Veterinaria, Anno 17, n. 4, Dicembre 2003 47

DIMORFISMO SESSUALE NEI LIVELLI EMATICI
DI LEPTINA DEL CANE

ROBERTA SALERI', MARTINA TIRELLI', FRANCESCA GRASSELLI,
MAURIZIO DONDI?, MASSIMO ARISP

! Dipartimento di Produzioni Animali, Biotecnologie Veterinarie, Qualita e Sicurezza degli Alimenti - Sezione di Fisiologia Veterinaria
2 Dipartimento di Salute Animale - Sezione di Clinica Medica Veterinaria - Via del Taglio, 8 - 1-43100 Parma
> DVM, Ambulatorio Veterinario, Via Luzzago 12, I - 25100 Brescia

Riassunto

La leptina é coinvolta nel controllo dell’assunzione del cibo e del consumo dell’energia; recentemente é stato dimostrato che
interviene anche nella regolazione di diversi assi neuroendocrini, modulando la secrezione di ormoni ipofisari. | livelli plasmati-
ci della leptina risultano correlati a percentuale di grasso, concentrazione di glucosio e di ormoni quali GH e steroidi sessuali.
Molti studi evidenziano un coinvolgimento della leptina nella riproduzione della femmina. | dati disponibili nella specie canina
sono scarsi: |a leptina é stata identificata e clonata di recente e nostri studi indicano una secrezione pulsatile. In questo lavoro
abbiamo valutato i livelli di ormone nei due sessi ed eventuali correlazioni con GH e stato riproduttivo. | risultati indicano varia-
bilita sessuale nei livelli ematici di leptina che appaiono pit elevati nelle femmine; sono inoltre evidenti fluttuazioni dell’'ormone
in relazione alla fase del ciclo estrale. Questi dati suggeriscono un coinvolgimento della leptina nella modulazione della ripro-
duzione della cagna.

Summary

Leptin has been implicated in regulation of food intake and energy expenditure. More recently, leptin has been shown to
control several neuroendocrine axes by pituitary hormones. Hormone plasma levels appear to be related to body fat percenta-
ge, glucose blood concentration and hormones as GH and sexual steroids. Many reports recognize a possible role of leptin in
modulating female reproduction. Scarce data are available in the dog: leptin was identified and cloned in the last years and our
previous studies indicate a pulsatile secretion. In this study we investigated leptin pattern in male and female dogs as well as
its possible correlation with GH and reproductive status. Results show a sexual variability of leptin, which appears significan-
tly higher in bitches than in males; we observed significant fluctuations in hormone levels related to estrous cycle phases.
These preliminary data may suggest an involvement of leptin in regulating female dog reproduction.

INTRODUZIONE

La leptina, scoperta nel 1994 da Zhang e coll.!, & consi-
derata uno dei principali segnali periferici che regolano
Iassunzione di cibo ed il peso corporeo. E un peptide co-
stituito da 167 aminoacidi con una sequenza-segnale ami-
no-terminale costituita da 21 aminoacidi che viene persa
con la traslocazione della molecola all'interno dei microso-
mi. La molecola presente in circolo & quindi formata da
146 aminoacidi, con un peso fra 14 e 16 kDa; la sua strut-
tura cristallina evidenzia la presenza di un complesso for-
mato da quattro eliche che ricorda quello tipico delle cito-
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chine?. In tutte le specie in cui ¢ stata fino ad oggi studiata
(uomo, ratto, topo e suino) questa molecola risulta alta-
mente conservata, con un’omologia superiore all’80%°. 1l
gene ob che codifica per la leptina ¢ localizzato, nella spe-
cie umana, sul cromosoma 7q31.3 e risulta costituito da
tre esoni e due introni: la sua trascrizione e traslazione av-
vengono principalmente nel tessuto adiposo* (in massima
parte in quello bianco), nella placenta’ e, in misura molto
minore, nel tratto gastrointestinale®. In condizioni fisiolo-
giche la quantita di leptina prodotta & direttamente corre-
lata sia alla massa di tessuto adiposo che alla quantita di
RNA messaggero (mRNA) in esso presente; ¢ inoltre noto
che la sua produzione ¢ doppia nella femmina rispetto al
maschio’ e risulta influenzata sia dall’accrescimento che
dal consumo energetico. Nell'uomo la leptina ¢ secreta
con ritmo circadiano (secrezione massima fra mezzanotte e
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le sette del mattino) e pulsatile® (circa 32 pulses/24h, cia-
scuno della durata di circa 33 minuti); ’emivita, di circa
25 minuti, non risulta influenzata dallo stato fisico del sog-
getto (normale/obeso). Nel cane abbiamo evidenziato la
presenza di pulsatilita che non appare tuttavia seguire al-
cun andamento circadiano®. L'azione della leptina si espli-
ca attraverso recettori specifici localizzati prevalentemente
a livello ipotalamico'’, ma rinvenuti anche nell’adenoipofi-
si'!. La principale e pit studiata azione della leptina & rela-
tiva al controllo dell’omeostasi corporea e alla regolazione
dell’assunzione del cibo. Nella linea di topi ob/ob (Fig. 1)
due distinte mutazioni nel gene ob determinano la forma-
zione prematura di un codone di terminazione o la totale
assenza di mRNA per la leptina, provocando assenza di
ormone in circolo. In queste condizioni i topi si sovrali-
mentano manifestando il fenotipo obeso, oltre ad ipoter-
mia, ipoattivita ed infertilita. La somministrazione cronica
di leptina in questi soggetti determina una riduzione del
peso ed il mantenimento del peso raggiunto'?. ’ormone
agirebbe in modo duplice andando ad interferire sui mec-
canismi che regolano sia I’assunzione di cibo (riduzione)
che il consumo di energia (aumento), con il risultato finale
di un incremento dell’ossidazione dei grassi. Ai fini della
comprensione del coinvolgimento della leptina nella rego-
lazione del peso corporeo, la presenza di recettori a livello
ipotalamico risulta di notevole rilievo: in questa sede si
trovano, infatti, i principali siti di controllo sia dell’assun-
zione di cibo che dell’utilizzo di energia. L'ipotesi pitl ac-
creditata ¢ che la leptina inibisca la sintesi e la secrezione
del neuropeptide ipotalamico Y (NPY), che svolge un ef-
fetto stimolatorio sull’assunzione dell’alimento ed uno ini-
bitorio sulla termogenesi. Stephens e coll.” hanno dimo-
strato che i livelli di mRNA del pre-pro NPY nelle cellule
del nucleo arcuato ipotalamico aumentano nei topi ob/ob
e si riducono significativamente in seguito a somministra-
zione cronica di leptina per un mese. Nei soggetti NPY-
defettivi, tuttavia, sia il peso che il rapporto peso/tessuto
adiposo risultano normali e non si manifestano alterazioni
nella regolazione dell’assunzione del cibo: tutto cid indi-
cherebbe che questo neuropeptide non ¢ essenziale per il
manifestarsi degli effetti della leptina sull’assunzione di ali-
mento'* e che la leptina puo agire anche attraverso mecca-
nismi alternativi al NPY. Benché i principali studi sulla
leptina siano rivolti all'indagine del suo ruolo come regola-
tore del metabolismo e del peso corporeo, la biologia di
questo ormone ¢ complessa ed ¢ divenuta oggetto di inte-
resse anche per i suoi rapporti con I’asse ipotalamo-ipofisi-
surrene, con I'ormone somatotropo (GH) e con I'asse ri-
produttivo” (Fig. 2). Lo scopo di questo lavoro & stato
quello di indagare le caratteristiche di base della leptina
nella specie canina. L'obesita negli animali d’affezione co-
stituisce uno dei pitl frequenti problemi con cui il clinico
si deve quotidianamente confrontare: la regolazione del
mantenimento del peso corporeo include fattori genetici,
fisiologici e comportamentali spesso di difficile gestione
per il proprietario. Solo di recente la ricerca ha approfon-
dito la componente genetica del comportamento alimenta-
re ed il suo ruolo fondamentale nel determinismo dello
stato di obesita. La scoperta della leptina all’inizio degli
anni "90 ha contribuito a definire e chiarire i meccanismi
centrali di controllo e, con il progredire degli studi, questo
neuropeptide ha assunto un ruolo sempre pitt definito di

“informatore” dei centri ipotalamici dello stato nutriziona-
le del soggetto. Gli studi condotti nella specie umana han-
no evidenziato che nella maggioranza della popolazione
obesa non vi ¢ alcun deficit nella sintesi della leptina, co-
sicché si ritiene che la maggior parte degli obesi sia resi-
stente all’azione dell’ormone endogeno. Sulla base di que-
sti risultati abbiamo deciso di occuparci dello studio della
leptina nel cane che, sicuramente pitt di altri animali da
compagnia, & soggetto a problemi di sovrappeso. Riscontri
clinici indicano che I'obesita interessa prevalentemente
soggetti sottoposti a sterilizzazione, nei quali si assiste ad
un rapido crollo degli steroidi sessuali® che svolgono un
ruolo fondamentale nell’omeostasi dell’organismo. Il coin-
volgimento della leptina nel controllo dei processi ripro-
duttivi sembrerebbe convalidato dall’osservazione che la
somministrazione dell’ormone consente di risolvere I'ipo-
gonadismo e l'infertilita caratterisitici dei topi ob/ob. In
letteratura non sono oggi disponibili dati relativi alla spe-
cie canina e abbiamo quindi scelto di impostare questo
studio di base seguendo due linee di indagine: la prima
volta a quantificare i livelli di leptina in cani di taglia e di
sesso diversi per evidenziare eventuali variazioni dimorfi-
che dell’ormone, analogamente a quanto gia noto in medi-
cina umana. In questa fase abbiamo cercato anche di valu-
tare la presenza di una correlazione fra leptina, ormone
della crescita e taglia dei soggetti, dal momento che i pitl

FIGURA 1 - Soggetto ob/ob (sinistra) confrontato con soggetto normale
della stessa razza.

FIGURA 2 - Rappresentazione schematica delle principali vie d’azione
della leptina. [NPY = Neuropeptide Y; MSH= Melanocyte stimulating
hormone].



recenti studi evidenziano insistentemente I'influenza della
leptina sulla secrezione del GH sia a livello ipotalamico
(regolazione dell’espressione della somatostatina), sia di-
rettamente a livello ipofisario. L’altro obbiettivo della no-
stra ricerca & stato I’evidenziazione di correlazioni fra lep-
tina e stato riproduttivo: a tal fine abbiamo scelto di lavo-
rare con cagne cicliche in eta fertile, dal momento che sia
nella specie umana che in altre specie ¢ stata evidenziata
una variazione nei livelli di leptina durante le varie fasi di
ciclo sessuale od estrale.

MATERIALI E METODI
Protocollo sperimentale

STUDIO 1

Sono stati utilizzati 130 cani (N=65 maschi; N=65 fem-
mine), in buone condizioni di salute, di eta compresa fra i
2 ed i 7 anni, sottoposti a visita veterinaria di routine. Gli
animali sono stati suddivisi in 4 gruppi sulla base del sesso
e della taglia: taglia media (10-25 kg; M=38, F=41) e taglia
grande (> 25 kg; M=27, F=24). Con il consenso del pro-
prietario, ad ogni soggetto ¢ stato effettuato un prelievo di
sangue (1,5 ml) dalla vena cefalica dell’avambraccio. Il
sangue ¢ stato lasciato sierare a temperatura ambiente per
5 ore in provette di vetro non trattate e quindi centrifuga-
to a 1600 giri/minuto. Il siero ¢& stato stoccato a —20 °C fi-
no alla determinazione delle concentrazioni di leptina e di
GH. Tutti i soggetti erano stati alimentati la sera prece-
dente il prelievo e le femmine erano in fase anestrale, con-
fermata mediante determinazione dei livelli ematici di pro-
gesterone.

STUDIO 2

81 femmine normopeso, di taglia media e con eta com-
presa frai2 ed i 7 anni sono state incluse in questo studio.
Agli animali ¢ stato effettuato un prelievo di sangue dalla
vena cefalica, in presenza del proprietario. Il siero, ottenu-
to dal sangue (1,5 ml) raccolto in provette di vetro non
trattate, & stato stoccato a —20 °C fino alla determinazione
del progesterone e della leptina. Le concentrazioni emati-
che di progesterone, i segni clinici e 'anamnesi sono stati
utilizzati per definire la fase di ciclo estrale di ogni sogget-
to, cosi inserito in uno dei seguenti gruppi: proestro
(N=43), estro (N=21) e diestro (N=17).

Dosaggi ormonali

Le concentrazioni ematiche di leptina sono state dosate
mediante metodica immunoenzimatica (EIA) eterologa
con un kit commerciale (Leptin EIA kit, Cayman Chemi-
cal Co., Ann Arbor, MI, USA), sulla base dell’elevata con-
servazione della sequenza della leptina nelle specie umana
e canina. I coefficienti di variazione intra- ed inter saggio
sono stati del 4% e del 9%, rispettivamente. La sensibilita
del saggio ¢ stata 50 pg/ml. La determinazione del GH &
stata effettuata mediante una metodica omologa competi-
tiva immunoenzimatica (ELISA) validata precedentemen-
te 7 e modificata per la specie canina. I coefficienti di va-
riazione intra- ed inter saggio sono stati del 5% e del 7%,
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rispettivamente. La sensibilita del saggio & stata 200
pg/ml. Il dosaggio del progesterone ¢ stato realizzato me-
diante tecnica radioimmunologica (RIA) validata prece-
dentemente'®. T coefficienti intra- ed inter saggio sono stati
del 3,8% e del 10,5%, rispettivamente. La sensibilita del
saggio ¢ stata 70 pg/ml.

Analisi statistica

Tutti i risultati sono espressi come media + errore stan-
dard (ES); differenze evidenziate fra i vari gruppi sono sta-
te valutate mediante test di Student e si & considerata si-
gnificativa una p<0,05.

RISULTATI

STUDIO 1

Le concentrazioni basali di GH non hanno presentato
differenze significative nei gruppi presi in esame: non vi
sono infatti differenze né in relazione alla taglia né al sesso
dei soggetti. In particolare, per il gruppo di animali di ta-
glia media il valore medio basale & risultato pari a 2,51 +
0,12 ng/ml nei maschi e a 2,63 + 0,17 ng/ml nelle femmi-
ne. Analogamente, nel gruppo di soggetti di taglia grande,
abbiamo rilevato valori di GH dell’ordine di 2,59 + 0,21
ng/ml nei maschi e di 2,72 + 0,23 ng/ml nelle femmine
(Fig. 3). Dall’osservazione dei dati esposti si puo altresi
notare I'assenza di differenze significative fra animali dello
stesso sesso, ma di taglia diversa. I livelli di leptina sono
apparsi significativamente (p<0,05) diversi in relazione al
sesso dei soggetti, ma non alla taglia: i valori sierici rilevati
nelle femmine sono stati 1,5 + 0,08 ng/ml (taglia media) e
1,3 £ 0,05 ng/ml (taglia grande), mentre nei maschi di 0,6
+ 0,04 ng/ml (taglia media) e di 0,5 + 0,02 ng/ml (taglia
grande) (Fig. 4).

STUDIO 2

I risultati delle analisi dei campioni ematici hanno mes-
so in evidenza un significativo (p<0,01) aumento nei livelli
della leptina (2,13 + 0,19 ng/ml) nei soggetti in fase estra-
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FIGURA 3 - Concentrazioni ematiche di GH (media + ES) in soggetti di
taglia e sesso diversi.
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FIGURA 4 - Concentrazioni ematiche di leptina (media + ES) in soggetti
di taglia e sesso diversi. * p<0,05.

le, in concomitanza con I"aumento fisiologico dei tassi di
progesterone. Le concentrazioni basali dell’ormone ap-
paiono invariate durante il proestro (0,92 + 0,09 ng/ml) ed
il diestro (0,99 + 0,12 ng/ml) (Fig. 5).

DISCUSSIONE

Il presente lavoro ¢ stato condotto al fine di iniziare an-
che nella specie canina un percorso di studio sulle caratte-
ristiche di un ormone metabolico scoperto a meta degli an-
ni "90, la leptina. La biologia di questo ormone, spesso in-
dicato anche come ob protein, ¢ particolarmente comples-
sa ed i primi effetti evidenziati erano relativi all’inibizione
dell’assunzione del cibo, all’aumento del dispendio energe-
tico e, conseguentemente, alla regolazione del peso corpo-
reo. La letteratura piti recente focalizza I'attenzione sul suo
coinvolgimento nella modulazione dell’asse ipotalamo-ipo-
fisi-gonadi, con particolare riferimento alla femmina nella
quale lo stato metabolico condiziona fortemente le perfor-
mances riproduttive. Il primo dato che emerge dall’indagi-
ne condotta ¢ la diversa concentrazione ematica della lepti-
na nei due sessi, con livelli ematici pitt che doppi nelle fem-
mine: questo risultato ¢ in linea con quanto gia riportato in
letteratura relativamente alle altre specie studiate”". Diver-
si fattori sembrano essere responsabili di questo quadro en-
docrino: il principale ¢ la percentuale di massa grassa, che
non solo & quantitativamente pitl cospicua nella femmina,
ma ¢ anche distribuita in modo diverso rispetto al maschio,
con un rapporto grasso sottocutaneo/viscerale pitl elevato.
Lespressione della leptina appare pit elevata proprio nei
depositi di grasso sottocutaneo®. E stato inoltre dimostrato
che nelle donne i livelli di leptina totale in circolo sono
maggiori rispetto agli uomini, ma risultano minori le con-
centrazioni di ormone legato alle proteine di trasporto con
conseguente maggiore disponibilita di ormone libero e
quindi biologicamente attivo®!. Infine, il tessuto adiposo
nelle femmine appare essere pit sensibile agli ormoni come
insulina e glicocorticoidi ed estrogeni??> che stimolano la
produzione di leptina; gli androgeni, al contrario, ne ridu-
cono i livelli ematici?®. E interessante notare che il dimorfi-
smo sessuale dei livelli ematici della leptina ¢ gia presente
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FIGURA 5 - Concentrazione ematica di leptina in relazione alle diverse
fasi di ciclo estrale dei soggetti. * p<0,05.

durante le ultime fasi di gestazione ed alla nascita®*?, feno-
meno verosimilmente correlato con gli elevati livelli di ste-
roidi sessuali tipici dei neonati. Al contrario, per tutto il pe-
riodo prepubere non si rilevano differenze fra maschi e
femmine e il dimorfismo riappare gradualmente alla pu-
berta, in parallelo con le variazioni a carico dell’asse ipota-
lamo-ipofisi-gonadi. La maggioranza dei riscontri disponi-
bili in letteratura pone I'accento sul coinvolgimento della
leptina nella modulazione dell’attivita riproduttiva della
femmina. Sulla base di tali osservazioni, la nostra indagine
si & focalizzata sulle variazioni di quest’ormone durante il
ciclo estrale. Com’¢ noto, nella cagna si osserva un aumen-
to della concentrazione del progesterone prima dell’ovula-
zione, causato dalla luteinizzazione delle cellule follicolari,
in concomitanza con il calo dell’estradiolo. Questo quadro
endocrino & responsabile delle modificazioni comporta-
mentali ed ormonali con I'induzione dell’aumento della se-
crezione dell’ormone follicolo stimolante (FSH) e dell’or-
mone luteinizzante (LH) che, con il suo picco, determina
I'ovulazione. I nostri dati indicano un significativo aumen-
to nei livelli sierici di leptina in corrispondenza della fase di
estro precoce, individuata sulla base dei rilievi anamnestici
e dei livelli ematici di progesterone. La leptina potrebbe
quindi avere una funzione di “ormone permissivo” sulla li-
berazione del picco pre-ovulatorio di LH, agendo a livello
centrale ¢/o direttamente a livello ipofisario. E stato osser-
vato che la leptina aumenta la pulsatilita dell’ormone rila-
sciante le gonadotropine (GnRH)? ed i neuroni GnRH-se-
cretori esprimono i recettori per la ob protein?’. L'azione
facilitatoria sulla liberazione di GnRH sarebbe tuttavia non
di tipo diretto, ma mediata attraverso vie che coinvolgono
interneuroni secernenti neuropeptidi di diversa natura fra i
quali CART (Cocaine and Amphetamine Regulated Tran-
script Peptide), MCH (Melanocortin-Concentrating Hor-
mone) e anche il galanin-like peptide. Oltre all’effetto sti-
molatorio a livello ipotalamico ¢ stata ampiamente dimo-
strata un’azione diretta sull'ipofisi: circa il 90% delle cellu-
le gonadotrope esprime infatti recettori per la leptina e la
sua azione sulla secrezione dell’LH potrebbe esplicarsi at-
traverso 'attivazione della via dell’ossido nitrico sintetasi®®.
A livello ipofisario una percentuale di cellule compresa fra
il 20 ed il 25% del totale esprime la leptina e questo po-



trebbe essere indice anche di una regolazione autocrina:
studi 7z vitro su linee cellulari umane e murine hanno del
resto evidenziato la capacita della leptina di modulare la
crescita e la differenziazione delle cellule ipofisarie!’. Le
azioni a livello ipofisario sono state evidenziate primaria-
mente sulle cellule somatotrope ed hanno permesso di in-
dividuare un’interazione fra leptina ed asse somatotropo. Il
GH ¢ un importante fattore lipolitico e la sua neuroregola-
zione ¢ strettamente collegata allo stato delle riserve del
tessuto adiposo. Le azioni della leptina sulla secrezione del
GH sono state evidenziate sia indirettamente 77 vzvo, ino-
culando antisiero anti leptina e rilevando una riduzione del
normale rilascio di GH?, che 7 vitro su colture ipofisarie,
dove la leptina agisce stimolando sia la secrezione che I’e-
spressione del GH?. I dati da noi raccolti in questo studio
non hanno evidenziato alcuna particolare correlazione fra i
due ormoni: nelle femmine, dove i livelli di leptina risulta-
no costantemente pill elevati rispetto ai maschi, non abbia-
mo individuato un’analoga situazione per I'ormone soma-
totropo. E certamente da sottolineare che il protocollo se-
guito in questo lavoro non risulta pienamente rispondente
allo studio dell’ormone somatotropo: la sua secrezione pul-
satile richiederebbe, infatti, pit prelievi nel corso della
giornata per I'individuazione del profilo basale. Tuttavia,
I’elevato numero di animali presi in considerazione e so-
prattutto la bassa pulsatilita dell’ormone ci permettono di
considerare come basali i valori riportati. Il fatto che non vi
siano differenze nelle concentrazioni ematiche di ormone
somatotropo fra animali di taglia diversa si pone in linea
con quanto ormai ampiamente riportato in letteratura: la
concentrazione di ormone somatotropo non ¢, infatti, re-
sponsabile della crescita staturale dei soggetti, condizionata
dalla pulsatilita del GHRH e dalla concentrazione delle
IGFs (Insulin-like Growth Factors)?L.

CONCLUSIONI

La leptina, la principale proteina secreta dal tessuto adi-
poso, & oggi considerata un fattore che pud essere espresso
da diversi sistemi e che esercita molteplici ruoli nei tessuti
differenziati. I dati qui esposti sono in accordo con quanto
gia evidenziato in altre specie e contribuiscono ad avvalo-
rare I'ipotesi che la leptina giochi un ruolo significativo
nella modulazione dell’asse riproduttivo della femmina.
Riteniamo che questo possa essere un punto di inizio per
ulteriori approfondimenti riguardantti il suo ruolo fisiolo-
gico, ed eventualmente fisiopatologico nel cane. In questa
specie, infatti, le performances riproduttive sono frequen-
temente compromesse dalle alterazioni dello stato nutri-
zionale e 'obesita si impone come una problematica clini-
ca di grande impatto.
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