Revisiones

THE ZUCKER RAT AS A MODEL
FOR STUDYING REPRODUCTIVE
FUNCTION

The Zucker rat, a strain first described

in 1961, shows multiple pathological
alterations, such as obesity, infertility,
insulin resistance, reduced energy
expenditure, and multiple neuroendocrine
alterations. The initial genetic failure of this
strain is a leptin receptor missense
mutation. In the present review, we
analyze the characteristics of
hypothalamic-pituitary-gonadal axis
function, with special emphasis on the
mechanisms of action involved in the
different neuroendocrine alterations and
on gene therapy approaches. Alterations in
reproductive function and the possible
future areas of interest in this field are also
discussed.
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La rata Zucker como modelo
para el estudio de la funcion
reproductora
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Las ratas Zucker, descritas por primera vez en 1961, constituyen una cepa
con patologia multiple que incluye obesidad, infertilidad, resistencia
insulinica, disminucidn del gasto energético y multiples alteraciones
neuroendocrinas. La causa originaria de esta patologia es una mutacion
en el gen de la leptina, que induce alteraciones neuroendocrinas variadas.
En la presente revision se analizan las caracteristicas de la funcion del eje
hipotalamo/hipoéfisis/gdénadas, con especial énfasis en la etiopatogenia de
las alteraciones observadas y los ensayos de terapia génica
desarrollados. También se analizan las alteraciones en la conducta
reproductora y las incognitas que el modelo plantea en la actualidad.

Palabras clave: Zucker. Hipotdlamo. Hipdfisis. Gonadas.

INTRODUCCION

La obtencién en la década de los sesenta por Lois y Theodore
Zucker'? de una cepa de ratas (denominadas desde entonces ratas
“Zucker”) que mostraban obesidad de aparicién juvenil, aumento
de la ingesta de alimentos, disminucién del gasto energético y resis-
tencia insulinica ha proporcionado a los investigadores un excelente
modelo experimental que ha sido utilizado frecuentemente para el
estudio de muchas enfermedades como la obesidad, la hiperlipe-
mia, el fallo renal, la diabetes, las alteraciones en el sistema inmu-
nitario, etc.’?, y ademds, ha supuesto un extraordinario avance en el
conocimiento de los mecanismos involucrados en la regulacién de
la ingesta de alimentos, el peso corporal y el gasto energético.

Desde el punto de vista neuroendocrinolégico, se ha estudiado
la rata Zucker fundamentalmente en aspectos relacionados con la
ingesta de alimentos, el balance energético, la funcién reproducto-
ra y la secrecion de somatotropina (GH). En relacién a esta udltima,
la alteracién hipofisaria mas clara de la rata Zucker es la disminu-
cién de la secrecién de GH®®. El nimero de picos secretorios de la
hormona y sus concentraciones séricas estdn significativamente
disminuidas; esta alteracion es evidente tanto en ratas hembras
como en machos’®. La hiposecreciéon de GH no parece deberse a
una alteracion del tono somatostatinérgico®!”, sino estar relaciona-
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da con alteraciones en la sintesis y la secrecion de la
hormona liberadora de GH (GHRH), a las que se une
una disminucién de la respuesta hipofisaria a éste que
ha sido puesta de manifiesto tanto in vivo como in vi-
tro!!"12, En paralelo, se ha descrito una disminucién
del contenido hipofisario de GH y del ARN mensajero
(ARNm) para GH solamente en ratas macho®’. Asi-
mismo, las descripciones iniciales de las alteraciones
en la rata Zucker mostraron importantes modificacio-
nes de la funcion reproductora; la mas destacada es la
infertilidad'®. Considerando la importante relacién en-
tre los sistemas de control de la ingesta, el peso corpo-
ral y la aparicion y el mantenimiento de la capacidad
reproductora'®'®, parece razonable asumir que altera-
ciones neuroendocrinas estdn involucradas en la pato-
logia general de esta cepa de ratas. En esta revision
abordaremos fundamentalmente las caracteristicas re-
productoras de la rata Zucker.

ALTERACIONES REPRODUCTIVAS
EN LA RATA ZUCKER HEMBRA

Las ratas Zucker presentan pubertad retrasada (con
apertura vaginal a los 54 dias frente a los 38,6 en sus
controles)!” y, en un 90% de los casos, ciclos estrales
prolongados (7 a 8 dias de duracién) con aumento de
la fase de diestro, con gran desarrollo liteo y escaso
desarrollo folicular'”'® (tabla 1). Estos fallos en el ciclo
se acompafian de concentraciones plasmaticas de es-
tradiol disminuidas y de progesterona incrementadas'®.

En las ratas Zucker hembra el feedback positivo es-
tradiol-lutropina (LH) funciona!® y el estudio histol6-
gico de los ovarios muestra que hay cuerpos liteos,
indice de que se producen ovulaciones. Igualmente, la
administracion a ratas Zucker prepuberes de gonado-
tropina de suero de yegua prefiada (PMSG) induce
ovulacién®. El estudio del tdtero de la rata Zucker ha
mostrado datos contradictorios. Inicialmente se des-
cribieron tuteros subdesarrollados' aunque, poste-
riormente, Chelich y Edmonds?' describieron tteros
normales. También se ha descrito ausencia de seudo-
preiiez y formacién de decidua tras la estimulacion del
cérvix'3.

Los estudios iniciales, en los que no se analizé el
patrén pulsitil de secrecion de LH, no mostraron dife-
rencias significativas en las concentraciones de gona-
dotropinas entre las ratas Zucker hembras y sus con-
troles??, sin embargo, estudios posteriores han
demostrado que en la rata Zucker hembra adulta no se
observa secrecién pulsatil de LH", y durante el ciclo
estral, el pico de LH en la tarde de proestro esta redu-
cido®. Asimismo, se ha descrito que estas ratas tam-
bién presentan a lo largo del ciclo modificaciones de
las concentraciones plasmaéticas de folitropina (FSH)
y prolactina (PRL)?.

La ausencia de secrecidn pulsatil de LH en la rata
Zucker se explicaria por la falta de estimulo de la go-
nadoliberina (GnRH) que, a su vez, se deberia a la au-

TABLA 1. Caracteristicas reproductoras de la rata
Zucker hembra

Referencias

Retraso puberal 17
Ciclos irregulares de 7-8 dias de duracion 17,18
Concentracién plasmadtica de estradiol normal

o disminuida durante el ciclo 18, 23, 29
Concentracion plasmatica de progesterona elevada 18,23
Peso del utero normal o atréfico 1,21
Ausencia de seudoprefiez y deciduacion

tras estimulo del cérvix 13
Secrecion normal de GnRH durante etapas

prepuberales 25
Disminucion de la secrecién pulsatil de LH

(amplitud de los picos y secrecién media) 19
Pico preovulatorio de LH atenuado 23

Funcionamiento normal del feedback estradiol-LH 19
Disminucién de receptores estrogénicos en drea

predptica e hipotalamo mediobasal 23,35
Disminucion de la receptividad sexual que mejora
tras la administracién de estradiol y progesterona 1, 13, 32

GnRH: gonadoliberina; LH: lutropina.

sencia de la accién estimuladora de la leptina caracte-
ristica de esta cepa de ratas. Esta hipdtesis concuerda
con la desaparicion de la secrecion pulsétil de LH tras
el tratamiento crénico de ratas hembra con antisuero
antileptina®®. Sin embargo, el tnico estudio sobre se-
crecion pulsatil de GnRH en ratas Zucker hembra se ha
realizado a la edad de 15 dias y muestra que el patrén
de secrecion pulsétil de GnRH es semejante al que pre-
sentan las ratas controles (pulsos cada 64 + 3 frente a
63 + 3 min en ratas controles)®. Estos datos indican
que las alteraciones en las hembras aparecen en la edad
adulta, lo que indica un progresivo deterioro del eje re-
productor cuyas causas son por ahora desconocidas.

Los sistemas de retroalimentacion entre las génadas
y eje hipotdlamo-hip6fisis funcionan, al menos par-
cialmente, en la rata Zucker hembra ya que en ellas la
ovariectomia aumenta la ingesta de alimentos y el
peso corporal® e incrementa la secrecién de gonado-
tropinas®’. Sin embargo, la administracién sistémica
de benzoato de estradiol durante una o 2 semanas no
modifica el peso corporal en ratas obesas, mientras
que los efectos en la ingesta dependen de la dosis, la
via de administracién empleada y la duracién del tra-
tamiento.

ALTERACIONES REPRODUCTIVAS
EN LA RATA ZUCKER MACHO

En las ratas Zucker macho las concentraciones plas-
maticas de LH y FSH y la respuesta a la estimulaciéon
con GnRH son normales®® (tabla 2). Los datos ante-
riormente mencionados indican que hay una diferen-
cia entre sexos en la secrecién de gonadotropinas en la
rata Zucker; son mas evidentes las alteraciones en las
hembras que en los machos, y en las hembras apare-
cen progresivamente y se manifiestan plenamente tras
el desarrollo puberal.

Endocrinol Nutr. 2006;53(10):592-8 593



Aguilar Benitez de Lugo E et al. La rata Zucker como modelo para el estudio de la funcion reproductora

TABLA 2. Caracteristicas reproductoras de la rata
Zucker macho

Referencias

Alteraciones morfoldgicas de las células de Leydig 28
Concentracion plasmadtica de testosterona disminuida  28-31
Reduccioén del peso de érganos dependientes

de andrégenos 29
Concentraciones plasmdticas de LH y FSH normales 28
Concentracion plasmatica de PRL normal 8
Respuesta de gonadotropinas a GnRH normal 28

Respuesta de gonadotropinas a GnRH incrementada 22
Disminucién del volumen cerebral y del niicleo

sexual dimoérfico del hipotdlamo 31
Disminucion de la actividad copulatoria 30, 36

FSH: folitropina; GnRH: gonadoliberina; LH: lutropina; PRL: prolactina.

Los datos publicados sobre concentraciones de tes-
tosterona sérica en esta cepa de ratas son conflictivos.
Se ha descrito una disminucién importante (50%) de
las concentraciones de testosterona a los 3 meses de
edad y, en menor grado, a los 2 y 4 meses; los valores
se normalizan a partir del quinto mes®*?°. Otros auto-
res’®3! s6lo han observado descensos espordadicos de
las cifras de testosterona. Los pesos de los 6rganos de-
pendientes de andrégeno estdn disminuidos en las ra-
tas Zucker®, lo que se explica por un descenso en los
valores de testosterona en plasma o por posibles alte-
raciones en su mecanismo de accidn.

En ratas Zucker en condiciones freely moving las
concentraciones de PRL, medidas durante 6 h a interva-
los de 15 min, fueron similares a las de las ratas contro-
les®, aunque se ha descrito recientemente que en ellas la
concentracion plasmadtica del péptido liberador de pro-
lactina (PrRP) se encuentra disminuido un 35%732.

ALTERACIONES EN LOS PATRONES
DE CONDUCTA REPRODUCTIVA

Las ratas Zucker hembras intactas y tratadas con
PMSG muestran el comportamiento sexual atenuado
(cociente de lordosis y actividad procreadora)’!333,
Aunque las causas de estas alteraciones no son bien
conocidas, se ha especulado con posibles alteraciones
en la actividad de diferentes neurotransmisores-neuro-
péptidos y de hormonas esteroideas. Asi, por ejemplo,
el bloqueo del sistema opioide mejora estos pardme-
tros de conducta®*. Considerando que los efectos en la
conducta de los estrégenos dependen de la concentra-
cién de sus receptores en el hipotdlamo®, se ha postu-
lado que una parte de las alteraciones reproductivas
pueden estar asociadas a cambios en éstos. En apoyo
de esta hipétesis se ha sefalado que mientras que las
concentraciones de receptores de progesterona en area
predptica e hipotdlamo mediobasal son semejantes en
las ratas Zucker y en sus controles, los receptores es-
trogénicos estdn disminuidos en ambas zonas* y, mds
concretamente, estudios inmunocitoquimicos han de-
tectado que hay un déficit en los receptores estrogéni-
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cos de tipo alfa*. Segidn los anteriores considerandos
se explica que, administrando dosis altas de estradiol
(hasta 100 ug), se consiga en las ratas Zucker unos pa-
trones de conducta sexual similares a los presentados
por las ratas controles.

También se ha descrito alteraciones en el comporta-
miento reproductivo de las ratas Zucker macho. Me-
nos del 20% tiene actividad copulatoria y la mayoria
de estas ratas no eyaculan®®¥. Se ha postulado que es-
tas deficiencias pudieran deberse al déficit de testoste-
rona que presentan estos animales?®?, ya que trata-
mientos prolongados con altas dosis de testosterona
mejoran la actividad copulatoria®’, lo que no sucede
con tratamientos mds cortos y con menores dosis®.

ETIOPATOGENIA DE LAS ALTERACIONES
REPRODUCTIVAS DE LA RATA ZUCKER

En cuanto al hipotdlamo, la rata Zucker se caracteri-
za por un fallo en el receptor para leptina®, lo que ori-
gina, ademas de una resistencia a esta hormona, una
hiperproducciéon de neuropéptido Y (NPY) con una
posible desensibilizacion de sus receptores y una dis-
minucion de la sintesis del GALP (galanin-like pepti-
de) y un aumento de la sensibilidad de sus receptores.
A continuacién vamos a abordar algunos de los siste-
mas de control de la funcién hipotalamo-hipofisaria
alterados en las ratas Zucker.

Leptina. La rata Zucker (ratas fa/fa), y los ratones
db/db se caracterizan por una mutacién en el receptor
de leptina (Ob-R). La leptina es una molécula clave en
el engarce entre el balance energético y la funcion re-
productora®*#® y hasta tal punto es una sefial importan-
te, que tanto los ratones con mutaciones en el gen que
codifica la leptina (ratones ob/ob) como en el gen que
codifica su receptor (ratones db/db) son, ademds de
obesos, infértiles!”*. La administracion de leptina a
ratones ob/ob eleva las concentraciones séricas de LH
y el peso gonadal*', mientras que la inmunoneutraliza-
cidn croénica de la accién de la hormona suprime la se-
crecién pulsatil de LH** y su administracién restaura
la secrecion pulsatil de LH en ratas, monos y ovejas
sometidas a restriccion dietética****. Se ha postulado
(basandose en el escaso efecto hipofisario de la lepti-
na) que el efecto estimulador de la leptina en la secre-
cién de gonadotropinas tiene lugar por su accién esti-
muladora de la secrecion de GnRH*, que debe
llevarse a cabo a través de interneuronas, ya que la
existencia de receptores para leptina en neuronas
GnRHY no ha sido confirmada. La accién estimulado-
ra directa en la hipdfisis** ha sido puesta en cuestidn,
ya que el fragmento activo de la molécula (Ieptina, ¢ ,5,)
inhibe la secrecion de gonadotropinas*®. Tal como se
indica mas adelante, la normalizacion de la actividad
bioldgica de la leptina puede corregir las alteraciones
en diferentes neurotransmisores involucrados en el
control de la secrecion de GnRH y normalizar la fun-
cién reproductora en las ratas Zucker!®,
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NPY. El NPY es un neuropéptido que estimula la
toma de alimentos®* y participa en la regulacion de
la secrecién hipofisaria de gonadotropinas®® modifi-
cando la liberacion de GnRH>'->. Los efectos del NPY
en el sistema de la GnRH dependen de los inputs de
origen gonadal; cuando las concentraciones de este-
roides gonadales circulantes son normales, el NPY es-
timula la secrecién de GnRH3'"5, mientras que se ha
descrito un efecto inhibidor de la secrecién cuando las
concentraciones son escasas®>>*>°. En la rata Zucker,
como consecuencia de la falta de sefial leptinérgica, se
produce una regulacién al alza del sistema NPY>7!, 1o
que da lugar a una sobreexpresiéon del ARNm para el
NPY en el nicleo arcuato y de su contenido en el nd-
cleo paraventricular, supraquiasmatico, el area predp-
tica medial y el hipotdlamo ventromedial®’*® que pue-
de producir una desensibilizacién de los receptores de
NPY vy, como consecuencia, una inhibicién de la se-
creciéon de GnRH. En este sentido, hay que indicar
que la administracion crénica de NPY inhibe la secre-
cién de gonadotropinas®. Igualmente, en las ratas
Zucker, los efectos inhibidores del NPY en las neuro-
nas GABAérgicas en el nicleo paraventricular estdn
disminuidos®.

Betaendorfina. Se ha descrito que la betaendorfina
ejerce una influencia ténica inhibidora de la secrecion
de GnRH y LH>**%, Dado que en la rata Zucker se
produce una sobreexpresion del NPY y que éste esti-
mula la liberacién de betaendorfina, en estas ratas hay
un aumento del tono opioide que, ademds de su posi-
ble efecto inhibidor de la secrecion de GnRH, puede
estar involucrado en los trastornos de la ingesta y la
procreaciéon que presentan estos animales. En este
sentido numerosos datos indican que la administra-
cién de antagonistas opioides disminuye la toma de
alimentos!7666%,

Sistema KiSS/GPR54. E1 GPR54 es un receptor aco-
plado a proteinas G, con un 45% de homologia con el
receptor de galanina, que fue inicialmente clonado en
la rata y se catalogé como receptor huérfano™. KiSS-1
es el ligando enddgeno del GPR547!73, Hasta la fecha,
la caracterizaciéon funcional del sistema KiSS-
1/GPR54 ha sido muy limitada. Asi, inicialmente se
implic6 al KiSS-1 en el control de la metdstasis y la
progresion tumoral, y diversas pruebas experimentales
indican que la metastina (kisspeptina-54, agonista del
receptor GPR54) posee una potente actividad antime-
tastdsica en diversos tumores. A pesar de este nimero
limitado de funciones bioldgicas adscritas a KiSS-1,
los escasos andlisis de expresion publicados hasta la
fecha evidencian la presencia de este ligando y/o su
receptor GPR54 en diversos tejidos y sistemas, como
la placenta, diversas dreas del sistema nervioso central
(tales como el hipotdlamo, los ganglios de la base y la
médula espinales), la hipofisis, el pancreas, las gona-
das y el plasma sanguineo’7’. Datos recientes de
nuestro grupo muestran el papel del KiSS-1 como po-
tentisimo estimulador de la secreciéon de GnRH y go-

nadotropinas y su capacidad para acelerar la llegada
de la pubertad en ratas hembras’”-%, El efecto estimu-
lador del KiSS-1 en la secrecién de LH parece estar
mediado por la GnRH y es plenamente operativo en la
rata Zucker prepiber®!, ademds de acelerar el desarro-
llo puberal en ratas subnutridas®.

GALP. Recientemente se ha descrito un nuevo pépti-
do de 60 aminodcidos con similitud con la galanina,
denominado GALP, que se expresa en el hipotdlamo,
fundamentalmente en el ndcleo arcuato, y la hipdfi-
sis®86, Este péptido estimula la secrecién de LH cuan-
do se administra en los ventriculos cerebrales®”®,
efecto mediado, posiblemente, por una estimulacién
de la secrecién de GnRH, ya que se detecta tanto en
explantes hipotaldmicos como en neuronas GTI1%.
Mais del 85% de las neuronas GALP-positivas del nu-
cleo arcuato coexpresan receptores para leptina®. En
las ratas Zucker y en ratones db/db y ob/ob se produce
un descenso del 75% en la expresion de GALP en el
nicleo arcuato®*® que, secundariamente, genera una
supersensibilidad a la administracion intracerebroven-
tricular de GALP¥.

OTRAS ALTERACIONES HIPOTALAMICAS

Se han descrito alteraciones en los mecanismos
reguladores de la secrecidén de tirotropina y hormo-
nas tiroideas®, en la expresién de CRF*? y de pre-
proorexina y receptor de orexina en hipotdlamo® y
de o-MSH®+% (tabla 3).

TERAPIA GENICA EN LA RATA ZUCKER

Para determinar la posible eficacia de la terapia gé-
nica en el tratamiento de las alteraciones reproducto-
ras de la rata Zucker, se han introducido vectores con
el gen del receptor de leptina en el niicleo arcuato y el
nucleo paraventricular. Los resultados obtenidos indi-
can que esta terapia normaliza la mayor parte de los
pardmetros de procreacion alterados en este tipo de ra-

TABLA 3. El funcionamiento hipotalamico de la rata
Zucker

Referencias
Ausencia del receptor de leptina 37
Up-regulation del sistema NPY 57-61
Aumento del tono opioide 66-69

Expresion reducida del ARNm e inmunorreactividad
de GALP
Expresion reducida del ARNm de preproorexina
y del receptor tipo 2 de orexina 93
Expresién reducida del ARNm de

89, 90

proopiomelanocortina en el nicleo arcuato 92,93
Expresién reducida del ARNm de o-MSH
en el nicleo paraventricular 94, 95

Alteraciones en la respuesta de hormonas tiroideas
al frio 91

ARNm: ARN mensajero. GALP: galanin-like peptide; NPY: neuropéptido Y.
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tas, ya que es capaz de acortar los ciclos estrales,
aumentar la frecuencia de los estros, disminuir la pre-
sencia de cuerpos liteos y aumentar el desarrollo foli-
cular. Esta normalizacién de la funcién ovarica va
acompafiada de un aumento de la cantidad de estradiol
circulante y una disminucién de progesterona circu-
lante. Se produce también un aumento de la concen-
tracién de GnRH en el hipotdlamo y una reduccién de
la expresion del ARNm que codifica NPY y proopio-
melanocortina y betaendorfina'®. Todos estos datos co-
rroboran el papel clave de la leptina en el manteni-
miento de una correcta funcidn reproductora e indican
que la mayor parte de los déficit reproductores que se
encuentran en la rata Zucker son secundarios a la mu-
tacion del receptor para la hormona.

PERSPECTIVAS

Los datos encontrados hasta el momento abren nu-
merosas preguntas que, una vez resueltas, ayudaran a
entender mejor las caracteristicas de esta cepa de ra-
tas. Previsiblemente, en el futuro se aclarardan algunos
de los siguientes aspectos:

— En la rata macho, concentraciones normales de
gonadotropinas pueden coincidir con escasez de tes-
tosterona. Ello indica que el testiculo no responde al
estimulo gonadotrépico. Hay que explorar, como mi-
nimo, las siguientes posibilidades: a) alteraciones en
el ndmero y/o la afinidad de los receptores de LH (y/o
FSH); b) alteraciones en las enzimas de la esteroido-
génesis (P450,, 17-BHSD, 3-BHSD etc.), y ¢) altera-
ciones en los factores reguladores de la esteroidogéne-
sis (StAR, SF-1).

— El eje hipotdlamo-hipofisario no responde con
incrementos de GnRH/gonadotropinas a la escasez
de testosterona, posiblemente por alteraciones en los
receptores para testosterona y estréogenos. Se debe
analizar la cantidad y la localizacién de esos recep-
tores en el hipotdlamo y la hipéfisis durante el desa-
rrollo.

— En la rata hembra, la secrecion pulsétil de GnRH
es normal en la edad preptiber, mientras que en la
edad adulta se producen importantes trastornos en la
regulacion de la secrecion de LH. Esta diferencia no
puede deberse exclusivamente al déficit de accién de
la leptina, que se produce desde el inicio como conse-
cuencia de la mutacion en su receptor. Por lo tanto, es
necesario analizar la evolucién de las alteraciones en
el control de la secreciéon de GnRH, incluyendo las
nuevas sefiales (KiSS-1, GALP, NPY, etc.).

— En la rata hembra se produce ovulacion, y la vida
media de los cuerpos liteos se prolonga (hasta una
longitud de ciclo de 7-8 dias). Los ciclos se normali-
zan cuando se implanta en el nicleo arcuato el gen del
receptor de leptina. Se debe analizar los mecanismos
de regulacién de la luteogénesis y la lutedlisis, con es-
pecial dedicacion a los efectos de LH y PRL.
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