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Endocrinologia basica

13. MULTIPLES, FUNCIONES DE LA LEPTINAEN LA (,ZELULA
ALFA-PANCREATICA: REGULACION DE LA EXPRESION
GENICAY DE LA MASA CELULAR

I. Quesada, L. Marroqui, E. Caballero, E. Vieira, A. Gonzalez
y A. Nadal

CIBER de Diabetes y Enfermedades Metabdlicas Asociadas
(CIBERDEM) e Instituto de Bioingenieria. Universidad Miguel
Herndndez. Elche. Espana.

Introduccion: Ademas de su accion central, la leptina secretada
por el tejido adiposo actla sobre la célula beta-pancreatica, inhi-
biendo la expresion y la liberacion de insulina. Recientemente,
nuestro grupo ha demostrado que esta hormona también regula la
célula alfa, inhibiendo la secrecion de glucagon. Sin embargo, se
desconoce si también tiene un papel en otros eventos celulares. En
este trabajo, analizamos si la leptina regula la expresion del gen de
glucagon asi como la masa celular.

Material y métodos: Se utilizaron islotes de ratones c¢57 y db/db
y la linea alfaTC1-9. La expresion génica se evalué mediante PCR
cuantitativa y el contenido de proteina mediante western blot.
Para analizar la proliferacion se analizo la incorporacion de BrdU, y
para la apoptosis se utilizd la técnica de TUNEL (TdT- mediated
dUTP nick end labelling).

Resultados: Tanto el tratamiento de islotes aislados asi como de
células alfaTC1-9 con leptina (0,625-6,25 nM) durante 24 horas pro-
dujo una inhibicion de la expresion génica de glucagon. Este efecto
se demostro también in vivo en ratones tratados con leptina, pero
no sucedio en ratones db/db, carentes del receptor de esta hormo-
na. La leptina activo la fosforilacion de Signal Transducers and Ac-
tivators of Transcription protein (STAT)-3 y su translocacion al nu-
cleo. El silenciamiento de STAT3 mediante RNA de interferencia
bloqued este efecto. Por otro lado, la leptina produjo un efecto
inhibitorio en la proliferacion de células alfaTC1-9 asi como de cé-
lulas alfa aisladas. Al analizar la viabilidad y la apoptosis de estas
células en presencia de leptina, no se observo ningun efecto. Esta
accion proliferativa también tuvo lugar en ratones tratados in vivo
con la hormona. Este efecto se asocid a un aumento en la actividad
de la proteina inhibitoria del ciclo celular p27.
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Discusion y conclusiones: Estos resultados indican que la lepti-
na inhibe la expresion génica de glucagon a través de STAT3 y la
proliferacion de la célula alfa pancreatica mediante un aumento de
la proteina p27.

14. PAPEL ESTIMULADOR DE LA NEUROKININA B (NKB)
EN EL CONTROL CENTRAL DE LA PUBERTAD
Y SU REGULACION POR EL ESTADO METABOLICO

F. Ruiz-Pino, V.M. Navarro, D. Garcia-Galiano,
M.A. Sanchez-Garrido, M. Manfredi, S. Ledn, J.M. Castellano,
K. Clifton Don, L. Pinilla, R.A. Steiner y M. Tena-Sempere

Seccién de Fisiologia. Universidad de Cordoba. Espafia.
Departamento de Fisiologia. Universidad de Washington.
Seattle. EE.UU.

Introduccion: Estudios genéticos en humanos han sugerido que
la neurokinina B (NKB) y su receptor (NK3R) juegan un papel indis-
pensable en el control del eje reproductor, similar al desempenado
por Kiss1/kisspeptinas. De hecho, NKB y NK3R se co-expresan en las
neuronas Kiss1 del nucleo arcuato (ARC), y NKB parece ser un im-
portante regulador de la secrecion de GnRH y gonadotropinas en la
edad adulta.

Material y métodos: Con objeto de investigar la participacion de
NKB en la regulacion de la pubertad en la rata hembra, hemos carac-
terizado la expresion de los genes NKB y NK3R en el cerebro de ratas
peri-puberales y hemos analizado el papel funcional de NKB en la
regulacion de la secrecion de gonadotropinas y el timing puberal.

Resultados: Nuestros datos muestran que NKB y NK3R mRNAs se
expresan de forma abundante en el hipotalamo medio basal y late-
ral. La expresion de NK3R mRNA (pero no de NKB) en el ARC aumen-
to durante la maduracion puberal. La inyeccion central del agonis-
ta de NK3R, senktide, elevd los niveles de LH en ratas hembra
prepuberales. Por contra, la administracion cronica del antagonista
de NK3R, SB-222200, provoco un ligero retraso de la edad de aper-
tura vaginal (AV) y redujo los niveles de LH. La expresion hipotala-
mica de los mRNAs de NKB y NK3R en el ARC disminuy0 tras un pe-
riodo de ayuno de 48-h en ratas puberales. Sin embargo, las
respuestas de LH a la administracion de senktide no se solo se man-
tuvieron sino que se vieron aumentadas en condiciones de ayuno.
Mas aln, la administracion repetida de senktide en ratas puberales
sometidas a subnutricion cronica del 30% (que por si misma inhibe
el progreso de la pubertad) indujo la aparicion de AV en un 50% de
los animales y causo6 potentes respuestas secretoras de LH en todos
los animales tratados.

Discusion y conclusiones: En su conjunto, nuestras observacio-
nes apuntan un papel relevante del sistema NKB/NK3R en el con-
trol central de la pubertad y sugieren que la expresion y funcion
del mismo es sensible a situaciones de stress metabolico que alte-
ran el timing puberal.

15. LA CORTISTATINA NO ES UN MERO ANALOGO
NATURAL DE LA SOMATOSTATINA: ESTUDIO ENDOCRINO-
METABOLICO DE RATONES DEFICIENTES EN CORTISTATINA

R.M. Luque-Huertas, J. Cordoba-Chacén, A.l. Pozo-Salas,
M.D. Gahete-Ortiz, F. Gracia-Navarro, A.J. Martinez-Fuentes
y P. Castano-Justo

Departamento de Biologia Celular. Fisiologia e Inmunologia.
Universidad de Cordoba. Instituto Maiménides de Investigacion
Biomédica de Cordoba (IMIBIC) y CIBER Fisiopatologia de la
Obesidad y Nutricién (CIBERobn). Cérdoba. Espana.

Introduccién: Cortistatina (CORT) y somatostatina (SST) son
dos neuropéptidos estrechamente relacionados estructural,

farmacoldgica y funcionalmente. De hecho, CORT actua a tra-
vés de los mismos receptores que SST (sst1-5) y se la ha consi-
derado un analogo natural de SST. Sin embargo, existen datos
que indican que CORT podria ejerce funciones especificas pro-
pias a través de receptores selectivos (ej. receptor de ghrelina
GHS-R1a).

Material y métodos: Para investigar las funciones endocrino-
metabolicas de CORT analizamos ratones CORT-KO y empleamos
cultivos primarios de hipofisis de raton y de primate.

Resultados: Ello mostro que la CORT ejerce funciones Unicas,
diferentes a la SST, sobre distintos ejes hipofisarios-metabdlicos.
Asi, observamos que CORT estimula (mientras que SST inhibe) la
secrecion de prolactina (PRL) en ratones y primates, un efecto
estimulador que CORT ejerce a través del GHS-R1a, pues se blo-
qued en presencia de un antagonista del GHS-R1a. En apoyo de
estos resultados, los ratones CORT-KO sufren una disminucion de
PRL circulante y la proporciéon de hembras CORT-KO que sacan
adelante su primera camada de crias es mucho menor que la de
hembras control, todo lo cual sugiere que la CORT ejerce un papel
fisiologico relevante en el eje lactotropico. Asimismo, la CORT
ejerce importantes acciones inhibidoras, sexo-dependientes, so-
bre los ejes somatotropo-(GH) y corticotropo-(ACTH), los cuales
estan elevados en ratones CORT-KO in vivo y son inhibidos por
CORT in vitro. Ademas, la deficiencia en CORT revelé un papel
esencial, sexo-dependiente de este péptido en la regulacion de la
homeostasis glucidica/insulinica, pues solo los machos CORT-KO y
no las hembras CORT-KO o machos/hembras SST-KO, son resisten-
tes a la insulina.

Discusion y conclusiones: Nuestros resultados demuestran
que muchas acciones ejercidas por la CORT no son compartidas
por la SST, lo que sugiere una relevancia singular para este pép-
tido y ofrece nuevas vias para investigar su verdadero papel fi-
sioldgico en la regulacion de procesos endocrinos y metaboli-
cos.

16. EFECTOS DE GLUCOLIPOTOXICIDAD
EN LA PATOGENESIS RENAL DURANTE EL DESARROLLO
DE LA DIABETES MELLITUS TIPO 2

C. Martinez-Garcia, A. Izquierdo la Huerta, V. Velagapudi,
Y. Vivas-Garcia, |. Velasco, M. Campbell, M. Oreic, A. Vidal Puig
y G. Medina Gomez

Departamento de Bioquimica. Fisiologia y Genética Molecular.
Universidad Rey Juan Carlos. Madrid. Espafia. VTT Technical
Research Centre of Finland. Espoo. Finlandia. Institute

of Metabolic Science. University of Cambridge. Cambridge.
Reino Unido.

Introduccioén: El desarrollo de insuficiencia renal crénica (IRC)
es de alto riesgo en personas con el sindrome metabdlico y dia-
betes tipo 2. Sin embargo, se desconoce qué patomecanismos
estan asociados al desarrollo de esta lesion renal. Se conoce que
obesidad y diabetes son causa de glucolipotoxicidad asociada a
un aumento de glucemia y acumulacion de especies reactiva li-
pidicas que afectan a 6rganos metabodlicamente relevantes que
son diferentes al tejido adiposo. Actualmente, el papel que de-
sarrollan la glucosa y los acidos grasos como factores toxicos que
influyen en la funcion renal y la etiologia de CKD son objeto de
estudio.

Material y métodos: Nosotros hemos generado un modelo muri-
no, el ratén POKO, obtenido del cruce entre el raton con delecion
de la isoforma 2 del receptor gamma activado por proliferadores de
peroxisomas (ratéon Knock-out (KO) de PPARg2) en un background
genético del raton obeso ob/ob. El raton POKO muestra: a) hiper-
fagia, b) resistencia a la insulina, c) hiperglucemia y dislipidemia a
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edades tempranas de 4 semanas y pérdida completa de células-
beta a las 16 semanas de edad. Hemos investigado los cambios es-
tructurales y funcionales en los rifiones y la presion arterial en los
ratones POKO.

Resultados: A las 4 semanas de edad, estos animales exhiben
un aumento considerable de la presion arterial, una mayor indi-
ce urinario albumina/creatinina similar a ratones ob/ob, pero
un aumento significativo en el indice de hipertrofia renal en
comparacion con sus compaferos obesos. Ademas, el ratéon POKO
muestra un incipiente dafo glomerular asociado a un aumento
significativo de la expresion renal de la proteina relacionada con
la parathormona (PTHrP), del factor de crecimiento transfor-
mante beta (TGF-beta) y otros factores pro-inflamatorios y de
fibrosis (proteina quicio-atrayente de monocitos 1(MCP-1) y co-
lageno V).

Discusion y conclusiones: Estos datos sugieren una lesion acele-
rada a través de los efectos glucolipotoxicos en la patogenia renal
asociado con el sindrome metabdlico y resistencia a la insulina en
ratones POKO.

17. ESTUDIO DE LA EXPRESION FUNCIONAL
DEL RECEPTOR-SENSOR DE CALCIO PARATIROIDEO
EN CELULAS ADENOHIPOFISARIAS Y NEURONAS

C. Villalobos-Jorge, G. Diaz-Soto y L. NUfez-Llorente

Instituto de Biologia y Genética Molecular-IBGM.
Universidad de Valladolid-CSIC. Valladolid. Espana.
Servicio de Endocrinologia. Hospital Clinico de Valladolid.
Valladolid. Espana.

Introduccioén: El receptor-sensor de Ca2(CaSR) se expresa en
paratiroides, donde actlia como sensor de la concentracion extra-
celular de calcio(Ca2) regulando la secrecion de PTH a través de
modificaciones del Ca2 intracelular([Ca2]cit). Datos recientes su-
gieren la presencia del CaSR en adenohipdfisis. Determinar la ex-
presion funcional del CaSR en linea celular mamosomatotropa de
rata GH3 y células adenohipofisarias de raton (Ad) en cultivo pri-
mario

Material y métodos: Las células fueron cultivadas en medio RPMI
1640, 10% de suero de caballo y 2,5% de suero bovino fetal. Trata-
das con colorante fluorescente fura2 sobre platina termostatizada
de un microscopio invertido con perfusion calefactable y camara
digital de fluorescencia. Se perfundieron con medio extracelular a
37 °C (solucion control) o en presencia de diferentes concentracio-
nes de Ca2 extracelular (0,5-4 mM), fenilalanina (3 mM) y cinacal-
cet (30 uM).

Resultados: Los registros de imagen de Ca2 en GH3 muestran
que los cambios de concentracion de Ca2 inducen incrementos de
la [Ca2]cit. Este efecto no es inhibido por nifedipino, si bien inhi-
be la actividad eléctrica de las células GH3. Tanto fenilalanina
como cinacalcet inducen aumentos similares de la [Ca2]cit. En Ad
se observa como los cambios de concentracion del Ca2 inducen
una respuesta muy heterogénea en la [Ca2]cit, desde la ausencia
total de respuesta, a elevaciones rapidas, transitorias o incre-
mentos mantenidos de la [Ca2]cit. Cinacalcet induce una respues-
ta semejante a la obtenida con los cambios de concentracion de
Ca2 extracelular.

Discusion y conclusiones: Tanto GH3 como subpoblaciones Ad
expresan el CaSR, que podria jugar un papel importante en el con-
trol de la secrecion de algunas hormonas adenohipofisarias. La ex-
presion adenohipofisaria del CaSR podria abrir una nueva via tera-
péutica de agonistas/antagonistas del CaSR como moduladores de
la secrecion adenohipofisaria y explicar las alteraciones en la se-
crecion hormonal descritas en pacientes con alteraciones de las
concentraciones del Ca2 plasmatico.

18. EXPRESION DEL COTRANSPORTADOR DE YODO (NIS)
EN OVARIO Y POSIBLE UTILIDAD EN CANCER DE OVARIO

A. de la Vieja, G. Riesco-Eizaguirre, D. Hardisson, M. Mendiola,
C. Garcia-Jiménez, A. Potente y P. Santisteban

Instituto de Salud Carlos Ill. CNM. Area de Biologia Celular y
Desarrollo. Majadahonda. Madrid. Espana. Servicio de
Endocrinologia y Nutricién e Instituto de Investigaciones
Biomédicas (CSIC). Servicio de Anatomia Patoldgica. Hospital
Universitario La Paz. Madrid. Espafa. Facultad de Ciencias de la
Salud. Universidad Rey Juan Carlos. Alcorcon. Madrid. Espana.

Introduccién: El cotransportador de yoduro (I-) dependiente de
sodio (NIS) media el transporte de |- en tiroides, estdbmago, mama
lactante, glandulas salivares, intestino y placenta. El papel fisiolo-
gico que juega es especifico de cada tejido, siendo bien conocida
su funcion tanto en la entrada de I- al tiroides para la sintesis de
hormonas tiroideas, como su acumulacion en la leche de la mama
lactante. Ademas NIS es esencial para el diagnostico y el trata-
miento con yodo radiactivo del cancer de tiroides y sus metasta-
sis.

Material y métodos: El estudio se ha realizado en: 1) lineas ce-
lulares humanas inmortalizadas derivaras de ovario normal (IOSE-
80) y tumoral (A2780, OVCAR-3, SKOV3, y 41M); 2) ovarios de rata;
y 3) bloques de parafina de tejido humano con cancer de ovario.

Resultados: En el presente trabajo hemos determinado por pri-
mera vez la expresion fisiologica de NIS en ovario. Esta expresion
esta regulada y solo ocurre en determinadas fases del ciclo ovari-
co/menstrual. La expresion de NIS en ovarios de rata comienza
durante la fase diestro y tiene un pico maximo en la fase proestro
coincidiendo con el aumento preovulatorio de la LH. La expresion
de NIS en ovario estuvo ausente durante la gestacion y volvio a re-
aparecer en la lactancia. También hemos analizado la expresion de
NIS en distintas lineas celulares de ovario y hemos observado la
expresion de NIS, pero en una forma inmadura que no acumulan I-.
El tratamiento con las hormonas LH y FSH aumentaron la captacion
de I- en las células. Finalmente hemos analizado la expresion de
NIS en muestras humanas derivada de cancer de ovario, y sorpren-
dentemente el 100% de los casos fueron positivos para NIS, tanto en
estadios clinicos precoces como avanzados.

Discusion y conclusiones: Estos resultados sugieren que NIS tie-
ne un papel importante durante el proceso de ovulacion, y ademas
que la sobre-expresion durante la tumorogénesis ovarica puede te-
ner importantes implicaciones en el diagndstico y/o tratamiento
del cancer de ovario.
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