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INTRODUCCION
Obesidad.

En el ambito de la investigacion, a lo largo de las ultimas décadas, se han
propuesto varias definiciones de obesidad. Simopoulus (1987), describid que el peso
general de la poblacion muestra una curva normal, en vez de segregar la poblacion en
obesos y no obesos. La obesidad es un desequilibrio entre la energia que se ingiere y la
que se gasta (Speakman, 2004), lo que conlleva a una acumulacion de grasa en forma de
tejido adiposo (Gale, 2004; Mayes 2004), en consecuencia hay un aumento considerable
en peso (Arner, 2000; Park, 2000), esta definicion ha sido considerada por varios grupos
de investigacion (Speakman, 2004) y fue utilizada en el presente trabajo. La
organizacion mundial de la salud define a la obesidad como una sobreacumulacion de
grasa que puede perjudicar la salud.

La obesidad es una entidad que se ha incrementado en los ultimos 20 afios
siendo hoy un problema de salud a nivel mundial con mas de 310 millones de personas
afectadas (Speakman, 2004). Esta asociada con otros problemas de salud relevantes
como problemas cardiacos, diabetes, cancer, complicaciones reproductivas y

metabolicas (Gale, 2004; Mayes, 2004).

Pruebas para identificar la obesidad.

Se han generado diversas pruebas para identificar la obesidad en humanos las
cuales las podemos separar en pruebas directas e indirectas. Dentro de las pruebas
directas estan la densitometria, el estimado de agua total y la cuantificacion de potasio
corporal (Lukaski, 1987); y dentro de las pruebas indirectas es la medicion de pliegues
subcutaneos y el indice cintura-cadera (Kissebah, 1989). Pero el que ha resultado ser

mas eficaz y el mas utilizado, principalmente en la investigacion clinica ha sido el



indice de masa corporal (IMC) (Lopez-Alvarenga, 2001; Speakman, 2004; van Oijen,
2006). Este consiste en la relacion de peso en kilogramos entre la estatura en metros al
cuadrado ( IMC= peso/ (talla)2 ) y segun la Organizacion Mundial de la Salud (WHO,
por su siglas en inglés; World Health Organization) sefiala que cuando el IMC esta en el
intervalo de 22 a 24.9 es una persona de peso normal, entre 25 y 30 es una persona con
sobrepeso y mayor a 30 es una persona con obesidad mérbida o extrema (van Oijen,
2006).

Modelos de obesidad en roedores.

Debido a la cercania filogenética entre los roedores y el humano (Von Diemen,
2006) hacen de estos animales un buen modelo para estudiar la obesidad. Existen tres
tipos de modelos para inducir obesidad: lesiones hipotalamicas, modelos genéticos y la
induccion por dieta (DIO por sus siglas en inglés; Diet-induced obesity).

1. Lesiones hipotalamicas; se refiere a lesionar el hipotalamo ventromedial, una
técnica para realizarlo implica administrar glutamato monosodico a ratas recién nacidas,
esto no solo dafia el hipotilamo ventromedial si no también el nucleo arqueado
provocando hiperfagia y consecuentemente obesidad (Von Diemen, 2006); o bien se
puede lesionar el tejido utilizando un electrodo (Dube, 1999; Von Diemen, 2006).

2. Modelos genéticos; los primeros en utilizarse fueron el raton deficiente de
leptina ob/ob y el deficiente para receptor de leptina db/db (Horvath, 2006); en la rata se
puede ocupar una mutante, fa/fa, la cual tiene una insensibilidad a la leptina debido a
una pérdida en la funcionalidad de su receptor (Kakuma, 2000). Otro modelo utilizado
es larata “Otsuka-Long-Evans-Tokushima Fatty” que presenta una elevada produccion
de neuropéptido Y en el hipotalamo dorsomedial (Beck, 2006); y la rata “agouti”
presenta un aumento en la produccion del péptido “agouti” provocando una hiperfagia

(Von Diemen, 2006); en ratas senescentes, la cepa de ratas Noruega F-344 presenta



obesidad a partir de las 26 semanas de edad debido a fallas en la transduccion de sefiales
de la leptina, provocadas por la edad (Scarpace, 2002).

3. DIO; la obesidad obtenida a través de estos modelos es lo mas cercano a lo
que ocurre en humanos (Lauterio, 1994; Von Diemen, 2006). Las dietas hipercaldricas
pueden variar entre 4.47 hasta 6 Kcal/gr. La energia en estas dietas puede estar dada por
una alta cantidad de carbohidratos ya sea en forma de golosinas como en la dieta de
cafeteria, la cual contiene galletas con paté, papas fritas o cacahuates, chocolates, pan y
leche (Rodriguez, 2001; Pérez-Echarri, 2005); o adicionar a la dieta comun de la rata los
ingredientes semipurificados (Lauterio, 1994; Levin, 1997); o bien, en forma liquida
mediante una solucion de sacarosa al 30% en vez de agua pura, en este modelo, ademas
de generar obesidad se desencadenan otros padecimientos como resistencia a la insulina
e hipertension tal como pasa en el Sindrome Metabolico (Mascher, 2006). La energia
puede también estar dada por dietas altas en lipidos (Kakuma, 2000; Prunet-Marcassus,
2003). Dependiendo de la fuente de energia utilizada para inducir la obesidad, las
caracteristicas de las ratas cambiaran, en dietas altas en grasa existe un mayor depdsito
de 4cidos grasos y un mayor metabolismo de grasas en musculo, lo cual no ocurre en
dietas altas en carbohidratos donde se promueve una alta regulacion de la glucdlisis
(Dourmashkin, 2005), en adicion del elevado deposito de acidos grasos, asimismo
cambia la expresion de varios péptidos hipotaldmicos (Leibowits, 1998).

Hasta el momento no existe una definicion formal de obesidad en la rata pero
diversos grupos de investigacion han llevado a cabo la induccion de la obesidad por
dieta en roedores consiguiendo que exista un aumento significativo en el peso de los

animales después del tratamiento (Lauterio, 1994; Levin, 1997).



Causas de la obesidad

Son diversas las causas que pueden llevar a la obesidad, los factores ambientales
y los factores genéticos. Los primeros son problemas de comportamiento, siendo el
ejemplo tipico el que se refiere a la dieta (Schrauwen, 2000; Jang, 2003; Speakman
2004), debido a que en la sociedad occidental las dietas altamente energéticas son las
que predominan en la poblacion, lo que conlleva a varios desdrdenes alimenticios (van
Oijen, 2006), la baja actividad fisica, en conjunto con la dieta hipercaldrica, hacen que
la obesidad se desarrolle con facilidad (Schrauwen, 2000).

En la actualidad se ha empleado el término “predisposicion genética”
(Speakman, 2004) para sefialar a aquellas personas que pueden desarrollar la obesidad
independientemente de los factores ambientales o con la menor intervencion de estos.
Los primeros estudios genéticos de la obesidad se llevaron a cabo en roedores donde se
encontraron genes que llevaban a los animales a desarrollar la obesidad, y los

homologos de estos genes fueron encontrados en el humano (Zhang, 1994).

Leptina y sus mecanismos de accion.

El gen que el grupo de Zhang encontrd es el ob, su producto es una hormona de
16 kd llamada leptina, la cual se expresa mayoritariamente en tejido adiposo blanco
(Zigman, 2003) y en menor medida en hipotdlamo, hipofisis, musculo esquelético y
epitelio mamario. Esta hormona regula el peso corporal, el apetito, la actividad
adrenérgica y la funcion reproductiva (Moschos, 2002). La deficiencia de leptina
provoca hiperfagia, acumulacion de tejido adiposo y lipotoxicidad en las células que no
son adipositos (Unger, 2001), lo cual es importante debido a que la lipotoxicidad

produce a su vez la muerte celular por lipoapoptosis en dichas células explicando, por



ejemplo, dafios cardiacos y a nivel de las células 3 del pancreas provocando
padecimientos comunes en la obesidad como diabetes.

El receptor de leptina se expresa principalmente en hipotdlamo donde tiene
accion en los sitios que regulan el apetito y el balance energético. En sitios relacionados
con el almacén de energia y el metabolismo, como el tejido adiposo, pancreas e higado,
en el testiculo, ovario y utero donde regula la funcion reproductiva (Friedman, 1998;
Tena-Sempere, 2001).

La leptina se secreta en el tejido adiposo en proporcion al volumen de dicho
tejido. Atraviesa la barrera hematoencefalica y ejerce su accion en el sistema nervioso
central, en el nucleo paraventricular, arqueado y ventromedial del hipotalamo (Auwerx,
1998; King, 2006), los centros que regulan el comportamiento alimenticio. En estos
centros se generan principalmente dos tipos de sefiales: las orexinas y anorexinas
(Cowley, 2003). La leptina estimula la sintesis de anorexinas, como la hormona
estimulante de la a—melanocortina que inhibe el apetito y estimula el gasto energético y
al mismo tiempo inhibe la sintesis de orexinas, como el neuropéptido Y y el péptido
“agouti”, las cuales tienen un efecto contrario a las anorexinas, es decir, promueven el
apetito y la acumulacion de reservas energéticas (Friedman 1998; van Dijk, 2003;
Zigman, 2003; Gale, 2004).

En los diversos 6rganos blanco la leptina se encarga de aumentar la expresion de
enzimas del catabolismo de 4cidos grasos y también protege a las células que no son
adipositos de las consecuencias de la sobreacumulacion de lipidos, regulando la
homeostasis de triglicéridos y acidos grasos (Unger, 2001).

Cuando la concentracion de leptina baja, debido a una disminucion de peso y
una consecuente baja del volumen del tejido adiposo o bien en estados de ayuno

prolongado, el organismo sufre de una serie de cambios adaptativos con el objeto de



conservar las reservas energéticas. El primer cambio es el incremento de las orexinas a
fin de aumentar la buisqueda de alimento y disminuir la sensacion de saciedad. El
siguiente efecto es la disminucion en la eliminacion de energia en forma de calor
(Rothwell, 2001). La ultima modificacion es la que involucra al sistema inmune y
reproductivo, hay una inmunosupresion y una disminucion de la sintesis de esteroides
sexuales, debido a que ambos sistemas consumen una gran cantidad de energia
(Spigelman, 2001; Tena-Sempere 2002).

En la obesidad se genera una resistencia a la leptina debido a que las
concentraciones de la hormona son tan altas que se sobrepasa la capacidad de entrada a
través de la barrera hematoencefalica y esto disminuye la accion en los tejidos
periféricos. Asimismo se reduce la permeabilidad de la barrera hematoencefalica en
consecuencia hay un aumento de concentracion de leptina no solo en suero si no

también en el liquido cefalorraquideo (Adam, 2006; Zhang 2006).

Balance energético y Reproduccion.

El balance energético y la reproduccion estdn altamente relacionados y
regulados, no solo por la leptina, que actlia de manera indirecta en la secrecion de la
Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) (Cunningham, 1999; Woller, 2001),
si no por otras hormonas que participan en la regulacion del apetito y el balance
energético tal como la grelina (Barreiro, 2004) y el neuropéptido Y (Raponsinho, 1999;
Wojzic-Gladyz, 2003; Winters, 2004), los cuales inhiben la secrecion de la Hormona
Luteinizante (LH) y de la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) (Fernandez-Fernandez,

2006) (Figura 2).



Hipotalama

Hipofizis

Grelina 1‘-]
e

Figura 2. Esquema integrativo entre las sefiales reguladoras del balance energético, el apetito y la funcion
reproductiva. Los simbolos (+) representan estimulacion y los signos (-) representan inhibicion. La GnRH
estimula a la hipofisis para que sintetice y libere a las gonadotropinas LH y FSH, estas viajan a la gonada
donde llevan a cabo su funcién estimulando la sintesis y secrecion de esteroides sexuales. La leptina
estimula la secrecion de GnRH en el hipotalamo, pero inhibe la sintesis de T en gonada. La grelina inhibe

tanto la secrecion de GnRH como de las gonadotropinas hipofisiarias y de T. Tomado de Barreiro (2004).

Eje Hipotalamo-Hipofisis-Gonada.

La GnRH es un decapéptido que se encuentra en el hipotdlamo, en el nicleo
arqueado en primates (King, 1984; Woller, 2001) y en el area predptica y eminencia
media en primates y roedores (Woller, 2004). La GnRH es secretada de forma pulsatil y
liberada en los vasos portahipofisiarios donde viaja hacia la hipofisis anterior
estimulando la sintesis y secrecion de las gonadotropinas (Ulloa-Aguirre, 2000). Los
pulsos rapidos promueven la secreciéon de LH mientras que los pulsos lentos promueven

la secrecion de FSH (Dalkin, 1989; Kaiser, 1997). Ambas gonadotropinas viajan por la



circulacion para llegar a sus 6rganos blanco, los cuales son: la célula de Leydig y de la
teca en el caso de la LH; y la célula de Sertoli y de la granulosa para la FSH, ahi regulan
la funcion reproductiva participando en la regulacion de la esteroidogénesis para la
sintesis de esteroides sexuales (Larrea, 1988; Zirkin, 2000) y la maduracion de gametos
(Chappel, 1983; Selman, 2006).

El receptor para FSH y para la Hormona Estimulante de la Tiroides (TSH) junto
con el receptor para LH pertenecen a una familia de receptores acoplados a proteinas G
(Puett, 2007). Este ultimo une con alta afinidad a su ligando desencadenando una via de
transduccion de sefales, cuyos efectos intervienen en la sintesis de esteroides sexuales
principalmente la testosterona (T) (Larrea, 1988; Clemp, 2005).

La LH, FSH, TSH y la gonadotropina coriénica (GC) son glicoproteinas
estructuralmente parecidas, estdin formadas por dos subunidades unidas no
covalentemente, la o y la . Dada una misma especie la subunidad o de las cuatro
hormonas se expresa en un mismo gen, por lo tanto tiene una misma secuencia de
aminoacidos (Boothby, 1981), mientras que la 3 es la que las distingue y les confiere
especificidad (Ulloa- Aguirre, 1995). La actividad bioldgica de estas glicoproteinas solo

existe si estan presentes ambas subunidades (Tsatsoulis, 1991).

Regulacion de la sintesis y secrecion de la Hormona Luteinizante

En la goénada se secretan tres diferentes tipos de esteroides sexuales, los
estrogenos, progestagenos y androgenos, los cuales tienen sus receptores especificos en
el hipotalamo e hipofisis e influyen en la secrecion de las gonadotropinas.

La secrecion de LH es controlada por retroalimentacion negativa ejercida por la T
y el estradiol (E;). La T o sus metabolitos actian en el sistema nervioso central para

retardar el generador de pulsos hipotaldmicos y consecuentemente disminuir la frecuencia



de liberacion pulsatil de LH (Matsumoto, 1984). La aplicacion de infusiones agudas de E,
disminuye los niveles de LH asociandose con un incremento en la frecuencia y una
disminucion en la amplitud de los pulsos de LH (Santen, 1975).

Existen otros mecanismos de regulacion de la sintesis y secrecion de
gonadotropinas a nivel central en los cuales se incluye la prolactina que inhibe la secrecion
de GnRH (Calogero, 1996) y las gonadotropinas que pueden actuar en el hipotalamo al
modular la secrecion de GnRH, mientras que a su vez la GnRH puede influir directamente

en su propia secrecion de manera autocrina (Marshall, 1986).

Isoformas de la LH.

La LH, al igual que otras glicoproteinas, no es una hormona de estructura inica
sino que esta constituida por un grupo de isoformas. La presencia de variaciones en la
estructura y en la distribucion de oligosacaridos sulfatados y en menor grado sializados
de la hormona, constituye la base quimica para la formacion de las isoformas (Pantel,
1998; Ulloa-Aguirre, 1988; Nomura, 1989). Los oligosacaridos desempefian una
funcién importante en el plegamiento, ensamblaje de las subunidades y secrecion de la
molécula, ademas de que determinan la tasa de depuracion metabolica asi como la
interaccion de la hormona con su receptor (Ruddon, 1997). Cada isoforma posee
caracteristicas bioldgicas particulares como son su capacidad de union al receptor, vida
media plasmatica y bioactividades in vitro e in vivo, caracteristicas que se encuentran
intimamente relacionadas con sus propiedades fisicoquimicas (Bergendah, 2001). Los
residuos terminales de sulfato favorecen la remocion de la LH de la circulacion en su
paso a través de las células reticuloendoteliales hepaticas, uniéndose a un receptor
especifico (Roseman, 2000); por el contrario, el acido sidlico disminuye la captacion

hepatica (Morell, 1971). Estudios llevados a cabo mediante la utilizacién de isoformas



de LH hipofisiarias humanas altamente purificadas, han corroborado que los
carbohidratos y en particular el contenido de acido sialico de éstas es determinante para
la union al receptor y para la actividad bioldgica in vivo, ya que las isoformas con
menor contenido de acido sialico son rapidamente depuradas de la circulacion (Burgon,
1996).

Se ha observado que la FSH de rata tratada con enzimas que remueven los
residuos de acido sidlico se pueden identificar isoformas mas bdasicas y su actividad
bioldgica era mayor conforme aumentaba el punto isoeléctrico, (Wilson, 1990; Lambert,
1998). Los residuos de sulfato y de acido sidlico, determinan la distribucion por carga
de las isoformas de la LH (Baenzinger, 1988).

Se ha demostrado que las diferentes formas moleculares de LH tienen
predominantemente carga positiva, que corresponde a valores de punto isoeléctrico de
6.5 a 10, principalmente (Castro-Fernandez, 2000), esto logrado mediante la técnica del
cromatoenfoque. La naturaleza basica de las isoformas de LH, se debe primordialmente
a la presencia de un alto porcentaje de oligosacaridos (aproximadamente 98%) con
residuos terminales de sulfato (Green, 1988).

Varios grupos de investigadores han caracterizado detalladamente la distribucion
de las diversas isoformas de LH tanto in vitro como in vivo durante diversas
condiciones fisiologicas y experimentales (Lambert, 1998; Bergendah, 2001). En la
mayoria de los estudios, se ha demostrado que las isoformas de la LH intrahipofisiaria y
sérica presentan un intervalo de pH de 4.0 a 10.0. En dichos estudios también se ha
evaluado la actividad bioldgica, y se ha observado que la mayor actividad la presentan
las isoformas mas basicas (Robertson, 1977; Ropelato, 1999), aunque atn existe la
controversia por estudios que han mostrado que las isoformas mas acidas son las

biologicamente mas potentes (Mitchel, 1994)
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Dentro de las modificaciones postraduccionales las gonadotropinas se someten
al proceso de glicosilacion. Este comienza en el reticulo endopldsmico rugoso donde se
adiciona el precursor del oligosacarido en uno o varios residuos de asparagina,
dependiendo la hormona, los cambios subsecuentes en ese oligosacarido se llevan a
cabo dentro de las cisternas del aparato de Golgi donde se encuentran las transferasas
que maduraran el oligosacarido. En humano se encuentra la N-acetilgalactosamina-4-0-
sulfotransferasa 1 y 2 (Baezinger, 2003) las cuales adicionan los residuos terminales de
sulfato.

La estructura de los oligosacaridos de las hormonas glicoproteicas se encuentra
regulada por varios factores. La GnRH, ademas de ser el factor mas importante en la
regulacion y sintesis de gonadotropinas, también modula la glicosilacion de la LH
(Wide, 1996). Los cambios en la estructura molecular de los oligosacéaridos
incorporados en las hormonas glicoproteicas que ocurren en una variedad de
condiciones fisioldgicas y patoldgicas, sugieren que la glicosilacion de estas hormonas
estd sometida a una estricta regulacion (Ulloa-Aguirre, 2001). De hecho, ha sido
demostrado que los factores sintetizados en respuesta al estimulo tréfico de varias
hormonas glicoproteicas, y esteroides son capaces de modificar la glicosilacion de las
sefales troficas correspondientes (Dharmesh, 1993; Damian-Matsumura, 1999; Ulloa-

Aguirre, 2001).

Endocrinologia de la obesidad

Diversos estudios han demostrado que las concentraciones plasmaticas de
testosterona y de la globulina transportadora de esteroides sexuales (SHBG), se
encuentran disminuidas en varones obesos comparados con varones no obesos en

edades similares (Casimirri, 1991; Vermeulen, 1993). A pesar de que los mecanismos

11



internos responsables de esta disminucion son hasta ahora desconocidos, se ha
demostrado que la pérdida de peso puede revertirlos, lo que ha confirmado que son
secundarios al desarrollo de la obesidad (Pasquali, 1988). Asimismo las concentraciones
de E, y estrona se encuentran incrementadas en los sujetos obesos (Casimirri, 1991;
Vermeulen, 1993). Este incremento se debe, en gran parte, a la conversion
extraglandular de precursores de androgenos a estrogenos (Shayu y Rao, 2006).

Existe controversia con lo referente a si las concentraciones de LH son
significativamente menores en los obesos que en las personas de peso normal, ya que en
un estudio se encontr6 que las concentraciones de LH en sujetos con obesidad era
menor a las de personas de peso normal, asi como también la amplitud en los pulsos de
LH y la cantidad de LH secretada (Vermeluen, 1993). Sin embargo otros estudios no
muestran diferencias significativas entre los niveles de LH sérica en ningin grado de
obesidad (Isidori, 1999).

Los mecanismos responsables de los cambios en las concentraciones hormonales
en el hombre obeso, no se han dilucidado, aunque el relativo hiperinsulinismo presente
en estos sujetos promueve una reduccion de la SHBG (Casimirri, 1991). Se desconoce
si el hipoandrogenismo relativo tiene un origen testicular o hipotdlamo-hipofisiario. Sin
embargo, se ha demostrado que la respuesta de las células de Leydig a la estimulacion
farmacoldgica con hCG se encuentra dentro de los valores de referencia en los sujetos
obesos, sugiriéndose con ello que la causa primaria de la disminuciéon de las
concentraciones de T no se encuentra a nivel testicular (Amatruda, 1982), aunque una
evidencia reciente sugiere que puede haber una influencia testicular, habiendo realizado
ensayos en pacientes se obtuvo una respuesta menor a hCG en individuos con obesidad

extrema (Isidori, 1999).
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La hiperestrogenemia asociada puede influir en la regulacion de
gonadotropinas (Vermeulen, 1993), ya que se ha demostrado que el E, secretado
tanto por los testiculos como aquel producido por la aromatizacion central y
periférica puede influir en la secrecion de gonadotropinas por medio de un
mecanismo de retroalimentacion negativa a nivel central (Shayu, 2006). El E; puede
influir también en el proceso celular y/o en uno o mas aspectos de la glicosilacion

terminal de las moléculas de LH (Veldhuis, 1987).

Se ha demostrado que este ambiente alterado de hormonas esteroides
caracteristico de la obesidad en humanos produce un aumento en isoformas de LH
séricas mas basicas, las cuales pueden modificar potencialmente la intensidad y
duracion de la sefial de la LH sérica liberada a la gonada, en base a esta evidencia se
puede pensar que la glicosilacion de la LH puede ser un mecanismo adicional que

modula el estado hipogonadico en la obesidad extrema (Castro-Fernandez, 2000).

Con la finalidad de comprobar si existen cambios en el patron de distribucion
de isoformas de LH en la obesidad a nivel hipofisiario se evaluo directamente en ese
tejido, en el presente trabajo se utilizo la induccioén de obesidad por dieta en rata, que
como se ha mencionado antes en el apartado de “Modelos de obesidad en roedores”
es un modelo animal experimental importante para el estudio de fisiologia

reproductiva.
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OBJETIVOS.

Caracterizar el patron de distribucion de las isoformas de la LH hipofisiaria en la rata

macho en diferentes edades y diferentes grados de obesidad.

Determinar las concentraciones séricas de las hormonas, LH, FSH, E; y T; Insulina y
Leptina, asi como de triglicéridos, colesterol y glucosa en la rata macho en diferentes
edades y diferentes grados de obesidad y correlacionar los resultados con el patron de

distribucion de la LH hipofisiaria.

HIPOTESIS.

El patron de distribucion de las isoformas de la LH hipofisiaria sera diferente entre los
grupos de ratas control con sus contrapartes obesas de la misma edad, siendo las

isoformas mas bdsicas las que predominen en las ratas obesas.

Habra diferencias en las determinaciones hormonales existiendo disminucidén en las

concentraciones de testosterona y un aumento en las concentraciones de estradiol en las

ratas obesas en ambos grupos, si las isoformas de LH son mas basicas.
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MATERIALES Y METODOS.
Disefio experimental

Se utilizaron 16 ratas de la cepa Wistar, Rattus novergicus, del bioterio del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciéon Salvador Zubiran. Los animales
fueron mantenidos en jaulas individuales con fotoperiodo controlado (12 hrs luz y 12
hrs oscuridad). Los animales fueron alimentados con dieta estandar (Purina Lab Chow
5001, Purina, México) y agua ad libitum, hasta alcanzar los 100 gr de peso promedio, en
ese momento las ratas se separaron para someterlas a 2 diferentes dietas experimentales.
El primer grupo fue alimentado con una dieta de 4 Kcal/gr (control 1) y el segundo con
la dieta de 5 Kcal/gr (experimental 1) ad libitum durante tres meses; el tercer y cuarto
grupo (control 2 y experimental 2) se alimentaron hasta llegar a seis meses de estudio

(Cuadro 1), (Anexo 1).

Induccion de obesidad
A lo largo del estudio se llevo el registro de peso cada tercer dia. Se formaron
cuatro grupos de estudio de acuerdo a la dieta con las que se alimentaron y al tiempo de
alimentacion de tal forma que los grupos fueron:
Grupo control 1: 4 Kcal/gr 3 meses, n=4
Grupo experimental 1: 5 Kcal/gr 3 meses, n=4
Grupo control 2: 4 Kcal/gr 6 meses, n=4
Grupo experimental 2: 5 Kcal/gr 6 meses, n= 4
La seleccion de animales para sacrificar fue de manera aleatoria a los tres meses,
mientras que se sacrifico a los animales restantes a los seis meses. El sacrificio de todas
las ratas se realizo por decapitacion rapida sin anestesia, esto permite obtener sangre en

mayor proporcion que otros métodos. Las muestras sanguineas permanecieron a
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temperatura ambiente aproximadamente 30 minutos hasta que coagularon.
Posteriormente se separd el suero mediante centrifugacion a 1200 rpm durante 15
minutos. Se realizaron de 7 a 10 alicuotas de 500ul por separado para cada rata, las
cuales permanecieron a -20°C hasta que se utilizaron para realizar las determinaciones
hormonales. En el momento de la decapitacion de cada rata fue obtenida la hipofisis y
rapidamente fue almacenada a -80°C hasta el dia de llevar a cabo el cromatoenfoque.

La dieta control (4 Kcal/g) estuvo compuesta en porcentaje de la siguiente
manera: 33.11% de caseina libre de vitaminas (Harlan-Teklad-160040), 0.165% de
citrato de colina (Harlan-Teklad-30220), 1% de mezcla de vitaminas AIN-93-VX
(Harlan-Teklad-TD 94047), 5% de mezcla de minerales Rogers-Harper (Harlan-Teklad-
170760), aceite de maiz comercial 5% y dextrosa anhidra y almidéon de maiz (Harlan-
Teklad-160195,160170) en una proporcion 1:1 para completar el 100% de la dieta. La
dieta alta en lipidos (5 Kcal/g) mantuvo la misma composicion que la dieta control,
excepto en el porcentaje de lipidos, el cual fue de 20% de manteca de cerdo (Cuadro 1).
La dieta control esta basada en las recomendaciones del “National Research Council”
(NRC), 1978 y el “American Institute of Nutrition Rodents Diets” (AIN), sobre los

requerimientos nutricionales de las ratas de laboratorio (Reeves, 1993).
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Cuadro 1. Composicion de las dietas experimentales

Dieta control

Dieta alta en grasa

(4 Kcal/gr) (5 Kcal/gr)
Materia prima gr/Kg Keal (*) gr/Kg Kcal (*)
de dieta de dieta
Caseina 331.11 1324.44 331.11 1324.44
Clorhidrato de colina 1.65 - 1.65 -
Vitaminas 10 -—-- 10 -—--
Minerales 50 -—-- 50 -
Dextrosa 278.6 1044.75 178.6 669.75
Almidoén 278.6 1044.75 178.6 669.75
Aceite de maiz 50 450 50 450
Manteca 0 - 200 1800
Totales 1000 3863.94 1000 4913.94

(*) Cada gramo de proteina y carbohidratos aportan 4 y 3.75 calorias respectivamente, a

diferencia de cada gramo de grasa la cual aporta 9 calorias.

Cromatoenfoque

El cromatoenfoque de LH hipofisiaria se llevo a cabo utilizando un gradiente de
pH de 11.0 a 2.99, donde las proteinas eluyen al alcanzar su respectivo punto
isoeléctrico dentro del gradiente de pH antes mencionado. Se utilizaron columnas para
cromatografia de 30 X 0.7 cm de vidrio (BioRad), el intercambiador idnico fue la resina
PBE-118 (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, EUA), equilibradas con 18
volumenes de Trietilamina-HCI 0.025 M, pH 11.2 con la finalidad de evitar que la

muestra tuviera cambios bruscos de pH, a cada columna se le agregé 1 ml del primer




amortiguador eluyente, Pharmalyte (Pharmacia) diluido 1:45 v/v en agua desionizada
pH 7.0. Cada hipdfisis, por separado, fue homogenizada con 100 pl de una solucion del
primer amortiguador de elucién con 0.2 mg/ml de PMSF (fenil-metil-sulfonil-floururo)
como inhibidor de proteasas, dicho homogenado fue centrifugado a 1000 rpm durante
30 minutos a 4°C para separar el material celular de otros compuestos como proteinas
las cuales se mantienen en el sobrenadante. Dicho sobrenadante se recuperd y se agregd
a la columna, en cada experimento se agregaron 40ul del sobrenadante, los otros 60pul
fueron almacenados a -20°C para tener reserva de las muestras. Se ocupo un colector de
fracciones (Amersham), la velocidad de flujo fué de 6 ml/hr y fue mantenida mediante
una bomba peristaltica (Amersham); se colectaron fracciones de 2ml cada una. Se
colectaron de 45 a 55 fracciones hasta alcanzar un pH igual a 7.0, en ese momento el
primer amortiguador eluyente fue sustituido por el segundo amortiguador eluyente,
Polybuffer-74 (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, EUA) diluido 1:8 v/v en
agua desionizada, pH 2.99. Se colectaron 30 fracciones mas hasta alcanzar pH igual o
menor a 3.0 y en ese momento el amortiguador fue cambiado por una solucién NaCl
IM para separar todas las proteinas que no eluyeron en el intervalo de pH anterior. Se
midié el pH de cada fraccion. Todos los amortiguadores se degasificaron previo a su

utilizacion para evitar fluctuaciones en el gradiente. (Anexo 2).

Radioinmunoanalisis
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Las concentraciones de rLH y rFSH, fueron determinadas en todos los grupos
mediante el radioinmunoanalisis de doble anticuerpo. Los reactivos fueron obtenidos
del Programa Nacional de la Pituitaria de los Institutos Nacionales de Salud. E.U.A
(National Hormone and Pituitary Program, Bethesda MD). La hormona fue
radiomarcada por el método de Cloramina T descrito por Greenwood (1963). (Anexo 3).
Los resultados estan expresados en ng/ml de acuerdo a los estandares de referencia
internacional TLH (LH-RP3) y rFSH (FSH-RP2) con los cuales se realiz6 una curva
estindar de concentraciones conocidas; los anticuerpos utilizados fueron anti-rLH
(conejo vs rata: LH S-8) y anti-tFSH (conejo vs rata: FSH S-11). Asimismo, se
determind la LH en cada fraccion de cromatoenfoque mediante el mismo método.
(Anexo 4).

Una vez obtenidas las concentraciones de rLH por fraccion se calculo el
porcentaje de recuperacion por unidad de pH para evaluar si existian diferencias entre
los grupos controles y los experimentales, tal como se ha realizado en estudios previos
(Castro-Fernandez, 2000).

Determinaciones hormonales

Las concentraciones plasmaticas de insulina y leptina se determinaron por RIA
en estuche comercial (Linco Research Immunoassay, St. Charles, MO, EUA). Los
triglicéridos, colesterol y glucosa fueron determinados por métodos enzimaticos,
oxidasa-peroxidasa mediante estuches comerciales (SERA-PAK, Plus, Bayer). Los
analisis de testosterona y estradiol fueron efectuados por pruebas inmunoflorométricas

utilizando estuches comerciales DELFIA (Perkin Elmer, Oulunsalo, Finlandia).

19



Analisis estadistico.

Se utiliz6 la prueba de T de Student para muestras independientes para evaluar
diferencias entre los grupos de 4 Kcal/gr y 5 Kcal/gr en la determinacion hormonal si la
estructura de los datos presentaba normalidad y homoscedasticidad, de no ser asi, se
aplico la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney.

Para evaluar diferencias en el patron de distribucion de isoformas se utilizo el
analisis de varianza de una via y posteriormente la prueba de discriminantes de Tukey-
Kramer, siempre y cuando la distribucion de los datos fuera normal, de no ser asi, se
realizd la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Se consider6 una o<0.05. Asimismo se muestran también aquellos datos que
presentaban una p< 0.1 como una indicacion de tendencia de datos mas que como una
diferencia estadisticamente significativa.

Los datos se presentan utilizando el promedio + el error estandar de la media en
todos los casos.

Para el procesamiento de los datos se ocupo el programa NCSS, Number

Cruncher Statistical System, 2004.
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RESULTADOS

El aumento de peso en las ratas de los grupos que se sacrificaron a los 90 dias de
estudio, mostrd que existe una diferencia de peso grupal del 17% entre ellos, el grupo
control mostr6 un peso de 378.36+34.36 grs y el grupo experimental del mismo tiempo
tuvo 446.42+36 grs de peso, existiendo una diferencia estadisticamente significativa
p<0.001.

Asimismo, los grupos de 180 dias de estudio mostraron una diferencia grupal del
26% entre el control y el experimental, los pesos de ambos grupos fueron de
446.5+£40.25 grs y de 565.16+£39.03 grs respectivamente, para este tiempo existe
también una diferencia estadisticamente significativa p<0.001.

En la figura 1 se muestran las curvas de crecimiento para los grupos
alimentados con las dietas de 4 Kcal/gr; Control, y la de 5 Kcal/gr; Obesa.

Los niveles de insulina presentaron cambio en el grupo de obesas de 6 meses en
comparacion a su control, p<0.05 (Figura 2); en las ratas obesas, las concentraciones de
leptina presentaron un aumento considerable p=0.001, en comparacién con su control,
para los tres y seis meses (Figura 3). Los resultados de glucosa y colesterol muestran
una diferencia estadisticamente significativa p<0.05 del grupo control comparado con
el grupo obeso a los 3 y 6 meses de estudio, los niveles de triglicéridos solo son

diferentes a los 6 meses. (Cuadro 2).
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Figura 1. Curvas de crecimiento, se muestran el peso de ratas Wistar alimentadas con dieta de 4 Kcal/gr y

5 Kcal/gr respectivamente, en la parte superior se muestra la grafica obtenida a los 3 meses de estudio y

en la parte inferior lo obtenido a los 6 meses de estudio.
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Figura 2. Determinacién de Insulina en suero
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Figura 3. Determinacion de Leptina en suero

Concentraciones séricas de insulina y leptina en las ratas controles y obesas de 3 y 6 meses de estudio.
Cada una de las barras representa el promedio + el error estandar de las concentraciones séricas de
insulina (parte superior) y leptina (parte inferior) de ratas alimentadas con dieta de 4 Kcal/gr (barras
oscuras) y 5 Kcal/gr (barras blancas). * P<0.05, vs de 4Kcal/gr.
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Cuadro 2. Concentracion de glucosa, colesterol y triglicéridos en suero de ratas
alimentadas con 4Kcal/gr y 5Kcal/gr

GRUPO
3 MESES Glucosa Colesterol Triglicéridos
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
4Kcallg 81.66+3.94 76.16+3.24 161.5+23.89
SKcallg 104.3346.07 * 95.00+2.70 * 214.5+28.42
6 MESES
4Kcallg 54.16+3.00 44.00+3.44 86.50+8.570
SKcallg 135.33+5.56 * 92.00+14.21 * 190.66+28.57 *

* Indica una diferencia estadisticamente significativa p<0.05 vs 4Kcal/gr de la misma edad.
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Determinacion de isoformas de hormona luteinizante.

El patron de distribucion de la rLH hipofisiaria en todos los grupos de estudio
presentd isoformas de rLH inmunoreactiva a lo largo de un intervalo de pH de 9.99-3.0
predominantemente, mas del 80% recuperadas en pH mayores a 7.0 y el resto de la
hormona eluy6 en los pH menores a 6.99 en todos los casos. Cabe mencionar que el
material que no eluyo en el rango de pH mencionado cuando se adicion6 la solucion de
NaCl 1M fue aproximadamente del 2.5%, figuras 4 y 5.

Se procedi6 a calcular el porcentaje de recuperacion por unidad de pH de cada
uno de los perfiles de distribucion, de tal forma que se formaron 8 grupos de fracciones
(GDF) constituidos de la siguiente manera GDF 1 (9.99-9.0), GDF 2 (8.99-8.0), GDF 3
(7.99-7.0), GDF 4 (6.99-6.0), GDF 5 (5.99-5.0), GDF 6 (4.99-4.0), GDF 7 (3.99-3.0),
GDF 8 (Pico de sal). Los porcentajes de recuperacion de los diferentes GDFs se
expresan en las figuras 6 y 7 y en el cuadro 3.

En los grupos de 3 meses de estudio se obtuvo el mayor porcentaje de
recuperacion de rLH en el GDF 2, controles (75.45+ 4.55%); y obesos (57.99+10.3%),
con p no significativa. Asimismo en los grupos de 6 meses se obtuvo el mismo
comportamiento en el GDF 2, controles (78.08+ 7.2%) vs (50.65+ 2.7%), con p=0.08.

A los 6 meses de estudio la tendencia de los datos marca que en el GDF 1, el de
pH mas basico aumenta en las ratas obesas (26.834+9.8%) en comparacion con las ratas
control (1.35+0.7%) a pesar de ello la diferencia no representa una diferencia
estadisticamente significativa p= 0.06.

Los porcentajes de recuperacion de las isoformas expresadas en basicas,
mayores a pH 7.0 y acidas menores a pH 6.99 muestran que la mayor parte de la

hormona es de caracter basico (Tabla 4).
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Figura 6. Patron de distribucion por carga de la rLH hipofisiaria después de su separacion por
cromatoenfoque en ratas controles (parte superior) y ratas obesas (parte inferior) a los 3 meses de estudio.
Cada una de las barras representa el promedio + error estandar de los porcentajes de LH recuperada

después del cromatoenfoque, la linea vertical discontinua indica un valor de pH de 7.0
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Figura 7. Patron de distribucion por carga de la LH hipofisiaria después de su separacion por
cromatoenfoque en ratas controles (parte superior) y ratas obesas (parte inferior) a los 6 meses de estudio.
Cada una de las barras representa el promedio + error estandar de los porcentajes de LH recuperada
después del cromatoenfoque, la linea vertical discontinua indica un valor de pH de 7.0.

* p=0.06 vs 4Kcal/ gr. ** p=0.08 vs 4Kcal/ gr.
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Cuadro 3. Porcentajes de recuperacion por unidad de pH de las isoformas de rLH

hipofisiaria de las ratas controles y obesas

3 meses 6 meses
Grupo de pH 4 Kcal 5 Kcal 4 Kcal 5 Keal
fracciones (%) (%) (%) (%)
1 9.99-9.0 8.47+5.2 26.24+12.2 1.354+0.7 26.8349.8
2 8.99-8.0 75.45+4.5 57.99+10.3 78.08+7.2 50.65+2.7
3 7.99-7.0 6.04+1.4 4.940.6 9.04+2.7 6.53+2.7
4 6.99-6.0 3.48+0.6 3.4+0.8 5.17+£2.2 4.35+1
5 5.99-5.0 2.9+0.6 1.78+0.3 1.89+0.7 2.91+0.8
6 4.99-4.0 1.2+0.4 1.25+0.3 1.36+0.7 2.38+0.8
7 3.99-3.0 0.53+0.2 0.66+ 0.2 1.444+0.8 3.5+1.9
8 Pico de sal 1.940.1 3.58+0.6 1.6£0.6 2.82+1.3
Cuadro 4. Porcentajes de isoformas basicas y acidas
Isoformas basicas Isoformas acidas
(=pH 7.0) (< pH 6.99)
4 Kcal 89.95+3.5 10.05+3.3
3 meses
5 Kcal 89.22+2.2 10.77+2.2
4 Kcal 88.48+6.6 11.51+6.6
6 meses
5 Kcal 84.02+5.3 15.97+£5.3
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Determinaciones hormonales.

En las figuras 8 y 9 se muestran las concentraciones de rLH y rFSH. La rLH a
los seis meses disminuye de manera significativa en las ratas obesas en comparacion de
los controles de la misma edad (p=0.04). Las concentraciones de rFSH en las ratas
obesas a los tres meses de estudio, disminuye con respecto a los controles (p=0.02).

La determinacion de los esteroides T y E, se presentan en las figuras 10y 11. No
se encontrd ninguna diferencia en la determinacion de T. La determinacion de estradiol
muestra que existe un aumento significativo (p=0.03) en el grupo de ratas obesas de tres
meses, lo cual coincide con el estado de obesidad en varones, dicho aumento no

mantuvo la diferencia estadistica a los seis meses de estudio. (Cuadro 5).
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Figura 9. Determinacién de rFSH en suero

Concentraciones séricas de rLH y rFSH en las ratas controles y obesas de 3 y 6 meses de estudio. Cada
una de las barras representa el promedio + el error estandar de las concentraciones séricas de LH (parte
superior) y FSH (parte inferior) de cuatro ratas alimentadas con dieta de 4 Kcal/gr (barras oscuras) y 5
Kcal/gr (barras blancas).
* p= 0.04 vs 4Kcal/gr 6 meses. ** p=0.02 vs 4Kcal/ gr 3 meses.
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Figura 11. Determinacion de estradiol en suero

Concentraciones séricas de T y E, en las ratas controles y obesas de 3 y 6 meses de estudio. Cada una de

las barras representa el promedio + el error estandar de las concentraciones séricas de T (parte superior) y

E, (parte inferior) de cuatro ratas alimentadas con dieta de 4 Kcal/gr (barras oscuras) y 5 Kcal/gr (barras
blancas). * p=0.03 vs 4Kcal 3 meses.
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DISCUSION.

Las diferencias de peso mencionadas en la seccion de resultados, 17% para 3
meses y 26% para 6 meses se tomaron como los diferentes grados de obesidad para nuestro
estudio. Ambas mediciones, respectivamente, mostraban una p<0.001, con lo cual se
comprobo que el grupo de 5 kcal/gr, era diferente y tenia mayor peso que su contraparte
control. En adicion al pardmetro de peso se valido el modelo de obesidad utilizando
aspectos recurrentes en obesidad hiperinsulinemia e hiperleptinemia. A los seis meses de
estudio los resultados de la concentracion de insulina y leptina mostraron una diferencia
estadisticamente significativa, p<0.05 contra sus controles, lo anterior confirmé un estado
de obesidad mayor para ese tiempo. A los tres meses los animales tenian aumentados las
concentraciones de leptina, que ademads tuvieron un aumento de peso suficiente para ser
considerado obesidad. Es de notar que el modelo de induccidén de obesidad realizado fue
mas representativo a los 6 meses de lo que generalmente ocurre en humanos. Los ultimos
parametros utilizados fueron glucosa colesterol y triglicéridos, habiendo obtenido valores
mas altos en ratas obesas, independientemente del tiempo de estudio, lo anterior nos refiere
que el modelo resulta adecuado para obtener ratas obesas. Dietas similares suelen ser un
buen modelo para evaluar aspectos nutricionales (Tovar, 2002), sin embargo esta fue la
primera vez en ser ocupado como modelo para fisiologia reproductiva. El modelo resulto
adecuado para la definicion de obesidad que se tomd en cuenta, el hecho de que el grupo de
ratas obesas comiera dieta con 20% mas energia, en forma de grasa, que las ratas control
logré que existiera el desequilibrio entre la energia de ingesta y la energia de gasto. Hecho

que puede concordar con la definicion de obesidad de la Organizacion Mundial de la Salud.
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Las curvas de crecimiento muestran que se cumple con la segunda parte de la
definicidn, un aumento considerable en peso en los dos tiempos de estudio.

Habiendo obtenido ratas obesas, el analisis de las formas moleculares de LH
muestra que la mayor proporcion de isoformas obtenidas en los cromatoenfoques de
extractos hipofisiarios de las ratas controles y obesas se encontrd en la parte basica del
gradiente, lo cual coincide con lo encontrado por otros grupos de investigacion de las
formas moleculares de LH de humano y otras especies (Baezinger, 1988; Castro-
Fernandez, 2000); en particular el patron de distribucion encontrado en este trabajo
coincide con otros estudios realizados en la rata hembra donde se muestra que la mayor
parte de la LH inmunoreactiva se encuentra en un intervalo de pH de 9.5-8.5, en especial de
9.0-8.5 (De Biasi, 2002). A diferencia de la LH humana, la cual se distribuye en pH de 6.99
o menor, mientras las isoformas en la rata se encuentran puntos isoeléctricos mas basicos.
Lo anterior es de relevancia ya que hasta el momento no se habian estudiado las
caracteristicas de la LH en la rata obesa.

Los resultados obtenidos en el estudio realizado por Castro-Fernandez (2000) donde
se analiz6 el patron de distribucion de las isoformas de LH humana en suero en pacientes
obesos, mostré un predominio de isoformas mas basicas, en dichos sujetos, con respecto a
los controles, en el presente trabajo encontramos que las isoformas de LH muestran una
tendencia a hacerse mas bdésicas en los grupos de ratas obesas, confirmando lo antes
mencionado. Los porcentajes de recuperacion obtenidos en el GDF 1 (pH 9.99-9.0) de
ambos grupos muestran un aumento en las ratas obesas, a los 3 meses es de (26.24+12.2%)
en obesas y de (8.47+5.2%) en controles con p no significativa; en el grupo de 6 meses

obtenemos (26.83+9.8%) en comparacion a los controles (1.35+0.7%), p=0.06. El hecho de
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no alcanzar la diferencia estadistica puede deberse en parte al numero de animales
utilizados en el estudio. Sin embargo esta tendencia es suficiente para hacer una relacion
entre el grado de obesidad y un corrimiento en el patron de distribucion de isoformas hacia
la parte més basica del gradiente.

La alta heterogeneidad en los perfiles (figuras 4 y 5), incluso en los del mismo
grupo sugiere que podria deberse a la variacion que existe entre los individuos, no obstante
el analisis realizado por unidad de pH muestra datos mds homogéneos y se observa un
desplazamiento del patron de secrecion hacia la parte basica del gradiente en las ratas
obesas, también hay que hacer notar que en los grupos control de tres o seis meses, el
patron de distribucidon es similar en particular en el grupo de fracciones de 8.99-8.0.
Asimismo, el parton de isoformas encontrados en ratas obesas es similar
independientemente del tiempo de estudio, existe un desplazamiento hacia las isoformas
mas basicas en especial en el GDF de 9.99-9.0 en comparacion con su grupo control. En el
grupo de obesas de seis meses en la parte acida del gradiente, a partir de 5.99-5.0,
encontramos que en cada grupo de fracciones siempre hay un pequeiio aumento en el
porcentaje de recuperacién, aunque esto no permite determinar si existe un mayor
contenido de dcido sialico debido al corrimiento hacia la parte basica obtenido en el GDF 1.
Las formas mas basicas son las predominantes en todos los grupos, por lo tanto podemos
suponer que en todos los grupos las isoformas predominantes son las sulfatadas.

En el estudio de Castro-Ferndndez se analizé la LH sérica de humano y en el
presente se utilizo LH hipofisiaria de rata. La diferencia entre estas dos fuentes de
obtencién son de dos tipos cuantitativas, en la hipofisis existe mayor concentracion de LH
de lo que se puede encontrar en suero, lo que hace que sea mas facilmente su identificacion

mediante el RIA; y cualitativas, en las células del gonadotropo estdn en existencia todas las
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formas moleculares y los precursores peptidicos que daran origen a la LH madura (Larrea,
1988), mientras que en suero la hormona ha empezado a sufrir el proceso de depuracion, y
de degradacion de proteinas. A pesar de estas diferencias es notable haber encontrado
resultados similares, a pesar de las diferencias antes mencionadas, esto es relevante debido
a que es un aspecto similar en la fisiologia del humano y de la rata.

Al ser la primera vez en utilizarse el modelo de induccion de obesidad, no se tenia la
certeza si este seria el adecuado para caracterizar el eje reproductivo de ratas. Dourmashkin
(2005) probo que existen diferencias fisioldgicas dependiendo que modelo de induccion de
obesidad se utilice, muestra que en la obesidad inducida por lipidos hay un aumento en la
metabolizacion de lipidos en musculo, de tal forma que podria ser que si en el musculo
existe un metabolismo de lipidos mas activo puede también agilizar las rutas
esteroidogénicas que se presentan también en este tejido ademds de las gonadales (Aizawa,
2006). De funcionar asi este mecanismo, esto pudo haber mantenido los niveles de estradiol
iguales para los grupos en especial los de 6 meses, manteniendo también las
concentraciones de T similares para los grupos, si no existen diferencias en estos esteroides
que regulan la glicosilacion diferencial de las gonadotropinas tampoco existira una
diferencia en el patron de distribucion de isoformas. Sin embargo la tendencia indica que
los pequefios cambios en las concentraciones hormonales son suficientes para ver una
diferencia en el patron de distribucion de isoformas, obteniendo un corrimiento hacia la
parte basica del gradiente en las ratas obesas.

La concentracion de T en las ratas de seis meses presenta una tendencia a ser menor
que las de tres meses esto puede deberse al efecto que tiene la edad en bajar la funcion
reproductiva, particularmente la esteroidogénesis. Esta tendencia a bajar puede ser

resultado también de la inhibicion que tiene la leptina en la produccion de T in vitro (Tena-
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Sempere, 2002), esto es claro para las ratas obesas de 6 meses, donde la concentracion de
leptina es de 23.73+1.60 ng/ml y la de T es de 7.88+1.20 nmol/l, los cuales son,
respectivamente, los valores mas altos para leptina y mas bajo para T, esto es una evidencia
que se afecta las sefiales que funcionan como vinculo entre el sistema de regulacion de
apetito y balance energético y el sistema reproductivo.

Existid6 un aumento significativo de estradiol en las obesas de tres meses en
comparacion con su grupo control mostrando que el modelo de induccion de obesidad
puede emular la hiperestrogenemia de la obesidad en humano al menos a ese tiempo, sin
embargo existe un efecto debido a la edad que hace que no exista mas diferencia entre los
dos grupos de seis meses. El hecho que no haya existido un aumento considerable de
estradiol, en el grupo de los seis meses, tal como sucede en el humano puede deberse a la
conversion extraglandular, la cual es la mayor fuente de estradiol en machos (Nelson,
2001). Se ha mostrado que en el epididimo de rata existe conversion extraglandular de
testosterona en estradiol y esté proceso estd regulado por la concentracion de LH (Shayu,
2006), al haber mas concentracion de LH a los seis meses en las ratas control pudo haber un
aumento consecuente en las concentraciones de estradiol, impidiendo ver una diferencia a
esa edad. Esta alza de concentracion de LH también puede servir de evidencia de
mecanismos para mantener la funcion reproductiva normal, reflejado en concentracion de
T, en ratas controles de seis meses.

A pesar de los niveles tan elevados de leptina, tal como sucede en la rata fa/fa
(Young, 1982) es posible que para encontrar alteraciones caracteristicas de la obesidad se
tenga que combinarse esto junto con la susceptibilidad a dafios en el eje reproductivo que
presentan las hembras sobre los machos al menos en el raton ob/ob donde el 100% de las

hembras tienen problemas reproductivos e infertilidad (Tena-Sempere, 2002) mientras que
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algunos machos pueden tener sistema reproductivo normal (Ahima, 2000), esto es debido a
mecanismos compensatorios que revierten varias de las consecuencias provocadas por el
aumento en la masa corporal (Mercer, 2001). Esto seria consistente con un estudio en
adolescentes, donde la hiperleptinemia, ademas de ser mdas alta en mujeres, produce la
inhibicién en la respuesta a la GnRH en mujeres pero no en hombres (Bouvattier, 1998).

El presente estudio no permite establecer si en humano existiria una diferencia en el
patron de distribucion de isoformas hipofisiarias en obesidad de varones. Aunque esa
posibilidad sigue remanente, a pesar de que las isoformas de humano y rata son de diferente
naturaleza, las isoformas en suero de pacientes obesos presentan un cambio hacia isoformas
mas basicas (Castro-Fernandez, 2000), como ocurre en el presente trabajo. Por otro lado la
obesidad en humanos es multifactorial (Speakman, 2004) y en el modelo de induccion de
obesidad por dieta, precisamente, la dieta es factor principal que estd provocando la
obesidad en las ratas, junto con la falta de actividad fisica pero aun asi se estd dejando de
lado lo complejo que resulta la obesidad como una entidad clinica donde los factores
ambientales son de vital importancia y donde incluso variables psicologicas (Kishi, 2005)
pueden influir y, a su vez, tener influencia en el sistema reproductivo. Aunque siempre hay
que tener precaucion en la extrapolacion de datos provenientes de modelos animales al

humano.
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Conclusiones

El modelo utilizado en la rata macho cumplié con el objetivo de producir obesidad
presentando caracteristicas fisioldgicas tipicas de esta entidad. Siendo mas marcado este

hecho a los seis meses de estudio.

La caracterizacion del patron de distribucion de isoformas en la rata macho con
obesidad inducida present6 una tendencia a las isoformas mas basicas especialmente a
los seis meses de estudio, lo cual correlaciona con el estado elevado de obesidad para

este tiempo.

La determinacion de concentraciones hormonales permite establecer que este modelo es

muy similar a lo que ocurre en humanos en los aspectos fisiologicos y establece

patrones de lo que ocurre en la rata en el aspecto reproductivo.
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Diseflo experimental

Grupo control 1: 4 Kcal/gr 3 meses | Hipéfisis — Cromatoenfoque

Suero — Determinaciones
Hormonales, RIA

Grupo experimental 1: 5 Kcal/gr 3 meses

Grupo control 2: 4 Kcal/gr 6 meses Hipofisis — Cromatoenfoque
Grupo experimental 2: 5 Kcal/gr 6 meses ‘ Suero » Determinaciones
Hormonales,RIA

Anexo 1. Disefio experimental.
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CROMATOENFOQUE DE rLH

Empaquetar columna con PBE-118

'

Equilibrar con 12 volimenes de trietilamina pH 11.2

'

Eluir 1 ml del primer amortiguador eluyente pH 7.0 (degasificado)

.

Adicionar el extracto hipofisiario

'

Colectar aproximadamente 50 fracciones de 2 ml

Cuando el pH= 7.0 adicionar el segundo amortiguador eluyente, pH 2.99 (degasificado)

'

Colectar 30 fracciones aproximadamente y cuando el pH= 2.99 adicionar NaCl 1M

5

Colectar 15 fracciones

'

Medicion de pH a cada fraccion, posteriormente neutralizar cada fraccion

'

RIA de rLH

Anexo 2. Metodologia utilizada para separar las isoformas de la hormona

luteinizante hipofisiaria
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RADIOMARCAJE DE rLH, POR EL METODO DE CLORAMINA T

Empaquetar una columna de 20 x 1 cm de vidrio con sephadex G-100 degasificado

}

Equilibrar con una solucion amortiguadora de fosfatos 0.05 M con 1% de albiimina

|

Se lleva a cabo la reaccion 2.5 pg de rLH con 1 mCi de I-125 y Cloramina T por 60

segundos en constante agitacion

|

Detener la reaccion con metabisulfito de sodio

}

Agregar la reaccion a la columna

'

Colectar 32 fracciones de 1 ml cada una

|

Contar 2 pl de cada fraccion en el contador y

'

Seleccionar la hormona radiomarcada

Anexo 3. Metodologia utilizada para obtener la hormona marcada con I'*.
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RADIOINMUNOANALISIS DE rLH

Se prepara una curva estandar de rLH-RP3

}

Se agregan las muestras problema, 50 pl de fraccion de cromatoenfoque 6 100 pl de suero

|

Se agregan 100 pl de anticuerpo para rLH diluido 1:150,000

}

Se agregan 100 ul rLH radiomarcada (15,000 cpm)

}

Incubacién 24 hrs

}

Se agrega el segundo anticuerpo 1:15, 100 pl

}

Incubacidn 2 hrs

!

Detener la reaccion con 1 ml de agua fria

}

Centrifugar 3000 rpm, 30 minutos, 4°C

|

Decantar el sobrenadante

}

Realizar la medicion de radioactividad en el contador y

Anexo 4. Metdologia utilizada para cuantificar rLH inmunoreactiva.
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