78
Efecto del tratamiento con leptina sobre la actividad del sistema glucosensor y la expresion
Encuentro No. 93, 78-100, 2012 de neuropeptidos implicados en la regulacion de la ingesta de alimento en trucha arcoiris
(Onchorhynchus muykiss)

Efecto del tratamiento con leptina sobre la
actividad del sistema glucosensor y la expresion
de neuropéptidos implicados en la regulacion
de la ingesta de alimento en trucha arcoiris
(Onchorhynchus mykiss)

Ariel J. Aguilar™
Recibido: octubre 2012/ Aceptado: noviembre 2012

La presente revision se focaliza en el efecto modulatorio de la leptina sobre
la actividad del sistema glucosensor y la expresion de neuropéptidos orexigénicos
y anorexigénicos involucrados en la regulaciéon de la ingesta de alimento en trucha
arco iris. De manera similar al efecto que produce en mamiferos, la administracién
ICV de leptina induce cambios dosis dependiente en los pardametros relacionados
con la glucosensibilidad en hipotilamo y cerebro posterior (incrementos del
potencial glucolitico y glucogenogénico en coordinaciéon con incrementos de la
actividad de glucoquinasa y de los niveles de ARNm de genes involucrados en la
respuesta glucosensora) compatible con lo observado en peces bajo condiciones
de hiperglucemia, una situacion que produce anorexia. La comprension de la
especificidad de la accidon de la leptina en peces es menos clara que en mamiferos.
Existen evidencias que sugieren que la accion central de la leptina sobre el sistema
glucosensor esta relacionada con la activacion de la via JAK/STAT e IRS-PI3K. Por
otro lado, el tratamiento con leptina ICV incrementa el potencial glucogenolitico
en higado, el cual podria estar asociado con incrementos de la actividad simpética,
y en hipotilamo induce decrecimiento de los niveles de ARNm de NPY. Por tanto,
considerando la accién orexigénica del NPY en peces, pareciera que el efecto
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anoréctico de la leptina puede estar mediado por la reduccion de la expresién de
NPY en el hipotdlamo y que esos cambios pueden estar relacionados con la activacion
del sistema glucosensor.

Palabras clave: Sistema glucosensor, leptina, neuropéptidos, ingesta de alimentos,
Onchorhynchus mykiss

1. Glucosensibilidad

Los peces teledsteos en general son incapaces de disminuir rdpidamente los
niveles de glucosa circundantes tras una carga de glucosa o tras la ingesta de alimento
con altos niveles de carbohidratos, razén por la que se les considera intolerantes a la
glucosa (Moon, 2001). El metabolismo de carbohidratos en los peces (especialmente
en especies carnivoras) parece jugar un papel secundario al de los lipidos y las
proteinas (Hemre et al., 2002). Sin embargo, los carbohidratos son claves para el
metabolismo de todas las especies de peces, aunque no esta clara su importancia
como una via energética en los tejidos. Entonces, ;Por qué no regular el metabolismo
de proteinas o lipidos en vez del metabolismo de la glucosa? La respuesta a esta
pregunta no se sabe todavia. En mamiferos, la glucosa es la molécula combustible
utilizada por la mayoria de los tejidos para liberar energia en condiciones normales,
y cuando es necesario, la glucosa se sintetiza facilmente a partir de moléculas no
carbohidratos. Asi, la glucosa es el sustrato preferido (si no obligatorio) usado por
ciertos tejidos como el cerebro, retina, células rojas sanguineas y médula adrenal
como fuente de energia. En teledsteos, también hay evidencias del uso de Ia glucosa
como principal sustrato energético en varios tejidos como en las células rojas en
el pez cuervo (Hemitripterus americanus) (Sephton et al., 1991) o en el cerebro de
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) (Di Angelo et al., 1987). La glucosa es también
el sustrato energético fundamental para el mantenimiento de varios tejidos en
cicléstomos como la lamprea (Petromyzon marinus) (Foster et al., 1993) y la lamprea
del Atlantico (Mixine glutinosa) (Sidell et al., 1984).

Por tanto, en los peces los niveles de glucosa fluctian en respuesta a cambios
medioambientales, lo que junto con su necesidad para el funcionamiento de
diferentes tejidos, incluido el cerebro (Soengas y Aldegunde, 2002), sugiere que la
glucosa puede funcionar como seial metabélica en coordinacion con las respuestas
fisiologicas para mantener la homeostasis dentro del animal.

1.1 Evidencias sobre la capacidad para detectar cambios en los niveles de
glucosa en peces

Varios estudios realizados en peces sugieren la posible existencia de
glucosensores cerebrales debido a que: a) En trucha arco iris la hiperglucemia
inducida experimentalmente conlleva a la disminucion de la ingesta de alimento,
mientras que el tratamiento ICV con 2-D-Glucosa (2-DG) incrementa la ingesta de
alimento (Soengas y Aldegunde, 2004). b) Existen cambios paralelos entre los niveles
de glucégeno cerebral, actividad y expresion de GK y cambios en los niveles de glucosa
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en plasma de trucha arco iris (Polakof et al., 2007a). ¢) Truchas arco iris realimentadas
durante 7 dias, tras 14 dias de privacion de alimento, muestran incrementos de los
niveles de glucdgeno y de la actividad y expresion de GK en el hipotdlamo y cerebro
posterior, asi como incrementos en los niveles de glucosa plasmatica (Soengas et al.,
2006). d) El uso de la glucosa en el cerebro de Myoxocephalus scorpius se incrementa
bajo condiciones hiperglucémicas (MacCormack et al., 2007). e) Existen cambios en
los niveles de glucogeno y actividad y expresion de GK en el hipotdlamo y cerebro
posterior de trucha arco iris cuando se somete a cambios en los niveles de glucosa
circulantes (Polakof et al., 2008a, b y ¢). Estos resultados son consistentes con el
modelo conocido en las neuronas glucosensoras de los mamiferos (Marty et al).
Otro grupo de evidencias también sugieren la existencia de un sistema
glucosensor vinculado con la secrecion de insulina en las células [ pancreaticas de
los peces. Aunque los aminodcidos son los secretagogos mas importantes de insulina
en los peces (Navarro et al., 2002; Andoh, 2007), en casi todos los estudios realizados
hasta la fecha, ya sean in vivo o in vitro, la glucosa ha sido capaz de estimular la liberacion
de insulina (Epple et al., 1987; Mommsen vy Plisetskaya, 1991). Las evidencias que
sugieren la existencia de un sistema glucosensor en el pancreas endocrino de los
peces son: a) La presencia de GK en los cuerpos de Brockmann (BB) de Hippoglossus
hippoglossus (Tranulis et al., 1997). b) El hecho de que la 2-DG y la manosa estimulan
la secrecién de insulina en el pez gato, Ictalurus punctatus (Ronner y Scarpa, 1987;
Ronner, 1991). ¢) Los resultados obtenidos por Ronner y Scarpa (1987) de que el
incremento de los niveles K* induce una pronunciada secrecién de insulina en el pez
gato. d) Cambios en la actividad y expresion de GK, expresion de GLUT2, y en los
niveles de glucdgeno en BB de trucha arco iris, cuando ésta es sometida a cambios

en los niveles de glucosa (Polakof et al., 2007b).
1.2 El cerebro de los peces como tejido consumidor de glucosa

El cerebro de los peces puede utilizar otros combustibles ademas de la glucosa,
tales como los cuerpos cetdnicos, lactato, acidos grasos y aminoacidos (Soengas y
Aldegunde, 2002). Sin embargo, el cerebro tiene las mayores tasas de utilizacion de
glucosa por unidad de peso, en todos los tejidos examinados en trucha arco iris, con
valores tan altos como los descritos en ratas (Washburn et al., 1992). La principal
diferencia a nivel del metabolismo de la glucosa entre los peces y los mamiferos es
la enorme tolerancia de los peces a la hipoglucemia. Algunos teledsteos sobreviven
luego de administrarles dosis farmacoldgicas de insulina, llegando incluso a niveles
de glucosa en sangre casi indetectables, sin observarse ningin sintoma de trastorno
nervioso (Mommsen y Plisetskaya, 1991). Sin embargo, cuando un pez activo que
contiene niveles relativamente bajos de glucégeno en el cerebro, esta hipoglucémico,
se convulsiona y muere de un modo similar a la situacion que ocurre en los
mamiferos (Leibson, 1973). Para explicar este extraordinario fendmeno que ocurre
en los peces, varios autores sefalan que el carecer de efectos perjudiciales debido a la
hipoglucemia se debe principalmente a su dependencia del metabolismo de lipidos
y proteinas, y que los requerimientos de glucosa en los tejidos como el cerebro
podrian ser excepcionalmente pequefios. Sin embargo, una importancia reducida
del metabolismo de la glucosa en el cerebro entra en conflicto con los hallazgos
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en varios estudios que muestran cantidades importantes de glucdgeno en el tejido
cerebral, no solo en teledsteos sino también en ciclostomos (Schmidt y Weneger,
1988; Foster et. Al., 1993; Plisetskaya et al., 1993), que ciertamente son mucho mas
altos que los descritos en otros vertebrados. En este sentido, cabe mencionar que la
actividad de la glucosa 6-fosfatasa (G6Pasa) ha sido descrita en el cerebro de varias
especies de peces (Rovainen, 1970; Plisetskaya et al., 1985; Polakof et al., 2008a). Por
tanto, es posible que las reservas de carbohidratos en el cerebro le permitan a este
tejido ser relativamente autonomo del aporte de glucosa sanguinea, especialmente
durante alteraciones metabolicas de duracién limitada.

La privacion de alimento propicia la disminucion de la glucemia en
muchas especies de peces (Navarro et al., 1995). En el cerebro de los mamiferos, la
hipoglucemia asociada con la privacién de alimento mejora la captacion de glucosa
el primer dia de ayuno, mientras que en periodos de tiempo mas prolongados se
da una disminucion en la tasa de transporte de glucosa (Davson et al., 1996). Esta
situacion no ocurre en los peces ya que la induccion de hipoglucemia no altera la
captacion de glucosa (Blasco et al., 1996), sugiriendo que en el cerebro de los peces
el metabolismo podria funcionar independientemente del sistema de transporte de
glucosa. De hecho, la capacidad del cerebro de los salmonidos de utilizar la glucosa
exogena disminuye durante la privacion de alimento (Soengas et al., 1996, 1998).
Es mas, en salménidos hipoglucémicos (inducidos por tratamiento con insulina o
privacion de alimento) los niveles de glucdgeno disminuyen en el cerebro, apoyado
por los cambios observados en el ratio de actividad de las enzimas GSasa/GPasa
(Soengas et al., 1996, 1998; Polakof et al., 2007a, 2008a), lo que indica que en el
cerebro el metabolismo del glucégeno local puede sostener la demanda de glucosa,
independientemente de los cambios en los niveles de glucosa circulantes. Por ello,
bajo condiciones de hipoglucemia severa o de privacion de alimento durante largos
periodos, la glucosa almacenada en el cerebro suple las necesidades del mismo. Este
fendmeno también ha sido descrito en mamiferos, donde el glucogeno cerebral
proporciona combustible durante periodos de tiempo en que los niveles de glucosa
plasmatica disminuyen (Choi et al., 2003).

Cabe mencionar que, tanto la trucha arco iris como los humanos tienen la
capacidad de preservar los niveles de glucogeno en el cerebro tras situaciones de
hipoglucemia (Choi et al., 2003; Soengas et al., 2006). Es posible que el cerebro,
en peces y mamiferos, se adapte a alteraciones en la glucemia por medio de varios
mecanismos (Choietal., 2003), yuno de ellos podriaser los cambios en el metabolismo
del glucogeno. En este sentido, atin cuando el cerebro de los peces muestra una
independencia metabdlica relativa sobre el sistema de abastecimiento sanguineo en
condiciones normales, el glucdgeno cerebral juega el papel de neuroprotector in vivo.
Por tanto, el posible mecanismo implicado en la iniciacién de la disminucion de los
depositos de glucogeno cerebral, puede ser debido a la capacidad cerebral de detectar
los cambios de los niveles de glucosa circundantes a nivel local y sistémico. En este
contexto, varios estudios en trucha arco iris, sugieren que los cambios en la glucemia
se detectan en dreas discretas del cerebro, respondiendo con cambios en los niveles
de glucdgeno local (Soengas et al., 2006; Polakof et al., 2007b). Por consiguiente,
en la trucha arco iris la hipoglucemia generaria un efecto mucho mayor que la
hiperglucemia sobre el mantenimiento de los niveles de glucdgeno en el cerebro
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(Soengas et al., 2006; Polakof et al., 2007b) atin a pesar de no existir cambios en la
captacion de glucosa por parte del cerebro en condiciones hiperglucémicas, tal y
como se ha descrito en la trucha comun (Salmo trutta) (Blasco et al., 1996).

1.3. Componentes del sistema glucosensor a nivel central

En los mamiferos los sensores de glucosa cerebrales son neuronas especializadas
que responden a fluctuaciones en las concentraciones de glucosa con cambios en
su frecuencia de descarga, incrementindola (neuronas excitables por glucosa, GE) o
disminuyéndola (neuronas inhibibles por glucosa, GI) en respuesta a un incremento
en los niveles de glucosa. El mecanismo de las neuronas GI se conoce solo
parcialmente, mientras que estd bastante bien caracterizado el de las neuronas GE
(Marty et al., 2007). Para el funcionamiento de este mecanismo se precisa: a) Captar
la glucosa por medio de un transportador de baja afinidad GLUT2. b) Fosforilar
la glucosa por medio de la enzima glucoquinasa (GK) para iniciar la glucolisis, e
incrementar el ratio intracelular ATP/ADP. ¢) Lograr el cierre de los canales de
potasio dependiente de ATP (K", ) para facilitar la despolarizacion de la membrana
y permitir la entrada del calcio (Ca*") a través de los canales de calcio tipo L (VDCC)
con el subsiguiente incremento de la frecuencia de descarga (Marty et al., 2007).

Hasta el momento, en los peces, no existen evidencias directas sobre la
presencia de neuronas excitables por glucosa (GE) o neuronas inhibibles por glucosa
(GI). Se hipotetiza sin embargo su presencia en base a los cambios observados en
la actividad y expresion de algunos componentes del sistema glucosensor, pero hay
que tener en cuenta que en las dreas donde se dan las respuestas (hipotdlamo y
cerebro posterior) hay presencia de varias clases de neuronas. Hasta la fecha no
existen estudios sobre los cambios en la frecuencia de descarga de las neuronas,
para caracterizar su comportamiento en respuesta a las concentraciones de glucosa
y de esta forma definir las dreas glucosensoras. Por otra parte, en mamiferos, los
astrocitos hipotaldmicos también detectan cambios en los niveles de glucosa (Blouet
y Schwartz, 2010) por medio de la interaccién con neuronas glucosensoras a lo que
responden con la produccion de lactato. En peces ésta capacidad glucosensora de la
glia no ha sido evaluada todavia.

Muchos autores sugieren que la gluco deteccion podria realizarse
independientemente de la presencia de GLUT2 (Kang et al., 2004), pero la isoforma
GLUT?2 probablemente esté implicada en la glucosensibilidad en los mamiferos
(Thorens, 2001). GLUT2 se ha encontrado en el cerebro de varias especies de peces
como el pez zebra (Danio rerio) (Castillo et al., 2009), trucha arco iris (Soengas et al.,
2006; Polakof et al., 2007b) y lubina (Dicentrarchus labrax) (Terova et al., 2009). Se
ha observado que la expresion de GLUT2 en el cerebro varia con la concentracién
de glucosa en el plasma de trucha arco iris (Polakof et al., 2007b), pero no en el
bacalao (Gadus morhua) (Hall et al., 2006). Ademas, la expresion de GLUT2 ha
sido caracterizada en &reas cerebrales discretas de trucha arco iris (Polakof et al.,
2007b). Se han obtenido evidencias adicionales in vitro con respecto a la presencia
de miembros de la familia de transportadores GLUT en el cerebro de los peces
utilizando farmacos bloqueadores del transporte de glucosa, aunque esos trabajos
no permiten discriminar entre las diferentes isoformas de GLUT (Polakof et al.,
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2007c). La expresion de GLUTT1 ha sido detectada en el cerebro de varias especies
de peces tales como pez zebra (Jensen et al., 2006), bacalao (Hall et al., 2005), lubina
(Terova., 2009) y tilapia (Oreochromis niloticus) (Hrytsenko et al., 2010), aunque no
hay evidencias que apoyen su posible implicacion en la glucosensibilidad, tal y como
lo hace GLUTZ. En un estudio reciente se ha observado que la expresion de ARNm
de GLUT1 en el cerebro no cambia en respuesta a cambios en los niveles de glucosa
(Hrytsenko et al., 2010).

Glucoquinasa (GK) es una molécula fundamental para la glucosensibilidad
y estd considerada como el marcador glucosensor principal en los mamiferos
(Magnuson et al., 2004; Kang et al., 2006). Se ha encontrado actividad y expresién
GK en el cerebro de todos los vertebrados. En los mamiferos existen dos promotores
alternativos para GK, los cuales son responsables de la iniciacion de la transcripciéon
de una manera mutuamente excluyente en distintos tejidos (Iynedjian, 2009). Los
promotores “upstream” desencadenan la expresién de GK en tejidos no hepaticos,
incluido el pancreas y el cerebro (Iynedjian, 2009). En peces, estudios realizados en
dorada (Sparus aurata) revelan la presencia de un promotor de GK en el higado (Egea
et al., 2007).

La expresion génica de GK en el conjunto del cerebro ha sido estudiada en
dos especies de peces como son la trucha arco iris (Panserat et al., 2000) y el pez
zebra (Gonzalez-Alvarez et al., 2009). Ademas, la actividad/ expresion génica de GK
se ha descrito en cinco areas especificas del cerebro tales como el telencéfalo, cerebro
posterior, cerebro medio, hipotidlamo (Soengas et al., 2006) e hipofisis (Polakof,
comunicacién personal). Ademds, se ha descrito inmunoreactividad para GK en
varias areas hipotalamicas del cerebro de trucha arco iris (Polakof et al., 2009),
incluyendo el hipotalamo lateral y ntcleo tuberal lateral, anterior y posterior, que
son areas homologas a las areas donde se encuentran las neuronas glucosensoras en
el hipotilamo de los mamiferos (Lynch et al., 2000). Es m4s, la inmunoreactividad
para GK también se ha descrito en otras areas fuera del hipotilamo (predptica y
nucleo oculomotor), donde el sistema glucosensor es probablemente funcional
(Polakof et al., 2009). La inmunoreactividad para GK se ha visto no solamente en
neuronas, sino también en tanacitos (Polakof et al., 2009) cuyo potencial capacidad
glucosensora ha sido descrita en el cerebro de roedores (Rodriguez et al., 2005). En
oposicion a estos datos obtenidos en la especie carnivora trucha arco iris, en el pez
omnivoro carpa comun (Cyprinus carpio) la expresiéon de GK no se ha detectado en
el cerebro (Panserat et al., 2000). La actividad y expresién de GK se incrementa en el
hipotalamo y el cerebro posterior de trucha arco iris, cuando estos tejidos se someten
a incrementos en la concentracion de glucosa, ya sea in vivo o in vitro (Polakof et al.,
2007b y c). En el pez zebra, el incremento en la cantidad de carbohidratos en la dieta
no produce ningiin cambio en la expresion de GK al analizar toda la masa cerebral
(Gonzalez-Alvarez et al., 2009), pero este resultado no es sorprendente porque hay
que considerar el efecto de la dilucion que representa muestrear todo el tejido, lo
que enmascara los posibles efectos localizados en areas cerebrales especificas.

Los canales de potasio dependientes de ATP (K, ) juegan un papel
fundamental en la glucosensibilidad, enlazando cambios entre el metabolismo de la
glucosa con la actividad eléctrica de la membrana celular (Burdakov, 2007; Hibino
et al.,, 2010). Casi no hay estudios que presenten evidencias sobre la presencia
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de canales K, , en el cerebro de especies de no roedores. En el cerebro de varios
teledsteos se expresan los dos componentes del canal K, denominados SUR y Kir,
con secuencias muy similares a las encontradas en mamiferos tales como Kir6.2 y
SURY, incluyendo Kir6-like y SUR-like en la trucha arco iris (Polakof et al., 2008¢),
Kir8 en el salmon del atlantico (Salmo salar) (Leong et al., 2008; ntimero de acceso
en GenBank: NM_001140360) y Kir6.3 y SUR1 en el pez zebra (Zhang et al., 2000).
Por otra parte se han obtenido evidencias indirectas utilizando fAarmacos que avalan
la existencia de canales K,  en el cerebro de trucha arco iris (Polakof et al., 2007¢).
En los mamiferos, los genes que codifican los componentes del canal de calcio
dependiente de potencial (VDCC) tipo L en las neuronas son Cavl.2 y Cavl.3
(Namkung et al., 2001). En los peces la presencia de este tipo de canal de calcio
no ha sido estudiada completamente, y hasta la fecha, solamente se cuenta con la
evidencia de que Cavl1.2 y Cavl.3 se expresan en el cerebro del pez zebra (Sidi et al.,
2004). Sin embargo, evidencias indirectas basadas en tratamientos farmacologicos
con el inhibidor del canal tipo L nifedipina sugieren que ese isotipo del canal de
calcio solo esta activo parcialmente en la trucha arco iris (Polakof et al., 2007¢).

2. Posibles funciones relacionadas con el sistema
glucosensor a nivel central

2.1 Regulacion de la ingesta de alimento

En los ultimos afios, utilizando trucha arco iris como modelo de pez teledsteo,
se han realizado varios estudios que permiten sugerir que los cambios inducidos en
la glucemia ya sean por medio de métodos farmacoldgicos o a través de dietas con
diferentes concentraciones de carbohidratos, pueden modular la ingesta de alimento.
En un primer estudio se observod una disminucion de la ingesta de alimento tras
haber inducido experimentalmente hiperglucemia, mientras que en truchas arco iris
privadas de glucosa se observéd un incremento de la ingesta de alimento (Soengas
et al., 2004). En otros estudios, se ha observado que cuando trucha arco iris ha
sido alimentada con dietas con un elevado contenido de carbohidratos o ha sido
inyectada intraperitonealmente con glucosa, los niveles de glucosa plasmatica se
mantienen elevados, acompafados de la disminucién de la ingesta de alimento,
mientras que cuando se alimentan truchas con dietas sin carbohidratos o se inyectan
con insulina, se observa una clara hipoglucemia acompafiada de un incremento en
la ingesta de alimento (Polakof et al., 2008a y b). Tanto en los estudios descritos a
largo plazo, como en otros realizados a corto plazo (Soengas et al., 2006; Polakof et
al., 2007b) estd comprobado que el aumento de los niveles de glucosa en plasma
(hiperglucemia) tiene efectos en algunas areas cerebrales, (hipotilamo y cerebro
posterior), por medio del incremento en la expresion y actividad GK, la acumulacién
de glucégeno y en algunos casos un aumento en el potencial glucolitico, mientras
que las condiciones hipoglucémicas producen efectos contrarios. Estos resultados
apoyan la hipétesis de que en respuesta a los elevados niveles de glucosa, el sistema
glucosensor se activa en el cerebro de los peces y que tal activacion probablemente
modula la disminucién de la ingesta de alimento, respuesta similar a la encontrada
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en aves (Denbow, 1999) y mamiferos (Seino et al., 2003; Marty et al., 2007). En
trucha arco iris la expresion de los componentes del canal K, , no se ve afectada por
los altos niveles de glucosa (Polakof et al., 2008¢), aunque evidencias farmacolégicas
sugieren que funciona como en los mamiferos (Polakof et al., 2007¢). Es mas, aunque
esta funcion esta todavia por ser explorada en otras especies de peces, los canales que
contienen Kir6.3/SURI en el pez zebra (Zhang et al., 2006) pueden también estar

implicados en tal regulacion.

2.2 ;Como los cambios en los parametros glucosensores se relacionan con
cambios en la ingesta de alimento?

En los mamiferos, las neuronas presentes en las dreas glucosensoras tienen la
capacidad de producir péptidos implicados en el control de la ingesta de alimento
(Schwartz et al.,, 2000; Blouet et al., 2010). Las neuronas del ntcleo arcuato
hipotaldmico que producen neuropéptido Y (NPY) y proteina relacionada con agouti
(AgRP) son neuronas inhibibles por glucosa (GI), mientras que las que producen
pro-opiomelanocortina (POMC) y transcrito regulado por cocaina y anfetamina
(CART) parecen ser neuronas excitables por glucosa (GE) (Dunn-Meynell et al.,
2002). De este modo, cuando se incrementan los niveles de glucosa en plasma,
aumenta la expresion de los péptidos POMC/CART vy disminuye la expresion de
los péptidos NPY/AgRP (Mobbs et al., 2005). En el cerebro de varias especies de
peces se ha detectado ARNm de estos neuropéptidos en 4reas andlogas a las que
estan caracterizadas en mamiferos (Cerda-Reverter et al., 2009) y la proteina GK
esta presente en las areas cerebrales relacionadas con la regulacion de la ingesta de
alimento y la homeostasis energética, algunas de ellas homologas a las que contienen
las neuronas glucosensoras de los mamiferos tales como el nucleo ventromedial
(VMN), arcuato (Arc), nucleo paraventricular (PVN) y el hipotilamo lateral (LH)
en el hipotilamo (Polakof et al., 2009). Por tanto, se sabe que tanto GK como los
péptidos relacionados con el control de la ingesta estdn presentes en estas dreas, lo
que permite sugerir que hay una relacion funcional entre ellos. En este sentido, un
estudio reciente demostrd que la expresion de varios neuropéptidos implicados en la
regulacion de la ingesta de alimento, en las areas glucosensoras centrales (hipotialamo
y cerebro posterior) de trucha arco iris, esta regulada por cambios en la glucemia
(Condessieira et al., 2010a) de un modo compatible con los efectos observados sobre
la ingesta de alimento, tras realizar cambios en los niveles de glucosa en la misma
especie (Polakof et al., 2008a y b). El cambio mds importante fue la disminucién de
los niveles de ARNm de NPY y el incremento de los niveles de ARNm de CART
y POMC en el hipotilamo de peces hiperglucémicos, mientras que en el cerebro
posterior se incrementaron los niveles de ARNm de CART y CRF (Conde-sieira et
al., 2010b). Todos estos cambios en la expresion de estos péptidos sugieren que la
disminucion de la ingesta de alimento observada en los peces bajo condiciones de
estrés (Wendelaar Bonga, 1977) puede estar relacionada con la activacion del sistema
glucosensor por medio de cambios en la expresion de esos péptidos. El mecanismo a
través del cual el estrés alteraria la ingesta de alimento por medio de la activacion del
sistema glucosensor no estd muy claro todavia, pero un estudio reciente sugiere que
alguno de los factores implicados en la activacion del eje hipotalamico-hipofisiario-
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adrenal (HPI), como el Corticotropin release factor (CRF) o la corticotropina
(ACTH), podrian estar implicados (Conde-sieira et al., 2012).

En los peces, como en otros vertebrados, el comportamiento alimentario esta
regulado por factores medioambientales y por complejos mecanismos homeostiticos
que involucran factores hormonales periféricos y centrales y niveles de metabolitos
presentes en la sangre (Volkoff et al., 2009). El principal regulador de la ingesta
de alimento es el contenido energético presente en el alimento, ya que los peces
comen casi exclusivamente hasta alcanzar un estatus energético ¢ptimo (Boujard
et al., 1994; Morales et al., 1994). Dado que los componentes mayoritarios de su
dieta son las proteinas y los lipidos, no es sorprendente que elevados niveles de los
mismos inhiban la ingesta (Gurure et al., 1995; Gelineau et al., 2001). Teniendo en
cuenta la baja proporcidn relativa en la dieta, los carbohidratos deberian interactuar
débilmente en la regulacion de la ingesta de alimento. Sin embargo, varios estudios
describen una disminucién en la ingesta de alimento tras alimentar con dietas ricas
en carbohidratos a especies de peces como la lubina (Peres et al., 2002; Moreira
et al., 2008; Enes et al., 2010), trucha arco iris (Kaushik et al., 1989; Polakof et
al., 2008b), salmoén atlantico (Hemre et al., 1995) y diferentes especies de pez gato
(Erfanullah et al., 1998). Ello avala la existencia de un mecanismo regulador de los
niveles de glucosa sobre la ingesta de alimento.

El balance energético esta regulado a través de multiples vias implicadas
en la estimulacion (orexigénicas) o inhibicion (anorexigénicas) del apetito, por lo
que la regulacion de la alimentacion no involucra solamente al sistema nervioso
central (SNC), sino que también involucra a otros tejidos periféricos como el tracto
gastrointestinal, el tejido adiposo, el higado, y el pancreas, aunque el hipotdlamo es
el tejido que juega un papel fundamental en la regulacion de la ingesta de alimento
y la homeostasis energética (Valassi et al., 2008; Volkoff et al., 2009).

En mamiferos, se sabe que los centros neuronales involucrados en el control
del comportamiento alimentario, se encuentran en las dreas hipotaldmicas VMN,
DMN, PVN y LH (Kalra et al., 1999), especificamente el VMH se considera el area
de la saciedad y el LH el area del hambre (Marty et al., 2007). En los peces no
estan completamente definidas las areas que integran la saciedad o el hambre, pero
estudios donde se han aplicado estimulos eléctricos al lobulo inferior del hipotdlamo,
han demostrado que en este tejido se integra la respuesta de la ingesta de alimento
(Demski, 1973; Roberts y Savage, 1978). Por tanto, la regulacion del apetito y el peso
corporal se produce por la interaccién conjunta entre el cerebro y las sefiales que
emanan de la periferia. Del resultado de esa integracion, el cerebro, particularmente
el hipotalamo, produce péptidos orexigénicos o anorexigénicos que participan en la
regulacion de la ingesta de alimento (Volkoff et al 2009).

Estudios recientes proporcionan evidencias sobre el papel modulatorio de
diferentes péptidos implicados en la regulacion de la ingesta de alimento sobre la
actividad en algunas areas glucosensoras en los peces, tales como leptina. Asi, la
administracion central de leptina reduce los niveles de NPY en el hipotilamo y
telencéfalo del carpin (Carassius auratus) (Volkoff et al., 2003) y en el cerebro de la
carpa herbivora (Ctenopharyngodon idellus) (Li et al., 2010), mientras que en trucha
arco iris, tanto la inyeccién intraperiteonal (IP) como intracerebroventricular (ICV)
de leptina induce en el hipotdlamo una reduccién transitoria del ARNm de NPY
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(Murashita et al., 2008; Aguilar et. Al., 2010) y cuando solo es administrada IP
produce una elevacion de los niveles de ARNm de POMC (Murashita et al., 2008).

3. Leptina

Leptina es una hormona peptidica de 16 kDa, miembro de la clase-1 alfa de
las citokinas helicoidales que en los mamiferos se expresan mayoritariamente en
el tejido adiposo (Zhang et al., 1994) y en menor medida en otros tejidos como la
placenta (Matsuzaki et al., 1997), cerebro y glandula mamaria (Smith-Kirwin, et al.,
1998), musculo esquelético (Ahima y Flier, 2000), hipofisis (Morash et al., 1999) y
estomago (Bado et al., 1998; Mix et al., 2000; Sobhani et al., 2000). Al péptido se le
denomina la hormona de la obesidad, nombre que se otorga al gen que la codifica
(ob). En vertebrados no mamiferos como el pollo se expresa principalmente en el
higado (Taouis et al., 1998), lo que sugiere que en vertebrados ancestrales el lugar
original de produccion de leptina podria haber sido el higado.

El gen de la leptina ha sido identificado en peces (Kurokawa et al., 2005) y
se encuentra leptina en adipocitos (Vegusdal et al., 2003) e higado (Pfundt et al.,
2009). Hay también evidencias de la expresion de receptores de leptina en tejidos
como el musculo, la piel, las branquias, el cerebro y el higado (Wong et al., 2007,
Kurokawa y Murashita, 2009). Estudios en el salmén coho (Baker et al., 2000),
pez gato (Silverstein y Plisetskaya, 2000) y pez verde (Londraville y Duvall, 2002)
no reportan efectos del tratamiento con leptina sobre la ingesta de alimento o el
peso corporal. Sin embargo, estudios en carpin (Volkoff et al., 2003; De Pedro et
al., 2000) y trucha arco iris (Murashita et al., 2008; Kling et al., 2009) reportaron
disminucion de la ingesta de alimento tras tratamiento con leptina.

3.1 Efecto de la leptina sobre el sistema glucosensor

En peces, la leptina ejerce efecto sobre la modulacion del sistema glucosensor,
relacionados con los niveles de glucogeno en el higado y el musculo asi como los
niveles circulantes de la hormona tras la administracién intraperitoneal de la misma
(Baker et al., 2000; De Pedro et al., 2006). Al administrar leptina ICV, en trucha arco
iris, hay una activacion de la glucogenolisis en el higado (disminucion de los niveles
de glucégeno) acompafiado de un ligero incremento del potencial gluconeogénico
(Aguilar et al., 2010). Por tanto, dado que estos resultados son compatibles con
los observados en higado de peces sometidos a tratamientos con catecolaminas
(Moon, 2004), sugerimos que la mayor presencia de leptina en el cerebro induce
una respuesta en el metabolismo energético hepdtico, mediada por la activacién
del sistema nervioso simpdtico, resultando en un incremento de la produccion de
glucosa. Esta mayor produccion, se deberia principalmente al incremento de la
glucogenolisis, en contraste con el modelo planteado para los mamiferos en el cual se
debe fundamentalmente a un aumento de la gluconeogénesis (Pocai et al., 2005; Prodi
y Obici, 2006). Tanto en experimentos in vivo como in witro, en el sistema nervioso
central leptina provoca aumento de la capacidad glucogenogénica (incremento en los
niveles de glucdgeno y actividad GSasa), mayor potencial glucolitico (incremento de
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la actividad PK y de los niveles de DHAP y GAP) y especialmente el incremento de
la actividad GK en hipotilamo y cerebro posterior (Aguilar et al, 2010; Aguilar et al.,
2011). Todos estos cambios indican la activacion del sistema glucosensor, lo que se
corresponde con la misma activacion observada bajo condiciones de hiperglucemia
(Polakof et al., 2008b y c) que propicia el efecto anoréctico de la leptina en esta
misma especie (Murashita et al., 2008; Kling et al., 2009). Bajo este mismo contexto,
estudios recientes muestran que la leptina administrada ICV ejerce efecto sobre
la expresion de genes relacionados con la glucosensibilidad (GLUT?2 vy Kir.6-like),
comparables con los observados en los pardmetros metabolicos (Aguilar et al., 2010).
Esto evidencia el papel de la leptina en la relacién entre el sistema glucosensor y el
control de la ingesta de alimento en peces.

En los mamiferos, el efecto de la leptina sobre la actividad glucosensora es
dependiente de la concentracion de glucosa (Morton et al., 2006). Igualmente en
peces el tratamiento con leptina in vitro induce cambios en los parametros implicados
en la glucosensibilidad (Aguilar et al., 2011) similares a los descritos in vivo (Aguilar
et al.,, 2010), que incluyen en hipotilamo y cerebro posterior incrementos en los
niveles de glucosa, glucdgeno y DHAP, asi como incrementos en las actividades GK
y GSasa cuando los tejidos son incubados en medios de cultivo con concentraciones
de glucosa de 4 y 8 mM. En contraste, el tratamiento con leptina no produce efectos
notorios cuando los tejidos se incuban en medio de cultivo con glucosa 2 mM (Aguilar
et al., 2011). Estos resultados son interesantes en relacion al porqué los parametros
implicados en la glucosensibilidad no responden al tratamiento con la hormona
cuando las concentraciones de glucosa son bajas, es decir bajo concentraciones de
glucosa similares a las encontradas en plasma en condiciones de hipoglucemia. La
administracion de leptina en concentracion de 10 nM en hipotalamo de trucha
arco iris provoca cambios sobre los pardmetros involucrados en la glucosensibilidad
(Aguilar et al., 2011) similares a los observados en estudios in vitro en mamiferos
(Wang et al., 2004). De la misma forma, al incubar tejido hipotaldmico con tres
concentraciones de glucosa (2, 4 y 8mM), dosis crecientes de leptina (10, 20 y 50
nM) y tiempos diferentes de incubacion (1 y 3h), para evaluar el efecto en las areas
glucosensoras de trucha arco iris, no sélo sugieren una activacién de la expresion de
GK con el incremento de la concentracion de glucosa en el medio (activacion del
sistema glucosensor de acuerdo con estudios previos (Polakof et al., 2008b y c)) sino
también que el tratamiento con leptina induce un incremento dosis creciente en la
expresion de GK (Aguilar et al., 2011).

El efecto del tratamiento con leptina se revierte en presencia de agentes
inhibidores de las vias de las proteinas JAK/STAT y IRS-PI(3)K sugiriendo la
especificidad de la accion de la leptina. En general, se puede sugerir que leptina
activa el sistema glucosensor y promueve la expresién de péptidos implicados en la
ingesta de alimento (Aguilar et al 2010; Aguilar et al 2011) lo que permite reforzar la
hipotesis de que los efectos de la leptina son debido a su accion directa y que estos
no estan relacionados a una acciéon indirecta de otro sistema hormonal (Aguilar et

al., 2011).
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3.2 Mecanismos de accion de la leptina en los sistemas glucosensores
centrales

El receptor de leptina pertenece a la familia de receptores de interleukina 6 de
la clase 1 de receptores de citokinas. Los receptores de citokinas no tienen actividad
enzimdtica intrinseca, sino que envian su seial a través de la Janus quinasa tipo 2
(JAK2) la cual induce la fosforilacion de la tirosina en la unién con STAT3, STAT3
se dimeriza para convertirse en un factor de transcripcion (Bates y Myers, 2003) y
el conjunto es lo que se conoce como via JAK/STAT. La leptina también activa la
via sustrato receptor de insulina-phosphatidylinositol-3-OK-kinase (IRS-P13K). Asi,
la fosforilacion de la proteina IRS sobre los residuos de tirosina es inducida por
JAK2 y esto permite a la proteina IRS activar a la PI (3) K. Por conversién de PIP2
a PIP3, PI(3)K activa a PDK1 que inicia una serie de sefales en multiples enzimas
incluyendo PKB y la PKC atipica (aPKC) (Morton et al., 2006).

En peces, existen evidencias respecto a algunos mecanismos especificos a
través de los cuales la leptina ejerce su efecto sobre la funcion metabolica cerebral.
Utilizando diferentes agentes inhibidores/antagonistas de distintas vias implicadas
en la sefalizacion de la leptina en mamiferos, se encontré que tanto in vivo como in
vitro AG490, inhibidor de JAK2, produce en general una reversion de los efectos de la
leptina en el cerebro posterior, aunque no tan claramente en el hipotialamo (Aguilar
et al., 2011) lo que no coincide con los resultados obtenidos en mamiferos (Morton
etal.,, 2009). Al igual que en mamiferos donde estudios recientes sugieren que, como
la insulina, la leptina es también capaz de activar la via IRS-PI3k (Robertson et al.,
2008; Morton et al., 2009) en trucha arco iris Wortmannin (inhibidor de PI3K)
claramente revierte la accion de la leptina en muchos de los pardmetros evaluados en
hipotdlamo y cerebro posterior (Aguilar et al., 2010; Aguilar et al., 2011), denotando
una via similar a la descrita en mamiferos (Canabal et al., 2007a y b). Estos trabajos
sugieren que una de las vias que podria usar la leptina para ejercer su efecto anoréctico
esta vinculada con las vias JAK/STAT e IRS-PI3K en cerebro posterior e IRS-PI3K

en hipotalamo de trucha arco iris.

3.3 Efecto de la leptina sobre la expresiéon de factores orexigénicos y
anorexigénicos en areas glucosensoras

En hipotalamoy cerebro posterior de los mamiferos las neuronas glucosensoras
contienen receptores de insulina, leptina y otros péptidos implicados en la
homeostasis energética (Levin, 2006). Entre las neuronas que expresan receptores
de leptina hay neuronas que coexpresan NPY y AgRP, y son inhibidas por la leptina,
mientras que otras neuronas que coexpresan POMC y CART son estimuladas por la
leptina (Duan et al., 2007; Morton et al., 2006; Wang et al., 2008). En trucha arco
iris, al evaluar el efecto del tratamiento con leptina con concentraciones de glucosa
(2, 4 y 8 mM) sobre la expresion de neuropéptidos en el hipotalamo y cerebro
posterior, se observan dos tipos de respuestas diferentes. La respuesta mas comun
es la ausencia de un efecto para el tratamiento con leptina sobre la expresion y la
ausencia de este efecto no es modificada con la incubacion del tejido con leptina en
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presencia de inhibidores de las vias JAK/STAT y IRS-PI3K (AG-490 o wortmannin).
Este patrén se observo en el hipotalamo para la expresion de los neuropéptidos
POMC, CART y CRE, y en el cerebro posterior para la expresién de NPY y POMC
(Aguilar et al., 2011). Por lo tanto, en contraste con la respuesta observada en el
modelo de los mamiferos, donde la expresion de POMC y CART se estimula por
el tratamiento con leptina (Ambati et al., 2009; Mobbs et al., 2005), parece que
la expresion de POMC y CART en hipotdlamo y cerebro posterior de trucha arco
iris no es sensible al tratamiento con leptina in vitro (Aguilar et al., 2011). En un
estudio previo realizado in vivo, Murashita et al (2008) describieron un aumento
transitorio en los niveles de ARNm de POMC en hipotilamo de trucha arco iris, tras
tratamiento IP con leptina, lo que no se corresponde con lo encontrado in witro por
Aguilar et al (2011); sin embargo, en ese experimento se observo una tendencia al
aumento de los niveles de ARNm de POMC en hipotalamos incubados con glucosa
8 mM vy teniendo en cuenta que ese estudio se llevd a cabo bajo condiciones in
vitro, se puede sugerir que el efecto observado por Murashita et al., (2008) sobre la
expresion de POMC podpria ser atribuido a una accion indirecta de la leptina a través
de cambios en otros sistemas endocrinos.

Por otro lado la expresion de NPY en hipotdlamo de trucha arco iris desciende
de un modo acusado en los grupos tratados con leptina comparados con los controles
para las concentraciones de glucosa 2 y 4 mM (Aguilar et al., 2011). El efecto del
tratamiento con leptina, inhibiendo la expresion de NPY coincide con evidencias
obtenidas tanto en peces como en mamiferos. En peces, la administracion ICV de
leptina reduce los niveles de ARNm de NPY en el hipotdlamo y telencéfalo del carpin
(Volkoff et al., 2003), mientras que la inyeccion IP de leptina en la trucha arco iris
induce un descenso en los niveles de ARNm de NPY en el hipotalamo (Murashita et
al., 2008). En ratas, el tratamiento con leptina desciende la expresién del NPY en el
hipotalamo (Ambati et al., 2009; Duan et al., 2007; Fekete et al., 2006), mientras que
la deficiencia de leptina aumenta la expresion de este neuropéptido (Mobbs et al.,
2005). En trucha arco iris, la especificidad de la accion de la leptina sobre la expresion
del NPY se corrobora al comprobar los resultados tras tratamiento con leptina sola
con los resultados tras tratamiento con leptina mas los inhibidores de las vias JAK/
STAT y IRS-PI3K (Aguilar et al., 2010; Aguilar et al., 2011), lo que sugiere que las
vias JAK/STAT e IRS-PI3K estan implicadas en la accion de la leptina. Por tanto la
respuesta a los inhibidores es similar a la observada en los parametros glucosensores,
sugiriendo que la accion de la leptina se lleva a cabo a través de esas vias y que
esta implicada en la regulacion de los mecanismos glucosensores y el control de la
ingesta de alimento, a través de los cambios en la expresion de los neuropéptidos. La
participacion de la leptina a través de esas vias podria ser similar a la que se presenta
en los mamiferos, donde la via JAK/STAT se activa por la leptina resultando en el
descenso de la expresién de NPY (Tchaparian et al., 2010). Sin embargo, el hallazgo
de que el tratamiento con leptina induce un marcado efecto en la expresion de
NPY no es sorprendente ya que el NPY es el neuropéptido orexigénico principal
en peces (Volkoff et al., 2009) y la accion inhibidora de la leptina en la ingesta de
alimento se produce en parte por la inhibicion en la expresion de NPY (Volkoff et
al.,, 2003). Por otra parte, las acciones de la leptina en otros procesos fisioldgicos
en los peces no estrictamente relacionados con la ingesta de alimento tales como
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la funcion reproductiva, se sabe que también estin mediadas por el NPY (Peyon
et al., 2001, 2003). Es curioso que mientras el tratamiento con leptina provoca
cambios en la respuesta glucosensora en hipotilamo y cerebro posterior, el efecto
sobre la expresion de neuropéptidos se observa solo en el hipotdlamo (Aguilar et al.,
2011). Estos efectos difieren del modelo descrito en mamiferos donde los cambios
en la expresién de dichos neuropéptidos ocurren en ambas 4reas glucosensoras
(hipotalamo y cerebro posterior) (Morton et al., 2006; Schwartz et al., 2000).

Al aplicar dosis crecientes de leptina (10, 20 y 50 nM) en tiempos diferentes
(1 y 3h), sobre la expresion de neuropéptidos en las areas glucosensoras cerebrales
(hipotalamo y cerebro posterior), no sélo sugieren una activacion de la expresion
de GK con el incremento de la concentracion de glucosa en el medio (activacion del
sistema glucosensor de acuerdo con estudios previos (Polakof et al., 2008b y c)) sino
también que el tratamiento con leptina induce un incremento dosis creciente en la
expresion de GK, lo que concuerda con resultados obtenidos in vivo (Aguilar et al.,
2011). El tratamiento con leptina induce un descenso en la expresion de NPY en
hipotdlamo que no es solamente dependiente de la concentracion de leptina sino
que también depende del tiempo, de modo que el mayor descenso en la expresién
de NPY ocurri6 tras tratamiento con la mayor concentracion de leptina y con el
mayor tiempo de incubacion (Aguilar et al., 2011). El efecto de la leptina sobre la
expresion de NPY ocurre con las 3 concentraciones de leptina usadas. A diferencia
de los cambios observados en los niveles de ARNm de NPY, los otros neuropéptidos
evaluados no muestran cambios en sus niveles de ARNm (POMC, CART y CRF
en hipotilamo, y NPY y POMC en cerebro posterior). De esos neuropéptidos solo
se observan cambios en los niveles de ARNm de POMC en la region hipotalamica,
en la que se observa una tendencia aparente a aumentar con el tratamiento con
leptina (Aguilar et al., 2011), sugiriendo que la expresion de POMC no es afectada
por el tratamiento con leptina in vitro, en contraste con el modelo de los mamiferos

(Ambati et al., 2009; Mobbs et al., 2005).

4. Observacion final

Existen evidencias convincentes del posible papel de la leptina sobre la
activacion del sistema glucosensor periférico y central de trucha arco iris, provenientes
de la demostracion que al administrar leptina ICV hay un incremento de los niveles
de glucosa plasmatica, disminucion de los niveles de glucdgeno y aumento de la
actividad de GPasa en higado e incremento de los niveles de glucdgeno y de la
actividad de GK y GSasa en hipotalamo y cerebro posterior (Aguilar et al., 2010). Sin
embargo, aunque se observa que la leptina ICV induce un descenso de la expresién
de NPY que permite sugerir que al menos parte de la accion anoréctica de la leptina
(mediada por los sistemas glucosensores) se debe a su efecto sobre la expresion de
NPY, es necesario realizar otras investigaciones para dilucidar la escases de efectos
observados tras tratamiento con leptina sobre la expresion de POMC y CART,
que se sabe que también son neuropéptidos que participan en la regulacién de la
ingesta de alimento (Volkoff et al 2009; Volkoff and Peter, 2000; Murashita et al.,
2008; Kling et al., 2009) debido a que el efecto de leptina sobre la expresion de
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estos neuropéptidos, en condiciones in vivo, puede ser mediada por la accion de
otras seflales hormonales. Igualmente el CRF es otro neuropéptido implicado en
la regulacién de la ingesta de alimento y aunque hasta la fecha no hay estudios en
peces que relacionen a leptina con la expresion de CREF si se sabe que en condiciones
de hiperglucemia concomitantemente se da la activacion del sistema glucosensor
central e incremento de la expresién de CRF (Conde-sieira et. Al., 2010).
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