelina, el GLP-1 o el FGF-21. Del mismo modo, dichos
estudios no habian abordado la caracterizacion de los posibles cambios en los perfiles
endocrino-metabdlicos en etapas tempranas de la vida adulta, ni habian analizado en
detalle el impacto combinado de dichas manipulaciones nutricionales junto a
alteraciones de la funcion gonadal, tales como las derivadas de una exposicion
temprana a andrégenos en la rata hembra o la gonadectomia en ambos sexos.

Nuestros analisis en ratas macho y hembras adultas, sometidos a un sobrenutricion
sostenida desde la lactancia hasta la edad adulta, han puesto de manifiesto dos
aspectos relevantes. En primer lugar, existe un marcado dimorfismo sexual en la



sensibilidad al impacto metabdlico y gonadotropico de las manipulaciones
obesogénicas analizadas, de forma que los machos presentan una mayor sensibilidad
gue las hembras a los efectos de esta sobrenutricion mantenida desde la lactancia. Asi,
aungue tanto machos como hembras sometidas a las manipulaciones obesogénicas
(SL/HFD) presentaron una mayor ganancia ponderal que los correspondientes
controles normonutridos, en la edad adulta (PND150), solo las ratas macho mostraron
indicadores evidentes de desregulacién de la homeostasis glucidica e hipogonadismo
central, que no se detectaron en las hembras de la misma edad (PND150), sometidas a
las mismas manipulaciones obesogénicas. Este dimorfismo queda ilustrado por el
hecho de que, mientras que los machos obesos en PND150 mostraron niveles elevados
de glucemia basal, asi como perfiles alterados en los test de tolerancia a la sobrecarga
de glucosa (GTT) e insulina (ITT), las hembras obesas solo presentaron una alteracion
muy puntual y moderada (circunscrita al min-20 del GTT) de la tolerancia a un bolo de
glucosa, sin modificaciones detectables ni en la glucemia basal ni en los valores de
glucemia global durante el GTT o ITT.

En la misma linea, en el PND150, los machos obesos presentaron evidencias
concluyentes de un marcado hipogonadismo central, caracterizado por una supresion
significativa de los niveles de LH y FSH, que se asoci6 a una reduccion igualmente muy
significativa de los niveles circulantes de los principales androgenos testiculares:
testosterona, DHT y androstendiona, sin alteraciones detectables en los niveles de
progesterona, que podrian ser indicativos de una esteroidogénesis adrenal
conservada. Por el contrario, las hembras adultas obesas no presentaron, en el
PND150, cambios significativos en los niveles de LH y FSH circulantes, ni sufrieron una
supresiéon similar a la de los machos en las concentraciones séricas de andrdogenos
gonadales. De hecho, se detecté en estas hembras obesas un incremento en los
niveles de androstendiona y estradiol, sin cambios significativos en los niveles de
progesterona y estrona. Por consiguiente, mientras que la obesidad indujo un marcado
hipogonadismo hipogonadotrdopico en ratas macho, una combinacion similar de
manipulaciones obesogénicas no produjo la inhibicion del eje gonadotrdépico en
hembras, lo que refuerza la idea de una mayor sensibilidad, no solo metabélica sino
también reproductiva, al impacto de la obesidad en el sexo masculino. Estas
observaciones estan en linea con datos clinicos que evidencian que un porcentaje
notable, que oscila segun las series entre el 25 y el 70%, de varones obesos presentan
hipogonadismo bioquimico (323, 324), lo que refuerza el valor traslacional de nuestro
modelo, que evidencia que no solo la testosterona, sino el conjunto de andrégenos
testiculares, estdn marcadamente suprimidos en las ratas macho obesas en el PND150.

Por otro lado, la comparacion de los perfiles endocrino-metabdlicos en los modelos de
obesidad en ratas macho y hembra a los 50 y los 150 dias de edad, nos ha permitido
definir, por primera vez, el curso temporal y la secuencia en la aparicion de las
alteraciones metabdlicas y gonadotrépicas inducidas por la obesidad, especialmente



en machos, por ser éste el sexo en el que dichas alteraciones han sido observadas
principal-mente. De hecho, aunque estudios previos, incluidos los de nuestro grupo,
habian caracterizado el impacto de las manipulaciones obesogénicas indicadas
(SL/HFD) sobre la edad de pubertad en ambos sexos (328), no tenemos constancia de
la realizacion previa de estudios de caracterizacion de perfiles hormonales,
metabdlicos y gonadotrépicos en etapas muy tempranas de la edad adulta (PND50),
similares a los aqui presentados. Nuestros resultados permiten identificar alteraciones
incipientes ya en el PND50 derivadas de la sobrenutricion mantenida (SL/HFD) tanto en
la secrecion de gonadotropinas (principalmente FSH), como en la homeostasis
glucidica, si bien éstos ultimos son muy moderados en términos de magnitud y
claramente inferiores a los detectados en el PND150. Asi, las ratas macho SL/HFD
mostraron a los 50 dias de edad una reduccion significativa de los niveles de FSH, junto
a una tendencia a la disminucién de los niveles circulantes de LH que, no obstante, no
alcanzo significacion estadistica. Sin embargo, esta supresion de las concentraciones
de gonadotropinas no se asocié a cambios detectables en los niveles circulantes de los
esteroides testiculares. Esto sugiere que, si bien la obesidad produce un impacto
temprano sobre los componentes centrales del eje gonadotropico, que se manifiesta
ya en el PND50 en una caida de los niveles de gonadotropinas, este
hipogonadotropismo se encuentra parcialmente compensado en etapas iniciales. No
obstante, este cuadro de hipogonadotropismo central temprano termina
desembocando en una fracaso completo del eje gonadotrdpico, con una supresion
muy marcada de los niveles de gonadotropinas y esteroides sexuales, cuando la
exposicién a las manipulaciones obesogénicas se mantiene de forma persistente hasta
la edad adulta. De hecho, la obesidad en machos bloqued por completo en nuestro
modelo la elevacidn en los niveles de testosterona circulante que se observan en ratas
macho no obesas entre el PND50 y PND150, lo que pone de manifiesto el potente
impacto hipogonadal derivado de este cuadro de sobrepeso persistente. De hecho,
estudios previos de nuestro grupo han demostrado que, en edades mds avanzadas
(PND300), dicha supresion se traduce en una marcada reduccién de la fecundidad
(329), cuyas bases tienen su origen, de acuerdo a los datos actuales, en etapas
tempranas de la edad adulta.

El marcado dimorfismo sexual en la manifestacion de las alteraciones metabdlicas y
gonadotroépicas asociadas a la obesidad persistente, que se manifestaron claramente
en machos pero no en hembras adultas, nos llevé a analizar el posible papel de la
funcién gonadal en este fendmeno, toda vez que nuestras observaciones son
compatibles con una accién de “proteccion” de las secreciones ovaricas, que podrian
actuar en diversas etapas del desarrollo como un sistema de amortiguacion sobre las
alteraciones metabdlicas y reproductivas inducidas por las manipulaciones
obesogénicas. Nuestros datos experimentales, en dos modelos de alteracién de la
funcién ovdrica, tales como la androgenizacién temprana y la ovariectomia en la edad



adulta, apoyan esta hipétesis, al documentar que las hembras adultas con disfuncion
ovdrica presentan una mayor susceptibilidad al desarrollo de perturbaciones
metabdlicas y gonadotropicas tras la exposicion a patrones de nutricion obesogénicos.

Este fue claramente el caso en el modelo de rata hembra sometida a androgenizacién
neonatal (PT). Este modelo ha sido ampliamente empleado en estudios de
manipulacion de los procesos de diferenciacion sexual del cerebro, toda vez que
actuando durante el periodo critico neonatal, el exceso de andrégenos en la rata
hembra produce un cuadro de masculinizacion que se traduce en alteraciones
persistentes del eje reproductivo, que conducen a anovulacién (330). Por otro lado, en
la dltima década, los modelos de androgenizacién temprana en roedores han sido
empleados para evaluar el impacto metabdlico del exceso de andrégenos en periodos
tempranos del desarrollo, permitiendo asi modelizar condiciones de
hiperandrogenismo similares a las que se detectan en el PCOS (331, 332). Nuestros
analisis, comparando en paralelo ratas machos, hembras y hembras androgenizadas,
en dos periodos de la edad adulta, expuestas o no a manipulaciones obesogénicas, nos
permite concluir que la androgenizacién neonatal resulta en una clara masculinizacion
de los perfiles de respuesta a las manipulaciones obesogénicas, de tal forma que las
ratas hembra androgenizadas presentaron un conjunto de alteraciones endocrino-
metabdlicas globalmente similares a las mostradas por los machos, pero no por las
hembras no-androgenizadas sometidas a manipulaciones obesogénicas similares. De
esta forma, las ratas androgenizadas mostraron una mayor ganancia ponderal, asi
como alteraciones en los niveles basales de glucemia y en los perfiles de glucemia en el
GTT y el ITT, que fueron andlogas a las de machos obesos. Igualmente, de manera
similar a lo observado en machos obesos, las hembras androgenizadas sometidas a
sobrenutricion durante la lactancia seguida de HFD mostraron una supresion de los
niveles de LH y de FSH (esta ultima, solo en el PND50), que no se detectdé en las
hembras obesas control. Llamativamente, las hembras androgenizadas presentaron
alteraciones tempranas (en PND50) en parametros, tales como la supresién de LH o los
perfiles de glucemia en GTT e ITT, que fueron superiores a las detectadas en machos
obesos de la misma edad, lo que podria evidenciar un impacto mas marcado de la
combinacion de los insultos obesogénicos y la androgenizacion neonatal sobre dichos
indicadores de funcidon gonadotrdpica y metabdlica.

En todo caso, el andlisis combinado de los perfiles de respuesta a insultos
obesogénicos entre ambos sexos y las ratas hembra androgenizadas pone claramente
de manifiesto que la mayor resiliencia del sexo femenino al impacto de dichas
manipulaciones obesogénicas deriva, al menos parcialmente, de una funcién ovdrica
preservada y que perturbaciones en etapas tempranas, que afectan a la diferenciacién
sexual del eje gonadotrdpico, tales como las derivadas de una exposicion inadecuada a
compuestos con actividad androgénica, resultan en una marcada sensibilizacion al
efecto deletéreo de la exposicion a dietas obesogénicas en etapas posteriores de la



vida. Estas observaciones son relevantes desde el punto de vista traslacional, maxime
considerando que la rata hembra androgenizada ha sido propuesta como modelo
preclinico de PCOS (331, 332). Nuestros resultados abundan en observaciones previas
gue demuestran alteraciones metabdlicas en este modelo, similares a las observadas
en pacientes con ovario poliquistico -que frecuentemente presentan obesidad vy
resistencia a insulina, documentando asi el papel etio-patogénico del exceso de
andrdégenos, especialmente si se asocia a otras manipulaciones obesogénicas, en la
generacion de dichas alteraciones, algunas de las cuales se manifiestan ya en etapas
tempranas de la edad adulta.

Destacablemente, si bien las ratas hembra androgenizadas presentaron un perfil de
alteraciones endocrino-metabdlicas mucho mas préximo al de los machos que al de las
hembras control, tras la exposicion a manipulaciones obesogénicas, las hembras
sometidas a androgenizacion neonatal mostraron ciertas diferencias respecto de los
machos obesos, que se manifestaron principalmente en los perfiles de esteroides
sexuales y los niveles de FSH en el PND150. Asi, mientras que los machos obesos
presentaron una marcada supresién de los andrégenos testiculares en la edad adulta,
las hembras androgenizadas no mostraron dicha alteracion, muy posiblemente debido
a las diferencias intrinsecas entre la funcidn esteroidogénica testicular y ovarica, y el
hecho de que los niveles circulantes de andrégenos en las ratas androgenizadas fueron
sustancialmente menores a los de ratas macho adultas. Por otro lado, mientras en
ratas macho, la obesidad se tradujo en una supresidon de los niveles de FSH en el
PND50 y PND150, en las hembras androgenizadas esta supresion solo se detectd en la
edad adulta temprana (PND50), mientras que en el PND150 los niveles de FSH
estuvieron significativamente aumentados en los animales sometidos a SL/HFD. Una
posible explicacion a este fendmeno, que no se detecta para LH, es que la
androgenizacién neonatal causa una marcada disfuncidon folicular ovérica, que se
asocia a una caida de los niveles de inhibinas, que operan como supresor especifico de
la secrecion de FSH(333), y cuya supresién, quizas mas marcada en el modelo obeso,
podria ser causante de la elevacion detectada en los niveles de FSH.

El andlisis de los niveles de factores hormonales relevantes en el control metabdlico en
los modelos obesogénicos de ratas macho y hembra antes descritos evidenciaron
igualmente perfiles de alteracion sexualmente diferenciados, si bien los patrones de
alteracidon no parecen explicar de manera concluyente las alteraciones gonadotrépicas
y de la homeostasis glucidica detectadas en dichos modelos. Asi, en ratas macho
obesas observamos en el PND150 una elevacion muy sustancial de los niveles de
leptina, que se asocid a un incremento igualmente significativo de los niveles de FGF-
21, sin cambios en las concentraciones circulantes de ghrelina y GLP-1; no obstante, en
el dia postnatal 50 solo se detectd un incremento, moderado pero significativo, de los
niveles de leptina. Esta elevacién sostenida de los niveles de leptina, como adipoquina
pro-inflamatoria, confirma numerosa literatura previa y previsiblemente contribuye a



definir un estado de inflacién crénica que participa en la generacion de la alteraciones
metabdlicas vinculadas a la obesidad. De otra parte, nuestros datos confirman
evidencias previas que sugieren una elevacion de los niveles de FGF-21 en obesidad
(334, 335); esta elevacion podria contribuir a la generacién del cuadro de
hipogonadismo central que se observa en las ratas macho adultas obesas, toda vez que
se ha descrito que FGF-21 pudiera operar con una sefial inhibitoria del eje reproductor
(336). Por su parte, en hembras, solo detectamos cambios significativos en los niveles
de leptina, pero estos fueron moderados en magnitud y Unicamente significativos en el
PND150. Estas observaciones van en la linea de un menor impacto endocrino-
metabdlico de la obesidad por sobrealimentacion sostenida en hembras. No obstante,
en el PND50, las hembras SL/HFD presentaron una tendencia, préxima a la
significacion estadistica de los niveles de FGF-21 y ghrelina, cuya significacion fisio-
patologica permanece desconocida. Finalmente, las hembras androgenizadas obesas
presentaron, al igual que los machos, niveles persistentemente elevados de leptina, en
el PND50 y PND150, si bien no exhibieron cambios en los niveles de ghrelina o FGF-21,
pero si una elevacion en los niveles de GLP-1, que pudiera constituir un mecanismo de
compensacion, no observado en machos, ante la mayor predisposicidn a alteraciones
glucémicas que presentan las hembras androgenizadas. En cualquier caso, y como
llamada de precaucidén, es necesario enfatizar que los niveles hormonales presentados
corresponden a determinaciones puntuales realizadas en dos momentos concretos del
desarrollo postnatal (PND50 y PND150), por lo que es posible que cambios sutiles o
transitorios de las concentraciones circulantes de algunas de estas hormonas no hayan
podido ser captadas por nuestra aproximacién experimental.

Por otro lado, la eliminacién de los ovarios en la edad adulta (PND90), mediante
ovariectomia bilateral (OVX), causd igualmente un aumento del impacto de las
manipulaciones obesogénicas en ratas hembra en ciertos parametros endocrino-
metabdlicos. Sin embargo, la magnitud de dichos cambios fue en general muy
modesto, salvo en lo que respecta a la ganancia ponderal y los niveles de leptina, que
se vieron muy marcadamente aumentados por la combinacion de OVX con SL/HFD. De
hecho, la OVX per se ya indujo un aumento significativo del peso y los niveles de
leptina, que se incrementaron de manera muy notable por la combinacidn con una
dieta obesogénica. En todo caso, y a diferencia de las hembras intactas, las hembras
OVX obesas mostraron unos niveles de LH parcialmente suprimidos (respecto a las
hembras OVX no obesas), y una tendencia a la elevacion de los niveles basales de
glucemia, junto a una moderada elevacion en la resistencia a las acciones de la
insulina, sin que se observaran cambios en los perfiles del GTT entre ratas obesas
intactas y OVX. En su conjunto, estas observaciones avalan el papel de las secreciones
ovaricas durante la edad adulta en el control de parametros metabdlicos clave, tales
como el peso corporal y los niveles del leptina, y confirman su funcion moduladora en
las respuestas a manipulaciones obesogénicas.



En todo caso, la comparacidn entre la magnitud de las alteraciones inducidas por la
androgenizacién neonatal vs. la OVX en la edad adulta, evidencian claramente un
papel mas relevante de eventos madurativos tempranos, relacionados con la
diferenciacién sexual y la funcidon ovarica, en la programacién de los perfiles de
respuesta endocrino-metabdlicos a la exposicion a manipulaciones obesogénicas a lo
largo de la vida. Asi pues, el exceso de andrdogenos en etapas tempranas del desarrollo
-que se asocia a disfuncién ovarica y anovulacién en la edad adulta- tiene un impacto
mucho mas deletéreo que la ovariectomia adulta en la capacidad de las hembras de
“amortiguar” los efectos indeseables de la sobrenutricién persistente. Todo ello esta
en linea con teorias postuladas en las Ultimas décadas que indican que los origenes de
la obesidad se remontan a etapas tempranas del desarrollo, en las que el estado
nutricional, hormonal y/o metabdlico de la madre juega un papel clave en procesos de
programacion madurativa de los sistemas metabdlico y reproductivo (337, 338). De
acuerdo con este concepto, las respuestas adaptativas inducidas por cambios
nutricionales y/o las alteraciones persistentes generadas por cambios metabdlicos y
hormonales tempranos podrian tener un efecto persistente en la salud metabdlica (y
posiblemente) reproductiva de la descendencia, al inducir patrones de respuesta
inapropiados a manipulaciones obesogénicas en etapas posteriores de la vida.
Nuestros resultados en la rata hembra abundan en esta linea, y demuestran que una
exposicién temprana a un exceso de andrégenos agrava sustancialmente el impacto de
la obesidad sobre diversos parametros relacionados con la funcién metabdlica y
gonadotropica.

Finalmente, la orquidectomia (ORX) de las ratas macho en la edad adulta, como
maniobra para la eliminacion completa de las secreciones testiculares, no indujo en
lineas generales un empeoramiento evidente de los perfiles metabdlicos, ni en los
animales normonutridos ni en los obesos, salvo por una elevacién en los niveles
basales de insulina en machos ORX obesos, que sin embargo no se asocié a
alteraciones evidentes en los perfiles de GTT e ITT. Esta observacidon contrasta con
datos clinicos y experimentales, incluidos los de esta Tesis, que evidencian que
situaciones de hipogonadismo menos extremo, como el que se asocia a obesidad,
cursan con alteraciones evidentes de la homeostasis glucidica (257, 319). Mas aun,
datos todavia fragmentarios sugieren que el reemplazamiento fisiolégico con
andrégenos en pacientes hipogonadales puede contribuir a la mejora del perfil
metabdlico de dichos pacientes (319, 339, 340). Es posible que el modelo empleado de
eliminacion drastica y completa de las secreciones testiculares, ya en la edad adulta,
no permita poner de manifiesto cambios mas sutiles, que si se detectarian antes
cuadros, de mayor valor traslacional, de supresion gradual y mas moderada de los
niveles de andrégenos. De hecho, ha sido propuesto que el rango de modificaciones de
andrégenos puede ser determinante en la definicidn de una mayor o menor
propension de padecer alteraciones metabdlicas, en ambos sexos (341). En todo caso,
los datos obtenidos serian compatibles con la hipdtesis de que la ausencia completa de



androégenos testiculares no agrava sustancialmente el perfil metabdlico en machos
obesos adultos, si bien serian necesarios estudios de reemplazamiento para valorar si
la restauracion de niveles fisiolégicos de andrégenos pudiera contribuir a revertir los
efectos adversos de la obesidad inducida por la sobrenutricién postnatal y la dieta alta
en grasa.

Analisis del papel de AMPK en neuronas GnRH y Kiss1 en el control metabdlico de la
funcion reproductora mediante estudios de gendmica funcional

Como se apuntd en epigrafes previos, no sélo la obesidad y el sobrepeso tienen un
claro impacto sobre la funcidn del eje reproductor. De la misma forma, tanto la
maduraciéon puberal como el mantenimiento de la fertilidad en |la edad adulta pueden
verse severamente comprometidas en condiciones de déficit energético persistente,
especialmente en el sexo femenino, tal y como se observa en pacientes con anorexia
nerviosa, patologias caquécticas y consuntivas, e individuos sometidos a programas de
ejercicio y entrenamiento fisico extremos (2, 3). Las bases neuroendocrinas de este
fenomeno han sido parcialmente expuestas en las ultimas décadas, habiéndose
reconocido el papel fundamental de la leptina, como sefial permisiva de suficiencia
energética, cuya supresion en condiciones de balance energético negativo se asocia a
una inhibicion del eje reproductor. En este contexto, nuestro grupo de investigacion ha
estado particularmente interesado en el andlisis del papel de determinados sensores
energéticos celulares, que actuando a nivel central, pudieran contribuir al
acoplamiento entre el estado metabdlico del organismo y la funcidon del eje
reproductor (274, 275, 278). Ejemplos en este sentido son el sensor de suficiencia
energética, mTOR, y la sirtuina, SIRT1, que como se menciond en la introduccidn,
ademas de su papel ubicuo en el acoplamiento entre el estado metabdlico y la
fisiologia celular, operan, actuando en poblaciones neuronales concretas, como
elementos relevantes en el control de la homeostasis energética, y por extension en la
integracidon entre el estado de los depdsitos energéticos del organismo, la pubertad y
la funcidn reproductiva en la edad adulta (274, 275, 278).

En la misma linea, diversas evidencias experimentales sugieren que la kinasa activada
por AMP (AMPK), el principal sensor energético celular descrito hasta la fecha,
actuando a nivel central, lleva a cabo un importante papel en el control metabdlico de
la funcidn reproductora. Asi, evidencias acumuladas en los ultimos afos indican que
AMPK, que se ve activada en condiciones de balance energético negativo, participa en
la deteccidon del estado energético por parte de las neuronas GnRH (302). De la misma
forma, la actividad AMPK en ependimocitos parece jugar un papel en el control
metabodlico de la funcidn reproductora, participando en la transmision del impacto
negativo de condiciones metabdlicas adversas sobre el eje reproductor (342). Por otro
lado, la activacion de AMPK mediante adiponectina se ha informado que suprime la
expresion de Kiss1 (301). Sin embargo, es preciso sefialar que la mayoria de estudios
previos en este ambito implicaron el uso de lineas celulares, como células GT1-7, de



relevancia fisioldgica limitada y/o el empleo de agentes farmacoldgicos parcialmente
inespecificos (como AICAR) para manipular la actividad de AMPK (300-302, 343). En
todo caso, estudios muy recientes de nuestro grupo han puesto de manifiesto que un
set de neuronas Kissl del ARC expresan AMPK fosforilada, estando por tanto
equipados con una via de sefializacién de AMPK funcional, que podrian modular la
actividad de esta poblacién neuronal en condiciones de estrés metabdlico. De hecho,
nuestros anadlisis en modelos de pubertad han documentado (i) que la subnutricion
cronica aumenta la expresiéon hipotalamica de AMPK fosforilada; (ii) que la activacidn
central de AMPK mediante la infusion por AICAR retrasa la edad de inicio de la
pubertad; (iii) que este fendmeno es parcialmente replicado por la sobre-expresiéon
virogenética de AMPK selectivamente en el ARC; y (iv) que la activacion central de
AMPK mediante AICAR resulta en una supresion de la expresion de Kissl en el ARC in
vivo (344). En su conjunto, estos datos indican que la sefializacién de AMPK participa,
previsiblemente en interaccion con los sistemas GnRH y Kiss1, en el control metabdlico
del eje reproductivo.

A pesar de las evidencias indicadas, la caracterizacién del papel fisiolégico de AMPK,
especificamente en las poblaciones neuronales GnRH y Kiss1, permanecia insuficiente-
mente caracterizado. Por ello, en la presente Tesis Doctoral, hemos implementado
estudios de gendmica funcional con el objeto de evaluar, en modelos fisioldgicos, las
consecuencias de la ablacion de AMPK, selectivamente en neuronas GnRH y Kiss1.
Dado que la subunidad al de AMPK esta ampliamente expresada en diferentes areas
hipotaldmicas, y que recientemente se ha demostrado que ésta juega un papel
destacado en acciones metabdlicas relevantes de AMPK, tales como el control
hipotaldamico de la termogénesis del tejido adiposo (191), en este trabajo hemos
aplicado una aproximacion basada en la tecnologia Cre/loxP, a fin de permitir la
eliminacion especifica de dicha subunidad, y con ello de AMPK funcional, en las células
GnRH o Kissl. De esta forma, hemos generado dos lineas murinas genéticamente
modificadas, que hemos denominado GAMKO (de GnRH-specific AMPK KO) y KAMKO
(de Kiss1-specific AMPK KO). Estas lineas nos han permitido implementar estudios
fisiolégicos acerca de la maduracién puberal y la funcidon gonadotrdpica en la edad
adulta en condiciones de eliminacidn selectiva de actividad AMPK en estas poblaciones
neuronales, clave en el control central del eje reproductor.

Los estudios de caracterizacion puberal en las lineas GAMKO y KAMKO nos han
permitido poner de manifiesto diferencias importantes en el papel fisiolégico de la
sefializacion por AMPK entre estas poblaciones neuronales, en funcién del sexo y el
estado nutricional. Asi, en condiciones de nutricion normal (ad libitum), los ratones
GAMKO hembra presentaron un adelanto de la edad de apertura vaginal, como signo
externo de inicio de la pubertad, que se tradujo en una edad media de inicio puberal
significativamente menor que en los ratones control. Este fendmeno no se detectod en
ratones GAMKO machos, ni en ratones KAMKO de ambos sexos, lo que evidencia un



papel preponderante de AMPK en neuronas GnRH, selectivamente en hembras, en el
control represivo de la pubertad, incluso en condiciones de normonutricién, de tal
forma que la eliminacién de dicho componente inhibitorio induce una activacion mas
temprana del inicio de la pubertad. En la misma linea, los ratones GAMKO hembra
presentaron un aumento de las respuestas secretoras de LH (como marcador
subrogado de secrecion de GnRH) a kisspeptina, lo que refuerza la idea de que la
actividad AMPK en neuronas GnRH contribuye a suprimir su actividad secretora,
incluso en respuesta a un potente estimulo. Dado que condiciones de balance
energético negativo resultan en la activacion de la sefializacion hipotalamica de AMPK,
es razonable pensar que el incremento de la actividad AMPK en neuronas GnRH en
dichas condiciones puede contribuir a reprimir la maduracion puberal en condiciones
metabdlicas desfavorables, tales como situaciones de insuficiencia energética.

Sin embargo, aunque la eliminacién de AMPK en neuronas GnRH en hembras adelanté
el inicio de la pubertad, definido por la canalizacion vaginal, no hizo lo propio con la
edad de aparicidn del primer estro vaginal, que es indicativo de la primera ovulacién.
Este ultimo corresponderia al momento de la adquisicion de la capacidad reproductiva,
mientras que la apertura vaginal refleja el aumento en los niveles circulantes de
estrégenos procedentes del ovario, que tiene lugar ya desde el inicio de la activacién
puberal. En su conjunto, estos datos sugieren que mientras que la eliminacion de la
sefial inhibitoria transmitida por AMPK en neuronas GnRH permite un inicio mas
temprano de la activacion puberal, la desregulacion causada por dicha eliminacion
debe resultar en otras modificaciones que impiden que se produzca un adelanto
equivalente de la edad de primera ovulacién. De hecho, esta discrepancia se traduce
en un aumento significativo en el periodo entre el inicio y la culminacién de la
maduracién reproductiva. Aunque las bases e implicaciones de este fendmeno no han
sido puestas de manifiesto por este trabajo, si es interesante apuntar que estudios
epidemioldgicos recientes apuntan que un fendmeno similar de “alargamiento” del
periodo de maduracién puberal se estd produciendo en poblaciones de nifas en
distintos paises.

Dado que en el ratén KAMKO la pubertad no se vio afectada en condiciones de
normonutricién, y asumiendo que el nivel de actividad AMPK debe ser maximo en
condiciones de balance energético negativo, llevamos a cabo, selectivamente en
hembras KAMKO, un estudio complementario dirigido a evaluar el impacto de un
protocolo subnutricion sobre parametros de activacién puberal en condiciones de
presencia o ausencia de actividad AMPK en neuronas Kiss1. En linea con datos previos
(328), la subnutricion crénica tras el destete no sélo indujo una disminucion
significativa del peso corporal, sino que causé un retraso en la edad de apertura
vaginal y una disminucién del peso de ovario, indicativos de una supresion de la
activacion puberal en este modelo de déficit energético. Por el contrario, la
eliminacion de la sefalizacion de AMPK en células Kiss1, si bien produjo una caida del



peso corporal de magnitud similar a la observada en ratones control subnutridos, no
causd un retraso similar en la edad de apertura vaginal, provocando ademds una
elevacion de los niveles de LH y el peso de ovario, en el limite de la significacidon
estadistica. Estos datos indican que, aunque en condiciones de normonutricion, la
ablacion de AMPK en neuronas Kissl no altera los marcadores fenotipicos de
pubertad, la ausencia de la actividad AMPK en esta poblacion neuronal si previene, al
menos parcialmente, el impacto negativo sobre el inicio de la pubertad causado por la
subnutricidn, lo que apunta a un papel, predominantemente en condiciones de déficit
energético, de la sefializacién de AMPK en neuronas Kiss1 en el control metabdlico de
la pubertad.

En la edad adulta, la ablacién condicional de la subunidad al de AMPK en neuronas
GnRH no indujo cambios detectables en los perfiles de secrecién pulsatil de LH,
determinados mediante un sistema de medicién ultrasensible y un protocolo de toma
seriada de muestras en animales conscientes, en ninguno de los sexos. De la misma
forma, los ratones KAMKO no presentaron cambios significativos en los perfiles de
secrecién pulsatil de LH, si bien es necesario apuntar que por motivos operativos y de
disponibilidad de animales, estos analisis solo se realizaron en ratones KAKMO
hembras. En todo caso, y a pesar de la ausencia de alteraciones evidentes en los
perfiles secretores de LH en ratones GAMKO, si encontramos, selectivamente en
hembras, evidencias de un incremento de las respuestas secretoras de GnRH
(evidenciada por las respuestas de LH, como marcador subrogado) ante la aplicacién
de diversos estimulos del eje gonadotrépico, que incluyen la kisspeptina-10; fendmeno
analogo al detectado en ratonas GAMKO hembras prepuberales. De la misma forma,
en ratones GAMKO hembras adultas, las respuestas de LH a la administracion de
Senktide, agonista de NKB, estuvieron aumentadas, lo que posiblemente denota un
aumento de la capacidad secretora de las neuronas GnRH tanto al estimulo de las
kisspeptinas exégenas (test farmacoldgico) como enddgenas (inducidas por el agonista
de NKB). lgualmente, las respuestas de LH al estimulo con GnRH estuvieron
significativamente aumentadas en ratonas GAMKO, lo que previsiblemente refleja el
estado de activacion de los componentes centrales del sistema gonadotrépico,
derivado de la eliminacion de AMPK en neuronas GnRH. Por tanto, incluso si los
parametros cuantitativos de pulsatilidad de LH no fueron significativamente diferentes
en los ratones GAMKO, los datos farmacolégicos sugieren que las hembras GAMKO
presentan un estado de activaciéon del sistema neuronal GnRH, derivado de la
eliminacion de un factor represor, como AMPK. El hecho de que el mismo fendmeno
no se detecte en machos refuerza la idea de un papel predominante de AMPK en
neuronas GnRH, selectivamente en el sexo femenino. De la misma forma, la ausencia
de un aumento en las respuestas secretagogas de LH tras la administracion de
kisspeptina-10 o Senktide en ratones KAMKO evidencia que, en la edad adulta, el papel
represor de AMPK a nivel de las neuronas Kiss1 es mucho mdas modesto o inexistente.



Como se ha apuntado anteriormente, se conoce que las condiciones de balance
energético negativo inducen un incremento de la actividad AMPK en el hipotdlamo, a
fin de poner en marcha diversas respuestas adaptativas del organismo (191),
incluyendo el acoplamiento entre su estado energético y la funcidn reproductora. Este
fenémeno es especialmente marcado en el sexo femenino, donde los requerimientos
energéticos asociados a la reproduccion (por ejemplo, en la gestacidén o la lactancia)
son muy considerables. Por ello, aplicamos distintos protocolos de déficit energético
en ratones hembra GAMKO y KAMKO, a fin de evaluar si la ausencia de AMPK en
neuronas GnRH o Kissl modifica las respuestas del eje gonadotrépico ante estas
situaciones de estrés metabdlico. Nuestros estudios en ratones GAMKO pusieron de
manifiesto que la ausencia de sefalizacién de AMPK en neuronas GnRH produce un
estado de resistencia parcial al efecto inhibitorio de condiciones de insuficiencia
energética. Esto se puso de manifiesto por el hecho de que las ratonas GAMKO
presentan un periodo de recuperacion de la ciclicidad estral, como marcador de
funcién ovarica, menor que el de ratones control tras la aplicacién de dos protocolos
diferentes de realimentacion tras un periodo de subnutricién. De la misma forma, la
supresidon de diversos parametros de secrecion de LH (niveles medios, totales y
basales) causada por el ayuno de 18-h en ratonas control, no se produjo en ratonas
GAMKO sometidas a un protocolo similar de ayuno. Todo ello es compatible con una
funcién inhibitoria de AMPK en las neuronas GnRH, que siendo activada en
condiciones de balance energético negativo, contribuye a la supresion del eje
reproductor, en dichas situaciones metabdlicamente adversas. En la misma linea, en
animales GAMKO sometidos a ayuno, las respuestas secretoras a kisspeptina fueron
significativamente superiores a las que se detectan en ratones control, lo que refuerza
la idea de un papel represivo de AMPK sobre la actividad secretora de las neuronas
GnRH, en situaciones de déficit energético.

Destacablemente, las ratonas KAMKO no mostraron perfiles similares de respuesta a
protocolos de subnutricion o ayuno. Asi, el periodo de recuperacién de la ciclicidad
estral tras la realimentacion en ratones subnutridos fue similar entre ratones KAMKO y
controles. De la misma forma, la supresion de los distintos parametros de secrecion
pulsatil de LH que se observd tras el ayuno de 18-h fue similar entre ambos genotipos,
con una disminucion de los niveles de LH media, total y basal detectada tanto en
ratones KAMKO como en sus controles. La comparacion de estos resultados con los
obtenidos en ratones GAMKO evidencia un papel mas predominante de AMPK en
neuronas GnRH en el control metabdlico del eje gonadotrdpico en la edad adulta,
mientras que el papel de AMPK en neuronas Kiss1 en el periodo adulto parece mucho
mas moderado.

Los efectos bioldgicos de la sefializacion de AMPK en el hipotdlamo en el control del
balance energético estan fuertemente modulados por los esteroides ovaricos. De
hecho, estudios previos han puesto de manifiesto que los estréogenos suprimen AMPK



para inhibir la ingesta de alimentos y aumentar la termogénesis, actuando en los
nucleos arcuato y ventromedial, respectivamente (191, 236). Los resultados del
presente trabajo evidencian que el papel represivo que AMPK lleva a cabo en las
neuronas GnRH en condiciones metabdlicas adversas requiere de la presencia de
secreciones ovaricas. Esto se pone de manifiesto por el hecho de que la supresion de
diversos parametros de pulsatilidad de la secrecion de LH inducida por el ayuno de 18-
h no se observé en animales OVX del genotipo control. Por otro lado, en los ratones
GAMKO los perfiles de respuesta de LH tras la OVX fueron muy similares a los de
ratones control. Una posible explicacion para este fendmeno es que el efecto
inhibitorio ejercido por AMPK en neuronas GnRH se ve enmascarado por el potente
efecto estimulador causado por la eliminacién del feedback negativo de las
secreciones ovadricas (10). Este fendmeno tendria sentido bioldgico ya que sdélo
permitiria que se manifestase una accidn supresora de la funcién gonadal causada por
condiciones de estrés metabdlico en aquellas situaciones en las que existe una
adecuada actividad gonadal previa. Por otro lado, estos resultados expanden
observaciones previas que apuntan que la sefalizacién de AMPK a nivel hipotalamico
no tiene un papel relevante en la mediacidon del efecto feedback negativo de las
secreciones ovaricas en términos de control de gonadotropinas, como lo sugiere el
hecho de que, al igual que en las hembras GAMKO, la ablacidon congénita de la
subunidad a2 de AMPK en neuronas Kiss1 no resulta en alteraciones detectables en las
respuestas de LH a la gonadectomia (345).



Resumen gréafico del Bloque Tematico 2: Estudios del papel de AMPK en neuronas
GnRH y Kiss1 en el control metabdlico de la reproduccién.
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Con fines comparativos, se ilustra una representacién esquematica del impacto de la

ablacién condicional de la sefializacion de AMPK en neuronas GnRH (modelo GAMKO)
y Kissl (modelo KAMKO) en el funcionamiento del eje gonadotrdpico, tanto en
normonutricién (paneles superiores) como en condiciones de equilibrio energético
negativo (paneles inferiores).

En condiciones de normonutricién, en las que el inicio de la pubertad y la funcién del
eje gonadotrodpico proceden de manera habitual en animales control (A), la ablacion de
la sefalizacién de AMPK en las neuronas GnRH provocdé un avance del inicio de la
pubertad y un estado de hiperreactividad de LH a diferentes estimulos, incluidas las
kisspeptinas, que posiblemente sea un reflejo del aumento de la actividad
neurosecretora de GnRH (mostrado por puntos azules; ver B). Por el contrario, la
eliminacion de la sefalizacién de AMPK en las neuronas Kissl no pudo causar
alteraciones en el inicio de la pubertad u otros indices de funciéon gonadotrdpica, en
condiciones de normonutricién (C). En condiciones de balance energético negativo, el
inicio de la pubertad y la funciéon gonadotrdpica se suprimen en los animales control
(D). Por el contrario, los ratones que carecen de AMPK en neuronas GnRH muestran
resistencia parcial a los efectos perjudiciales de dicho déficit energético en los indices



reproductivos y muestran una mayor capacidad de respuesta a las kisspeptinas (E). A
su vez, la ablacién de AMPK en las neuronas Kissl es suficiente para preservar la
aparicion de la pubertad frente a condiciones de equilibrio energético negativo (F).



---CONCLUSIONES---



CONCLUSIONES

Las principales conclusiones de nuestro trabajo son:

1. Las alteraciones metabdlicas y gonadotrépicas inducidas por la sobrenutricion
mantenida desde la lactancia hasta la edad adulta presentan un marcado dimorfismo
sexual, con una afectacién mucho mas notable en ratas macho que en hembras. Esta
mayor sensibilidad de los machos a las manipulaciones obesogénicas se traduce no
solo en una desregulacion de la homeostasis glucidica en la edad adulta, sino también
en la aparicion de un cuadro de hipogonadismo hipogonadotropo asociado a obesidad,
definido por una supresion incipiente de la secrecion de gonadotropinas, detectable ya
en la edad adulta temprana, que antecede a una profunda supresidn de la secrecion de
andrégenos testiculares, que se asocia a hiperleptinemia, intolerancia a la sobrecarga
de glucosa y resistencia a la insulina.

2. El estado de resiliencia de la rata hembra al impacto de manipulaciones
obesogénicas sobre pardametros metabdlicos y de funcién gonadotrdpica se debe en
gran medida a un correcto proceso de diferenciacidn sexual en etapas tempranas del
desarrollo y la propia funcidn ovarica, de suerte que la masculinizacién de los procesos
de diferenciaciéon sexual temprana, mediante androgenizacién neonatal, y, en menor
medida, la eliminacién de la funcidn ovarica en la edad adulta, sensibilizan los sistemas
metabdlico y gonadotrdpico a las acciones deletéreas de la sobrenutricion mantenida
desde la lactancia hasta la edad adulta

3. Especificamente en las hembras, el sensor energético celular, AMPK, actuando en
neuronas GnRH, juega un papel relevante en el control metabdlico de la pubertad y de
la funcidn gonadotrdpica en la edad adulta, operando como una sefial inhibitoria de la
actividad neuronal GnRH, con un papel detectable tanto en condiciones de
normonutricién como, especialmente, de balance energético negativo, en una accion
dependiente de las secreciones ovaricas.

4. En hembras, la sefalizacion de AMPK en neuronas Kiss1 participa en el control
metabdlico de la pubertad, pero no parece intervenir de manera resefiable en la
modulacion de la funcion gonadotrépica en la edad adulta. En términos de regulacion
puberal, la actividad AMPK en neuronas Kiss1 contribuye a mediar el efecto inhibitorio
de condiciones de subnutricidn sobre la activacion puberal del eje reproductor.

5. Junto con evidencias procedentes de estudios de expresién y farmacoldgicos
previos, nuestros resultados en los modelos murinos, GAMKO y KAMKO, con ablacién
selectiva de la subunidad al de AMPK en células GnRH y Kiss1, respectivamente, han
contribuido a caracterizar la naturaleza y relevancia fisiolégica de la sefalizacidn
hipotaldmica AMPK en el control metabdlico del eje reproductor, con un papel variable



dependiendo del tipo neuronal en el que opere, el sexo, el momento del desarrollo y el
estado nutricional.
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