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RESUMEN

El estudio de la regulacion del balance energético ha ocupado distintas vertien-
tes de investigacion y su confluencia ha conducido al descubrimiento de una hor-
mona, la leptina. Los desajustes del balance energético conducen a estados pato-
l6gicos cuya verdadera etiologia no se comprenderd hasta que no se conozca
totalmente la regulacién de la homeostasis energética.

En 1953, se establecié que existia un sistema adipostatico en los mamiferos
segtin el cual el equilibrio entre la ingesta v la energia gastada permite mante-
ner estable la masa adiposa. Por otra parte, se habia venido estudiando sobre
roedores, en los que se producfan dafios hipotalimicos, el posible control cerebral
del apetito, v se establecié que algunos nicleos hipotaldmicos, como el ventrome-
dial, el dorsomedial, v el ntcleo arcuato, secretan neuropéptidos orexigénicos o
anorexigénicos que, lijindose sobre receptores cerebrales, abren o cierran respec-
tivamente el apetito. Se puede afirmar que el descubrimiento de la leptina en 1994,
péptido secretado fundamentalmente por el tejido adiposo, ha sido una pieza clave
para comprender la interaccién entre el almacén de energia, en forma de gra-
sa periférica, v los micleos hipotaldmicos conocidos como reguladores de la con-
ducta de comer. La leptina plasmatica disminuye con el ayuno y aumenta después
de la sobrealimentacion, v existe una correlacién positiva entre los niveles de
leptina v la masa grasa, asi como entre los niveles de leptina e insulina. El cono-
cimiento de la estructura de los receptores de leptina y de las sefales que emiten.
ha permitido identificarlos como pertenecientes al grupo uno de los receptores
de citoquinas; ademas, la leptina estimula la proliferacién de timocitos. Ello ha
llevado a identificar la leptina como una citoquina perteneciente a la familia de
la interleuquina —6. Sus acciones mas importantes las realiza a través del cerebro,
en donde existen sus receptores, v para lo cual tiene que ser transportada a éste
desde la periferia. Ademas del tejido adiposo, es secretada también por la placenta

" Conferencia impartida el 10 de abril de 2003 en la Real Academia Nacional de
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. el 1ejido esquelético, la pared del estomago v el epitelio mamario. La mayor parte
de la ingente investigacion realizada sobre la leptina se ha hecho sobre roedores
mutantes con mutacion autosomal recesiva, de los cuales los mas estudiados han
sido los ratones ob/ob v los db/db que no tienen leptina o no tienen sus receptores,
respectivamente.

Pero su accion fundamental parece ser la de adaptar ¢l organismo, a través del
cerebro, a una situacion de avuno, provocando ademds, con su decrecimiento, la
apertura del apetito. Contrariamente, la inyeccion de leptina periférica o intrace-
rebral produce saciedad. Desde 1999, v sobre todo en los dltimos anos, la ruta
cercbral de la leptina, abriendo o inhibiendo el apetito, se ha complicado por el
establecimiento del llamado Sistema Melanocortina Central. Se piensa que el
mediador de las acciones cerebrales de inhibicion de la ingesta que produce la
[legada cerebral de leptina, es la hormona Melanocortina («MSH). Muy reciente-
mente esta siendo estudiada la posibilidad de utilizar el blogueo de aMSH o sus
receptores en la terapéutica de estados de caquexia. La leptina, que comenzé sien-
do considerada una hormona antiobesidad, ha producido una verdadera revelu-
cion cientifica en el conocimiento de la homeostasis energélica,

Palabras clave: Apetito.—Hipotidlamo.—Balance energético.—Leptina.

SUMMARY
Energy balance: Leptin

The study ol the regulation of the energy balance has involved different fields
ol research which, all together, led to the finding of leptin. Alterations of the
energyv balance provoke pathologies, the ethiology of which will be known as soon
as the regulation of the energy homeostasis is unravel,

The adipostatic system in mammals, by which the balance between the energy
intake and energy expenditure allows a constant adipose tissue, was established in
1953. On the other hand, rescarch in rodents with a damaged hvpothalamus, the
potencial control place in brain for appetite, showed that hypothalamic nuclei such
as ventromedial, dorsomedial and arcuate secrete orexigenic and anorexigenic
peptides that, through brain receptors, increase or inhibit appetite. 1t could be
assumed that the finding of leptin in 1994, a peptide secreted mainly by the adi-
pose tissue, was the kev to understand the relationship between the energy stores,
as fat in the peripheral adipose tissue, and the hypothalamic nuclei that regulate
[eeding behaviour.

Plasma leptin decreases in lasting states and increases after a situation of over-
[eeding, and leptin concentrations are directly related to fat mass and (o circula-
ting insulin. Research on the structure of leptin receptors and their signal trans-
duction pathways makes them members ol the family of cytokine receplors;
besides, leptin induces timocyte proliferation. These [acts make leptin a eytokine
of the [amily of interleukin-6.

The main actions of leptin take place at brain, through its receptors, and to
accomplish that, leptin needs to be transportied into the brain from the blood.
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Besides the adipose tissue, leptin is also secreted from placenta, skeletal muscle,
stomach and mammary ephitelium.

Many ol the abundant research on leptin has been carried out on mulant ro-
dents, of which the most used have been ob/ob and db/db mice, defficient in leptin
or its receptors respectivelv.

The main function of leptin seems to be to regulate adaptation to fasting through
brain, enhancing appetite after decreasing its blood levels. On the contrary, intra-
cercbral or peripheral leptin administration induces saciety. Since 1999, and most
ol all within the very last vears, discovery ol the Melanocortin Central System has
increased complexity of the brain pathway by which leptin enhances or decreases
appetite. It is now believed that intake inhibition induced by the arrival of leptin
to brain is mediated by melanocortin (eMSH). Recently, the possibility of blocking
aMSH or its receptors in the treatment of situations of caquexia. Therefore, leptin,
which was first considered an antiobesity hormone, has generated a scientific
revolution in the study of the énergy homeostasis.

Key words: Appetite—Hypothalamus—Energy balance.—Leptin.

1. INTRODUCCION

Durante los altimos cuarenta afios el estudio de la regulacion del
balance energético ha venido ocupando numerosas lineas de inves-
tigacion cuya confluencia ha conducido al descubrimiento de la lep-
tina. Los desajustes del balance energético producen determinadas
patologias, como la diabetes, alteraciones cardiovasculares o el can-
cer, pero la verdadera etiologia de ellas no se comprendera hasta que
no se conozca totalmente el control de la homeostasis energética.

El crecimiento en los mamiferos es dependiente del balance ener-
gético (1) v el primer escalén en la homeostasis energética es el
control neuronal central del apetito. De dicho control neuronal co-
menzamos a conocer muchas cosas (2). Se han establecido los nii-
cleos hipotalamicos implicados en la conducta de comer, como el
ventromedial (VMN), el dorsomedial (DMN), el paraventricular
(PMN), v sobre todo el nucleo arcuato (ARC), cuyas neuronas tienen
todas las caracteristicas de células secretoras. Es en estos nucleos
donde se secretan substancias orexigénicas y anorexigénicas, que
fijandose a receptores especificos abren y cierran, respectivamente,
el apetito. El nimero de substancias orexigénicas v anorexigénicas
conocidas es bastante grande (1), mostrando con ello su importancia
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biolégica. De las substancias orexigénicas, la mas estudiada es el
neuropéptido Y (NPY), v de las anorexiogénicas la leptina que, hasta
el momento actual, no se ha encontrado en cerebro. La leptina es el
producto del gen ob. de los adipocitos del tejido graso y es alli en
donde, fundamentalmente, se secreta. Desde que este péptido se
descubri6, en 1994, ha habido una verdadera explosién de investiga-
cién al respecto.

El estudio de la regulacion del balance energético esta unida,
intimamente, al estudio de la obesidad patolégica v sus consecuen-
cias en la salud. Vamos a exponer estas investigaciones en el sentido
cronolégico de su desarrollo.

1.1. DANOS HIPOTALAMICOS EN ROEDORES, CAUSAS
DE OBESIDAD Y MODELOS DE ROEDORES MUTANTES

Pronto se conocié que determinadas lesiones en el hipotalamo
producian obesidad en animales (3,4). Estas lesiones se provocaban
por descargas eléctricas, o bien se irradiaba el ntcleo ventromedial,
lo cual conducia a hiperfagia y obesidad, pero si se realizaban en el
hipotdlamo lateral se producia anorexia. Ello condujo a elaborar la
“hipétesis dual”, segin la cual en el hipotdlamo habia dos centros:
uno situado en el niacleo ventromedial (VHM), que era el de la sa-
ciedad, v otro situado en el hipotalamo lateral (LH), que era llamado
“centro del hambre”. No obstante, esta hipétesis no explicaba las
alteraciones metabdlicas que tenian los animales danados (Fig 1), ni
tampoco la causa por la cual se producia obesidad en animales sin
danos en dichos centros. Para buscar explicaciones a estas cuestio-
nes se elaboré la “hipétesis autosémica”.

Las primeras descripciones de dafios hipotalamicos asociados con
la obesidad datan de 1840 (5) y, porteriormente, muy a principios
del siglo XX, se publicaron otros trabajos (6,7). Powley (8) describe
las alteraciones metabdlicas que se producen en animales danados
en el nacleo ventromedial del hipotalamo y, junto con otros autores,
llega a la conclusiéon de que todas ellas pueden explicarse por un
desequilibrio entre el sistema simpatico y el parasimpatico (Fig 1),
lo cual es cierto, pero Powley trata de explicarlo, segiin los conoci-
mientos de la época, por una especie de hipersensibilidad en las
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Figura 1. Esguema de las alteraciones metabolicas que se producen en los anima-
les dariados en el niicleo hipotalamico ventromedial (VHM) Aumento T, Decrecimien-
to L, (FFA) dcidos grasos libres. Segiin Brav G. and York A. Physiol. Review (1979).

papilas gustatorias. Estas aseveraciones constituyeron la “hipétesis
autosomal”. Posteriormente, v sobre todo para el estudio de la obe-
sidad patolégica, se comenzaron a investigar modelos de mutantes
en roedores que tenian como denominador comun su obesidad. El
primero que se describié fue el llamado "raton amarillo” (9), sin
embargo, posteriormente, los que han sido mas estudiados son el ob/
ob y el db/db. Estos mutantes presentan sus mutaciones autosomales
recesivas en el cromosoma seis y en el cuatro, respectivamente, pero
tienen un fenotipo similar con obesidad, hiperfagia, hipogonadismo,
hiperglucemia e hipotermia y el ratén db/db es muy diabético (10).

En 1953 Kennedy (11), estableci6 el concepto de sistema adipos-
tatico, existente en los mamiferos y, por el cual son capaces de
mantener estable la masa grasa por largos periodos de tiempo, de-
bido a que se establece un equilibrio entre la ingesta v la energia
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gastada. En 1958, Hervey (12), estudiando un modelo de parabiosis,
consiguié cruzar la circulacién sanguinea entre ratas a las que se
habia practicado una lesion ventromedial y ratas controles. Observé
que las primeras disminuian su ingesta e incluso adelgazaban, mien-
tras que las controles comenzaban a comer poco y llegaban a morir.
Concluyé que en los roedores con lesiones en el hipotalamo circula-
ba en plasma un factor de saciedad que no actuaba en ellos porque
tenian el hipotdlamo danado, pero que por la circulacién cruzada
que se establecia pasaba a los controles inhibiendo su ingesta. En
1969, Coleman realiz6 un experimento doble (13, 14), similar al an-
terior, entre mutantes ob/ob v db/db vy ratones controles, llegando a
las mismas conclusiones que Hervey para los animales lesionados.
En los animales mutantes parecia circular un factor de saciedad que
pasaba a los controles, y dejaban de comer, mientras en los primeros
se disminuia la ingesta, e incluso adelgazaban. Pero Coleman predi-
jo, también, que el locus ob, en el cromosoma seis, era muy impor-
tante para la produccién del factor de saciedad, v que el locus db, en
el cromosoma cuatro, parecia codificar una substancia que era in-
dispensable para la actuacion del factor de saciedad. El descubri-
miento de la leptina en 1995 (15, 16), codificada por el gen ob de los
adipocitos, ha venido a confirmar todas las predicciones de Cole-
man. El factor de saciedad es la leptina, y el locus db codifica su
receptor. El gen ob consta de 650 kb (kilo-bases) y presenta tres
exones v dos intrones. En humano esta situado en el cromosoma
seis-siete v la regién que codifica la leptina se encuentra en el exén
dos. La mutacién del cromosoma seis en ratén produce el mutante
ob/ob el cual codifica una leptina truncada que finalmente es eli-
minada por degradacién proteosomal. El promotor del gen ob esta
regulado por el AMP ciclico y los glucocorticoides, pero no se cono-
cen los dominios en los cuales el gen ob es sensible, para la expre-
sién de leptina, a cambios de adiposidad, o nutritivos.

2. LEPTINA: PRODUCTO DEL GEN OB

2.1. ESTRUCTURA Y SITIOS DE SECRECION

La leptina, un péptido de 167 aminoécidos, que circula como una
proteina de 16kDa (kilo-Dalton), v es codificada por el locus ob de los
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adipocitos del tejido adiposo, ha resultado ser una pieza clave para la
compresion de la homeostasis energética (17). Se le puso el nombre
de leptina por la palabra griega Aentog, que significa delgado. En
su molécula existe una unién intracadena disulfuro la cual es necesa-
ria para su actividad biologica. Existe, en las distintas especies, una
gran similitud estructural; entre la leptina humana y la de roedores,
como rata y raton, la semejanza es de 83-84 %, respectivamente. Des-
de el descubrimiento de la leptina, en 1994 -95, se ha producido
una gran cantidad de investigacidn, casi toda realizada sobre roedo-
res, y cuyos resultados se han ido comparando a lo que ocurre en
humano. Existe una correlacién positiva entre sus niveles en plasma
y la expresion de su mRNA en adipocitos. Rdpidamente se vio la gran
correlacién positiva entre la masa grasa y los niveles de leptina circu-
lantes, pero no se conoce si existe correlacion con triglicéridos u otros
metabolitos lipidicos. En todas las especies aumentan sus niveles plas-
maticos con la sobrealimentacién, y disminuyen en el ayuno, también
en humano, pero, sin embargo, hay diferencias de especie en sus ni-
veles plasmaticos. En roedores hay un pico de leptina a las 2-4 horas
de haber comido, mientras que en humano se necesita comer abun-
dantemente durante dias. En el ayuno, no obstante, disminuye a las
2-4 horas en ambas especies. En roedores la disminucién de leptina
por ayuno presenta disminucién de insulina, hipotermia, hipogona-
dismo, hipercorticalismo, aunque en humano no es tan clara la hipo-
lermia v no se presenta hipercoriicalismo. En humano no parece tan
evidente la deplesion simpatica en estado de ayuno. Las causas de esas
diferencias de especie no se conocen pero apuntan a diferentes accio-
nes lisiologicas.

Los obesos, al tener mucha masa grasa, poseen niveles altos de

leptina aunque presentan resistencia a ella, como veremos al referir-
nos a los receptores.

En principio se pensé que solamente se secretaba la leptina en
los adipocitos, pero actualmente se sabe que el musculo esquelético,
la placenta, y la pared gastrica, también la secretan, ademas del
epitelio mamario (18, 19).

En la placenta se secreta como una hormona placentaria mas, y
es muy importante regulando la adiposidad materna v fetal. Se cree
que en el feto la leptina regula la hematopoyesis v la angiogénesis
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(1, 17). En placenta la leptina incrementa con la insulina, los gluco-
corticoides y la hipoxia. En musculo esquelético se ha visto que la
infusién de glucosamina, glucosa o lipidos aumenta la leptina, cosa
que también se produce en el tejido adiposo, por lo cual puede
decirse que actia como un sensor del flujo de nutrientes en ambos
tejidos. En el estomago parece implicada en la motilidad, v decrece
con la comida y por la colecistoquinina (17).

La existencia de leptina en el epitelio mamario permite que pase
al lactante por el calostro de la leche (18).

La regulacion de la leptina por los nutrientes esta mediada por la
insulina. En el ayuno, el descenso de insulina precede a la caida de
leptina y, ademas, todas las adaptaciones metabélicas que se suce-
den son mediadas por la insulina; como la activacién de la gluco-
neogénesis para disponer de carbohidratos a nivel cerebral, v de
acidos grasos libres en el musculo esquelético y también son causa-
das, sin duda, por el descenso de insulina el aumento de las hormo-
nas contrareguladoras, como el glucagén, la hormona de crecimien-
to, v los glucocorticoides o las catecolaminas (19). Ademas, existe
una correlacién positiva muy fuerte entre los niveles de insulina y
los de leptina. Los diabéticos tienen niveles de leptina muy bajos, y
el tratamiento con insulina los sube. La insulina provoca un aumen-
to de leptina in vitro (20) e in vivo ( 21).

Los glucocorticoides también aumentan la secrecién de leptina
directamente sobre el gen ob, pero, sin embargo, in vivo, en los
humanos, el pico de la leptina se corresponde siempre con un des-
censo en los niveles de glucocorticoides v de ACTH. La testosterona
disminuye la leptina, lo cual, junto con la distinta distribucién de
grasa en la mujer, explica por qué hay mas leptina en las mujeres que
en los hombres. Las hormonas tiroideas disminuyen la leptina, aun-
que, in vivo, los niveles de ésta, en hipotiroidismo e hipertiroidismo,
estan sujetos a controversia. No obstante, parece que en el hipotiroi-
dismo suben los niveles de leptina y bajan en el hipertiroidismo
(22, 23). Las catecolaminas bajan los niveles de leptina a través de los
receptores P adrenérgicos. Todo esto ha sido estudiado en el tejido
adiposo. Por ultimo, hay que senalar que en las infecciones crénicas,
junto a las grandes cantidades de citoquinas que se producen, aumen-
ta la leptina lo cual explica la pérdida de apetito. Las citoquinas
como el factor necrosante de tumores (TNF o) o la interleuquina-I,

264



Vor. 69 (2), 257-287, 2003 BALANCE ENERGETICD: LEPTINA

producen aumento de leptina plasmatica (17). Reciprocamente la
leptina tiene una accién estimuladora de la proliferacion de los timo-
citos, y dicha funcién se inhibe cuando la leptina desciende, como es
el caso del ayuno, por ello, en éste, se deprime el sistema inmune.

2.2. RECEPTORES DE LEPTINA

Tartaglia (24) extracté del plexo coroideo, con una estrategia de
clonaje, el receptor de la leptina. Tartaglia extracté un receptor que
se encontraba en los ratones db/db, el hecho de que el receptor de
leptina parecia ser el producto del gen db y era alli donde habia
tenido lugar, en estos animales, la mutacién por la cual tenian un
deficit de leptina biologicamente activa, hizo pensar que existian
varias formas isomorfas. Se han encontrado seis formas isomorfas
del receptor (Fig 2). Todas ellas tienen un dominio extracelular, uno

Ob-Ra Ob-Rb Ob-Re  Ob-Rd Ob-Re Ob-Rf

Extracelular

Transmembranal

Intracelular §

Fiaira 2. Esquema sintetizado de la estructura de las seis formas isomorfas de los
receptores de leptina. Ob-R (receptores del producto del gen ob) numerados de a hasta
f. (ver texto).
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transmenbranal y otro intracelular. Estructuralmente, estos recepto-
res pertenecen al grupo uno de los receptores de citoquinas y, una
vez activados por su unién a la leptina, emiten el mismo tipo de
senales que los receptores de las citoquinas. Y, como ellos , no tie-
nen actividad tirosina - quinasa intrinseca, y activan la janus quina-
sa (JAK), transmitiendo sus senales con las STAT (senal transducto-
ra y activadora de transcripcion) (25, 26).

De las seis formas isomorfas la biol6gicamente activa es el ObRb
que es la que tiene un dominio intracelular mas extenso (Fig.2).
Ademas, la activacion del ObRb, v en menor extensiéon del ObRa,
promueven activacién de JAK emitiendo también otras senales dife-
rentes a las STAT, a través de las MAP- quinasas, pero no se conoce
la significacién que tienen estas diferentes sefiales sobre la accién de
la leptina. El receptor ObRa se encuentra en el plexo coroideo, y
también en tejidos periféricos como el endotelio vascular, el rifién,
el pulmon, el higado v las génadas. Este receptor ObRa parece tener
un papel de transportador de leptina bien a través de la barrera
hematoencefalica para conducir la leptina al cerebro o a otros teji-
dos periféricos. La eliminacion de la leptina se realiza a través del
rinén siendo filtrada por los glomérulos, y degradada por las células
renales. Por otra parte, se ha visto que en casos de cirrosis hepatica
aumenta la leptina circulante, y aunque primero se pensé en la
posibilidad de que también en el higado se produjera la degradaciéon
de la leptina, hoy conocemos, por cultivo de hepatocitos in vitro, que
las células hepéaticas danadas son capaces de secretar leptina. Asi
que el aumento de leptina en la cirrosis debe provenir de la secre-
cién de ésta por los hepatocitos.

El ObRe es un receptor soluble que carece de dominio transmen-
branal e intracelular (27), podria tener como mision transportar la
leptina en plasma, puesto que circula unido a proteinas. Se conoce
muy poco de las otras formas isomorfas. La leptina se une con alta
afinidad al receptor ObRb (del orden nanomolar), v activa la JAK2.

Las mutaciones del receptor de la leptina producen diversos fe-
notipos de obesidad segtin el tipo de mutacién, y de la secuencia en
que se produce. De todos ellos el mas estudiado ha sido el db/db, que
como el ob/ob, presenta un fenotipo con obesidad, hipogonadismo,
hipotermia e hipercorticalismo, ademas de diabetes. Sin embargo,
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hay que senalar que mutaciones en locus 0b o en db se han encon-
trado muy pocas en humano. De la mutacién ob, tan sélo fue des-
crita en 1997 una familia paquistani v otra turca consaguineas ambas
(28, 29) vy de la mutacién db en el receptor tan sélo se ha encontrado
una familia marroqui (30). Ademas en estos mutantes humanos su
fenotipo presenta hipogonadismo, disminucién de hormonas tiroi-
deas a través del decrecimiento del TSH v disminucién de la hormo-
na de crecimiento, como sucede en los mutantes roedores , pero no
presentan, como ellos, ni hipercorticalismo, ni hipotermia. De estas
acciones neuroendocrinas provocadas por la falta de leptina habla-
remos mas adelante, pero hay que decir que, actualmente, no se
conocen las causas de las diferencias endocrinas de especie en estas
mutaciones que acabamos de exponer.

La mutacién db conduce a un truncado receptor ObRb sin em-
bargo, la forma ObRa es normal, aunque no es capaz de activar JAK-
STAT.

Existen, en roedores, otros mutantes del receptor como el fa/fa,
cuya mutacién la presenta en el dominio extracelular, o el Koletsky,
en rata, que no expresa ninguna forma isomorfa de receptor.

Para terminar lo concerniente a receptores, recordaremos que
hemos dicho que los obesos tienen mucha leptina circulante debido
a poseer una gran masa grasa, pero que presentan resistencia a ella.
Actualmente, atin no se conocen exactamente las causas. Esta resis-
tencia podria producirse en la secrecién de leptina, en su transporte,
por alteracién en sus receptores o en las senales postreceptor. Como
veremos a continuacién, al tratar de las acciones de la leptina, sus
acciones mas importantes se efectian a través del cerebro, debido a
ello se ha estudiado mucho si la resistencia a la leptina se produciria
por una alteracion del transporte cerebral. Este se verifica a través
de la barrera hematoencefalica y parece que el receptor ObRa tiene
un papel en ello. Sin embargo, en mutantes Koletsky, que no expre-
san ningun receptor, se ha encontrado leptina en cerebro. Lo que
hace pensar que también por difusion, por transcitosis, pasa la lep-
tina al cerebro como otras grandes moléculas. No obstante, para
estudiar si esta alterado dicho transporte, en casos de resistencia a
la leptina, se establece en los animales el cociente leptina plasmatica
/leptina del liquido cefalorraquideo. Dicho cociente esta disminuido
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en el mutante fa/fa v en el Koletsky. El estudio de este cociente ha
llevado recientemente a algunos autores, a pensar que podria haber
leptina en cerebro (31), pero nunca se ha encontrado. Contrariamen-
le, sus receptores estan ampliamente extendidos en el niicleo arcua-
to y en el hipopotalamo hipofisotropo como veremos.

Los estudios de transporte han mostrado, también, que en algu-
nos modelos de obesidad la resistencia a la leptina se manifiesta
cuando la leptina se inyecta en la periferia, y no cuando se da intra-
cerebralmente como es el caso del mutante ob/ob y en muchos otros.
Sin embargo, en otros, como el “raton amarillo”, el cual presenta un
bloqueo de accién de la leptina a nivel cerebral, la resistencia a la
leptina se manifiesta cuando se da periféricamente, v también cuan-
do se da intracerebralmente. Parece pues, que un mal transporte
cerebral de leptina podria jugar un papel en su resistencia.

Pero ademas existe un supresor de citoquinas, la proteina SOCS-
3 (32) que se expresa en cerebro v que inhibe las acciones de la
leptina, la cual podria también estar implicada en su resistencia.
Esta proteina es inducida en el nicleo ventromedial y arcuato del
hipotdlamo cuando se da leptina. Sin embargo, hay que senalar que
podrian regular la resistencia las alteraciones de las senales postre-
ceptor lo cual no se ha estudiado, y tampoco se sabe si la insulina
v los glucocorticoides, que estimulan su secrecion, juegan algin
papel en la resistencia.

2.3, ACCIONES DE LA LEPTINA

Hay razones anatémicas y funcionales para pensar que las mas
importantes funciones que tiene la leptina, v que vamos a enumerar,
las realiza a través del cerebro. Las inyecciones intracerebrales de
leptina activan neuronas en el nicleo arcuato, ventromedial y dor-
somedial del hipotalamo, los cuales tienen circuitos neuronales im-
plicados en el control del apetito. El receptor ObRb est4 en ellos
colocalizado con STAT-3 (el metabolito sefalizante fosforilado), v
también con neuropéptidos mediadores de la acciéon de la leptina,
como es el neuropéptido Y (NPY), v la proopiomelanocortina
(POMC), de la cual trataremos mas adelante. Ademas, la inyeccién
de leptina intraventricular cerebral inhibe mas el apetito, y mas
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rapidamente, que la inyeccién periférica, tanto en mutantes hiperfa-
gicos, como en animales normales. Verdaderamente, el descubri-
miento de la leptina ha sido clave para la comprension de la interac-
cién entre el almacen de grasa periférica y los nicleos hipotalamicos
que regulan la conducta de comer. Pero antes de pasar a exponer las
acciones de la leptina regulando el balance energético a través del
cerebro, vamos a exponer sus acciones sobre la remodelacién 6sea
y también las que ejerce sobre el hipotialamo hipofisotropo. Nos
abstendremos de pormenorizar sus acciones en periodo fetal, que va
fueron mencionadas con anterioridad (1) v no constituven el tema a
tratar.

2.3.1. Acciones sobre la masa é6sea y el hipotalamo
hipofisotropo

2.3.1.1. Acciones de la leptina sobre el sistema esquelético

En el tejido esquelético, la leptina parece implicada en la remo-
delacién de la masa 6sea. En los mamiferos existe un equilibrio
entre la reabsorcion de los huesos y la sintesis proteica de novo, lo
cual permite que la masa 6sea permanezca estable por largos perio-
dos de tiempo; en la mujer desde la pubertad hasta la menopausia.
Las células tipo que controlan las funciones de reabsorcién y nueva
sintesis proteica son, respectivamente, los osteoclastos v los osteo-
blastos (33). Pronto se vio que dicha remodelacién se producia en
practicamente todo el sistema esquelético a la vez, lo cual apunta a
un control endocrino.

Los osteoclastos estan fundamentalmente bajo el control de los
estrogenos, su deprivacion favorece la reabsorcion, con pérdida de
masa 6sea —osteopenia- y fragilidad 6sea —osteoporosis - como suce-
de en la menopausia femenina,

Indudablemente, esta remodelacion dsea, como ocurre con la
regulacion de los grandes sistemas en los mamiferos, es conjunta-
mente autocrina/ paracrina v endocrina. Los osteoclastos estan regu-
lados, ademas de por los estrégenos, por las secreciones del parati-
roides, por la calcitonona, vy también por la interleuquina-6. La
regulacion de ellos ha sido mas estudiada que la de los osteoblastos,
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células madre, como se ha indicado, reguladoras de la sintesis pro-
teica. Pronto se observé que los mutantes ob/ob obesos, hiperfagicos,
con hipogonadismo v que carecian de leptina, tenian una masa dsea
fuerte, ademas de gran peso corporal, e infertilidad. Todo ello hizo
pensar que quiza el peso corporal, las génadas v la masa 6sea po-
dian, de alguna manera, estar regidos por la misma hormona, v se
penso en la leptina. Hoy sabemos que dando leptina a estos ratones
ob/ob, con masa 6sea fuerte, se provoca osteopenia, cosa que tam-
bién se produce dando leptina a ratones normales. La accién de la
leptina sobre la remodelacion de la masa osea parece efectuarse
regulando la funcion de los osteoblastos. Pero los osteoblastos no
tienen receptores de leptina, y la accion se efectia a través del ce-
rebro. La osteopenia que producen las invecciones de leptina es mas
intensa, y se manifiesta mas repidamente si se utiliza una via intra-
ventricular cerebral. Se han hecho experimentos tratando de mos-
trar si la via que sigue la leptina modulando la masa é6sea es la
misma en cerebro que la seguida en su regulacién del balance ener-
gético. Para ello se invectaron metabolitos mediadores de la leptina
en la homeostasis energética, como por ejemplo, el neuropéptido Y
(NPY) que, como veremos al hablar del control del balance energé-
tico, es antagonista de la leptina v sube cuando la leptina baja. Se
encontrd, no obstante, que las dosis de NPY bajaban v no aumenta-
ban la masa 6sea, luego no actiia la leptina por dicha via cerebral en
cuanto a su accién sobre la masa 6sea. También se experimentd para
averiguar si la adiposidad, o el hipercorticalismo, que presentan estos
ratones obesos 0b/ob podrian mediar alguna accién sobre el reforza-
miento de los huesos, pero no se encontré ningtin resultado positivo.
No obstante, dando dosis pequerias de leptina intraventriculares en
el cerebro, las cuales no aumentaban los niveles de leptina en plas-
ma, se disminufa la masa ésea. Parece establecido que la leptina
regula la remodelancion de la masa 6sea actuando sobre la funcién
de los osteoblastos, pero no fisicamente, sino a través de una ruta
cerebral que hoy desconocemos (33). La pregunta que surge es ¢para
qué un factor endocrino que restrinja la masa 6sea? y para contestar
hay que recordar lo que sucede en nifios con la llamada osteopetro-
sis. Estos ninos con una masa dsea muy polente terminan por tener
disminuida la médula ésea, y por consiguiente, graves alteraciones
de la hematopoyesis, que junto a la pérdida de cal que presentan,
termina siendo letal.
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2.3.1.2. Acciones neuroendocrinas de la leptina

En la descripcion de las alteraciones que presentan los roedores
obesos mutantes ob/ob v db/db, asi como cuando se describen las
alteraciones que se encuentran en el ayuno prolongado, se enume-
ran los siguientes desequilibrios hormonales: hipogonadismo, hor-
monas liroideas disminuidas, hormona de crecimiento, v también
hipercorticalismo. Todo ello junto con depresién en el sistema sim-
patico, hipotermia v depresién del sistema inmune. Y hoy conoce-
mos que como sucede en el nicleo arcuato hipotalamico existen los
receptores ObRb de leptina biol6gicamente activos profusamente
extendidos en el hipotdlamo hipofisotropo, o sea, en el dominio
hipotaldmico cuvas neuronas secretan las hormonas hipotalamicas
que a su vez estimulan los distintos axis endocrinos. Por consiguien-
te, las alteraciones hormonales observadas a nivel periférico son
debidas a la existencia de dichos receptores en las neuronas especi-
ficas. En el axis corticosuprarrenal, en roedores y no en humanos,
se produce por la [alta de leptina (ayuno o mutantes obesos) una
hipersecrecién de CRH, hormona hipotalamica corticotropa, que
producirda un aumento de la correspondiente hormona hipofisaria
ACTH, y que finalmente, provoca en la corteza suprarrenal la hiper-
secrecion de corticoides. En los otros axis gonadal, tiroideo y soma-
totropo, la falta de leptinas produce una disminucién de las co-
rrespondientes hormonas hipotaldmicas: TRH en el axis tiroidea y
GHRH en el somatotropo, lo que provoca, respectivamente, una hi-
posecrecion en la pituitaria de hormona tirotropa (TSH) y, poste-
riormente de hormonas tiroideas, v una disminucién de secrecion de
hormona de crecimiento (GH), potenciada, en este caso, por el au-
mento provocado del somatostatin (SS. hormona inhibidora del axis
somatotropo). En el axis gonadal , aunque se conoce que la falta de
leptina produce hipogonadismo, tanto en roedores como en huma-
nos, en el momento actual no esta claro si la leptina actia a nivel
hipotalamico o a nivel periférico. No se han encontrado receptores
de leptina en las neuronas que secretan la hormona hipotalamica
gonadal (GnRH) pero existen receptores de leptina en las gonadas
(17). Asi mismo, se sabe que la leptina interviene en la maduracién
del axis gonadal porque en la pubertad los picos de leptina preceden
al aumento que se produce en hormonas gonadales, testosterona o
estradiol, y se sabe que las inyecciones de leptina adelantan la pu-
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bertad en roedores pero existen muchas lagunas de conocimiento
sobre cémo actia realmente la leptina en este axis (34).

Antes de pasar a exponer la regulacion que ejerce la leptina sobre
el balance energético hay que senalar que la leptina activa el sistema
simpatico, probablemente a través de sus receptores en el niicleo
ventromedial del hipotalamo que es un centro del simpatico. Contra-
riamente en el ayuno, la disminucién de leptina deprime el sistema
simpatico. Todo ello sugiere que la leptina estd implicada en las
alteraciones cardiovasculares y renales que acompanan a la obesi-
dad.(35). También se produce una depresion del sistema inmune por
la falta de leptina en el ayuno, de acuerdo con su accién proliferativa
sobre los timocitos encontrada en estudios i vitro (17) y al hecho
comprobado de que la leptina aumente a la vez que las citoquinas en
las infecciones crénicas (38, 37) (Tabla I).

Tasta 1. Resumen de las acciones de la leptina en el hipotdlamo hipofisotropo.

ACCIONES NEUROENDOCRINAS DE LALEPTINA
ANIVEL CEREBRAL

Axis corticosuprarrenal

Axis gonadal
Axis tiroideo
Axis somatotropo

Sistema nervioso autéonomo
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2.3.2. Papel de la leptina en el balance energético:
adaptacion al ayuno

Hemos mencionado anteriormente que el neuropéptido orexigé-
nico mas potente y con un papel mas fisiologico es el neuropéptido
Y (NPY) v ha sido el mas estudiado (38). Su secrecién se produce en
las neuronas del nticleo arcuato cuyas fibras se prolongan hasta el
nucleo hipotalamico paraventricular donde se almacena su secre-
cién. Pronto se conocié que roedores inyectados con este péptido
comienzan a comer, se abre su apetito, ain después de haber comi-
do abundantemente. La insulina y la leptina bloquean su secrecion
(1). Por ello el descubrimiento de la leptina llevé a pensar que la
regulacién del apetito, que ésta ejerce, lo haria a través del NPY,
como asi sucede. En la figura 3 estd representado cé6mo se creyd
hasta los afios 1997-98 que la leptina, a través del cerebro, regulaba
la conducta de comer (39). Los corticoides vy la insulina estimularian
en la célula grasa, en el adipocito, la secrecién de leptina que por via
plasmatica llega al cerebro v, fijandose en sus receptores especificos,
inhibirian la expresion de NPY en las células del nicleo arcuato que
lo producen. A su vez, y probablemente a través del niacleo ventro-
medial, activarian el sistema simpatico. Todo ello cerraria el apetito
como consecuencia de la vivencia cerebral de un estado de saciedad.
En la fig 3 esta ademas representado que en esas circunstancias de
llegada de leptina a nivel central, la reproducciéon es adecuada, por-
que no existe inhibicién del axis gonadal. En esas circunstancias se
produciria a continuacién la inhibicién de la secrecion de insulina
pancredatica, probablemente por vagotonia, y al llegar menos insuli-
na a la célula grasa disminuiria la secreciéon de leptina, llegando
menos al cerebro, lo cual provocaria el fenémeno contrario al des-
crito anteriormente. Activacion, entonces, en el nucleo arcuato de la
expresion del neupeptido. Y el cual abriria el apetito v depresién del
sistema simpatico, siendo la vivencia cerebral de hambre. A conti-
nuacion, el cambio efectuado en el sistema nervioso auténomo esti-
mularfa la secrecién de insulina con lo cual volveria a repetirse el
ciclo.
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Fiaury 3. Esquema de la degradacion por proteolisis de la pro-proteina Proopiome-
lanocortina (POMCI vy de los péptidos a que da lugar en hipdfisis v en hiporalamo.

También se representa como la leptina llega al rindén y al higado
para degradarse en el primero, puesto que en ambos existen recep-
tores ObRa. Todo ello esta hov totalmente ratificado, v esta ruta
central de la leptina, que tiene como mediador cerebral al NPY, es
cierta, pero actualmente, a partir de 1999 aproximadamente, se ha
complicado con el establecimiento del llamado Sistema Melanocor-
tina Central o Cerebral del cual hablaremos a continuacion.

Hay que senalar pues, que el papel de la leptina en la homeosta-
sis energética es, fundamentalmente, la de adaptar el organismo al
ayuno, desencadenando dicha adaptacion por doble via. Por una
parte, comunicando al cerebro dicho estado al restringir su llegada
a €él, lo cual, finalmente v a través del NPY, abrira el apetito y por
otra parte, la disminucién de insulina realizara todas las adaptacio-
nes metabdlicas, de las que va se ha hablado, como activacién de la
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gluconeogénesis, o secreciéon de hormonas contrareguladoras, y res-
triccién del gasto de carbohidratos.

2.3.3. Sistema Melanocortina Central o Cerebral

Las investigaciones que condujeron al decubrimiento de este sis-
tema tuvieron una doble vertiente. Por una parte, la clinica habia
descrito la situacién de enfermos con deficiencia suprarrenal, con
disminucién de cortisol, porque no expresaban proopiomelanocorti-
na (POMC) en la pituitaria, que es la gran proteina de la que por
proteolisis deriva la hormona corticotropa hipofisaria, el ACTH.
Estos enfermos tratados con glucocorticoides suprarrenales curaban
su deficiencia, v por consiguiente todas las secuelas metabdlicas
correspondientes. Pero, posteriormente, se describieron otros enfer-
mos que tenian disfuncién corticosuprarenal, también con disminu-
cién de corticoides, pero ademads eran obesos e hiperfagicos. Ello
hizo pensar que quiza la molécula POMC se expresaba también en
el hipotdlamo e intervenia en la regulacién del balance energético.
Por otra parte, al profundizar en el estudio de la obesidad patolégica
humana, se vié que el fenotipo del humano obeso no coincidia,
excepto en muy pocos casos, con mutantes como el ob o el db, como
anteriormente hemos mencionado, pero, sin embargo, coincidia con
un mutante llamado “ratén amarillo” que fue el primero estudiado.
Estos animales, como los obesos humanos, son hiperfagicos y obe-
sos, pero tienen un aparato reproductor normal y tampoco presen-
tan alteraciones en el axis corticosuprarrenal. Estos hechos estimu-
laron el estudio en profundidad de dicho mutante.

La primera vertiente de investigacion citada sobre esta gran pro-
proteina POMC que tiene 267 aminoacidos, v de los casos clinicos
mencionados, condujo a saber que dicha molécula se expresaba,
ademas de en pituitaria, en hipotdlamo; exactamente en las neuro-
nas del nicleo arcuato (40), v que los enfermos con deficiencia su-
prarenal y delgados carecen de su expresion en hipofisis solamente,
mientras los que ademas eran obesos no expresan esta proteina
POMC ni en hipotidlamo, ni en pituitaria. También se vio que la
molécula POMC posee procesamiento postranslacional especifico en
cada tejido en los que se expresa, lo cual conduce finalmente, por
proteolisis, en cada tejido, a distintos péptidos como producto final.
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En la pituitartia anterior la molécula POMC es procesada funda-
mentalmente a ACTH, B-lipotropina y un péptido terminal de 16kDa
(40) (Fig 4), pero en hipotalamo, el ACTH, sigue degradandose y da
finalmente el péptido corticotropo (CLIP) v la hormona melanocor-
tina (0-MSH) y también prosigue en hipotalamo la degradacién del
péptido de 16 kDa v de la B-lipotropina (Fig. 4).

Los metabolitos que estimulan la secreciéon de estos péptidos en
los distintos tejidos también son especificos en cada uno de ellos.
Las células pituitarias producen ACTH estimuladas por la hormona
hipotalamica CRH del correspondiente axis corticosuprarenal, y su
secrecion es inhibida por los glucocorticoides. En el I6bulo pituitario

cerebro
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reproduccion \ ® ‘t.'sr“
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Fiaura 4. Esquema de la ruta cerebral establecida hasta los anos 1995-98, por la

cual la leptina fijdndose a receptores especificos (Lepr ob) provoeca la disminucion de

la expresion del newropéptido Y (NPY) a la vez que activa el sistenta simpético (SNS)

provocando respectivanesite ¢l cierre del apetito, v la inhibicidn en pdncreas de in-

sulina. Esquema sintetizado segiin Bray GA. and York DA, J. Clinical Endocrinol,
Metab. (1997).
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intermedio la secrecion es estimulada por la dopamina, pero en el
hipotdlamo estimulan la secrecién de los péptidos correspondientes:
esteroides sexuales, glucocorticoides, opiaceos y neurotransmisores
como la dopamina o el acido y -aminobitirico, ademas del CRH vy el
NPY.

La adrenalectomia, que regula al alza el POMC en pituitaria por
la deprivacién de corticoides que produce, puede hacer lo contrario
en hipotalamo. Se vio, ademas, que las neuronas que expresan POMC
en el nucleo arcuato son una diana para la leptina porque tienen
receptores especificos de ella. Por ello el aumento de leptina incre-
menta la expresiéon de POMC, y finalmente la hormona melanocor-
tina (¢MSH) la cual era ya conocida como un potente anoréxico. Asi
que la aMSH es la principal mediadora de las acciones de inhibicion
del apetito que ejerce la leptina a nivel cerebral, aunque paralela-
mente se produzca también una inhibicion de las neuronas vecinas
que expresan NPY, como se ha indicado. Ello explica que las inyec-
ciones de leptina también inhiban el apetito en roedores que no
expresan en su hipotalamo NPY (17).

Por otra parte, se detect6é toda una familia de siete receptores
especificos para los distintos derivados de la proopiomelanocortina
(POMC) vy que fueron designados como melanocortin-receptores
(MCR) y numerados de uno a siete. Se han clonado.

El MCR1 se ha encontrado en los melanocitos de la piel y es el
responsable, una vez activado por la llegada de «MSH, de la secrecién
de melanina. Mutaciones de MCR1 cambian la intensidad del color de
la piel. EIl MCR2 es el receptor del ACTH y su activacién por la llegada
de éste produce en la corteza suprarrenal los corticoides. EI MCRS se
encuentra en glandulas exocrinas sebaceas y activado produce el sebo
v lubrificacién, por tltimo, los MCR3, y sobre todo el MCR4, son los
receptores muy extendidos en el niicleo arcuato y que activados, por
la llegada de oMSH, produciran la inhibicién del apetito. Sobre todo
el MCR4 es muy importante para la regulacién del balance energéti-
co. Ademas, en humano, se han encontrado bastantes casos de muta-
ciones de este receptor con las consiguientes consecuencias de hiper-
fagia y obesidad. Las mutaciones de MCR1, MCR2 Y MCRS. causan,
respectivamente, alteraciones de pigmentacion , deficiencia corticosu-
prarrenal o alteracién en secreciones sebéceas.
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El estudio de los mutantes ratones amarillos (“yelow mouse”)
mostraron gque estos animales presentaban una sopreexpresion in-
discriminada de una proteina llamada agouti (AGRP, proteina re-
lativa agouti), péptido de 131 aminoécidos, que normalmente sélo
se encuentra en el foliculo piloso, v alli antagoniza la accién de la
hormona melanocortina («MSH) [ijandose a su receptor MCRI, y
regulando por ello la produccion de melanina, que, como se sabe
es estimulada por la oMSH en los melanocitos. Por ello estos
mutantes, que poseen tanta cantidad de AGRP, son amarillos en
lugar de negros. Pero ademas son obesos porque expresan mucha
AGRP en el nucleo arcuato, y alli antagonizan también la accién
inhibidora del apetito de la «MSH fijandose a su receptor especi-
fico en el nicleo arcuato (MCR4), el cual esta profusamente exten-
dido en él. Se ha mostrado que la secrecién de AGRP se produce
en el nicleo arcuato en las mismas neuronas que secretan neuro-
péptido Y (NPY). Estas neuronas coexpresan ambas secreciones, y
son llamadas neuronas NPY/AGRP. Ambas secreciones son orexi-
génicas, abren el apetito. Actualmente se han conseguido ratones
transgénicos que sopreexpresan AGRP, y que tienen las mismas
caracteristicas que el mutante amarillo; son obesos, v, por supues-
to, amarillos, porque antagonizan los efectos de la aMSH bloquean-
do los receptores MCR1, MCR3 yv MCR4. Asi la llegada de leptina
al cerebro inhibe el apetito por dos vias: decreciendo en las neu-
ronas NPY/AGRP la expresion de NPY v de AGRP a la vez que
activa la expresién de POMC que finalmente produce oMSH (neu-
ronas POMC/aMSH) (40, 41).

En el ayuno se producira la situacién inversa, la no llegada de
leptina al cerebro entimulara las neuronas NPY/AGRP provocando la
secreciéon de potentes substancias orexigénicas como el NPY vy el
AGRP, lo cual producira la apertura del apetito. Pero en este caso
del ayuno la inhibicién de oMSH, potente anorexigénico, e induda-
blemente mediador de la accion de la leptina, estd doblemente ase-
gurada, va que la hipersecrecién de AGRP, que se produce conjun-
tamente al NPY, bloqueara los receptores MCR4 especificos en el
cerebro de la acciéon del oMSH (Fig.5). Este sistema muestra que la
leptina parece tener como accién fundamental, a nivel cerebral, la
adaptacién al ayuno. Todo ello constituye el llamado Sistema Mela-
nocortina Central o Cerebral y estd resumido en la Tabla 2.
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Fiaura 5. Esquema de la ruta seguida en cerebro para abrir el apetito en situacion
de avuno, con niveles de leptina disminuidos v a través del establecido Sistema
Melanocortina Central o Cerebral.

NPY/AGRP neuronas en nucleo arcuato que coexpresan neuropéptido Y (NPY) v
proteina agouti (AGRP), POMC/e-MSH neuronas que expresan proopiomelanocor-
tina (POMC) v que por proteolisis dan hormona melanocortina («-MSH.). MCR4
receptor especifico en ¢l micleo arcuato de la hormona o-MSH.-inhibicion, + ac-
tivacion |, ... 1 inhibicién, — T activacion

Hay que sefalar, pues, que la llegada o no llegada de leptina a
nivel central hace vivir al cerebro un estado de saciedad o de ayuno
respectivamente, y todo ello como reflejo, ademas, de la masa grasa
periférica.

Hay que recordar aqui que, como acabamos de exponer, en esta-
do de ayuno, por las acciones de la leptina a nivel cerebral en el
hipotialamo hipofisotropo, se restringen los axis endocrinos gonadal,
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TasLa 2. Principales hechos que constituven el llamado Sistema Melanocortina
Central o Cerebral,

SISTEMA MELANOCORTINA CEREBRAL

-La Pro-proteina POMC produce en hipotdlamo a-MSH y en el
hipotidlamo existen profusamente sus receptores MCR4.

~ -En las neuronas del niicleo arcuato coexisten las que expresan NPY
y las que expresan AGRP (neuronas NPY/AGRP)
AGRP se une a receptores MCR4 blogueando 1a accién de c-MSH.

-La leptina en el micleo arcuato inhibe las neuronas NPY/AGRP
y activa las POMC/a~MSH . provecando la disminucion del apetito.

-En el ayuno la restriccion de leptina activa las neuronas NPY/AGRP

e inhibe las POMC/a-MSH, ademas el aumento de AGRP bloquea

los receptores MCR4 de la hormona a-MSH; asegurando , por doble via,
la apertura del apetito..

Hormona melanocortina (oMSH) es el mediador de la inhibicién en cerebro de
la conducta de comer que produce la leptina. NPY/AGRP neuronas hipotalamicas
gue coexpresan neuropeptido Y v proteina agowuti (AGRP), POMC/oMSH neuronas
del nicleo arcuato que expresan proopiomelanocortina (POMC) que por proteolisis
da oMSH. MCR4 receptor especifico en el micleo arcuato de aMSH (ver texto).

tiroideo y somatotropo, asi como la termogénesis, provocando hipo-
termia y se adapta el metabolismo, a través de la insulina, restrin-
giendo el uso de carbohidratos. Ademas, se deprime el sistema in-
mune, todo lo cual, indudablemente, conduce a una restriccién de
energia global como respuesta y adaptacion al déficit alimentario.
Todo ello dirigido a salvaguardar la supervivencia.
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3. RECIENTES INVESTIGACIONES SOBRE LA
POSIBILIDAD TERAPEUTICA DE LA CAQUEXIA

En este momento, después de toda la ingente investigacién rea-
lizada sobre la leptina y sus acciones desde su descubrimiento, se
puede afirmar que la leptina es una citoquina. Efectiia sus acciones
fijandose a receptores estructuralmente iguales a los de citoquinas y
que emiten sefales postreceptor idénticas. Ademas se secreta la lep-
tina, junto a otras citoquinas, en las infecciones crénicas. A su vez
la falta de leptina deprime el sistema inmune e inyectada lo restable-
ce por su accion estimuladora de la proliferacién de los timocitos. Se
puede, pues, afirmar que la leptina es una citoquina perteneciente a
la familia de la interleuquina-6.

Por otra parte, existe un problema clinico grave que es el estado
caquéctico que se produce en las infecciones crénicas como la artri-
tis reumatoide, la cirrosis hepatica, el sindrome de inmunodeficien-
cia adquirida (AIDS) o SIDA, etc., o en estados de malignidad pro-
vocados por el cancer. La caquexia es un devastador estado de
malnutricion, con restriccion absoluta del apetito, en el cual se con-
sumen finalmente todas las reservas, incluidas la masa muscular, y
muchas veces son la verdadera causa de la muerte de estos enfer-
mos. Por ello ha sido muy estudiada con el fin de poder encontrar
alguna terapéutica especifica y efectiva. Se conoce desde tiempo que
en la caquexia existen una enorme cantidad de citoquinas circulan-
tes en plasma, debido al estado de activacion en que se encuentra el
sistema inmune, v entre ellas también se ha encontrado la leptina.
Estas citoquinas se encuentran también en el sistema nervioso cen-
tral porque la glia también las secreta. Ademas existe, como hemos
dicho, un estadc anoréxico intenso con grave perturbaciéon del ba-
lance energético, como ocuire en las situaciones en que se inyecta
leptina. Estas cuestiones hicieron plantearse a los investigadores que
la pérdida de apetito, que se presenta en la caquexia, quiza se des-
encadena a través del cerebro v siguiendo una ruta similar a la
inhibicion de la ingesta que produce la llegada de leptina. Es decir,
por una ruta en que el mediador es la hormona melanocortina
(eMSH), estimulandose en cerebro la expresién de POMC en el
nticleo arcuato.
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Un modelo experimental muy titil para estos estudios ha resulta-
do ser el que se obtiene inyectando en animales una mezcla de
lipopolisacaridos (LPS) extraidos de la pared celular de bacterias
gram-negativas (41). El LPS desarrolla en ellos un estado caquéctico
muy similar al de las infecciones crénicas, con gran activacién cere-
bral del receptor MCR4 de la hormona aMSH. Con este modelo, se
ha podido comprobar que antagonistas de «MSH mejoran el estado
caquéctico, y los agonistas lo agravan. En estas investigaciones no se
puede utilizar oMSH directamente porque es un antiinflamatorio
muy potente y enmascararia el cuadro por disminuir los niveles de
citoquinas. El LPS provoca estado caquéctico incluso en animales
que no expresan leptina. Muy recientemente, puesto que estas son
investigaciones del ano 2000-2002. Se esta utilizando la proteina
agouti (AGRP) para bloquear el receptor MCR4 y antagonizar la
accion inhibidora del oMSH sobre la ingesta, y se han obtenido
buenos resultados incluso de aumento del apetito v ganancia del
peso, tanto en animales tratados con LPS, como en animales a los
que se habia trasplantado un tumor maligno. En este momento hay
muchas lagunas de conocimiento al respecto, pero esta abierta una
linea de investigacién que puede resultar muy efectiva en la terapéu-
tica clinica del sindrome caquéctico.

4. CONCLUSIONES Y POSIBLE PROYECCION DE ESTAS
INVESTIGACIONES

La leptina es pues, el sensor de la grasa periférica, y transportada
al cerebro le lleva el mensaje de saciedad que tiene como accién
inmediata la inhibicion de la conducta de comer. Contrariamente, la
no llegada al cerebro de la leptina, por la disminucién de masa
grasa, provoca un mensaje de hambre en el cerebro con la consi-
guiente apertura del apetito. Todo ello acompanado de adaptaciones
metabdlicas, mediadas por la insulina, y adaptaciones neuroendocri-
nas tendentes ambas, en caso de ayuno, a restringir el gasto energé-
tico. El descubrimiento de la leptina ha sido decisivo para comenzar
a entender como se regula el balance energético y ha provocado una
verdadera revolucién en muchos sentidos.

La leptina es, sin duda, un ejemplo relevante entre los factores
endocrinos: citoquinas, factores de crecimiento, neuropéptidos vy
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hormonas clasicas, que muestran la gran interaccién que existe entre
los tres sistemas coordinadores de las células: nervioso, endocrino e
inmune (42). Su descubrimiento niega la existencia del establecido
conceplo, en los afios 60, acerca del fenotipo “ahorrador” (43), segiin
el cual los mamiferos, a lo largo de la evolucién desarrollaron una
reserva grasa para ser movilizada. en caso de penuria alimenticia y
suplir las necesidades energéticas. Lo que han hecho los mamiferos
en la adaptacién al ayuno, es habilitar un factor endocrino, la lep-
lina, que restringe la energia gastada al maximo. La reserva grasa
sirve entonces, tan s6lo, como substrato necesario metabélico para
el ahorro de carbohidratos. Finalmente, el descubrimiento de la lep-
tina y sus acciones han mostrado que no solamente el crecimiento
es dependiente del balance energético (1) sino la reproduccion, la
termogénesis, la hematopoyesis v en general todas las funciones
esenciales para la supervivencia.

Como hemos expuesto, casi todo lo conocido de la leptina se ha
realizado sobre roedores y, a pesar del ingente esfuerzo realizado,
existen, actualmente, muchas lagunas de conocimiento. No obstante,
cara al futuro parece que hay una vertiente fundamental a investigar
que es la posible interaccién, a nivel cerebral, entre la leptina y otros
metabolitos como la insulina o los factores de crecimiento similares
a la insulina (IGFs) que también son regulados como ella por el
estado nutricional, y que llegan al cerebro como es el caso de la
insulina (44), o son secretados en él como los 1GFs.

Los factores de crecimiento similares a la insulina tienen ademas,
como la leptina, una correlacién positiva alta con el peso corporal
(45, 46), son los mediadores de hormona de crecimiento en el creci-
miento 6seo y estan como ella totalmente regulados en su secreciom
por la ingesta (46). Recientemente se ha visto también, que los recep-
tores de los IGFs aumentan a nivel cerebral en casos de malnutricién
(47), pero desconocemos cual es su funcién, y finalmente, ratones
transgénicos que sobreexpresan IGF-I, tienen el cerebro mas grande ;
concordando con la descrita accion de la leptina en el desarrollo cere-
bral en trabajos de 1999 (48, 49). No obstante, se desconocen total-
mente las posibles interacciones cerebrales entre estos metabolitos y
la leptina. Creemos que ello podria ser, en el futuro, un campo de in-
vestigacion interesante que ayudara a esclarecer las muchas lagunas
de conocimiento existentes a(in en el control del balance energético.
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VMN
DMN
ARC
PMN
GHRH

GnRH

TSH
ACTH

GH

NPY
AGRP
o-MSH
POMC
MCR 1-6
ObR a-f

ABREVIATURAS

Nicleo hipotalamico ventromedial
Nucleo hipotalamico dorsomedial
Ntcleo hipotalamico arcuato
Nucleo hipotalamico paraventricular

Hormona hipotalamica estimuladora de hormona de creci-
miento

Hormona hipotalamica estimuladora en hipéfisis de gona-
dotrofinas

Hormona hipotalamica tirotropa estimuladora en hip6fisis
de la tirotropina

Tirotropina; hormona hipofisaria del axis tiroideo

Corticotrofina: hormona hipofisaria del axis corticosupra-
rrenal

Hormona de crecimiento hipofisaria
Neuropéptido Y

Proteina relativa a agouti

Hormona melanocortina

Proopiomelanocortina

Receptores especificos de los derivados de POMC

Receptores especificos de leptina
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RESUMEN

Las terapias actuales para la obesidad estin todavia sujetas a algunas limitacio-
nes, por lo que hav una necesidad de investigar nuevas estrategias para el trata-
miento de la obesidad. Una idea novedosa es el uso de anticuerpos anti-idiotipo
como suslitutos hormonales. Estos anticuerpos anti-idiotipo presentan una confi-
guracion quimica que imita a una region (epitopo) del antigeno inicial (es decir,
e asemeja a la estructura de la hormona). Asi, los anticuerpos anti-idiotipo pue-
den mimelizar la estructura de diversas hormonas v desencadenar las senales
correspondientes cuando se unen a sus receptores.

Un anticuerpo policlonal contra la region de un anticuerpo monoclonal de la
leptina v que, imitan al centro activo de la leptina fue obtenido tras inmunizar
ratas Wistar. Para probar si ¢l anti-idiotipo podria también reproducir las funcio-
nes de la leptina, se examinaron la ingesta, el peso corporal, v la temperatura
rectal en las ralas Wistar en respuesta a la administracién intracerebroventricular
de dicho anti-idiotipo de la leptina. El anti-idiotipo de la leptina indujo una reduc-
cion significativa ¢n la ingesta asi como un aumento en la temperatura del cuerpo
comparable a la de la leptina, El incremento diario en peso corporal también fue
retardado por la administracion del anti-idiotipo v la leptina respecto al control.

Estos estudios muestran que el anti-idiotipo de la leptina podia inhibir la inges-
ta v estimular la termogénesis, reproduciendo las acciones centrales y periféricas
de la leptina.

Palabras clave: Balance energético.—Apetito.—Gasto energético.—Obesidad,—
Inmunoterapia.— Anti-anticuerpos.—Anti-idiotipos.

* Premio Faes-Pharma 2002 de la Real Academia Nacional de Farmacia
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SUMMARY
Appetite and energy expenditure metabolism immunomanipulation

Current anti-obesitv strategies produce some benefits, but there is a need to
investigale new obesity therapies. A novel possibility is to prepare anti-idiotypic
antibodies as surrogate ligands/hormones. These anti-idiotypic antibodies carry an
internal motif, which imitates an epitope in the antigen (i.e. hormone/ligand).
Thus, anti-idiotvpic antibodies to several ligands may be able to mimic them in
transducing signals upon binding their receptors.

An anti-idiotvpic polyclonal antibody against the region of a leptin monoclonal
antibody that competitively binds leptin, mimicking the active site structure ol
leptin was developed. To assay whether this anti-idiotype could also reproduce
leptin functions, lood intake, body weight, and colonic temperature in male Wistar
rals in response to intracerebroventricular administration of the leptin anti-idioty-
pe were asessed. Our leptin anti-idiotype induced a significant reduction in food
intake coupled with an increase in body temperature comparable to that of leptin.
The gain in bodv weight was also decreased by the acute administration of the
anti-idiotype and leptin vs. the PBS control

Summing up, these studies revealed that the leptin anti-idiotvpe was able to
inhibit food intake and enhance heat production, mimicking leptin’s central
actions.

Key Words: Energy balance.—Energy expenditure.—Anti-obesity. —Immunothe-
rapy.—Anti-idiotypic.—Antibodies,

INTRODUCCION

La obesidad es el resultado de un desequilibrio cronico entre el
aporte energético v el gasto energético (1). Dado que las terapias
farmacolégicas actuales presentan ciertas limitaciones, nuevos estu-
dios e investigaciones sobre el tratamiento de la obesidad estan sien-
do desarrollados.

Una idea novedosa es el uso o la induccion de anticuerpos anti-
idiotipo como sustitutos de las hormonas. Estos anticuerpos llevan
una «imagen interna» de un epitopo del antigeno externo (es decir,
la hormona) (2), de tal forma que los anticuerpos anti-idiotipo pro-
ducidos que imitan hormonas pueden traducir las senales cuando se
unen con sus receptores correspondientes (3). Diversos anticuerpos
anti-idiotipo se han probado en inmunizaciones terapéuticas contra
varias enfermedades autoinmunes v el cancer (4) y también anti-
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cuerpos anti-idiotipo de la insulina han logrado reproducir algunos
de los efectos de la hormona tales como promover la captaciéon de
la glucosa en adipocitos (5).

Este estudio tenia como objetivo el desarrollo de un anticuerpo
(anticuerpo anti-idiotipo) contra un anticuerpo que se une competi-
tivamente a la leptina, y que potencialmente imita el sitio activo de
la leptina (6, 7). La leptina es una hormona derivada de los adipo-
citos que se libera proporcionalmente a los niveles de grasa corporal
(8), yue actda suprimiendo la ingesla y sirve como mediador de un
eje endocrino del tejido adiposo-cerebro para la regulacién del equi-
librio energético (9). La administraciéon de la leptina exégena a al-
gtinos modelos animales de obesidad disminuye la ingesta, aumenta
el gasto energético, y provocan una reduccién en el peso corporal
(10, 11). La mayoria de los casos de obesidad humana se acompanan
de niveles elevados de la leptina, que sugieren una resistencia peri-
férica a la leptina (12). Sin embargo, hay evidencia de que la leptina
ex6gena induce una pérdida del peso en algunos individuos obesos
con las concentraciones de la leptina endégenas elevadas (13), mien-
tras que en un porcentaje (5-25%) de seres humanos obesos se ha
encontrado que presentan niveles bajo-normales de leptina (12, 14,
15). La administracion de leptina puede también ayudar a los indi-
viduos que siguen un régimen o programa para perder peso en el
cual los niveles de la leptina se reducen en el proceso (16). Por otra
parte, puede también ser ventajoso para una pequena poblacién de
individuos obesos con deficiencia de leptina (17), apoyando la inves-
tigacion adicional en el papel potencial de la leptina en el tratamien-
to de la obesidad humana.

Para probar si nuestro anticuerpo anti-idiotipo con semejanza
estructural al sitio activo de la leptina podria también imitar su
funcién, examinamos la ingesta, el peso corporal, v la temperatura
rectal en las ratas Wistar en respuesta a la administraciéon intrace-
rebroventricular (i.c.v.) del anti-idiotipo de la leptina.
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METODOS
Animales

El estudio se desarrollé en ratas Wistar macho (n=10; 250-325 g
con un peso medio de 285 + 8) de Harlan-Teklad (Barcelona, Espa-
na) que fueron mantenidas individualmente en jaulas metabélicas
con la temperatura controlada (23 + 1'C) en ciclo luz-oscuridad
12:12-h (luces encendido en 08:00). Salvo que se especifique lo con-
trario, los animales siempre tuvieron acceso libre a pienso (Harlan-
Teklad, Barcelona, Espaia) y agua. Todos los procedimientos fue-
ron realizados segin las normas internacionales e institucionales
del comité del cuidado de animales vigente en la Universidad de
Navarra.

Procedimientos quirirgicos

Las ratas fueron anestesiadas con ketamina-HCI (75 mg/kg) mas
xilazina (10 mg/kg) y colocadas en un instrumento estereotaxico
(Kopf Instruments, Tujunga, CA). Una canula guia de calibre 24
(316GC, Plastics One, Roanoke, VA) fue implantada en el cerebro-
ventriculo lateral y asegurada al craneo con tres tornillos de acero
inoxidable (Small Parts inc., Miami Lakes, FL) y cemento cranio-
plastico (Dentsply, Detrey). Las coordenadas estereotaxicas usadas
fueron: AP, -0.8 mm; ML, 1.2 mm con respecto al Bregma; y DV,
-3.5 mm de la superficie del craneo (18). Un estilete de calibre 31
(316DC, plasticos uno) permitié mantener libre el paso la canula
guia cuando la rata no recibia el producto correspondiente. El perio-
do de la recuperacién después de la cirugia se extendié a 1 semana
antes de que las ratas fueran sometidas a una prueba con angioten-
sina II (ANG II). La ANG II (Sigma, St. Louis, MS) fue disuelta en
suero estéril (PBS’) a una concentraciéon de 20 ng/ml. Se considerd
respuesta positiva si los animales aumentaban el volumen de agua
bebida en por lo menos 3 ml en un plazo de 20 minutos, que era
seguido por una inyeccidn (i.c.v.) de 100 ng ANG I sugiriendo que
la colocacion de la canula era correcta. Esta prueba de bebida con
ANG 1I fue realizada antes de cada experimento. A la terminacién
del estudio una solucién del azul de metileno fue inyectada en el
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ventriculo, v el cerebro fue extraido del craneo. La colocacién apro-
piada de la céanula fue confirmada por el aspecto del tinte en el
sistema ventricular.

Produccion Monoclonal del Anticuerpo.

Para la obtencién de los anticuerpos monoclonales, ratones
BALB/c adultos fueron inyvectados (i.p) con 30 pg del péptido sinte-
tizado de leptina de rata con la secuencia aminoacidica AFSKSCSL-
POQTR-GLOQKPESL del centro activo junto con un péptido determi-
nante de células T con la secuencia del aminoéacido FISEAITHVLHRS
nombrada FISEA (19). Ambos péptidos fueron disueltos en 100 ml
de PBS [10 mM fosfato (pH 7.4), 150 mM NaCl], vy homogeneizados
con 100 ml del adjuvante completo de Freund. Los ratones fueron
inyectados dos veces, con intervalos de un mes, con el mismo inmu-
négeno homogenizado en adjuvante incompleto de Freund. Quince
dias después de la tltima inmunizacién, un ratén (seleccionado en
base a los resultados de ELISA) recibié una inyeccion intravenosa de
30 mg de leptina en 200 pl de PBS, y 3 dias después se fusionaron
las células NS-1 con las células del bazo para la obtencién de hibri-
domas, segtn se ha descrito previamente (20), Un anticuerpo mono-
clonal anti-leptina, denominado 3H10 (IgG,) producido por hibrido-
mas en cultivo, fue seleccionado y purificado por separacion célular
y cromatogralia en columna de afinidad con proteina A. El hibrido-
ma fue caracterizado por immunoblot de la leptina de ratén (Pepro-
tech EC Ltd., Londres, Inglaterra) asi como por ELISA indirecto
para caracterizar la especificidad de los anticuerpos.

Produccion del Anticuerpo Anti-idiotipo (anti-3H10)

Tres ratas Wistar (machos) fueron inmunizadas con el anticuerpo
monoclonal purificado 3H10 de ratén. Una rata seleccionada recibio
cinco inmunizaciones a intervalos de 21 dias, el primero con el adju-
vante completo de Freund y cuatro inyecciones adicionales con el
adjuvante incompleto de Freund. El suero fue recogido v los IgG fue-
ron purificados por medio de cromatografia afinidad en columna de
proteina G (HiTrapTM, Amersham Pharmacia, Barcelona, Espana).
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Protocolo Experimental

Tres tratamientos fueron asignados al azar a las ratas que res-
pondieron positivamente a ANG II. Los tratamientos eran 0 (PBS"),
5.0 pg leptina, y 8.0 pg del anticuerpo anti-idiotipo inyectado en el
ventriculo lateral. Cada rata recibié al azar uno de los tratamientos
en un dia dado, seguido por 2 dias de recuperacion. Para el estudio
de la ingesta, cada tratamiento fue administrado dos veces, rotando
en un orden semi-aleatorio. Todas las inyecciones fueron realizadas
2 horas después del principio del ciclo de luz (entre 10:00 y 11:00).
Los alimentos fueron retirados de las jaulas de los animales a las
09:00. A las 10:00, los animales fueron inyectados en el ventriculo
lateral con 4 pl de PBS' estéril o un volumen igual de leptina de rata
(R&D Systems, Minneapolis, MN) o del anti-idiotipo en PBS' usando
una canula inyectora (C316I, Plastics One) atada con un tubo de
polietileno (PE-10) a una jeringuilla de cristal de 25-ul (Hamilton).
Para cada ensayo el tratamiento fue administrado con una bomba
CMA/100 (CMA/Microdialysis) a 1.0 pl/min, después de lo cual la
canula inyectora se mantuvo en ¢l lugar por un 1 minuto adicional
para permitir la difusién desde sitio de la inyeccién, antes de ser
substituido por el estilete.

El peso corporal y la ingesta se midieron inmediatamente antes
de la inyecciéon. Después de la inveccion se permitié nuevamente el
acceso de los animales a los alimentos y el alimento no consumido
fue pesado otra vez 22 horas mas adelante. La medida de la tempe-
ratura rectal fue obtenida utilizando un termémetro rectal YSI 400
(Panlab S.L., Barcelona, Espana) cubierto con vaselina e insertado a
una distancia estandardizada (6 c¢cm) hasta que se consiguié una
lectura estable. La temperatura basal fue medida durante 60 minu-
tos antes de la administracion de tratamientos experimentales y cada
30 minutos durante 300 min post-tratamiento. Para eliminar el au-
mento en la temperatura relacionado con estrés, las ratas fueron
aclimatadas previamente a la insercién rectal del termémetro (1
semana después del estudio de ingesta).
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Andlisis Estadistico

Los datos se expresan como medias + S.E.M. Cuando dos medias
fueron comparadas, se utilizé la prueba de t de Student. Las com-
paraciones de mas de dos medias se determinaron por andlisis de la
variacién de dos vias (ANOVA). Para las comparaciones entre algu-
nas medias especificas se utilizé la PLSD de Fisher. Se tomé un
valor de P<0.05 como estadisticamente significativo.

RESULTADOS

La Figura 1 resume la respuesta con respecto a la ingesta tras la
administracién de leptina, del anti-idiotipo y de PBS'. Las ratas tra-
tadas con PBS’ consumieron 17.7 + 0.6 g de pienso en las 22 horas
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Ficura 1. Efectos de la leptina/ anticuerpo anti-idiotipo sobre la ingesta en las ratas

Wistar (n=10). El promedio de ingesta (g) 24 horas que seguian a la administracion

de 5.0 mg de leptina, 8.0 pg anti-idiotipo, o PBS'. Las ratas fueron utilizadas como

sus propios controles v los valores se expresan como los medias + S.E.M. * Indica
diferencia significativa comparado con PBS* (P<(.05).
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que siguieron a la micro-inyeccion. La administracion de 5.0 pg de
leptina inhibié la ingesta en un 22% (P<0.05) mientras que 8.0 g
del anti-idiotipo disminuyé el consumo en un 26% (P<0.05), compa-
rado con las ratas tratadas con PBS'.

El aumento diario en peso corporal (Fig. 2) también fue dismi-
nuido por el anti-idiotipo (-1.4 %) vy la leptina (-1.1 %) frente al
control que aumenté (+1.3 %).

Cambio de Peso Corporal (%)
=

+

-15- T

%
2.0 -

PBS™ Anti-idiotipo Leptina

25

Ficura. 2. Efectos de la leptina/ anticuerpo anti-idiotipo sobre peso corporal en las

ratas Wistar (n=10). Los % del cambio en peso corporal a las 22 horas de la adnii-

nistracion de 5.0 pg de leptina, 8.0 ug anti-idiotipo, o PBS'. Las ratas fueron wiili-

zadas como sus propios controles y los valores se expresan como los medias
+ S.EM. * Indica diferencia significativa comparado con PBS (P<0.05).

La temperaturas rectal de las ratas tratadas con PBS' se mantuvo
entre 37.4 y 37.8'C durante las 5 horas de registro tras la inyeccién
(Fig. 3). La administracién (i.c.v.) de 8.0 pg de anti-idiotipo o 5.0 pg
de leptina aumenté estadisticamente la temperatura rectal (A 1.9
+ 0.11"Cy A 1.7 + 0.12°C, respectivamente) que seguia siendo ele-
vada durante el registro. Para probar si el efecto observado del anti-

296



Vor, 69 (2), 289-302, 2003 INMUNOTERAPIA ¥ OBESIDAD

idiotipo en la temperatura rectal fue causado por falta de especifici-
dad del anticuerpo, realizamos una prueba de control con un anti-
cuerpo no especifico. La administracién central de este anticuerpo
no afecté la temperatura rectal.
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FiGura. 3. Efectos de la leptina y del anti-idiotipo administrados centralmente sobre

la temperatura corporal en ratas Wistar macho (n=9). La temperatura rectal se deter-

ming | hora antes v hasta 5 horas despues de la administracion i.c.v. de 5.0 ug de

la leptina (®), 8.0 ug del anti-idiatipo (O), o de PBS (A). Las ratas fueron utilizadas

como sus propios controles v los valores se expresan como los medias + S.E.M.
# Indica diferencia significativa comparado con PBS (P<0.05).

DISCUSION
Los anticuerpos dirigidos contra determinantes antigénicos en el

dominio variable de otro anticuerpo, es decir el idiotipo, se llaman
anticuerpos anti-idiotipos (2-5). Esta region forma el sitio a la que
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se une el antigeno y en algunos casos estos anticuerpos anti-idiotipo
llevan una imagen del antigeno original (2). Si el antigeno original
es una hormona, en nuestro caso leptina, la semejanza estructural
(es decir la “imagen interna”) se presta para la posibilidad de que el
anticuerpo anti-idiotipo pueda también imitar funcionalmente las
caracteristicas fisiologicas de la hormona cuando se une a los recep-
tores celulares. La inmunomanipulacién, por lo tanto, representa un
manera novedosa de tratar las enfermedades con resultados prome-
tedores. El uso de un anti-idiotipo de la hormona del crecimiento
(GH) promovio el crecimiento en las ratas GH-deficientes (21), mien-
tras que los anticuerpos contra adipocitos parecen ser eficaces en el
tratamiento de ratas obesas inducidas por la dieta (22).

Nuestros resultados demuestran una reduccién inducida por el
anti-idiotipo en la ingesta asi como un aumento en la producciéon de
calor comparable a la de la leptina. Sintetizada fundamentalmente
por el tejido adiposo (23), la leptina es un regulador importante del
apetito v del gasto energético con efecto de retroalimentacién sobre
el cerebro. Se libera a la circulacién en proporcion a la grasa corpo-
ral (8), entrando en el cerebro y actuando sobre el hipotalamo para
inhibir la ingesta y para aumentar el metabolismo energético (24,
25). Se ha sugerido que alteraciones en la produccién y/o la sensi-
bilidad de la leptina desempefian un papel en la patogénesis de la
obesidad (26), y la leptina ex6gena es altamente eficaz invirtiendo la
obesidad en animales que carecen de leptina funcional (10). Mien-
tras que la obesidad en seres humanos y en la mayoria de los mo-
delos animales se asocia generalmente a altos niveles de leptina cir-
culante y a la resistencia periférica de la leptina (12, 14), recientes
pruebas sugieren que hasta el 25% de los individuos obesos tienen
niveles bajos de leptina y pueden beneficiarse del tratamiento con
leptina (15). Ademas, los niveles de leptina circulantes caen después
de las manipulaciones dietéticas que dan lugar a la pérdida del peso
y parecen contribuir a la sensacién de hambre (16) v a la habitual
recuperacion del peso inicial. Un anti-idiotipo de leptina puede ser
util en estas circunstancias donde seria beneficioso la presencia
adicional de la leptina. Aunque la leptina exégena podria alcanzar
los mismos efectos deseados, el uso de la inmunoterapia podria
permitir que los individuos generen su propia leptina, requiriendo
solamente inyecciones ocasionales mas que inyecciones diarias. Por
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lo tanto, una estrategia basada en anti-idiotipos de leptina puede
mostrarse ventajosa para el mantenimiento de los niveles de leptina
y prevenir el efecto rebote.

Aungque la base teérica para la inmunoterapia esta fundamentado
(2), es importante precisar que un anticuerpo-vacuna no es magico.
El uso terapéutico de anticuerpos como vacunas es dificil debido a
la respuesta contra el agente terapéutico. Es decir, la presentacién
del antigeno provoca a menudo la induccién de tolerancia a los
antigenos contenidos dentro de la vacuna (27).

Un uso mas realista del anti-idiotipo de leptina puede ser su
utilizacion como agonista en los estudios funcionales y bioquimicos
del receptor de la leptina. El comportamiento y los efectos metabé-
licos después de la administraciéon intracerebral sugiere que el anti-
idiotipo de la leptina podria actuar en las redes neuronales que
controlan la alimentacién y el equilibrio energético. El desarrollo de
nuevas drogas en esta area terapéutica requiere una mayor com-
prensién de la neuroanatomia y de la neurofisiologia subvacentes de
los componentes que regulan el apetito y el gasto energético en el
cerebro. La caracterizacién de la neurobiologia de la leptina ha pro-
porcionado evidencias para un sistema de transporte especifico y
saturable, que permite a la leptina cruzar la barrera hemato-encefa-
lico (BBB) y entrar en el cerebro de los roedores y de los seres
humanos (28). La entrada reducida de leptina en el cerebro puede
ser uno de los mecanismos de resistencia en esos individuos obesos
con los niveles de leptina elevados. Asi, el anti-idiotipo de la leptina
podria facilitar estudios basados en los receptores y proporcionar un
mecanismo molecular para explicar la disfuncién. Ademas, como la
leptina es una hormona pleitropica, los anti-idiotipos pueden llegar
a imitar funciones individuales teniendo en cuenta el estudio de
sistemas separados (29).

Este estudio demuestra que la administracién central de un an-
ticuerpo anti-idiotipo de leptina podria inhibir la ingesta y aumen-
tar la produccién de calor, imitando las acciones centrales de la
leptina. La obesidad es cada vez mas frecuente y un problema grave
de salud. Aunque existen tratamientos disponibles, la pérdida sig-
nificativa sostenida del peso (5-10 % de peso corporal inicial) es
rara, destacando la necesidad de nuevas estrategias eficaces. A
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pesar de los pasos rapidos hacia una droga ideal contra la obesi-
dad, el progreso adicional es necesario para incorporar nuevos
resultados en la neurobiologia del equilibrio energético en inter-
venciones clinicas. La caracterizaciéon de los productos genéticos
asociados con obesidad ha revelado nuevos caminos bioquimicos y
dianas moleculares para la intervencién farmacolégica. Un anti-
idiotipo de leptina puede ser una herramienta ttil en este progreso
y estudios futuros pueden demostrar una ventaja en individuos
obesos con los niveles de leptina normal-bajos asi como esos indi-
viduos que estan en un régimen dietético hipocalérico y que de-
sean disminuir el efecto del rebote. Este experimento pone de
manifiesto que la leptina y otras molécuias proteicas pueden servir
para desarrollar procesos de inmuno-neutralizacién y produccion
de anti-idiotipos especificos (30)
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