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Introduccién. La administracion de leptina ha demostrado que revierte la resistencia a la
insulina y ejerce efectos sobre el metabolismo de la glucosa.

Objetivo. Evaluar los cambios en las concentraciones plasméticas de insulina y glucosa por la
administracion intraperitoneal de péptidos miméticos de leptina en ratas Wistar alimentadas
con dieta alta en grasa.

Materiales y métodos. Se definio un grupo de ratas control alimentado con dieta alta en grasa
y un grupo control con dieta normal; ademas, distintos grupos de animales alimentados con
dieta alta en grasa y sometidos a la administracion de siete diferentes péptidos de leptina,
administrados en cuatro concentraciones diferentes y a los cuales se denominé grupos
tratamiento. Durante la administracion de los péptidos se cuantifico la glucemia y al finalizar
las concentraciones de insulina.

Resultados. Las concentraciones de insulina en los grupos fueron similares; se observé
hiperinsulinemia en los grupos a los cuales se les administré el péptido denominado 83 a
dosis de 10 mg/kg y 20 mg/kg de peso corporal. Todos los tratamientos, a excepcién del grupo
al cual se le administré el péptido denominado con el codigo 80, redujeron la glucemia; el
mayor efecto parece ser el del péptido 116-130 de leptina de raton y su homélogo humano,
aunque sin diferencias estadisticas con los otros tratamientos.

Conclusion. Los péptidos no ejercen efectos sobre las concentraciones de insulina pero si
sobre la glucemia; se requieren otras investigaciones para determinar los mecanismos mediante
los cuales los péptidos intervienen en el metabolismo de la glucosa, sobre la expresion,
secrecion, mecanismos de sefializacion y regulacion de la insulina, ademas, cambios en las
concentraciones de insulina teniendo en cuenta el ritmo pulsatil de la hormona.

Palabras clave: glucosa de la sangre, insulina, grasas en la dieta, péptidos, leptina, ratas
Wistar.

Glucose and insulin levels in Wistar rats submitted to high fat diet and treatment with
mimetic leptin peptides

Introduction. Studies on leptin administration have demonstrated a reversion of insulin
resistance, and that leptin produces effects in glucose metabolism.

Objective. Changes in the insulin and glucose concentrations in blood plasma was evaluated
by intraperitoneal administration of mimetic leptin peptides in Wistar rats fed with high fat diet.
Materials and methods. A control group of rats was defined that were fed with high fat diet and
a control group with normal diet. Several treatments groups were fed with high fat diet and
subjected to the administration of seven different mimetic leptin peptides, each one administered
in four different concentrations. During the peptide administration the glucose concentrations
were quantified and at the end the insulin concentrations.

Results. The average insulin concentrations in the control groups were similar; however,
hyperinsulinemia was observed in the groups to which we administered the peptide
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denominated 83 at doses of 10 mg/kg and 20 mg/kg of body weight. All the treatment groups
except the peptide denominated with the code 80 showed diminished glucose levels even in
the cases without hyperglycemia. The greatest effect was observed with the peptide 116-130
of the mouse leptin and its human homolog, although without statistical differences with the

other treatments.
Conclusion.

Lectin peptides have no effect on the insulin plasma concentrations; however, an

effect is evident in glucose levels. Additional research will be required to determine if leptin
mimetic peptides influence the glucose metabolism or the expression, secretion, signaling

mechanism and regulation of insulin.

Key words: blood glucose, insulin, dietary fats, peptides, leptin, rats, Wistar.

La leptina, producto del gen ob, es una hormona
proteica de 167 aminoacidos perteneciente a la
familia de citocinas, que es secretada
principalmente por el adipocito de tejido adiposo
blanco (1-5). Es una proteina reguladora de varios
procesos fisiolégicos, entre ellos, controlar la masa
corporal grasa por via de efectos en el apetito, el
metabolismo energético y la termogénesis (1,6).
Inicialmente, se penso que la habilidad para regular
el apetito y el peso corporal estaba confinada a
una accién hipotalamica, pero estudios posteriores
indicaron una accién en otras regiones del sistema
nervioso central y, ademas, una accién autocrina
paracrina (7-15).

Los estudios en ratones knock outpara el gen de
leptina demostraron una asociacion entre leptina,
obesidad y otras secuelas metabdlicas, tales como
hiperfagia e hiperglucemia (16,17); posteriormente,
se realizaron diversos estudios que, ademas de
asociarla con obesidad tanto en humanos como
en ratas, la relacionan con cambios en las
concentraciones y expresion de lainsulina, lo cual
podria explicar la fisiologia y patologia de la
diabetes mellitus no insulino dependiente en la
obesidad (18-35); algunos de estos estudios
sustentan sus conclusiones en lo siguiente:

1) Durante la pérdida de peso se observan
disminuciones en la leptina con reduccién en
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las concentraciones de insulina e independiente-
mente de los cambios de adiposidad (21,26).

2) Enlas células B pancreaticas, la leptina parece
suprimir la secrecion de insulina a través de la
activacion de la fosfodiestearasa 3B (PDE3B),
inhibiendo la secrecion del péptido 1 como
glucagoén estimulante de insulina (29).

3) En células Fao, la leptina incrementa la
fosforilacion del substrato 1 del receptor de
insulina (IRS-1) y la actividad de P13K, mientras
inhibe la via de sefializacion del substrato 2
del receptor de la insulina (IRS-2) (30).

4) En las ratas Wistar con concentraciones
plasmaticas elevadas de leptina se inhibe la
sefializacion ejercida por la insulina en el
adipocito al dafiar el proceso de autofosfo-
rilacién de su receptor, lo anterior parece estar
relacionado con el incremento en la expresion
de la proteina SOCS-3 (31).

Se encuentran otros reportes en los cuales se
menciona que es la insulina la que influye en la
expresion y en las concentraciones de leptina
(36,37) y otros que no indican relacion alguna entre
insulinay leptina (38).

Los investigadores que indican un efecto de la
insulina sobre la leptina proponen como soporte
los siguientes aspectos: 1) se menciona que en
la resistencia a la insulina las concentraciones
de leptina son elevadas independientemente del
grado de adiposidad (25); 2) en los estudios in
vitro de adipocitos, la insulina estimula la
expresion y secrecion de la leptina; uno de los
pasos para este estimulo parece ser la activacion
de la fosfodiesterasa Il por la insulina, la
norepinefrina y otras hormonas lipoliticas que
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competitivamente parecen coregular el efecto que
ejerce la insulina sobre la leptina por activacion
del sistema adenilato-ciclasa (5,28,36).

Aunque parece no existir claridad sobre la
complejidad de la relacién entre leptina e insulina
se han evaluado los efectos sobre la glucemia 'y
lainsulina debidas a la administracion de leptina
recombinante. En ratas Wistar sometidas a una
dieta alta en grasa por 12 semanas, se revirtio el
estado de resistencia a la insulina por la
administracién de leptina durante 12 dias a una
dosis diaria de 10 mg/kg, normalizando la
concentracion del transportador de glucosa 4,
GLUT-4, y sin comprometer la secrecién de
insulina (26,30). Las infusiones cerebrales de
leptina han incrementado la sensibilidad a la
insulina en condiciones basales de ayuno y han
aumentado la sensibilidad a la insulina en ratas
sujetas a hiperinsulinemia por consumo constante
de glucosa (32).

Los tratamientos crénicos de leptina también han
incrementado el metabolismo de la glucosa,
independientemente de las concentraciones
plasméticas de insulina; el efecto parece estar
mediado por el sistema nervioso central, mediante
la interaccién de la leptina con su receptor (39,40).

Las respuestas por el uso de leptina recombinante
han generado la expectativa por descubrir
métodos de tratamiento mas eficientes para la
obesidad y las secuelas metabdlicas asociadas.
Inicialmente se exploré la utilizacion del péptido
sintético correspondiente al segmento 116-130 de
leptina de ratén en ratones obesos knock out
(ob/ob), y se obtuvieron respuestas de reduccion
de peso, disminucion del apetito y de la glucemia
(16,17). Posteriormente, se ensay6 en ratones ob/
ob un péptido sintético correspondiente a la
secuencia 116-122 de leptina de ratén pero en el
cual se sustituyo la forma L-aminoacido de la
posicion 119 por la de D-aminoacido; se encontré
una mayor actividad que en el péptido nativo no
modificado 116-130 de leptina de raton para reducir
peso corporal, apetito y glucemia (41).

Teniendo en cuenta los hallazgos previos sobre
el potencial de la leptina y de los péptidos de
leptina para el tratamiento de la obesidad y de
otras alteraciones metabolicas, se decidio indagar
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si los péptidos miméticos de leptina podrian tener
algun efecto biolégico sobre los procesos
relacionados con el metabolismo energético. En
el presente estudio se evaluo si existian cambios
en la glucemia y en las concentraciones de
insulina de ratas Wistar alimentadas con dieta alta
en grasa por la administracion de péptidos
miméticos de leptina por via intraperitoneal. Un
grupo de ratas fueron tratadas con el péptido que
conserva la secuencia del segmento 116-130 de
leptina de ratén (16), otro grupo con el péptido
humano similar al 116-130 de leptina de raton y
que corresponde a la secuencia 95-109 de la
proteina 1AX8 (cédigo en el Protein Data Bank
para la leptina humana) y otros grupos de ratas
se trataron con distintos péptidos miméticos de
leptina previamente disefiados por computador
42).

Materiales y métodos
Péptidos

Antecedentes del disefio tedrico de los péptidos
mimeticos de leptina. En el disefio tedrico de los
péptidos miméticos de leptina se construyé un
modelo de estructura tridimensional del segmento
323-640 del receptor hipotalamico de leptina que
corresponde al sitio activo del receptor (43); se
hicieron cambios puntuales en la secuencia de
aminoacidos del segmento de leptina humana 95-
109, y se simuld la interaccion entre cada péptido
con el modelo del sitio activo del receptor. Luego
de esto, se seleccionaron aquellos péptidos
tedricos con menor energia potencial que el péptido
nativo 116-130 de leptina de ratén que cumplieran
con un valor promedio de la raiz cuadrada de la
media, inferior a 0,09 con respecto a la secuencia
nativa, en este caso, con respecto a la secuencia
116-130 de leptina de raton; ademas, que
cumplieran con el criterio de los valores mas bajos
de energia potencial cuando formaran parte del
complejo péptido-sitio activo del receptor. De estos
criterios se seleccionaron finalmente cinco
péptidos (42).El valor del promedio de la raiz
cuadrada de la media es una relacion matematica
que indica el cambio en una estructura proteica
modificada con respecto a la estructura proteica
original; se define como el cuadrado del promedio
de la desviacién al cuadrado de la posicion.
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Cuadro 1. Secuencias de los péptidos correspondientes al segmento de aminoacidos de las posiciones 116-130 de
leptina de ratén, el péptido similar al 116-130 de leptina de raton en la leptina humana (corresponde a la proteina leptina
humana 1AX8 en el Protein Data Bank) y de los cinco péptidos miméticos.

Péptido Codigo Secuencia

Lep- (116-130) 78 SCSLPQTSGLQKPES
Péptido humano similar al 116-130 79 SCHLPEASGLETLDS
Péptido mimético de leptina 80 SCHLPEASDLETLDS
Péptido mimético de leptina 81 GCHLPEASGLETLDS
Péptido mimético de leptina 82 DCHLPEASGLETLDS
Péptido mimético de leptina 83 MCHLPEASGLETLDS
Péptido mimético de leptina 84 CCHLPEASGLETLDS

Sintesis de péptidos. Se sintetizaron el péptido
gue conserva la secuencia nativa del péptido 116-
130 de leptina de ratén descrito por Patricia Grasso
et al. como el péptido activo de leptina (16), el
péptido correspondiente a las posiciones 95-109
de la proteina identificada en el PDB como 1AX8
0 péptido humano similar al 116-130 de raton y
los cinco péptidos miméticos de leptina disefiados
previamente por computador (42). La sintesis de
los péptidos se llevé a cabo en la Fundacion
Instituto de Inmunologia de Colombia quienes
realizaron el proceso de sintesis por el método
de fase solida, purificacién y caracterizacién por
RP-HPLC vy liofilizados (44-47). El péptido 116-
130 de leptina de raton se reconoce en el estudio
con el cédigo 78, el péptido humano similar al
116-130 de ratén con el cédigo 79y los péptidos
mimeéticos de leptina con los cédigos 80, 81, 82,
83 y 84. En el cuadro 1 se describen las
secuencias correspondientes a cada uno de los
péptidos.

Animales y dieta

Se utilizé un modelo animal con 180 ratas Wistar
hembra de nueve semanas de edad. En las
semana uno, los animales de nueve semanas de
edad se colocaron en cajas individuales y se
mantuvieron en el Bioterio del Instituto Nacional
de Salud bajo condiciones de humedad, luz y
temperatura controladas (humedad, 60£10%;
temperatura 231 °C, y periodos de 12 horas de
luz y 12 horas de oscuridad). Las ratas se
mantuvieron sin realizar procedimientos por siete
dias para lograr aclimatacion, y se les permitio el
consumo de agua y alimento a libre demanda.
Todos los grupos recibieron en este periodo el

concentrado comercial para animales de
laboratorio Rodentina Purina® con 10% de la
composiciéon en grasa.

Después del periodo de aclimatacién, los animales
se separaron en un grupo control de seis animales
alimentado con dieta normal, un grupo control
también de seis animales pero alimentado con
dieta alta en grasay varios grupos de tratamiento
alimentados con dieta alta en grasa pero
sometidos posteriormente a la administracion de
los diferentes péptidos; de esta forma, el grupo
denominado tratamiento se conformé por 28
subgrupos, cada uno de seis animales, de
acuerdo con los siete péptidos por evaluar (cinco
péptidos miméticos de leptina, el péptido 116-130
de leptina de ratén y el péptido humano con
secuencia similar al 116-130 de leptina de ratdn)
y a las cuatro dosis en que se decidié administrar
cada uno de los siete péptidos (2,5 mg/kg, 5 mg/
kg, 10 mg/kg y 20 mg/kg de peso). Todos los
grupos de seis animales se distribuyeron
aleatoriamente de forma que los pesos entre ellos
no presentaran una diferencia mayor a una
desviacion estandar.

Por 15 semanas el grupo control normal recibié
una dieta que proporcioné la cantidad de grasa
normal recomendada para estos animales,
correspondiente al 10% del valor cal6rico total en
grasa. El grupo control graso asi como los grupos
tratamiento recibieron una dieta alta en grasa que
proporciond el 60% del valor calérico total en grasa.
Ambas dietas se adquirieron en la compaifiia
Research Diets, New Brunswick, NY, USA, donde
se identifican con el codigo D12450B para el caso
de la dieta normal y D12492 para la dieta alta en
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grasa. Las ratas consumieron el aguay el alimento
a libre demanda. Para controlar el peso se
realizaron pesajes semanales y durante la
administracién de los péptidos de forma diaria;
para esto se utilizé una balanza electrénica.

Concentraciones de leptina

En la semana 13 de estar recibiendo la dieta
especifica se evaluaron las concentraciones de
leptina. Para ello, los animales se anestesiaron
con una mezcla de ketamine, 0,5 ml/kg, y xilasine,
1,9 ml/kg, y por puncion cardiaca se extrajo 1 ml
de sangre. El suero se separdé por centrifugacion
dentro de las tres horas después de latoma de la
muestra y se mantuvieron a -4 °C mientras se
llevaron a congelacion a -70 °C. Posteriormente,
se determinaron las concentraciones séricas de
leptina por ensayo de microelisa con el kit de
leptina de ratén DSL-10-24100 de Diagnostic
Systems Laboratories, Inc. (Webster, TX, USA) y
el equipo lector de ELISA BIO-RAD modelo 3550.

Administracion de los péptidos

Desde la semana 10 de dieta especifica, todas
las ratas recibieron semanalmente solucion salina
por via intraperitoneal, con el fin de adaptarlas a
la puncion; se realizaron en total seis punciones
de 1 ml/kg.

Los péptidos se disolvieron en solucion
tamponada de fosfatos (PBS) a pH de 7,2 y se
administraron por via intraperitoneal al iniciar la
semana quince de induccion de sobrepeso por
dieta alta en grasa; la administracion se hizo por
cinco dias consecutivos y en cuatro dosis
diferentes: 2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg y 20
mg/kg de peso. Los grupos control recibieron
durante los mismos cinco dias 1 mg/kg peso por
dia de PBS por via intraperitoneal.

Las dosis seleccionadas para administrar los
péptidos se definieron teniendo en cuenta el criterio
farmacolégico que indica una relacién entre dosis,
produccién de una respuesta e intensidad de la
respuesta; a partir de este criterio se selecciond
un valor minimo, dos intermedios y un valor alto.
El valor inferior se defini6 teniendo como
referencia algunos ensayos en los cuales se ha
utilizado el péptido 116-130 de leptina de ratdn a
una dosis de 1 mg/kg de peso corporal (16,17,19).
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La administracion de los péptidos se realiz6 dos
semanas después de la determinacién de las
concentraciones de leptina con el fin de permitir
la recuperacion por el estrés que pudiera haberse
generado debido al procedimiento de la toma de
sangre para la determinacion de las concentraciones
de leptina.

Concentraciones de glucosa en sangre

Se obtuvieron muestras de sangre de la vena de
la cola de cada uno de los animales, las muestras
se tomaron antes del periodo de oscuridad y en el
dia uno a cinco de la administracion de los
péptidos. Las concentraciones de glucosa se
determinaron mediante método conductivimetrico
con un glucémetro Assure Il.

Concentraciones de insulina

Al dia siguiente de la Ultima administracién de los
péptidos, se anestesiaron los animales con una
mezcla de ketamine y xilasine, 0,5 ml/kg y 1,9
ml/kg, respectivamente. Las muestras de sangre
se recolectaron por puncidn cardiaca con jeringa
desechable; se extrajo un méximo de 5 ml de
sangre sin anticoagulante; posteriormente, las
ratas se llevaron a la cabina de CO,. El suero se
separd por centrifugacién dentro de las tres horas
después de la toma de la muestra y se
mantuvieron a -4 °C mientras se llevaron a
congelacion a -70 °C. Posteriormente, las
concentraciones de insulina se determinaron por
ensayo de microelisa usando un procedimiento
estandarizado que se basa en el kit de insulina
DSL-10-1600 Active™ Diagnostic Systems
Laboratories, Inc. (Webster, TX, USA) y el equipo
lector de ELISA BIO-RAD modelo 3550. El kit DSL-
10-1600 para la determinacion de insulina ha sido
utilizado en otros estudios para la determinar las
concentraciones de insulina de ratas Wistar
albinas diabéticas (48).

Concentraciones sanguineas de triglicéridos

Las concentraciones de triglicéridos se
determinaron en el suero obtenido después de la
centrifugacion de la sangre, utilizando métodos
enzimaticos y colorimétricos con reactivos
Serapak-Bayer. Las concentraciones se deter-
minaran en el autoanalizador Mega de Merck.
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Analisis estadistico Consideraciones éticas

Las bases de datos se crearon en Excel y el Los procedimientos se realizaron de acuerdo con
analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el las normas cientificas, técnicas y administrativas
programa SPSS, version 11,5 para Windows. Las ~ para la investigacion en salud (Resolucion No.
variables estudiadas se describieron por grupos 8430 de 1993), la Ley 84 de 1989 «Por la cual
utilizando la media y la desviacion estandar. Se  se adopta el Estatuto Nacional de Proteccion de
utiliz6 la prueba t para muestras independientes  |0s Animales» y los principios éticos de la
con el fin de determinar diferencias en el peso  experimentacion animal del International Council
inicial (antes de iniciar la alimentacion especial ~ for Laboratory Animal Science. El estudio fue
con dieta normal o grasa), el peso previo a la aprobado por el Comité de Etica del Instituto
administracion de los péptidos, la ganancia de  Nacional de Salud.

peso y las concentraciones de leptina segun el Rasyitados

tipo de dieta; la homogeneidad de las varianzas

se verifico mediante la prueba de Levenne Enlafiguraly en el cuadro 2 se detalla el pesoy
(p>0,05). el aumento de peso de las ratas durante el periodo

correspondiente al inicio de la dieta normal o de
Para comprobar diferencias entre grupos enlas  grasa y el momento inmediatamente anterior a la
variables de leptina, insulinay glucosa se verific6  gdministracién de los péptidos; asimismo, las
la distribucion de los datos y se aplico el analisis  concentraciones de leptina segun el tipo de dieta
de varianza (ANOVA); si la prueba de ANOVA  que recibieron los animales. Los resultados
determiné diferencias estadisticamente demuestran que las diferencias en el peso antes
significativas, se realizaban también compara-  de iniciar el manejo con dieta especifica (dieta
ciones post-hoc mediante la prueba de Duncan; alta en grasa o dieta normal) no fueron
ambos analisis se trabajaron con un nivel de estadisticamente significativas pero en la semana
confianza del 95% (p<0,05). En los andlisis de 15 de alimentacién con estas dietas los valores
correlacion se utilizo el coeficiente de correlacion  de peso y de incremento de peso fueron mayores
de Sperman. en los grupos manejados con dieta alta en grasa
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Grupos

CN= grupo control normal CG= grupo control graso
Los otros grupos corresponden a los grupos tratamiento, se describen segtin cédigo del péptido (78 a 84) y la dosis en que fueron administrados (2,5-5,0-10-20) mg/kg

Figura 1. Peso en gramos en la semana quince de dieta especifica previo a la administracién de los péptidos y segun
grupos control o de tratamiento
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Cuadro 2. Aumento de peso durante el periodo correspondiente al inicio de la dieta normal o de grasa y el momento
inmediatamente anterior a la administracion de los péptidos, concentraciones de leptina segun tipo de dieta que recibieron

los animales.

Grupo Peso inicial Peso final Ganancia de peso Leptina

segln tipo de dieta (9) (9) (9) concentracion

promedio (ng/ml)

X DE X DE X DE X DE

Grupo con dieta normal 213,9 15,0 261,7 14,6 47,8 23,1 0,3 0,3

Grupo con dieta alta en grasa 208,9 23,9 296,0 3I;3 87,2 29,1 52 4,0

Prueba t entre grupo normal y

graso, asumiendo varianzas iguales ( t=0,5; p=0,60) (t=-2,7; p=0,00) (t=-3,2; p=0,00)

Prueba t entre grupo normal y graso,

sin asumir varianzas iguales (t=-13,9; p=0,00)

Prueba para determinar igualdad 0,33 0,11 0,53 0,00

de varianzas

Peso inicial: se refiere al peso inicial en gramos en el momento antes de iniciar el manejo con la dieta especifica (dieta alta

en grasa o dieta normal en grasa).

Peso final: peso en gramos inmediatamente anterior al momento de iniciar la fase de administracion de péptidos.
Ganancia de peso: se refiere al aumento de peso en gramos durante el periodo comprendido entre el inicio de la dieta
especifica y el momento previo a la primera administracion de los péptidos.

Cuadro 3. Concentraciones medias de leptina segun los grupos conformados como controles y grupos de experimentacion.

Grupo Dosis Media DE Grupo  Dosis Media DE Grupo Dosis Media DE Grupo Dosis Media DE
mg/Kg ng/mL mg/kg ng/ml mg/kg ng/ml mg/kg ng/ml
2,5 7,2 2,8 2,5 8,2 3,2 2,5 4,1 1,1 2,5 8,1 1,4
5,0 3,3 2,8 5,0 6,9 4,5 5,0 6,9 4,6 5,0 8,0 4,5
78 79 80 81
10 4,1 2,2 10 7,4 4,3 10 8,8 5,3 10 9,9 4,6
20 35 1,9 20 6,5 4,9 20 8,4 3,8 20 7,5 3,8
Total 4.5 2.8 Total 7,3 4,0 Total 7,3 4,2 Total 8,4 3,5
2,5 1,9 1,6 25 2,8 2,0 2,5 1,6 0,7 Control normal t 0,3 0,3
5,0 0,3 0,2 5,0 0,7 0,5 5,0 2,7 0,9 Control graso ¥ 54 2,6
82 83 84
10 1,6 1,7 10 1,9 1,6 10 3,2 0,9 Tratamientos 52 4,0
20 3,9 2,4 20 0,9 0,5 20 2,6 0,9
Total 1,7 1,8 Total 1,6 1.5 Total 2,4 1,0

ANOVA: (f=4,71; gl-intergrupos=29; gl-intragrupos=123,; gl-total=152; p=0,00)

DE= Desviacion estandar

en comparacion con el grupo control alimentado
con dieta normal. En cuanto a las concentraciones
de leptina se observa una concentracion
significativamente mayor en los grupos
alimentados con dieta alta en grasa y una
concentracién menor en el grupo de dieta normal
(cuadro 2).

En el cuadro 3 se observan los valores promedio
de las concentraciones de leptina distribuidas
segun grupos tratados con los péptidos o grupos
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control; los resultados demuestran nuevamente
que existen diferencias en las concentraciones
de leptina entre los grupos, con valores mas
elevados en los que fueron alimentados con dieta
alta en grasa 'y menores valores de leptina en los
animales alimentados con dieta normal. Aunque
las concentraciones de leptina de los grupos
alimentados con dieta alta en grasa fueron
mayores a los del grupo control normal, las
diferencias no alcanzaron a ser estadisticamente
significativas entre el control normal y los grupos
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Cuadro 4. Grupos de tratamiento que presentaron diferencias significativas en las concentraciones de leptina.

Grupos de tratamiento con diferencias significativas en las concentraciones de leptina

79-2,5 mg/kg / 82-2,5 mg/kg
80-10 mg/kg / 84-2,5 mg/kg
80-10 mg/kg / 82-2,5 mg/kg
80-10 mg/kg / 82-5,0 mg/kg
80-10 mg/kg / 83-5,0 mg/kg
80-10 mg/kg / 83-20 mg/kg

80-20 mg/kg / 82-5,0 mg/kg
80-20 mg/kg / 83-5,0 mg/kg
81-2,5 mg/kg / 82-5,0 mg/kg
81-5,0 mg/kg / 82-5,0 mg/kg
81-10 mg/kg / 84-2,5 mg/kg
81-10 mg/kg / 84-5,0 mg/kg

81-10 mg/kg / 82-2,5 mg/kg
81-10 mg/kg / 83-5,0 mg/kg
81-10 mg/kg / 83-10 mg/kg
81-10 mg/kg / 83-20 mg/kg
81-20 mg/kg / 82-5,0 mg/kg
81-10 mg/kg / 82-5,0 mg/kg

Cuadro 5. Concentraciones medias de insulina seguin los grupos conformados como controles y grupos de experimentacion.

Grupo Dosis Media Desviacion Grupo Dosis Media Desviacion Grupo  Dosis Media  Desviacion Grupo Dosis Media Desviacion
mg/kg ng/ml estandar mag/kg ng/ml estandar mg/kg ng/ml estandar mg/lg  ng/mL estandar
25 30 09 25 31 10 25 38 16 25 25 06
50 26 07 50 35 04 50 36 17 50 24 05
78 el 80 8L
10 31 06 10 30 06 10 21 07 10 27 24
20 34 04 20 33 16 20 20 03 20 34 13
Total 30 07 Total 32 09 Total 29 14 Total 28 14
25 26 07 25 27 12 25 14 0,2 Control normal T 51 32
2 50 31 14 8 50 1,7 11 2 50 16 05 Control graso 27 14
10 49 44 10 71 81 10 13 01
20 25 04 20 118 112 20 13 02
Total 33 24 Total 58 75 Total 14 03

ANOVA: (f=2,5; gl-intergrupos=29; gl-intragrupos=120; gl-total=149; p=0,00)

Las concentraciones de insulina del grupo 83-10 mg/kg son diferentes a los controles y algunos grupos de tratamiento, excepto con los siguientes grupos: 78-2,5 mg/kg,

78-20 mg/kg, 79-5,0 mg/kg, 79-20 mg/kg y 83-20 mg/kg.
-Coeficiente de correlacion ganancia de peso—concentraciones de insulina=-0,105

-Coeficiente de correlacion peso final (peso en gramos inmediatamente anterior al momento de iniciar la fase de administracion de péptidos)—concentraciones de insulina=0,115
-Coeficiente de correlacién cambio de peso en gramos después de administrar los péptidos—insulina=-0,231

-Coeficiente de correlacion concentraciones de leptina—concentraciones de insulina=-0,019

-Coeficiente de correlacion entre concentraciones de glucosa en sangre, valor al iniciar administracion de los péptidos—concentraciones de insulina=0,131

-Coeficiente de correlacion entre concentraciones de glucosa en sangre, valor al quinto dia de administracion de los péptidos—concentraciones de insulina=-0,072.

-Coeficiente de correlacién concentraciones de triglicéridos—insulina=0,059

78, 80 con dosis de 2,5 mg/kg y 82, 83y 84 en
sus cuatro dosis.

Las concentraciones de leptina de los grupos
tratamiento no mostraron diferencias significa-
tivas, excepto con algunos de los grupos de los
tratamientos 82, 83 y 84 en los que los valores de
leptina fueron menores con respecto a otros
grupos alimentados con dieta alta en grasa; en el
cuadro 4 se describen los grupos de tratamiento
entre los que se observaron las diferencias.

Las concentraciones medias de insulina segin
grupos control y de tratamiento se inclinaron por
ser similares, excepto en los grupos 83-10 mg/kg
y 83-20 mg/kg donde se observaron
concentraciones elevadas de insulina (cuadro 5);
sin embargo, las diferencias sé6lo fueron
estadisticamente significativas entre el grupo 83-
20mg/kg y los grupos control y tratamiento y 83-

10 mg/kg con respecto a los controles y a algunos
tratamientos. La media de las concentraciones
de insulina para todos los grupos fue de 3,1+2,5
ng/ml (cuadro 5).

Con respecto a las concentraciones de glucosa
en sangre se observd que en la medicion
correspondiente al primer dia de administracién
de los péptidos los valores de los grupos a los
cuales se les administro el péptido 78 y 79 fueron
considerablemente mayores que los valores
observados en los grupos control normal, control
graso y demas grupos de tratamiento (cuadro 6);
no obstante, las diferencias fueron estadistica-
mente significativas sélo entre los grupos 78-5,0
mg/kg con respecto a los grupos control y los
grupos a los que se les administré el péptido 80,
81,,82,,83 y 84 en sus cuatro dosis y 78-20 mg/
kg con respecto a los controles y a los grupos
80,,81,,82,,83 y 84 en sus cuatro dosis.
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Cuadro 6. Concentracion media de glucosa en sangre segun los grupos conformados como controles y grupos de experimentacion.

Dosis Grupo C inicial DE C final DE Diferencia DE Grupo C inicial DE C final

DE Diferencia Cinicial Grupo C inicial DE C final DE Diferencia C inicial

mg/ media media C inicial m edia media C inicial  m edia media media C inicial media
kg mg/ml mg/ml -C final mg/ml mg/ml -C final mg/ml mg/ml mg/ml -C final  mg/ml
mg/ml m edia media
mg/ml mg/ml

25 1633 664 1218 344 -415 894 1426 331 1152 269 -274 28,7 1020 122 1050 285 30 359
50 1890 698 1067 127 822 595 1617 588 1050 121 56,6 575 1042 116 1089 154 47 16,8

78
10 1523 599 1068 135 -455 639 1530 449 1117 127 -413 348 1063 157 1152 263 88 341
20 1835 682 1282 297 553 850 1720 762 1095 62 -625 747 973 133 1128 465 155 535
25 1155 85 961 31 -19,3 74 1127 19,7 1030 42 9,7 235 1265 111 1042 74 225 83
50 1225 171 1096 20,7 -128 343 1120 141 1040 88 -8,0 10,9 1242 259 975 124 -26,7 319

81
10 1177 105 111 191 58 238 1205 238 1055 119 -150 323 1083 60 97 80 -11,7 74
20 1173 147 1038 147 -135 160 1302 229 1105 43 -197 239 1120 197 1112 92 -75 205
25 1228 212 996 352 232 376

Control normal
50 1272 210 1096 100 -176 286 145 249 112 263 25 22
Control graso

10 1306 197 1044 54 -262 163 1128 256 117,7 184 438 26,9

84
20 1145 133 975 145 -170 259

Cinicial : se refiere a la concentracion de glucosa en sangre en el primer dia de administracion de los péptidos.
Cfinal: indica concentracion de glucosa en sangre en el quinto dia de administracion de los péptidos.

Diferencia C inicial-C final:

sefiala la diferencia en la glucemia entre el dia uno y cinco de administracion de los péptidos.

- Coeficiente de correlacion concentraciones de glucosa en sangre, valor al iniciar administracion de los péptidos Vs. peso en gramos inmediatamente anterior al momento

de iniciar la fase de administracion de péptidos=0,015

- Coeficiente de correlacion entre concentraciones de glucosa en sangre, valor al quinto dia de ia administracion de los péptidos—peso al finalizar la administracion de los

péptidos=-0,065.

- Coeficiente de correlacién concentraciones de glucosa en sangre, valor al iniciar administracion de los péptidos Vs. leptina=-0,02
- Coeficiente de correlacion entre concentraciones de glucosa en sangre, valor al quinto dia de administracion de los péptidos Vs. triglicéridos=-0,049
Glucemiadinicial:  ANOVA: (f=2,5; gl-intergrupos=29; gl-intragrupos=127; gl-total=156; p=0,00)

Diferencia entre glucemia inicial y final:

Los valores de la glucemia en el dia quinto de
administracién de los péptidos fueron menores
con respecto a la primera medicion, excluidos el
control graso y los grupos a los que se les
administr6 el péptido 80 en sus cuatro dosis
(cuadro 6); en estos casos las concentraciones
aumentaron. En el control normal se observé un
valor 2,5 mg/dl mas bajo al de la primera medicion
pero sin diferencia significativa con el control
graso. La comparacion entre tratamientos o entre
tratamientos y controles en esta medicion no
mostré diferencias significativas.

El valor del cambio en mg/dl entre la glucemia
inicial y la glucemia final muestra de nuevo que
en todos los grupos disminuyd la glucemia
excepto en los controles y en los grupos a los
cuales se les administré el péptido 80. En el
cuadro 6 se observan los resultados; el signo
negativo indica que hubo disminucién de la
glucemiay los valores positivos sefialan aumento.
La reduccién alcanzada por el grupo 78-5,0 mg/
kg fue estadisticamente diferente con respecto
al cambio (aumento o disminucién) alcanzado por
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ANOVA: (f=1,6; gl-intergrupos=29; gl-intragrupos=127; gl-total=156; p=0,03)

los controles y los tratamientos 83-20 mg/kg y 80
en las cuatro dosis.

Los andlisis de correlacion entre las concentracio-
nes de insulina y las variables de peso, leptina,
glucemia y triglicéridos no mostraron ninguna
relacién (cuadro 5). Igualmente, no se observo
correlacion entre la glucemia y las variables de
peso, leptina y triglicéridos (cuadro 6).

Discusion

Los resultados demostraron un mayor aumento
de peso en los animales que fueron alimentados
con dieta alta en grasa en comparacién con el
grupo que recibio dieta normal. Igualmente, se
observaron valores mas elevados de leptina en
los grupos de animales alimentados con dieta alta
en grasa que en el grupo con dieta normal; sin
embargo, en algunos grupos de tratamiento las
concentraciones de leptina aumentaron pero no
en la misma proporcion (figura 1, cuadro 2-4). Los
valores observados en las concentraciones de
leptina y el peso alcanzado por los animales
alimentados con dieta alta en grasa demuestra
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unavez mas como una alimentacién rica en grasa
consumida por un periodo prolongado puede
incrementar el peso corporal y, por ello, las
concentraciones de leptina (18,19,23,25,49,50);
los valores de leptina coinciden con los hallados
en otros estudios con ratas Wistar de peso normal
y obesas (20,51-53).

Una razon que explicaria porqué algunos
tratamientos no incrementaron sus concentra-
ciones de leptina en la misma proporcién que los
otros tratamientos podria ser por la relacion que
existe entre el incremento de peso y el aumento
en las concentraciones de leptina. En este caso,
los grupos 82 a 84 no aumentaron el peso corporal
en la misma magnitud que los otros grupos de
tratamiento (figura 1); no obstante, nosotros
realizamos analisis de correlacién entre las
concentraciones de leptina y el peso corporal y
no se encontré correspondencia entre estas dos
variables (coeficiente correlacién Spearman=0,32).
El hecho de que no haya correlacion entre las
concentraciones de leptina y el peso corporal
podria deberse a que es posible producir cambios
en los niveles de leptina por un consumo continuo
de grasa pero sin que haya obesidad, es decir
que la hiperleptinemia se hace evidente como
respuesta a una dieta alta en grasa aun cuando el
peso no haya cambiado (54,55).

La explicacién para que los grupos 82, 83y 84 no
aumentaran su peso corporal en la misma medida
gue los otros grupos de tratamiento probablemente
se asocia a las evidencias que muestran cémo
en las ratas —al igual que en los humanos— existe
heterogeneidad en la susceptibilidad para
desarrollar obesidad; debido a ello, algunos
animales desarrollan el fenotipo de obesidad
mientras otros son resistentes y mantienen un
peso normal a pesar de consumir bastantes
calorias (54,56). Los mecanismos que explican
las diferencias en la respuesta a la dieta adn no
son claros pero se cree que en las ratas resistentes
a la obesidad existen diferencias en la
predisposicion genética a la obesidad y en los
sistemas neurotrasmisor y neuromodulador (55).
Es posible una disminucién de otras proteinas
orexigénicas tales como el neuropéptido Y, una
disminucién en la expresion de proteinas
adipogénicas, una tasa mayor de (-oxidacién

Péptidos miméticos de leptina e insulina en ratas

(57) y una utilizacion mas eficiente de los
nutrientes (56).

Las concentraciones de insulina en todos los
grupos fueron similares excepto en el grupo 83-
10 mg/kg y 83-20 mg/kg; este hallazgo demuestra
gue, posiblemente, los animales manejados con
dieta alta en grasa aunque estuvieron sometidos
por un tiempo prolongado a la dieta no llegaron a
desarrollar un estado de resistencia a la insulina
porque probablemente el peso no aumenté lo
suficiente para producirla. Esta bien documentada
la asociacidn que existe entre el grado de obesidad
y laresistencia a insulina (34,35). Otra posibilidad
es que la ausencia de hiperinsulinemia se deba
mas a que las ratas utilizadas en el estudio fueron
aparentemente resistentes a desarrollar obesidad
por el consumo de la dieta alta en grasa, situacion
en la que, ademas de la oposicién a incrementar
el peso, también se observa resistencia a
incrementar las concentraciones de insulina (58).
Existen asimismo reportes de que las dietas altas
en grasa pueden causar intolerancia a la glucosa
y alteraciones en la funcién pancreatica para la
secrecion de insulina lo que ocasionaria que las
concentraciones de insulina se inclinaran hacia
la disminucién y no hacia el aumento (59).

La similitud en los valores de insulina entre los
tratamientos y los controles graso y normal
muestra, ademas, que los péptidos evaluados no
tuvieron efecto sobre las concentraciones
plasméticas de insulina; los resultados obtenidos
son contrarios a los obtenidos en estudios con
leptina recombinante en los cuales el incremento
en los niveles de leptina plasmatica seguido a la
administracion de proteina recombinante, corrige
la hiperinsulinemia observada en ratas Wistar
alimentadas con dieta alta en grasa (60).

Es posible que en este estudio no se presentara
efecto alguno con los péptidos porque no existié
hiperinsulinemia en la mayoria de grupos, lo cual
podria hacer que el organismo mantuviera su
mecanismo usual para preservar la homeostasis
de la insulina y reprimiera algun efecto probable
de los péptidos.

Es factible, también, que se presentaran cambios
en las concentraciones de insulina por la
administracién de los péptidos pero pudieron
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haberse presentado a corto y no a largo plazo;
infortunadamente, en este estudio sélo se evaluaron
las concentraciones de insulina horas después
de la ultima administracion de los péptidos. La
hipétesis de un efecto a corto plazo puede ser
factible teniendo en cuenta que los modelos de
secrecidn de insulina son de naturaleza pulsatil,
con picos que ocurren a intervalos regulares,
aproximadamente, cada tres horas (58).

La diferencia de no efecto de los péptidos puede
explicarse, ademas, desde otros aspectos
biologicos: 1) es probable que los péptidos
miméticos, siendo moléculas distintas a la
leptina, estimulen un mecanismo de sefializacion
distinto al de la proteina y, por esta razén, no
tengan ninguna repercusion sobre la insulina,
permitiendo asi que el mecanismo usual de control
de las concentraciones de insulina se preserve;
2) es posible que los péptidos miméticos tengan
afinidad por el receptor de leptina que permite la
activacion de las cascadas de sefializacion
relacionadas con el efecto sobre insulina pero que
su efecto sea antagoénico y alostérico; 3) una
misma proteina puede desarrollar varias funciones
de manera simultanea, pero esa diversidad
funcional puede deberse a distintas segmentos
de la secuencia proteica. Esto explicaria por qué
los péptidos correspondientes a la secuencias
116-130 de leptina de ratén y 95-109 de leptina
humana no produjeron ninguna respuesta en la
insulina aunque hay estudios que demuestran su
accién sobre el peso corporal, el consumo de
alimentos y la glucemia en ratones ob/ob (16,17)
y efectos sobre la expresion del gen C-Fos por
péptidos miméticos de la secuencia 95-109 de la
leptina humana (61).

Por otro lado, podria darse el que los péptidos si
llegaran a generar algin efecto sobre la insulina
pero que esta accién no fuera evidente sobre las
concentraciones plasmaticas sino, tal vez, sobre
otros aspectos como la expresion, la secreciony
las cascadas de sefializacion, tal como se ha
observado en otros estudios por accion de leptina
exégena (26,62); sin embargo, esta hipotesis
tendria que ser evaluada en futuras investigaciones.

Los resultados de la glucemia demostraron que
algunos de los grupos manejados con dieta alta
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en grasa presentaron hiperglucemia y que en el
Ultimo dia de administracion de los péptidos, los
valores de la glucosa sanguinea disminuyeron en
la totalidad de los grupos de tratamiento excluidos
los que recibieron el péptido 80 en las cuatro dosis;
en estos grupos se aumentaron las concen-
traciones de glucosa.

La hiperglucemia observada en algunos grupos
es concordante con otros estudios que indican
gue una dieta alta en grasa puede causar alteracion
de la funcion pancreética para la secrecion de
insulina y no hiperinsulinemia, intolerancia a la
glucosa (59), disminucion en el consumo de
glucosa en el musculo y tejido adiposo e
incremento en otras células no dependientes de
la insulina (63).

Los resultados de la ultima medicion de la
glucemia muestran que los péptidos si tuvieron
un efecto de reduccion de las concentraciones
de glucosa, corroborando los resultados de otros
estudios en los que la administracion de péptidos
sintéticos disminuyé la glucemia (16,17) o en los
gue la administracién continua de leptina afecté
el metabolismo de la glucosa, independientemente
de los cambios en las concentraciones
plasméticas de insulina (35).

Los analisis de correlacién entre las concentra-
ciones de insulina y la glucemia final no mostraron
ninguna relacién, lo que sugiere que la reduccion
en la glucemia por accion de los péptidos puede
estar mediada por otros mecanismos de regulacion
del metabolismo de la glucosa distintos a la
insulina o, simplemente, a que se optimizé la
sensibilidad a la insulina para que el transporte
de la glucosa al interior de las células fuera mas
eficiente (64). También, es factible que la falta de
correlacion entre glucemia e insulina se deba mas
al efecto del tipo de dieta ofrecida que, segun
reportes de investigaciones, afectaria la glucemia
pero no lainsulina en sangre (59).

En conclusién, los resultados sugieren que los
péptidos miméticos de leptina no generan el mismo
efecto observado con la utilizacion de leptina
recombinante sobre las concentraciones de
insulina en ratas alimentadas con dieta alta en
grasa; sin embargo, no descarta totalmente la
posibilidad de cambios relacionados con la
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actividad de la insulina por accion de los péptidos
dado que son posibles otros efectos sobre la
insulina. Se requieren otras investigaciones para
determinar si los péptidos miméticos de leptina
pueden ejercer algin control sobre la insulina,
podria ser la evaluacion de las concentraciones
de insulina por el uso de los péptidos teniendo en
cuenta el ritmo pulsatil de la hormona y los
estudios de caracter molecular y celular para
evaluar la influencia en el control de la insulina,
mecanismos de expresion, secrecion y sefializacion.

A diferencia de los resultados obtenidos sobre la
insulina, los péptidos si ejercen efectos de reduccion
en las concentraciones de glucosa en sangre. Los
cambios aparentemente no estan relacionados a
variaciones en las concentraciones plasméticas
de insulina pero podrian estar asociados con los
procesos de sefializacion estimulados por la
insulina para el transporte de glucosa hacia el
interior de la célula o con otros mecanismos de
regulacion del metabolismo de la glucosa; se
requieren mas investigaciones al respecto.
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