UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE COMPOSTELA
U S C Facultad de Medicina

UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO

padoileyan el Departamento de Fisiologia

EFECTO DE LAS HORMONAS TIROIDEAS
SOBRE LA HOMEOSTASIS
ENERGETICA Y METABOLICA

LUIS VARELA FERNANDEZ

2010






UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE COMPOSTELA

Facultad de Medicina

UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO

RO a M Departamento de Fisiologia

Dr. Miguel A. Lopez Pérez, Investigador del Programa Ramoén y Cajal de
la Universidad de Santiago de Compostela

Dr. Carlos Diéguez Gonzalez, Catedratico del Departamento de Fisiologia
de la Universidad de Santiago de Compostela

Certifican que:

la presente Tesis Doctoral titulada “Efecto de las Hormonas Tiroideas
sobre la Homeostasis Energética y Metabolica”, elaborada por Luis
Varela Fernandez, ha sido realizada bajo su direccion en los Laboratorios
de Neurociencia “Ramoéon Dominguez” del Departamento de Fisiologia de
la Universidad de Santiago de Compostela, estimando que se encuentra
concluida y en condiciones de ser presentada para optar al grado de Doctor.

Y para que asi conste, firmamos la presente autorizacion,

Fdo.: Dr. Miguel A. Lopez Pérez  Fdo.: Dr. Carlos Diéguez Gonzalez

Fdo.: Luis Varela Fernandez

Santiago de Compostela, 2010






ciberobn

idis







A mis padres
y a mi hermano






indice

INTRODUCCION 1
INTRODUCCION 3
SENALES PERIFERICAS 6
SENALES DE SACIEDAD. Sefiales procedentes del tracto gastrointestinal 7
SENALES DE ADIPOSIDAD. Tejido adiposo 10
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 12
HIPOTALAMO. Regulacién hipotalamica de la ingesta 13
Nucleo Arcuato 14
Nucleo Ventromedial 17
Nucleo Paraventricular 19
Nucleo Dorsomedial 20
Hipotalamo lateral 21
Nucleo Supraquiasmatico 21
OTRAS ZONAS DEL SNC 22
Tronco Cerebral 22
Cerebelo 22
Hipocampo 22
Area tegmenal ventral (VTA) 23
GASTO ENERGETICO 23
TERMOGENESIS ADAPTATIVA. Tejido adiposo marrén 24
Regulacion transcripcional de UCP-1 33
METABOLISMO DE LIPIDOS 35
mTOR (Mammalian Target of Rapamycin 46
HORMONAS TIROIDEAS 48
Hormonas tiroideas y la regulacion de la ingesta y de la masa corporal 51
Hormonas tiroideas y termogénesis adaptativa 54
Hormonas tiroideas y metabolismo lipidico 56

OBJETIVOS 59




indice

MATERIALES Y METODOS 63
ANIMALES DE EXPERIMENTACION 65
TECNICAS EXPERIEMENTALES in vivo 65
Canulacion Intracerebroventricular (ICV) 65
Implantacion de Minibombas Osméticas 66
Administracion de Vectores Adenovirales en el VMH 66
Condicionated Taste Aversion 67
Perfusion Intracardiaca 68
Registro de la Actividad del Sistema Nervioso Simpatico 69
Medida de la Composicion Corporal 70
DISENOS EXPERIMENTALES 70
Alteracion del Estado Tiroideo 70
Tratamientos Intracerebroventriculares 70
Tratamientos Intraperitoneales (Ip) 73
Administracion en el VMH 74
Condicionated Taste Aversion 79
TECNICAS EXPERIMENTALES 80
Hibridacion In Situ 80
Western Blot 83
RT-PCR 88
Ensayos Enzimaticos 92
Lipidomica 94
Inmunohistoquimica 95
Analisis Estadistico 96
RESULTADOS 97
CARACTERIZACION DEL ESTADO TIROIDEO 99

Efecto del hipotiroidismo y del hipertiroidismo sobre la composicion corporal

y los niveles plasmaticos de distintas hormonas 99

Efecto del hipertiroidismo sobre la regulacion de la ingesta y la masa corporal 100



indice

Efecto del hipertiroidismo sobre la expresion de neuropéptidos orexigénicos y

anorexigénicos a nivel hipotaldmico 101
Efectos del hipertiroidismo sobre la termogénesis adaptativa en diferentes

tejidos 102
Estudio de la via de sefializacion de AMPK durante el

hipertiroidismo a nivel central y periférico 103
Efecto del hipotiroidismo sobre la regulacion de la ingesta y la masa corporal 108
Efecto del hipotiroidismo sobre la expresion de neuropéptidos orexigénicos y
anorexigénicos a nivel hipotaldmico 109
Efecto del hipotiroidismo sobre la termogénesis adaptativa en diferentes

tejidos 110
Estudio de la via de sintesis de lipidos durante el hipotiroidismo a

nivel central y periférico 111
Estudio de la variacion de las especies lipidicas complejas durante

el hipertiroidismo 113
ESTUDIO DE LA ADMINISTRACION CENTRAL DE HORMONAS
TIROIDEAS 116
Efectos sobre masa corporal e ingesta de la administracion central de T3 116
Efecto de la administracion central de T3 sobre el metabolismo lipidico 117
Efecto de la administracion central de T3 sobre la termogénesis adaptativa 118
ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE METABOLISMO

LIPIDICO EN HIPOTALAMO Y TERMOGENESIS DURANTE El
HIPERTIROIDISMO 134
CARACTERIZACION Y ESTUDIO DE LA ViA DE

SENALIZACION DE mTOR DURANTE EL HIPERTIROIDISMO 150
DISCUSION 155
CONCLUSIONES 167
BIBLIOGRAFIA 171







Abreviaturas

ABREVIATURAS:

AICAR: 5-Aminoimidazola-4-carboxamida-1-f-D-ribofuranosido
AdR-a: receptor adrenérgico o

AdR-f: recpetor adrenérgico 3

ACC: acetil-CoA carboxilasa

ACTH: hormona adrenocorticotropina

AgRP: proteina relacionada con agouti

AMP: adenosin monofosfato

AMPc: adenosin monofosfato ciclico

AMPK: kinasa activada por AMP

AMPK-CA: adenovirus AMPK activados constitutivamente
AMPK-DN: adenovirus AMPK dominates negativos

AMT: aminotriazol

AP: area postrema

ARC: nucleo arcuato hipotaldmico

ATGL: trigliceride lipase

ATP: adenosin trifosfato

BAT: tejido adiposo marron

BBB: barrera hematoencefalica

BDNF: factor neurotrdfico derivado del cerebro
BSX: brain-specific homeobox transcription factor
CART: transcrito regulado por anfetamina y cocaina
CCK: colecistoquinina

CCKI1R: receptor de colecistoquinina

CDIPT: phosphatidylinositol synthase
CNTF: factor neurotrdfico ciliar

CPT-1: carnitina-palmitoil transferasa-1
CRE: elemento de respuesta a AMPc
CRH: hormona liberadora de corticotropina
DAG: diacilglicerol

DGATI: diacylglycerol O-Acyl transferase 1
DMH: nucleo dorsomedial del hipotdlamo
DMSO: dimetil sulféxido

DMYV: nucleo dorsal motor del vago

D1: deiodinasa 1

D2: deiodinasa 2

D3: deiodinasa 3

FAS: acido graso sintasa

FABP3: proteina de unidn a acidos grasos 3
FFAs: acidos grasos libres

FoxO1: Forkhead box Ol

GLP-1: péptido similar al glucagon-1
GLPI1R: receptor de GLP-1

GOAT: ghrelin o-aciltransferasa

HSL: lipasa sensible a hormonas

ICV: intracerebroventricular

I10: nucleo inferior de la oliva

IP: intraperitoneal

KO: knockout

LCFAs: acidos grasos de cadena larga
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LHA:
LPIN1:
LPL:

Malonil-CoA:

MC-R:
MCD:
MCH:
mTOR:
NE:
NPY:
NRF-1:
NTS:
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OB-R:
OX:
OXM:
PCYTI1A:
peiF4G:
PGC1:

PISD:
PKA:
PLA2G4A:
POMC:
PP:
PPAR:
pSTAT3:
PTDSSI1:
PVH:
RPa:
SCD-1:
SCN:
SMPD2:

SGMST:
SNC:
SNS:

SPTLCT:

SREBP:
S6K1:
S6:
TNFo:
TOFA:
TR:
TR-DN:
TRH:
TrkB:
TSH:
T2:

T3:
T4:

hipotalamo lateral
phosphatidate phosphatase
lipoprotein lipasa
malonil-coenzima A

receptor de las melanocortinas
malonil-CoA decarboxilasa
hormona concentradora de melanina
mammalianTarget of Rapamicyn
norepinefrina

neuropéptido y

factor de respiracion nuclear 1
nucleo del tracto solitario
leptina

receptor de leptina (i0B-Ra, OB-Rb, OB-Rc, OBRe y OB Rf)

orexinas (hipocretinas)

oxintomodulina

phosphatecitdyl transferase 1, choline, alpha
phospho eukaryotic initiation factor 4G

coactivador tipo 1 del receptor activado por el proliferador de

peroxisomas

phosphatidylserine decarboxilase

proteina-kinasa dependiente de AMPc
phospholipase A2

propiomelanocortina

polipéptido pancreético

receptor activado por el proliferador de peroxisomas

phospho signal transducer and activator of transcription 3

phosphatidilserine synthase 1

nucleo paraventricular hipotalamico

raphe pallidus

estearil-CoA desaturasa

nucleo supraquiasmatico

sphingomyelin phosphodiesterase 2, neutral
sphingomyelin synthase
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proteina de union a elementos regulados por esterol
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receptor de hormonas tiroideas
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Abreviaturas

UCP: proteina desacopladora (-1, -2 y -3)

VMH: nucleo ventromedial hipotalamico

VTA: area tegmental ventral

WAT: tejido adiposo blanco
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INTRODUCCION

Uno de los mayores problemas de salud detectado en los ultimos afios ha sido la
obesidad, tanto en las sociedades desarrolladas como en las que estdn en vias de
desarrollo. Se entiende por obesidad un aumento de la masa corporal, sobre todo del
tejido adiposo, que lleva asociadas consecuencias negativas en el estado de salud (1).
Diferentes estudios sobre la prevalencia de la obesidad en las sociedades europeas han
arrojado datos poco prometedores sobre la evolucion de este problema: se estima que en
Europa la obesidad afecta al 10-20% de los hombres y al 10-25% de las mujeres;
ademas, en una década la prevalencia de la obesidad ha aumentado entre un 10-40 % en
casi todos los paises europeos, mientras que en el Reino Unido este dato se eleva hasta
ver que desde 1980 su prevalencia se ha duplicado (2;3). Otros estudios han atribuido a
la obesidad el 9,1% del total del gasto sanitario de un pais como Estados Unidos. La
evolucion de este problema ha llevado a calcular que alrededor de 2030 el 90% de todos
sus habitantes adultos padeceran sobrepeso y que el 51,1% de ellos seran obesos, con lo
que se podria llegar a decir que la obesidad alcanzara proporciones pandémicas (3). Se
ha estimado que en esa década el gasto debido a la obesidad y a los problemas que
provoca, como hipertension, dislipemia, diabetes mellitus tipo II, problemas
cardiovasculares o cancer (conocidos en conjunto como Sindrome Metabolico),
supondran alrededor del 15,8-17,6% del gasto total en Sanidad en Estados Unidos; es
decir, 1 de cada 6 dolares gastados (3). Con la evolucion que lleva este problema, se

piensa que en la proxima década la obesidad causara mas muertos que la desnutricion.

La masa corporal y su composicion, asi como el almacenamiento de energia
como triglicéridos en el tejido adiposo, estdn determinados por la interaccidon entre
factores genéticos, medioambientales y psicosociales. Estos factores act@ian a largo
plazo variando el balance energético; es decir, modifican el balance entre ingesta y
gasto energético. Estudios fisiologicos han sugerido que la masa corporal y las reservas
de energia estan reguladas homeostaticamente, cualquier cambio en la masa corporal
produce cambios en la ingesta y en el gasto que se oponen a la perturbacion inicial. Asi,
desde un punto de vista termodindmico, la obesidad y la delgadez son el resultado de
una alteracién en este balance (positivo o negativo) entre la ingesta y el gasto
energético. La obesidad se produce cuando existe un balance energético positivo como
resultado de un desequilibrio entre ingesta calorica y el gasto energético; es decir,

aparece cuando el niimero de calorias ingeridas sobrepasa, de manera cronica, al
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nimero de calorias consumidas (figura 1). Este desequilibrio es una de las
consecuencias de la evolucion del ser humano hacia sociedades industrializadas, en
donde la disponibilidad y la composicion de la comida, ademés del reducido (o nulo)
ejercicio fisico voluntario requerido para la vida cotidiana y la consecucion de alimento,
son factores criticos para la aparicion y expansion de la obesidad. El cuerpo humano
estd disefiado evolutivamente para el almacenamiento de grasas en tiempos de
disponibilidad nutricional, que son consumidas en los periodos en los que el acceso a
comida estd restringido. En la actualidad la disponibilidad de la comida es muy

abundante, lo que hace que el consumo de esas reservas grasas no se lleve a cabo.

GASTO
ENERGETICO

Masa corporal O O

[ ]

estable A

INGESTA

Obesidad ' l

Delgadez

1 1

Figura 1. Representacion esquematica del balance entre ingesta y gasto energético. Modificado de (4).

Ademas del aumento de la cantidad de comida ingerida, el otro factor que
desregula en balance energético es el gasto energético. Se entiende por gasto energético
la suma de la actividad fisica, el metabolismo basal y la termogénesis adaptativa.
Cuando se habla de ejercicio se esta refiriendo al movimiento voluntario, mientras que
por metabolismo basal se entiende todos aquellos procesos bioquimicos necesarios para
mantener las funciones vitales. La termogénesis adaptativa se refiere a la energia
disipada en forma de calor en respuesta a cambios ambientales, como pueden ser la

exposicion al frio o a alteraciones en la dieta, aunque realmente no esta del todo bien
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definido el limite entre esta y el metabolismo basal, debido a que se puede llegar a
considerar que la respuesta al frio puede ser parte de este metabolismo. Todo este gasto
energético esta orientado a quemar todas esas grasas acumuladas en el tejido adiposo.
Como consecuencia de la forma de vida en los paises occidentales, sobre todo en las
grandes ciudades, el gasto energético se ve disminuido al minimo, lo que lleva a que el
balance energético que deberia tender hacia el equilibrio, esté inclinado de una forma
muy importante hacia el almacenamiento de grasas sin gasto energético, lo que a largo

plazo conduce al sobrepeso y a la obesidad (1;5;6).

Ademas de estos factores ambientales y sociales, existe otro factor determinante
en la regulacion de la masa corporal de un individuo: su propia dotacioén genética (6). La
existencia de factores genéticos es a dia de hoy uno de los mayores objetos de estudio
en las sociedades avanzadas. Desde hace ya mas de una década se han investigado
moléculas clave en el desarrollo de la obesidad, como es el caso de leptina o ghrelin, y
se han descubierto numerosos neuropéptidos y vias metabolicas que actuando en el
sistema nervioso central (SNC) modulan la ingesta. Finalmente, también se ha avanzado
notablemente en el conocimiento de las bases moleculares del gasto energético. Todos
estos factores se integran formando un sistema regulador de la homeostasis energética,
que busca el equilibrio entre todas las sefiales para mantener la masa corporal entre

umbrales especificos.

A grandes rasgos, el mantenimiento de un correcto balance entre ingesta y gasto

energético depende de tres elementos reguladores de la respuesta homeostatica (7-9):
- Sefiales periféricas:
e Procedentes del tracto gastrointestinal (sefiales de saciedad)
e Hormonales

- Sistema nervioso central
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SENALES PERIFERICAS

En los tultimos afios, se ha visto con gran claridad la existencia de una
interaccion entre el SNC y la actividad de numerosos organos involucrados en la
homeostasis energética. Esto requiere la transmision de informacion al cerebro, y el
control de la ingesta es un componente del balance de energia en donde la sefializacion
endocrina de la periferia al SNC tiene un papel fundamental (figura 2). La homeostasis
energética consiste en procesos interrelacionados integrados por el cerebro para
mantener las reservas de energia a niveles apropiados para unas condiciones
ambientales determinadas. La homeostasis incluye la regulacion de los niveles de
nutrientes en 6rganos de almacenamiento, como puede ser la grasa en el tejido adiposo,
y en la sangre, como la glucosa sanguinea. Para llevar a cabo esto, el cerebro recibe
informacion continuada: /) acerca de las reservas y de flujo de energia en 6rganos
criticos; 2) acerca de los nutrientes que estan siendo ingeridos y absorbidos y, 3) sobre
las necesidades energéticas basales por lo tejidos. El cerebro controla tejidos que tienen
mucha importancia en la homeostasis energética, como pueden ser higado o musculo, a
través, fundamentalmente, del sistema nervioso autonomo (SNA) y de la secrecion de
hormonas activas metabdlicamente (9). Las sefiales periféricas que informan acerca de
la ingesta y del gasto energético pueden ser divididas en dos categorias claramente
diferenciadas (10;11). Una comprende las sefales generadas durante las comidas que
causan saciedad; es decir, sefiales que informan sobre la terminacion de la comida o que
prolongan el intervalo hasta la siguiente. El otro grupo de sefales incluye hormonas que
se secretan en proporcion a la cantidad de grasa corporal. Estas hormonas adipocitarias
llegan al cerebro transportadas a través de la barrera hematoencefalica (BBB) e
interaccionan con sus receptores de membrana especificos, expresados
preponderantemente en el hipotalamo. Todas estas sefiales interactiian con otros factores

hipotaldmicos para controlar el apetito y la masa corporal (9-11).
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Figura 2. Diferentes seflales periféricas que informan al SNC acerca del estado energético. Tomado de

(12).

SENALES DE SACIEDAD. Seiiales procedentes del tracto gastrointestinal

Estas sefiales estan intimamente ligadas a las tres fases en la que se suele
diferencias la ingesta de alimentos: /) fase prepandial (previa al acto de comer), 2)
prandial (durante el propio acto de comer) y 3) postprandial (posterior al acto de
comer). La sensacion de hambre puede ser definida como la motivacion para buscar y
consumir alimentos, que inicia el acto de comer. La saciedad es el estado en el cual el
hambre y el comportamiento alimentario estan inhibidos. El objetivo de estas fases esta
encaminado a la busqueda de un estado de saciedad. El tracto gastrointestinal juega un
papel crucial en la regulacion de la ingesta de alimentos, informando al SNC sobre la
cantidad de alimento ingerido y la composicién nutricional de mismo (13;14). Esta
informacion engloba toda una serie de estimulos mecanicos, quimicos y hormonales que
se denominan sefiales de saciedad, y son los mecanismos de control homeostatico a
corto plazo. EI SNC recibe informacion sensorial procedente de estimulos mecanicos,
que informan sobre el grado de distension del tubo digestivo y aportan informacion
sobre la cantidad de alimento ingerido, y quimicos, que aportan informacidon sobre la

composicion nutricional del mismo. Esta informacion llega al SNC, concretamente a
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nucleos del tronco cerebral como el nucleo del tracto solitario (NTS) y el area postrema
(AP), a través de las aferencias vagales del ganglio cervical superior. Sin embargo, la
sefializacion procedente del tracto gastrointestinal no estd basada Unicamente en
estimulos nerviosos. A través de la secrecion de hormonas, fundamentalmente
anorécticas con la excepcion de ghrelin, el tracto gastrointestinal también informa al
SNC del estado nutricional.

Una de las primeras de estas hormonas descubiertas fue la colecistoquinina
(CCK), que es secretada en respuesta a los lipidos y las proteinas de la comida (15). La
liberacion de esta hormona activa los receptores de los axones vagales en el duodeno; la
sefal generada es transmitida al troncoencéfalo a través del nervio vago, y de éste a
otras zonas cerebrales, incluyendo el hipotdlamo, y contribuye a la aparicion de la
sensacion de saciedad. Se ha visto que la CCK no previene el inicio de las comidas sino
que su accion es la de adelantar el fin de la comida que se esta llevando a cabo (16;17).
En diversos estudios se ha observado que en modelos animales la administraciéon de
exodgena de CCK reduce la ingesta calorica, que se compensa con una mayor frecuencia
en las comidas (18). Ademds de la CCK existe un gran numero de senales
gastrointestinales (tabla 1). Estas se caracterizan por promover la sensacion de saciedad,
por ejemplo: el glucagon-like peptide-1 (GLP-1), la oxintomodulina o el polipéptido
pancreético (PP). Las caracteristicas mas importantes de estas hormonas se describen en
la tabla 1. Como ya se ha dicho anteriormente, existe una unica excepcion, el ghrelin,
que hasta el momento es la Ginica hormona gastrointestinal conocida que tiene un efecto
orexigénico. Esta hormona, descubierta a finales de la década de los 90 (19), es
sintetizada en el estobmago y necesita de una modificacion post-transcripcional unica
para ser biologicamente activa. Ghrelin es acilado en el tercer residuo aminoacidico por
un enzima denominada gastric O.acyl transferase (GOAT) (20). Ghrelin se ha llegado a
denominar como la “hormona del hambre”, debido a su efecto estimulatorio sobre el
apetito y en la ingesta al ser administrado tanto de modo ICV como IP en ratas (21-23).
Los niveles de ghrelin circulante aumentan en situaciones de ayuno, incrementandose de
forma muy pronunciada antes de las comidas y cayendo a niveles minimos una hora
después de la comida (24). Estos hallazgos han llevado a proponer que ghrelin actia
como un iniciador de la ingesta. La caida en los niveles postprandiales de ghrelin es
proporcional a las calorias ingeridas, causando la grasa una menor supresion en sus
niveles que los carbohidratos o las proteinas (25;26). Otras caracteristicas de ghrelin se

pueden ver en la tabla 1.
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SENALES DE ADIPOSIDAD. Tejido adiposo.

Inicialmente se pensaba que el tejido adiposo era un mero reservorio donde se
acumulaba en forma de grasa el exceso de energia consumido. Sin embargo, desde el
descubrimiento en 1994 de la leptina (46), se establecié con certeza que el tejido
adiposo era un Organo endocrino. Se caracteriza por sintetizar y secretar muchos
péptidos, denominados adipokinas, que pueden actuar a nivel local (autocrina/paracrina)
o sistémico (endocrina), asi como por expresar numerosos receptores que le permiten
recibir sefiales procedentes de otros organos, entre ellos el SNC. Esta capacidad para
recibir informacién desde distintos organos y poder responder a ella mediante la
liberacion de adipokinas, hace que se considere al tejido adiposo como elemento clave
en la regulacion de distintos procesos biologicos tales como metabolismo energético,
funciones neuroendocrinas e inmunologicas (47).

A diferencia de las sefiales de saciedad que se secretan durante la comida, las
adipokinas son mas activas tonicamente, dando lugar a mensajes que informan al
cerebro sobre la masa grasa corporal total. Las sefiales de adiposidad interactiian con los
circuitos neurales catabdlicos y anabdlicos, causando un cambio en la sensibilidad del
cerebro a las sefiales de saciedad (9). Un mayor nivel de leptina (adipokina) o insulina
(hormona secretada en el pancreas en proporcion al tejido adiposo) es indicativo de una
cantidad elevada de grasa almacenada. Cada hormona es transportada a través de los
capilares del cerebro para acceder a sus receptores ubicados en diversas areas, como en
las neuronas del hipotdlamo (48). Cuando la leptina o la insulina se distribuyen de tal
modo que aumentan su actividad en el cerebro, se consume menos comida, y cuando la
accion de cualquiera de estas hormonas disminuye, la ingesta aumenta (10;17;49). A
diferencia de lo que ocurre con las sefiales del tracto gastrointestinal, la insulina y la
leptina administradas crénicamente en el hipotdlamo modifican la masa corporal. Los
animales responden a los cambios en la actividad de estas hormonas como si la cantidad
de grasa corporal se hubiese visto modificada. No se deberia pensar que tanto la leptina
como la insulina son sefiales intercambiables. Cada una tiene efectos propios sobre el
cuerpo y difieren como sefales de adiposidad. Asi, la leptina es secretada
fundamentalmente por la grasa subcutanea, mientras que la insulina refleja la cantidad
de grasa visceral. Por ejemplo, en hembras se ha visto que el tamafo de los depdsitos de
grasa subcutanea son mayores que en machos, mientras que tienen menos grasa visceral,

dando como resultado que las hembras tienen mayores niveles de leptina y menores de
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insulina en plasma que los machos (50). Existen modelos genéticos muy interesantes en
los que se puede observar con claridad la importancia de la leptina en la regulacion de la
masa corporal: tanto el raton ob/ob, que tiene el gen de la leptina mutado, como el
db/db, que se caracteriza por carecer de receptores de leptina funcionales, presentan
fenotipos hiperfagicos y obesos. Experimentos de parabiosis llevados a cabo en la
década de los 70 demostraban la relevancia de una via de sefializacion de la leptina
intacta para la correcta regulacion de la masa corporal de estos modelos. Ademas de los
modelos en ratones existe un modelo en rata, la rata fa/fa que como los db/db carecen de
receptores funcionales para la leptina y por tanto, no responde a ella. Ademas de la
leptina, otras adipokinas son secretadas en proporcion a la grasa corporal, como es el
caso de la resistina (RSTN), aunque también existen otras que se secretan de forma
inversamente proporcional a la cantidad de grasa, como puede ser la adiponectina. Las
caracteristicas mas importantes de las adipokinas mds relevantes estdn descritas en la

tabla 2.
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Tabla 2. Principales adipokinas y sus acciones biologicas.

Hormona Lugar de Secreciéon Regulaciéon Efectos sobre Ref.
Nutricional metabolismo
Leptina Tejido adiposo A Obesidad Inhibe ingesta (51-55)
Fundus géstrico, Vv Ayuno Aumenta gasto energético
intestino y miisculo N Re-alimentacion Aumenta sensibilidad a la
(niveles muy bajos) insulina
Estimula oxidaciéon de
acidos grasos
Adiponectina Tejido adiposo V Obesidad Aumenta sensibilidadala  (56-59)
M Ayuno insulina
V Re-alimentacion Estimula oxidacion de
acidos grasos
Resistina Tejido adiposo en A Obesidad Inhibe ingesta (60-64)
Roedores V¥ Ayuno Induce resistencia a la
Macroéfagos en M Re-alimentacion insulina en roedores
humanos
TNFa. Tejido adiposo MObesidad Inhibe ingesta (65;66)
Células inmunes Induce caquexia
Inhibe sensibilidad a
insulina
IL-6 Tejido adiposo N Obesidad Inhibe ingesta (67-69)

Células inmunes

Musculo

Aumente gasto energético
Induce resistencia a la

insulina

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Toda la informacién periférica procedente de los mecanismos anteriores es

recibida, analizada y procesada en el SNC. La importancia del SNC como punto clave

en la regulacion de la ingesta se comenzo a observar a mediados de siglo pasado cuando

en diferentes estudios se observd que adenomas hipofisarios llevaban asociada la

aparicion de obesidad (70). Afios mas tarde, otros estudios corroboraron esta idea y

demostraron que, mediante experimentos de lesiones en diferentes zonas, como el SNC

(mas concretamente el hipotalamo), desempefiaba una funcién fundamental en la

regulacion de la ingesta. Estos estudios se realizaron destruyendo diferentes nucleos

hipotaldmicos como el nucleo ventromedial (VMH), el nucleo dorsomedial (DMH) y el

12



Introduccién

nlcleo paraventricular (PVH), en los que se vio que la destruccion de estos llevaba
asociada la aparicion de hiperfagia y obesidad, o en zonas como el hipotdlamo lateral
(LHA), en donde se pudo observar la aparicion de hipofagia (71). Fue entonces cuando
se postulo la teoria del “modelo de doble centro” que identificaba el VMH como un

“centro de saciedad” y el LHA como un “centro del hambre” (72).

Ademas del hipotalamo también existen otras zonas del SNC implicadas en la
regulacion de la ingesta. Por ejemplo, en el tronco cerebral, el NTS y el AP integran la
informacion sensorial y hormonal procedente del tracto gastrointestinal y del higado
(via nervio vago y aferencias del ganglio cervical superior), asi como la informacién
sobre el sabor, procedente de la cavidad bucal (via nervios craneales), el olor y la

apariencia.

HIPOTALAMO. Regulacién hipotalamica de la ingesta.

Como ya se ha dicho previamente, el hipotdlamo es una de las zonas de mas
importancia en la regulacion de la ingesta (7;73). Anatdmicamente situado en la parte
mediobasal de cerebro, el hipotalamo estd estructurado en diferentes agrupaciones de
neuronas (nucleos hipotalamicos) que se disponen de modo bilateral en torno al tercer
ventriculo (3V) (figura 3). Estos nucleos forman circuitos neuronales interconectados a
través de las proyecciones de los axones y responden a cambios en el estatus energético
por la alteracion neurotransmisores/neuromoduladores especificos dando lugar a
variaciones de ingesta y gasto energético. A continuacidon se pormenorizard en las

funciones de los nucleos hipotalamicos més importantes en la regulacion de la ingesta.

Figura 3. Disposicion de los distintos nucleos en el hipotalamo. Tomado de (74).
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Nicleo Arcuato

El ntcleo arcuato (ARC) tiene un papel crucial en la regulacion de la ingesta
debido a su posicion anatomica mas basal del hipotdlamo, en donde la barrera hemato-
encefalica (BBB, del inglés blood brain barrier) esta especialmente modificada para
permitir el paso de péptidos y proteinas circulantes (75). Las poblaciones neuronales
presentes en este nicleo estan muy cercanas a los capilares fenestrados de la eminencia
media, dando acceso a sefiales humorales que son restringidas en otras zonas del
cerebro. Estas neuronas estan inervadas por axones que contienen gran cantidad de
neurotransmisores, sintetizan receptores para muchas hormonas metabolicas y

responden rapidamente a senales nutricionales (70;76).

hypothalamus
PVN

LHA

FA
neurons

nucleus
regulation of of the

food intake solitary
tract (NTS)

Figura 4. Neuronas del ARC y sus proyecciones a diferentes nticleos hipotalamicos.

En el ARC se pueden clasificar dos tipos de poblaciones neuronales claramente
diferenciadas atendiendo al tipo de neuropéptidos hipotalamicos que expresan (figura
4). Una de ellas, formada por neuronas que expresan el péptido relacionado con agouti
(agouti related protein, AgRP) y neuropéptido Y (NPY), se caracteriza por presentar un
efecto orexigénico (inductor de la ingesta) muy potente (77), mientras que el otro grupo
presenta un fuerte caracter anorexigénico (inhibidor de la ingesta) debido a que en ¢l se
co-expresan pro-opiomelanocortina (POMC) y el transcrito regulado por cocaina y
anfetamina (cocaine and anphetamine regulated transcript, CART) (78;79).

Diversos estudios han comprobado que NPY es uno de los neuropéptidos mas
orexigénicos. Se ha descrito que el aumento de expresion de NPY estimula la ingesta y
disminuye el gasto energético debido a la disminucion de la termogénesis en el tejido

adiposo pardo (BAT) (80), y a la inhibicion del eje tiroideo (81). La expresion de este
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neuropéptido es maxima en estados de deficiencia energética, como puede ser durante el
ayuno o la lactancia, y en animales genéticamente obesos, como el raton ob/ob o el
db/db (82;83), mientras que la leptina y la insulina disminuyen su expresion (76;84). Se
ha postulado que este neuropéptido actiia a través de sus receptores Y1 y Y5 para
transducir dicha sefial orexigénica, aunque existen trabajos que dicen que también su
efecto puede estar mediado por los receptores Y2 y Y4. A pesar del efecto claramente
orexigénico de NPY, se ha visto que la ablacion del gen npy en estados embrionarios no
produce ratones con fenotipo delgado (85), y que la inactivacion genética de NPY
durante el estado adulto provoca la aparicion de un fenotipo hipofagico y delgado muy
leve, lo que lleva a pensar en un mecanismo compensatorio generado por otros

neuropéptidos (86-89).

Por otra parte, tanto AgRP como POMC forman parte de uno de los circuitos
neuronales claves del ARC: el sistema de melanocortinas. Este sistema tiene un papel
muy importante en un gran nimero de procesos endocrinos y homeostaticos. Las
acciones de este sistema tienen lugar a través de los receptores de melanocortinas 1-5
(MCI1-R, MC2-R, MC3-R, MC4-R, MC5-R), que poseen diferentes funciones. Tanto la
activacion de MC3-R como de MC4-R, que se expresan en ARC, VMH y PVH
fundamentalmente, influyen sobre el control de la ingesta (90;91). Aunque el papel de
MCA4-R en la ingesta esta bien establecido, la funcién de MC3-R no esta del todo clara.
Mientras los agonistas especificos de MC4-R muestran reduccion en la ingesta y que el
receptor estd influenciado por el estatus energético, agonistas especificos de MC3-R no
influyen en la ingesta, ni el receptor atiende a cambios en el estatus energético (92;93).
A pesar de esto, hay evidencias de que ambos receptores son capaces de influir en la
homeostasis energética. Un ejemplo es que un antagonista de estos receptores, AgRP, es
capaz de estimular ingesta en ratones mc4-r"". Se puede observar que el raton mc4-r"
muestra un fenotipo obeso asociado a hiperfagia, lo que confirma el papel del receptor
en la regulacion del apetito (94;95). En cambio en ratén mc3-r"" no muestra sobrepeso
aunque si presenta aumento en masa grasa, asociado a una disminucion en el gasto
energético (96;97). Las mutaciones de estos receptores en humanos conllevan asociada

la aparicion de obesidad (98;99).

Los péptidos que actuian como ligandos enddgenos en este sistema son
derivados del gen pomc por procesamiento proteolitico (figura 5). Uno de estos

péptidos, la hormona estimulante de melanocitos a (a-MSH) que se expresa en la parte
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ventrolateral del ARC, se caracteriza por suprimir agudamente la ingesta después de ser
administrada de modo intracerebroventricular (ICV) en ratas y ratones (100;101). Un
gran numero de observaciones sugieren un papel fisiolégico para esta respuesta
anoréctica de a-MSH. Por ejemplo, las condiciones asociadas a una reduccion de la
ingesta de alimentos, como el ayuno o la deficiencia de leptina, van acompanadas de
una reducida expresion de este péptido, mientras que en estados de sobrealimentacion
su expresion disminuye (102;103). El efecto de este péptido se debe a que es un potente
agonista de MC3-R y MC4-R, que como ya se ha dicho anteriormente, al activarse

causan un efecto anorexigénico muy fuerte (92;93).

Por otra parte, otro de los neuropéptidos que se expresan en el hipotdlamo,
AgRP, es un antagonista selectivo de los receptores 3 y 4 de las melanocortinas. AgRP
es un neuropéptido que al igual que NPY, con la que se co-expresa en un 90% en el
ARC, esté regulado negativamente por la leptina, siendo su expresion mas alta en casos
de ayuno (104) o mutacién del gen de la leptina (ratones ob/ob y db/db), y menor en
casos de sobrealimentacion o administracion ICV de leptina. Su accién orexigénica,
como se ha dicho anteriormente, se produce cuando antagoniza los receptores de
melanocortinas, aunque se ha demostrado que el efecto sobre la ingesta de la
administracion ICV de AgRP se mantiene durante mdas tiempo que el de la
administracion de NPY. Este hecho ha llevado a postular dos teorias muy diferentes: 1)
que puede ser debido a que estd actuando a través de otro mecanismo ademas del
sistema de melanocortinas (105;106) 6 2) que es debido a un problema de cinética del
receptor, presentando el antagonista de AgRP mucha mayor afinidad por su receptor
que el antagonista de NPY (107).

Otro de los neuropéptidos que se expresa en el ARC y que actia regulando ingesta es
CART. Este péptido se co-expresa con POMC y también tiene efecto marcadamente
anorexigénico (78;79). Las neuronas que secretan CART también estan asociadas con
recompensa y refuerzo, procesamiento sensorial o estrés (108). La administracion ICV
de CART, especialmente en el 4° ventriculo, provoca activacion neuronal en el PVH,
causando asi la reduccion de la ingesta normal y la inducida por ayuno (109). CART co-
localiza con receptores de leptina en las neuronas del hipotalamo. Tanto en ratas fa/fa
(deficientes en la sefializacion de leptina) como en ratones ob/ob, reduce los niveles de
expresion de CART en el ARC, mientras que la administracion de leptina a ratones

ob/ob incrementa el mRNA de CART (110). Los niveles de expresion de CART caen
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durante el ayuno o diabetes, indicando que la expresion de este transcrito estd regulada

por la cantidad de reserva energética y el estado hormonal periférico (111).

nucleus of

the solitary
tract (NTS)

i AS . nerve
regulation of

insulin leptin food intake +
ghrelin

Figura 5. Proyecciones de las neuronas del ARC hacia neuronas de segundo orden.

Todas estas poblaciones neuronales del ARC emiten proyecciones hacia otras
zonas hipotalamicas (figura 5). Estas neuronas, denominadas neuronas de primer orden
(10;112), acttian, por ejemplo en el caso de NPY, enviando sefiales hacia PVH (en
donde existe expresion de sus receptores), DMH y LH. Tanto AgRP como POMC
tienen proyecciones hacia, entre otras zonas, el PVH en donde antagonizan o agonizan,
respectivamente, a los receptores de melanocortinas presentes. Estas neuronas que
reciben proyecciones desde el ARC son denominadas neuronas de segundo orden 'y se
ha demostrado que estan implicadas fisiologicamente en la homeostasis energética

(10;107;113-116).

Nicleo Ventromedial

Este nucleo es de gran importancia en la regulacion de la ingesta (figura 6).
Desde los primeros estudios en los que se observéd que lesiones en esta region producian
un fenotipo hiperfagico y obeso, hasta otros en los que se utilizaban lesiones quimicas y
tratamientos farmacéuticos, se apunta la posibilidad que este ntcleo actie inhibiendo
ingesta y aumentando metabolismo (23;117;118). Se ha llegado a denominar como un

“centro de saciedad” .
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Figura 6. Factores implicados en la regulacion de la ingesta a nivel del VMH. Tomado de (74).

El VMH recibe proyecciones de las neuronas inmuno-reactivas de NPY, AgRP y

POMC del ARC, y a su vez proyecta sobre otras zonas hipotalamicas (DMH y ARC) y
otras regiones del cerebro (NTS) (119). Aunque las proyecciones provenientes de ARC
son menores que en otros nucleos, se ha propuesto que la actividad del VMH puede
estar modulada por las neuronas de NPY y POMC, debido a que en ¢l se expresan los
receptores de NPY Y1 e Y5, y también MC4-R (120-124). La administraciéon de NPY
en el VMH aumenta la ingesta. El ayuno estd asociado con unos niveles de proteina
elevados de este neuropéptido en esta region (107;120), mientras que la respuesta
electrofisiologica de las neuronas en el VMH a o-MSH esta disminuida en animales en
ayuno y/o tratados con AgRP (124).
Existe un numero elevado de factores que ejercen sus acciones directamente en el VMH
debido a que es en las neuronas de este nucleo en donde se expresan un gran nimero de
receptores para las sefales metabdlicas, como pueden ser ghrelin, leptina, estrégenos u
hormonas tiroideas. Ademas, este nucleo tiene un papel fundamental en la via
sintesis/oxidacion de acidos grasos a nivel hipotalamico, como se vera mas adelante
(epigrafe de Metabolismo de Lipidos).

Los estudios sobre el papel de la leptina en el control metabdlico se han centrado
fundamentalmente en las acciones sobre el ARC. Sin embargo, estudios recientes
identifican las neuronas que expresan el factor esteroidogénico tipo 1 (SF-1) en el VMH
como neuronas de primer orden mediadoras de los efectos de la leptina en la regulacion
de la masa corporal (125). SF-1 es esencial para el correcto desarrollo y funcionamiento
del VMH (126;127). Se ha demostrado que la co-expresion del receptor de leptina y SF-
1 en las neuronas de este nucleo es fundamental para el control de la homeostasis
mediada por leptina (125). Ademas, la delecion especifica del receptor de leptina en las
neuronas de SF-1 conlleva la aparicion de patologias propias del sindrome metabolico,

tales como la esteatosis hepatica, hiperleptinemia o dislipemia (125;128).
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También se ha visto que en el VMH se expresa el factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF), implicado en la regulacion del desarrollo neuronal y su plasticidad,
y cuya expresion se reduce en situaciones de ayuno (129). Se ha comprobado en
humanos que la alteracion de BDNF o su receptor TRKB causan hiperfagia y obesidad,
ademads de retraso en el desarrollo mental, disminucién de la memoria a corto plazo e
hiperactividad (129-131). Este factor, que interviene en las funciones metabdlicas
reguladas por el VMH, esta regulado a su vez por distintos factores nutricionales. Este
efecto no es mediado por el sistema de melanocortinas, a diferencia de lo que se
pensaba inicialmente, ya que BDNF reduce la ingesta y la masa corporal en ratones

deficientes de MC4-R (129).

Nucleo Paraventricular

Esta situado en la parte anterior del hipotdlamo, préoximo a la parte superior del
tercer ventriculo (3V) y se ha descrito que su destruccion implica la aparicion de
hiperfagia. Al igual que el VMH, es un ntcleo que integra sefiales (tales como NPY,
AgRP o POMC) procedentes del ARC y de otra regiones del SNC. Ademas es un
nucleo muy sensible a la administraciéon de péptidos implicados en la ingesta, como
CCK, NPY, ghrelin o leptina. Como ocurre con el VMH, estos péptidos pueden actuar
mediante la modulacion de la kinasa activada por AMP (AMPK) ya que la
administracion de péptidos anorexigénicos inhibe la subunidad AMPKa2, mientras que

los péptidos orexigénicos la activan (132).
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Figura 7. Regulacion de la ingesta a nivel del PVH. Tomado de (74).

Una de las caracteristicas mas relevantes de PVH es que es el principal

productor de hormona liberadora de corticotropina (CRH) y de hormona liberadora de
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tirotropina (TRH), ambos factores anoréxicos. Es en este nicleo, mas concretamente en
su division parvocelular, en donde se encuentra la neurona hipofisiotropica de TRH
(133;134). Los axones de esta neurona hipofisiotrdpica proyectan a la zona externa de la
eminencia media en donde la TRH es liberada cerca de los capilares del sistema portal
hipofisario, y puede entonces llegar hasta la hipdfisis anterior en donde ejerce su
funcién como regulador de la secrecion de la hormona estimuladora del tiroides (TSH)
(134). La funcion mas importante de TRH es la de mantener la homeostasis de las
hormonas tiroideas a través de la regulaciéon de la TSH de la células tirotropas de la
hipofisis. La union de TRH con sus receptores estimula la expresion génica de las
subunidades de TSH a través de la ruta de fosfatidilinositol (135). Ademéas, TRH regula
la actividad biologica a través de la modulacion de la glicosilacion de TSH (136). La
delecion o mutacion de TRH provocan un hipotiroidismo muy severo con niveles muy
bajos de TSH y de hormonas tiroideas circulantes (137). Se ha descrito una relacién
inversa entre los niveles de hormonas tiroideas (TH) y la expresion de TRH en el PVH
durante la induccion de hipo- e hipertiroidismo. Ademas, la TRH es de gran importancia
en la homeostasis energética debido a que ejerce efectos sobre ingesta, termogénesis,
activacion del aparto locomotor o la regulacion de SNA (138).

Otro factor que se expresa en el PVH es CRH, que es modulado por las
proyecciones de NPY del ARC para tener influencia sobre la homeostasis energética.
Ademas, CRH modula la produccion hipofisaria de POMC, que es el precursor de la
adrenocorticotropina (ACTH), la cual modula la produccién de glucocorticoides

adrenales (139).

Nucleo Dorsomedial

El DMH se ha implicado en la regulacion del balance energético; sin embargo,
su funcion era desconocida hasta hace no mucho tiempo. EIl DMH estd implicado en una
gran variedad de mecanismos reguladores que incluyen la modulacion de la secrecion
de glucocorticoides, temperatura corporal, suefo y ritmos circadianos de la actividad
locomotora (140;141). Este nucleo recibe proyecciones de las células del ARC y de
otras zonas cerebrales implicadas en la regulacion de la ingesta. Se ha visto que lesiones
provocadas en este nucleo inducen hiperfagia, aunque los animales mantienen la misma
composicion corporal (142).

Ademas, en este nucleo existe una pequefia poblacion de neuronas que expresan

NPY, que podrian estar mediando en la hiperfagia observada en ratas prefiadas y en
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lactantes (143;144), asi como en modelos de obesidad genética como el raton agouti y el
MCR4 KO (145-147). También se ha localizado una abundante expresion de CART.
Aunque no esté del todo claro su funcion, se piensa que puede estar involucrado en la

respuesta a situaciones de ayuno (148).

Hipotalamo lateral

Durante mucho tiempo fue considerado el “centro del hambre”. Se ha visto que
animales con lesiones provocadas en este area desarrollaron un fenotipo hipofagico y
delgado. En ¢l existen dos poblaciones principales de neuronas: las que expresan
orexinas (OX-A y OX-B, también llamadas hipocretinas) y las que expresan la hormona
concentradora de melanina (MCH), ambos neuropéptidos orexigénicos. Estas neuronas
estan inervadas por axones de POMC y NPY, sugiriendo que su funciéon estimulando
ingesta podria estar mediada por el sistema de melanocortinas del ARC (70). Tanto
orexinas como MCH proyectan a una gran variedad de nucleos y zonas
extrahipotaldmicas, lo que hace que participen en procesos tales como el suefio

(orexinas), funcion neuroendocrina, aprendizaje, memoria o motivacion (149-155).
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Figura 8. Factores implicados en la regulacion de la ingesta a nivel del LHA. Tomado de (74).

Nucleo Supraquiasmatico

La funcion del nacleo supraquiasmatico (SCN) en el balance energético ha sido
eclipsada por la funcidon que este tiene como mediador de los ritmos circadianos de las
funciones bioldgicas (156). E1 SCN controla la secrecion circadiana de las hormonas
metabolicas y se piensa que regula el contenido de tejido adiposo estacional y mantiene
las pautas de los niveles de glucosa (157;158). La destruccion de SCN provoca ingesta
continua debido a la pérdida del patron circadiano, y mutaciones en el gen clock (un
factor de transcripcion expresado en el SCN que es critico para la generacion de los

ritmos circadianos) provocan la aparicion de fenotipo obeso.
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El SCN proyecta a muchos nucleos hipotalamicos, sobre todo a PVH y DMH (156).
Existen estudios que sugieren que el ARC proyecta al SCN, lo que podria indicar que el

sistema de melanocortinas puede influenciar su actividad (159).

OTRAS ZONAS DEL SNC

Tronco Cerebral

Se ha descrito la existencia de conexiones entre el hipotdlamo y el tronco
cerebral, particularmente en el ntcleo del tracto solitario (NTS), y se han encontrado
neuronas que estan implicadas en el control autonomo de la ingesta, digestion y
absorcion de comida.

Al igual que el ARC, el NTS se encuentra cerca de la zona en donde la BBB es
mas laxa, para poder responder a las sefiales periféricas circulantes, ademas de recibir
aferencias vagales del trato gastrointestinal (70).

Se ha encontrado una gran cantidad de sitios de union para NPY, incluyendo los
receptores Y1 e Y5 (160-162). Ademas, también se ha descrito que existe expresion de
MCA4-R y la sintesis de péptidos derivados de POMC, lo que evidenciaria la existencia

de un sistema de melanocortinas diferenciado del ARC (163).

Cerebelo

Se han encontrado conexiones bidireccionales entre neuronas hipotalamicas y el
cerebelo mediante estudios electrofisiologicos (164). Esta relacionado con la motivacion
de comer, y se ha comprobado que la saciedad disminuye la actividad del cerebelo
mientras que la administracién oral de glucosa la aumenta. Desde el cerebelo salen
proyecciones hacia otras zonas implicadas en la regulacion de la ingesta tales como

NTS (164).

Hipocampo

Esta relacionado con la memoria espacial, asi como de eventos y hechos.
Ademas, estd implicado en la regulacion de la ingesta ya que presenta receptores de
sefales metabdlicas tales como insulina y leptina, necesitando para ello que presente
integridad estructural (165). La exposicion a dieta alta en grasa esta asociada a aumento

de ingesta, ganancia de peso y disminucion de la memoria (166).
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Area tegmenal ventral (VTA)

La relevancia de esta zona es debida a la presencia de neuronas dopaminérgicas.
La presencia de estas neuronas en el VTA y que proyectan sobre el ntiicleo accumbens
(NAc) se ha implicado en sistemas de recompensa asociados a la comida (167). Aunque
inicialmente se creia que las sefiales metabolicas modificaban el sistema de la dopamina
a través del ARC, ahora se cree que las propias neuronas dopaminérgicas del VTA son
sensibles a distintos péptidos hipotalamicos tales como NPY, AgRP y orexinas, y

también a ghrelin, insulina o leptina (70).

GASTO ENERGETICO

Hasta el momento solo se ha descrito uno de los dos componentes de la ecuacioén
del balance energético: la regulacion de la ingesta. Es de gran importancia, debido al
auge actual en las investigaciones, tener en cuenta el otro factor que modula este

balance, que como ya se ha dicho anteriormente, es el gasto energético.

Al igual que ocurre con la regulacion de la ingesta, cualquier variacién o
modificaciéon en el balance del gasto energético lleva asociada alteraciones en la masa
corporal de un individuo. Para poder entender el gasto energético desde un punto de
vista fisiologico es necesario explicar los diferentes conceptos que lleva asociados. Se
ha descrito que el gasto energético se podria dividir en tres tipos mas o menos bien
diferenciados de uso de la energia: /) metabolismo basal, 2) actividad fisica (ejercicio) y
3) termogénesis adaptativa (figura 9). El primero de ellos, usa la energia almacenada
para llevar a cabo todos esos procesos bioldgicos necesarios requeridos para el
mantenimiento de las células y de los 6rganos; es decir, representa un gasto de energia

obligatorio para el correcto funcionamiento del organismo (1;168).
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Figura 9. Factores implicados en el gasto energético. Modificado de (169).

Uno de los factores que ayudan mas activamente al aumento de la prevalencia
del sobrepeso y de la obesidad en la sociedad actual es la actividad fisica. Como ya se
ha dicho, uno de los problemas mas perjudiciales de las sociedades industrializadas es el
sedentarismo que conduce a poco ejercicio fisico necesario para poder desempenar las
actividades cotidianas; es decir, el poco gasto de energia acumulada necesario para el
dia a dia. Esta disminucién en la liberacion de la energia lleva como consecuencia su
almacenamiento como grasa y, como consecuencia directa, un aumento en la adiposidad
y la masa corporal al no poder ser gastadas las calorias ingeridas (1;5;6).

El ultimo de los factores implicados en el gasto energético es la termogénesis
adaptativa: la energia gastada en forma de calor en respuesta a cambios ambientales,
como pueden ser el frio o la dieta. Se podria decir que su funcidn primordial es proteger
al organismo de esos cambios ambientales (169;170). Las bases moleculares de este

mecanismo son bastante complejas y se trataran en profundidad en el proximo apartado.

TERMOGENESIS ADAPTATIVA. Tejido adiposo marrén.

Tanto la aclimatacion al frio como los cambios en la dieta consumida son
capaces de producir variaciones muy importantes en el gasto energético total de un
individuo. Se sabe que ante la exposicion al frio el cuerpo se protege con una serie de

estimulos agudos como son, por ejemplo, los escalofrios (temblores en respuesta a las
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bajas temperaturas). Para la aclimatacion al frio o a la variacion a la dieta, el organismo
necesita una produccion de energia mucho mayor que cuando se encuentra en
condiciones normales. Este intento de producir energia en respuesta al ambiente se
denomina termogénesis adaptativa (168;171). En la produccion de calor juega un papel

crucial el tejido adiposo pardo (brown adipose tissue; BAT) (5;169;170).

A pesar de estar compuesto por células grasas, la constitucion del BAT es
totalmente diferente a la del tejido adiposo blanco (white adipose tissue WAT). E1 BAT
esta ampliamente inervado por el sistema nervioso simpatico (SNS), que hace que tenga
una respuesta mucho mas rapida a su estimulacion, un hecho clave en su funcion
termogénica (5;169;170;172;173). Ademas, existe una caracteristica bastante llamativa,
que es la presencia de gran cantidad de mitocondrias en los adipocitos del BAT (el
lugar en donde se lleva a cabo la fosforilacion oxidativa y la que da lugar a la
produccion de calor ) (174). Los primeros estudios llevados a cabo sobre la fisiologia y
la actividad termogénica del BAT fueron desarrollados en animales que se someten a
periodos de hibernacion en los que el organismo se debe proteger contra el frio sin la
ayuda de ningun otro factor que ayude a mantener la temperatura corporal (5;175). Se
ha visto que en ratas este tejido presenta mayor actividad termogénica en hembras que
en machos, y que en ellas el tamafio de las mitocondrias es mayor (176). En humanos se
creia en un principio que unicamente se podia encontrar BAT en recién nacidos (177),
pero se ha descrito que en respuesta al frio se puede transactivar de los depositos de
WAT para dar lugar a termogénesis (178;179). En los ultimos afios se ha estudiado mas
en profundidad y por medio de técnicas mas novedosas la evolucion de los depositos de
BAT con la edad en humanos. Se ha descrito que muchos de los depdsitos encontrados
durante la nifiez disminuyen o incluso desaparecen (180). En diversos ensayos
publicados durante el afio 2009 se ha visto, usando la tecnologia PET (positron emission
tomography, PET)(181-183), el aumento de los depdsitos de BAT tras la exposicion al
frio, y que este tejido presenta mayores niveles de UCP-1, D2 ¢ receptores adrenérgicos
(181). Ademas, también se ha visto que existe una relacion entre los depodsitos de BAT
y la masa corporal, siendo menores los depositos encontrados en individuos que
presentan obesidad (182). Asimismo, se ha descrito que la mujeres presentan mayor

cantidad de BAT que los hombres (183).

La gran cantidad de mitocondrias existentes en las células del BAT, es

fundamental para que se produzcan la fosforilacion oxidativa y la termogénesis (175).
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Las mitocondrias presentan dos compartimentos envueltos por una membrana exterior,
permeable a metabolitos pequefios, y una membrana interior, que presenta una
permeabilidad mucho mas restringida. Esta membrana contiene una serie de
transportadores especificos para el intercambio ADP-ATP, fosfato, citrato, glutamato y
malato. Ademds, mantiene un gradiente electroquimico muy grande generado por la
cadena de trasporte electronico necesaria para la conservacion de la energia y para la
sintesis de ATP en la mitocondria asi como para su uso (175;184). Todos estos pasos
representan reacciones acopladas en las que cantidades fijas de reactivos producen
cantidades estequiométricas de productos en cada paso (respiracion mitocondrial
acoplada). Las mitocondrias participan en el gasto energético a través de la oxidacion de
acidos grasos, que es un proceso catabdlico en el que el acido graso se descompone en
moléculas de acetil-CoA dando lugar a la generacion de energia en forma de ATP, y la
oxidacion de NADH (nicotinamide adenine dinucleotide (en su forma reducida);
NADH) y FADH, (flavin adenin dinucleotide (en su forma reducida; FADH;)
reducidos. De hecho, los pasos finales de la oxidacion de acidos grasos, carbohidratos y
aminoacidos tienen como resultado la formacion de NADH y FADH,. La conversion de
glucosa o acidos grasos a CO, genera cantidades estequiométricas de NADH y FADH,.
La oxidacion de estos lleva a que un niimero fijo de protones que se bombeen a través
de la membrana interna de la mitocondria, la re-entrada de estos protones por medio de
la ATP sintasa genera cantidades fijas de ATP, por fosforilacion de ADP, que es
utilizado para realizar el trabajo celular necesario para mantener el organismo. La
cadena de transporte electronico, que oxida estos NADH y FADH, por transferencia de
electrones a O,, que es el aceptor electronico final, crea un gradiente en la membrana
interna durante la re-oxidacion y la transferencia de electrones que provoca el bombeo
de protones hacia la capa interna a través de la ATP sintasa (169;175) (figura 10). La
eficiencia final de todo este conjunto de procesos, denominado fosforilacion oxidativa,
no es del 100% y mucha de la energia almacenada es liberada en forma de calor (175).
Debido al gradiente existente a ambos lados de la membrana interna se produce un
goteo de protones a través de la misma que no es consecuencia de la accion de la ATP
sintasa. La proteina que lleva a cabo este proceso fisico es la denominada proteina
desacopladora 1 (uncoupling protein; UCP-1) y es la que confiere a los adipocitos del
BAT su capacidad termogénica (185;186). Este proceso de traspaso de protones desde
un lado a otro de la membrana interna se define como un proceso oxidativo desacoplado

de la sintesis de ATP.
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Figura 10. Mecanismo de la fosforilacion oxidativa. Tomado de (169).

La respuesta inicial que desencadena la termogénesis se produce a nivel central.
Debido tanto a la exposicion al frio como a los cambios en el estatus energético (niveles
de leptina, por ejemplo), el cerebro responde mandando una serie de estimulos por
medio del SNS hacia el BAT. Esta teoria del control central de la termogénesis se
propuso después de comprobar que animales con lesiones hipotalamicas desarrollan
obesidad a pesar de ser sometidos a restriccion calorica (187). Este aumento en el
almacenamiento de energia ingiriendo las mismas calorias que un animal sin lesionar

indicaba una disminucion en el gasto energético (169).

El primer paso del mecanismo molecular que da lugar a la termogénesis es la
activacion del BAT a través de los receptores adrenérgicos debido a la gran inervacion
del SNS en este tejido (170). Se ha descrito la existencia de dos clases de receptores
adrenérgicos, oy B, y que cada clase se puede dividir en diferentes subtipos, teniendo
asi al final 5 receptores distintos: oy, ap, Bl, B2 y B3. Se sabe que los receptores mas
implicados en la estimulacion de la termogénesis adaptativa son los receptores
adrenérgicos B (B-AR). Mientras que 3,-AR no se encuentra expresado en los adipocitos
marrones en si mismos pero si en el BAT (188-190), se cree que esta localizado
predominantemente en el sistema vascular (170), y que B;-AR existe en los adipocitos

marrones pero no tiene ningin efecto significativo en funcion alguna de esas células
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(191), el B3-AR se ha visto que ademas de expresarse en los adipocitos del BAT, media
las funciones fisiologicas de la norepinefrina (NE), un neurotransmisor clave para que
se lleve a cabo la termogénesis (170). Aunque el Bs;-AR se haya descrito como el
receptor fundamental para el inicio de la funcion termogénica, no se puede decir que sea
el unico que la pueda llevar a cabo. En ratones con el gen de este receptor delecionado
se ha visto que la respuesta a norepinefrina puede estar mediada por el ;-AR, como
compensacion a la pérdida de Bs;-AR, lo que no significa que en condiciones normales

sea el responsable de la induccion de la termogénesis (192).

Diferentes estudios han mostrado que los efectos de la activacion de los
receptores adrenérgicos B se producen a través de la activacion de la via de la adenilato
ciclasa (induccion de la formacién de cAMP) (193;194) (figura 11). Asi, la activacion
de esta via con forskolina reproduce los efectos de la estimulacion adrenérgica, y la
inhibicién de la protein kinasa A (PKA) bloquea todos sus efectos sobre los adipocitos
del BAT (195). Tras la activacion de PKA como consecuencia de la estimulacion
adrenérgica, esta proteina produce diferentes efectos sobre los adipocitos. Una de estas
funciones se debe a que PKA actia sobre Src, a través de un intermediario tirosina
kinasa, llevando a la activacion de la via de ERK1/2 y actuando como un controlador
anti-apoptotico (196). Otra diana de PKA conocida es la proteina de union al elemento
de respuesta a cAMP (CREB), que al ser fosforilado (activado, pCREB) induce la

expresion de diversos genes, entre ellos UCP-1 (197).
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Figura 11. Sefalizacion adrenérgica en los adipocitos del BAT. Tomado de (170).
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Se ha observado que uno de los procesos fundamentales que desencadena la
termogénesis en los adipocitos marrones es la lipolisis: todo proceso que induzca
termogénesis induce también lipolisis (170) (figura 12). La activacion de la lipolisis es
otra de de las acciones, aunque esta vez indirecta, de PKA, que a través de la activacion
de la lipasa sensitiva a hormonas (HSL) y de la fosforilacion (desactivacion) de
perilipina da lugar al inicio de este proceso. Al fosforilarse la perilipina, esta se disocia
de las gotas de triglicéridos, que quedan expuestos a la accion de HSL. Esto da lugar a
la formacion de acidos grasos libres y glicerol en el citosol (198). Una parte de los FFAs
formados en el citosol son esterificados a FFA-CoAs y se translocan hacia el interior de
la mitocondria por medio de las carnitin palmitoil transferasas (CPT; proceso descrito
en detalle en apartados posteriores). Una vez en el interior de la mitocondria, por medio
de las reacciones descritas previamente, crean un gradiente de protones entre el interior

y el exterior de la membrana interna (170) (figura 12).
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Figura 12. Mecanismo de la activacion de la termogénesis inducida por NE en los adipocitos del BAT.

Tomado de (170).

Se ha hipotetizado sobre el modo de accion que tienen los FFAs que quedan en
el citoplasma sobre la termogénesis mediante su accion en UCP-1 (figura 13). Una de
las teorias que se ha postulado dispone a los FFAs como reguladores alostéricos de
UCP-1: el FFAs interacciona con UCP-1 y provoca en ¢l un cambio corformacional que
tiene como resultado su activacion (199-201). Otros estudios proponen que la activacion
de UCP-1 se debe a la funcion de los FFAs como cofactores: los grupos carboxilo de los

FFAs actian como donadores/aceptores en los canales de translocacion de protones de

29



Introduccion

UCP-1. Los FFAs serian capaces de penetrar en la interfaz de la UCP-1 y poder
desempefiar asi la funcion como cofactores (201). Por ultimo, se ha formulado una
teoria totalmente diferente en lo que se refiere a la funcion que desarrolla UCP-1 en
todo el proceso de termogénesis. Hasta el momento solo se habia propuesto UCP-1
como un transportador de protones hacia la matriz mitocondrial. En 1991, Skulachev
(202) propuso que el transporte de protones era independiente de UCP-1, cuya funcion
en este modelo es como transportador anidnico, pasando los FFAs desprotonados (se
desprotonizan en el interior de la mitocondria debido a las diferencias de pH) desde la
matriz hacia el exterior de la membrana interna. Una vez en el exterior, se produce la re-

entrada de los FFAs en su forma protonada (202-205).
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Figural3. Diferentes propuestas para la activacion de UCP-1. a) los FFAs provocan un cambio
corformacional, b) y c) los FFAs actiian como cofactores, y d) UCP-1 actia como transportador anionico.

Tomado de (186).

Hasta el momento Unicamente se han explicado las bases moleculares del
proceso termogénico. Para entender la importancia de este proceso es fundamental
examinar el papel fisiologico que tienen algunos de los componentes de esta via de
produccion de calor. Un hecho fundamental en el estudio de la termogénesis fue el
desarrollo y el estudio del raton con el gen ucp-1 delecionado (206). Previo al estudio, y
dada la relevancia fisiologica que se suponia que tenia UCP-1, se pensé que el fenotipo
que debia presentar era obeso y sensible a la exposicion al frio. En el primer estudio
llevado a cabo con este raton se pudo observar que inicamente una de las dos hipdtesis
realizadas previamente era cierta. Experimentos de exposicion al frio (5°C) demostraron

que estos ratones eran incapaces de mantener la temperatura corporal, lo que quiere
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decir que la termogénesis mediada por UCP-1 en el BAT es fundamental para proteger
al organismo frente al frio (206). Por otra parte, se demostrd que la otra hipdtesis previa
al estudio era equivocada, como estos ratones debian de ser incapaces de disipar la
energia almacenada en forma de calor debido a la ablacion de ucp-1, se suponia que
presentaria fenotipo obeso. En un principio, en el trabajo original de Enerback (206), se
describio que estos ratones no presentaban obesidad en condiciones normales y que
presentaban también resistencia a desarrollar obesidad inducida por dieta. Se postuld
que existian otros mecanismos de compensacion. En aquel momento se acababa de
descubrir un homologo de UCP-1, la proteina desacopladora 2 (uncoupling protein 2,
UCP-2), y se pens6 que podia estar mediando un mecanismo compensatorio en el
balance energético en ausencia de UCP-1. De hecho, el trabajo inicial indicaba que esta
nueva proteina estaba sobreexpresada unicamente en el BAT del raton ucp-1 ” y que
esto era debido a la acumulacion de grasa en los adipocitos del BAT de este modelo
(206). En el afio 2009, y tras la publicacién de un gran numero de trabajos estudiando
las caracteristicas de este raton, se llevd a cabo un estudio en el que se intentaba
explicar el por qué del fenotipo no obeso de este modelo (207). Una de las causas que
parece afectar a que estos ratones no presentasen fenotipo obeso en un primer momento
era el estrés térmico: a una temperatura normal de estabulacion de 20-22 °C
(condiciones en las que fue fenotipado por Enerback) los ratones estan sometidos a un
estrés que les hace aumentar su metabolismo alrededor de un 50% (208). El
mantenimiento de una temperatura corporal adecuada es prioritario para el organismo, y
esta demanda de energia extra determina el metabolismo basal del ratén, lo que puede
estar influenciando otros estudios metabdlicos como es, en este caso, la aparicion de la
resistencia a obesidad en el modelo. Bajo las condiciones de termoneutralidad (30 °C,
no existe estrés térmico) en las que se lleva a cabo este estudio se puede observar como
sin necesidad de exposicion a una dieta rica en grasa, estos ratones ucp-1”" aumentan su
masa corporal, que se ve incrementada de modo mucho mas fuerte cuando estos
animales ingieren este tipo de comida. Este modelo tiene una eficiencia metabolica
mayor que los ratones wildtype, que ganan mas masa ingiriendo las mismas calorias
(207). Se ha descrito que en condiciones de termoneutralidad la ablacion de UCP-1
suprime la termogénesis inducida por dieta, tanto los animales que ingieren comida
control como los que ingieren comida rica en grasas muestran una menor respuesta que

los ratones wildtype a la estimulacion con NE (207).
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Tras UCP-1 se descubrieron dos homologos de esta proteina: UCP-2 y UCP-3
(uncoupling protein 3; UCP-3). Se cree que estan involucrados de alguna manera en la
termogénesis adaptativa. Ambas proteinas presentan un 58% de homologia con UCP-1,
y la gran diferencia entre todas ellas es el lugar de expresion (209). Mientras que UCP-1
se expresa unicamente en los adipocitos del BAT, UCP-2 esta expresado, ademas de en
BAT, en otros tejidos como corazon, pulmén o WAT. UCP-3 se caracteriza por tener
una elevada expresion en el musculo esquelético (en donde su papel es muy
importante), aunque también se ha encontrado en BAT (210). A pesar de estar
expresadas en BAT, tanto los niveles de UCP-2 como UCP-3 son mucho més bajos que
los de UCP-1 (del rango de 200:1). Ademds, se ha observado que aunque exista
expresion de mRNA no siempre hay expresion de estas proteinas en BAT (211). Tras el
estudio de los ratones deficientes en estas proteinas se ha confirmado que no juegan
ningin papel alguno en la funcién termogénica, por lo menos en lo vinculado a la
exposicion al frio. Tampoco se ha visto que estén reguladas en animales normales tras
adaptacion al frio o por el cambio de dieta (168;212-215). Se ha postulado que pueden
funcionar como mecanismo de compensacion al menos en BAT, en estados en los que
la actividad de UCP-1 esta reducida. En otros tejidos desempefian otras funciones como
es el caso de UCP-2, que estd involucrada en la limitacion de especies reactivas al
oxigeno (ROS), regula de modo negativo la secrecion de insulina o controla el
metabolismo de acidos grasos (211). En el caso de UCP-3 cabe destacar la funcion que
lleva a cabo en musculo como desacoplador de la fosforilacion oxidativa; el musculo es
un tejido en el que se ha postulado que puede tener lugar la termogénesis. En diferentes
estudios se ha visto que UCP-3 no tiene un efecto directo sobre la funcién termogénica,
que puede ser debido a su baja expresion con respecto a la de UCP-1 en el BAT. La
expresion especifica de musculo tanto de mRNA como de proteina hace de UCP-3 un
candidato mejor para llevar a cabo la termogénesis en este tejido (216;217), pero se ha
demostrado que su expresion solo se ve alterada durante el primer dia de exposicion a
frio, volviendo a niveles basales tras la aclimatacion a bajas temperaturas (218;219).
Existen indicios de que esta proteina puede estar involucrada en la termogénesis, pero

realmente aun no esta del todo clara su relevancia (219).

Otro modelo interesante que aporta mucha informacion sobre la importancia de
toda la ruta descrita previamente en la termogénesis adaptativa es el raton con los
receptores adrenérgicos B delecionados. Estos animales presentan una mayor masa

corporal, que es atribuida a que estos ratones presentan mayor cantidad de grasa, aun sin
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que presenten una mayor ingesta (220). Otro hecho que va en concordancia con la
importancia de esta via es que tras la exposicion a dieta rica en grasas estos animales
ganan peso muy rapidamente, indicando que los receptores adrenérgicos estan
mediando la activacion de la termogénesis inducida por dieta. En el caso de la
exposicion al frio de estos animales se ha descrito que pierden la capacidad de
responder al estimulo creado por la temperatura y no son capaces de mantener su
temperatura corporal entre umbrales dptimos; este hecho va acompafiado de una menor
expresion de los genes implicados en la termogénesis, como UCP-1 o D2 (220). Por otra
parte, otra evidencia del papel relevante del SNS es que estos ratones muestran un
menor gasto metabolico; es decir, la consumicidon de oxigeno es menor a la de los
ratones control (220). Estos trabajos clarifican la importancia del mantenimiento del
sistema [B-adrenérgico intacto para que se lleve a cabo el proceso termogénico, y por
tanto, se mantenga el balance energético en un estado optimo. El fenotipo del raton f33-
AR-null no presenta fenotipo normal; unicamente tiene un leve aumento en la masa
grasa y en la masa total de las hembras (192). Esto puede deberse a un mecanismo

compensatorio con los otros receptores adrenérgicos.

Ademas de los B-AR, sobre todo PB3-AR, se ha descrito que los receptores
adrenérgicos o pueden tener influencia en el gasto energético. En el caso del a,-AR se
ha visto que también responde a la estimulaciéon de la NE, pero su activacién causa
efectos opuestos a los de la activacion B-adrenérgica, disminuye actividad de la via de la
adenilato ciclasa e inhibe la termogénesis (170). En el caso de a;-AR, se ha comprobado
que responde a estimulos de NE, pero una de sus funciones principales es la de liberar
iones Ca™ intracelular que inducen el grado de termogénesis a un nivel de cAMP dado

(221).

Regulacion transcripcional de UCP-1

Como se ha visto hasta el momento, la proteina mas involucrada en la
termogénesis adaptativa es UCP-1. Ademas de su activacion, es critica la regulacion de
la expresion de su gen, que estd mediada por un amplio nimero de factores de
transcripcion. La regulacion de UCP estd mediada por cAMP que, como se ha visto
anteriormente, aumenta los niveles de PKA, y a su vez es capaz de fosforilar CREB
(222). En el promotor del gen ucp-1 existe una region enhancer de 200 pares de bases
que promueve la transcripcion en respuesta a la estimulacion B-adrenérgica (y por lo

tanto dependiente de cAMP) y que es selectiva de la grasa parda (223;224). Ademas, en
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el promotor del gen se encuentra otra region similar a la anterior que presenta sitios de
union para diferentes receptores nucleares, como son el receptor activado del
proliferador del perixosoma (perixosome proliferator-activated receptor; PPAR), el
receptor de hormonas tiroideas B (TRp) o el receptor X de acido retinoico (RXR). Al ser
activados por sus correspondientes ligandos incrementan la transcripcion de ucp-
1(169;222) (figura 14). Estos receptores se encuentran formando heterodimeros
(PPAR/RXR y TRP/RXR) que necesitan un cofactor para involucrarse en la
transcripcion de ucp-1. Dicho cofactor, el co-activador de PPARYy la (peroxisome
proliferator-activated  receptor-coactivator, PGC-la), actha como regulador
transcripcional y se ha visto que su co-expresion activa de modo muy fuerte ambos
heterodimeros (225;226). Este co-activador responde a estimulos adrenérgicos y por lo
tanto esta regulado por cAMP. Existe otro miembro de la familia de PGC-1, el PGC-18;
se ha descrito que esta isoforma esta preferentemente implicada en procesos de
biogénesis mitocondrial, aunque se ha visto que en el ratoén PGC-18 KO el BAT pierde

la capacidad de mediar la termogénesis termoregulatoria tras la exposicion al frio (227).
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Figura 14. Mecanismo de la regulacion transcripcional de UCP-1. Tomado de (169).

La accion del heterodimero formado por TRB/RXR, ademés de necesitar de la
activacion por PGC-1a, esta mediada por la actividad de la deiodinasa 2 (D2). Esta es

dependiente de cAMP y aumenta la sintesis de triiodotironina (T3), que estimula la
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actividad de TR en la region enhancer del gen ucp-1(169;222). Esto lleva a pensar en
un posible papel de las hormonas tiroideas en la termogénesis, pero este punto sera

discutido mas adelante (epigrafe de Hormonas tiroideas y ermogénesis adaptativa).

Ademas de a estos estimulos, la expresion de UCP-1 y los genes involucrados en
la termogénesis son sensibles a otras sefiales; por ejemplo, como ya se ha escrito, los
depositos de BAT son mas pequefios en individuos obesos, y esto va acompafiado con la
represion de la expresion de UCP-1. Existen diversos estudios que demuestran la
implicacion de la leptina y otras sefiales periféricas en el proceso termogénico; se ha
descrito que ratones ob/ob o db/db presentan un menor gasto energético (168;228),
indicativo de que la termogénesis adaptativa no responde del mismo modo que en
animales normales, y que la administracion de leptina a ratones normales induce la

termogénesis aumentando la expresion de UCP-1 y PGC-1 (170).

METABOLISMO DE LiPIDOS

Hace mas de cincuenta afios se identific la molécula de malonil-Coenzima A
(malonil-CoA), un derivado del 4cido maldnico, como un intermediario en la sintesis de
acidos grasos (229). Se demostrd que esta molécula, producto de la accion de la acetil-
Coenzima A carboxilasa (ACC) sobre la acetil-Coenzima A (acetil-CoA), jugaba una
papel fundamental en la regulacion tanto de la sintesis como de la oxidacién de acidos
grasos en tejidos periféricos (230). Para poder visualizar la importancia de los niveles de
malonil-CoA sobre distintas funciones del organismo es necesario entender de un modo

general la ruta de sintesis de 4cidos grasos (figura 15).
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Figura 15. Sintesis de acidos grasos.

De toda esta via, los enzimas que actiian directamente, y por tanto que regulan la
cantidad de malonil-CoA presente en el citosol, son ACC, malonil-Coenzima A
descarboxilasa (MCD), sintasa de acidos grasos (fatty acid synthse; FAS) y la carnitin
palmitoil transferasa-1 (CPT-1) (55;231). El paso critico de produccion de malonil-CoA
es el sistema formado por ACC y MCD. La regulacion de estos enzimas se considera
fundamental para la posterior utilizacion del malonil-CoA. ACC es el enzima encargado
de carboxilar acetil-CoA para formar malonil-CoA, mientras que MCD tiene la funcion
contraria; es decir, cataliza la conversion de malonil-CoA en acetil-CoA. ACC puede
presentarse como dos isoformas diferenciadas: ACCa (ACCI1) y ACCB (ACC2), y
aunque ambas tienen la misma funcidon se encuentran en diferentes tejidos. ACCa es
una proteina citosdlica que se encuentra en tejidos lipogénicos, aquellos en los que es
fundamental la sintesis de &cidos grasos, como pueden ser el higado y el WAT
(232;233). La mayor parte del malonil-CoA formado por esta isoforma sirve como
sustrato para la formacion de acidos grasos de cadena larga (long chain fatty acids;
LCFAs). Se ha demostrado que ACCP estd anclada a la membrana mitocondrial
externa, y estd mayoritariamente expresada en tejidos que carecen de sintesis lipidica.
En estos tejidos (musculo esquelético o musculo cardiaco, por ejemplo) es fundamental
la utilizacion de los acidos grasos para la obtencion de energia, en ellos se lleva a cabo
la B-oxidacion(232-234). El punto critico de accion de ACC es la regulacion de su
actividad enzimatica. Se ha descrito que existen tres modos diferentes de modificar la
actividad de este enzima: la actividad de ACC es inhibida por dos metabolitos de la ruta
de sintesis lipidica, alostéricamente por los niveles de LCFA-CoAs, y también por su
sustrato, malonil-CoA, de modo competitivo. ACC experimenta también una fuerte
activacion alostérica por citrato, que previene la union de los LCFA-CoAs y por tanto

de su funcion inhibitoria. Ademas de las interacciones alostéricas que causan la
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modificacion su actividad, ACC esta regulado por la fosforilacion en sus residuos de
serina, siendo fosforilada por PKA (Ser1200) y por AMPK (Ser79) (232;235-239). La
fosforilacion causa la inactivacion de ACC in vivo al impedirse el correcto ensamblaje
de los mondémeros de ACC, aunque mientras que PKA causa una reduccion de menos
del 15% en su actividad, AMPK disminuye hasta un 90% la actividad de ACC (240).
Tanto su activacion como el control de su expresion marcan la cantidad de malonil-CoA
producido y por tanto los acidos grasos seran oxidados en la mitocondria para la

obtencion de energia o se almacenaran para periodos de escasez energética.

La regulacion de la actividad mediante fosforilacion por AMPK depende de
factores nutricionales y hormonales: AMPK es una kinasa que se fosforila (activa)
dependiendo de los niveles de ATP y AMP y es activada cuando el ratio AMP:ATP esta
aumentado; es decir, actia como un sensor del estatus energético del organismo,
activandose en situaciones de balance energético negativo (mayores niveles de AMP)
(55;241-246). En los ultimos anos se ha postulado otro modo de regulacion de AMPK
que no es directamente a través de AMP:ATP: el aumento de AMP inactiva la
defosforilacion de AMPK por PP2Ca (protein phosphatase-2Ca; PP2Ca). La inhibicion
de PP2Ca y la activad constitutiva de LKB1 (kinasa “upstream” de AMPK) tiene
entonces como consecuencia el aumento en la fosforilacion y por lo tanto en la actividad
de AMPK (242;243;247-249). Ademas de estar regulada por AMP, se ha encontrado
que la fosforilacién de AMPK es dependiente tanto de CaMKKa (Ca?/Calmodulin
kinase kinase o) como de CaMKKP (Ca™*/Calmodulin kinase kinase p), que activan
AMPK al aumentar los niveles intracelulares de Ca™ (250;251). Recientemente se ha
identificado una nueva kinasa capaz de fosforilar in vitro AMPK, TAKI1 (transforming
growth factor-f-activated kinase) (252), y una kinasa supresora de Ras (KSR2) que
interactia con la subunidad al de AMPK para regular su actividad (253). Se ha
encontrado también un mecanismo diferente de la fosforilacion e independiente de los
niveles de AMP que modula de actividad de AMPK. En este proceso, CIDEA (cell-
death-inducing like-effector A; CIDEA) forma un complejo con la subunidad  de
AMPK que da lugar a la degradacion mediada por ubiquitinacion de AMPK reduciendo
su actividad kinasa (254) (figura 16).
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Figura 16. Estructura y regulacion de AMPK.

Existe otro factor encargado de regular los niveles de malonil-CoA: MCD, que
al contrario que ACC, cataliza su desaparicion para producir nuevamente acetil-CoA. Se
ha descrito que MCD presenta en roedores niveles mas elevados tanto de RNA como de
proteina en higado y corazén, aunque también existe en niveles altos en otros tejidos
como musculo esquelético, riidbn o pancreas, mientras que en humano, la mayor
expresion es en musculo esquelético y corazon (255-257). La actividad enzimatica en
higado y corazén es elevada y en musculo varia segun la capacidad oxidativa de las
diferentes fibras. Es en el musculo cardiaco donde presenta la actividad mas elevada, y
las fibras IIb, donde su actividad es menor debido a que estas tienen menor capacidad

oxidativa (257;258).

Se ha hipotetizado sobre la forma en la que MCD es regulada. Unos estudios
especularon con la posibilidad de que aquellas kinasas que inactivan ACC, activan
MCD, mientras que otros defienden la idea de que no es necesaria la fosforilacion y que
no esta claro a qué nivel se produce su regulacion (si a nivel de RNA o de proteina)
(240). Existen otros estudios que muestran que se activa en musculo tras la realizacion

de ejercicio fisico (259). Otro estudio demuestra que la activacion de MCD en musculo
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es dependiente de la fosforilacion de AMPK (260), aunque a dia de hoy su activacion en

otros tejidos, por ejemplo en hipotalamo, no esta de todo clarificado (261).

Tras la formacion de malonil-CoA, este metabolito juega un papel fundamental
en siguientes pasos de la via. Esta molécula, ademas de servir como sustrato en la
biosintesis de acidos grasos es capaz de regular la B-oxidacion inhibiendo la actividad

de CPT-1.

Como intermedio de la ruta de sintesis de dcidos grasos, malonil-CoA es sustrato
de un paso que lleva hacia la produccion de palmitato. El complejo enzimatico que
cataliza dicha conversion es FAS, que por medio de una serie de reacciones
encadenadas da lugar a la produccion de palmitato. Més tarde, tras la accion de Acil-
Coenzima A Sintetasa (ACS), se convierte en palmitoil-CoA (la forma activa) a partir
de moléculas de malonil-CoA, acetil-CoA y NADPH procedente de la ruta de pentosas
fosfato en la que se transforma oxaloacetato citosélico en piruvato (4). Al igual que
ACCa, FAS se expresa de forma muy abundante en tejidos lipogénicos como higado o
WAT, que se caracterizan por ser lugares de almacenamiento de grasas. El hecho de que
la actividad de FAS sea minima en tejidos no lipogénicos, como el musculo esquelético
o cardiaco, es debida a que los LCFA-CoAs resultantes sirven Unicamente como
sustratos para la P-oxidacion, no siendo necesario sintetizar LCFA-CoAs para

almacenar (262;263).

A diferencia de otros enzimas de la ruta que se regulan de modo post-
traduccional, alostéricamente o mediante fosforilacion, FAS se regula tnicamente a
nivel de RNA. Su expresion en tejidos periféricos varia en funcion de la dieta, la
glucosa, de hormonas tiroideas y de SREBP-1c (Sterol Regulatory Element Binding Protein
Ic). Este ultimo es un factor de transcripcion que acttia como mediador de los efectos de
la insulina sobre enzimas lipogénicos, como ACCa, FAS o SCD-1. Se ha descrito que
en situaciones de deficiencia energética, como el ayuno, la actividad de FAS disminuye
dréasticamente en tejidos lipogénicos, como resultado de la regulacion transcripcional
dependiente de SREBP-1c y AMPK, que actiia como kinasa upstream de este factor de

transcripcion (263).

Como se ha dicho previamente, malonil-CoA juega un papel fundamental en la
regulacion de la entrada de los LCFA-CoAs en la mitocondria para que se lleve a cabo

la B-oxidacion. Los enzimas encargados de esta translocacion de los LCFA-CoA al
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interior de la mitocondria son las carnitin palmitoil tranferasas (CPTs) (264). Existen
dos tipos distintos de CPTs: la CPT-1 y la CPT-2. La CPT-1 esta presente en la
membrana externa de la mitocondria y se caracteriza por llevar a cabo la transferencia
del grupo acilo desde la CoA hacia la carnitina, dando lugar a la producciéon de acil-
carnitina en el espacio intermembrana. Una vez traspasada la membrana externa, es
CPT-2 proteina anclada a la membrana interna de la mitocondria, la que lleva a cabo el
siguiente paso. Este enzima transfiere el grupo acilo desde la carnitina hacia el grupo
CoA, para volver a formar LCFA-CoA dentro de la mitocondria y llevar a cabo la -
oxidacién y la consiguiente produccion de energia en forma de ATP (figura 17). De este
sistema de CPT, la Unica proteina que estd sometida a regulacion por medio de malonil-
CoA es CPT-1. La regulaciéon es inversamente proporcional a los niveles de malonil-
CoA existente: a menor nivel de este metabolito, mayor es la activaciéon que ejerce
sobre la actividad enzimatica de CPT-1 debido a que la caida en los niveles de CPT-1 es
traducida como una situacion de deficiencia energética, y es necesaria la produccion de
energia por medio de la B-oxidacion. Es importante distinguir tres subtipos de la CPT-1,
que segun el tejido en el que sea expresada, se puede dividir en CPT-1L, que es la
isoforma presente en higado, CPT-1M, en musculo y CPT-1C que se expresa en cerebro

(265-269;269-271).

Figura 17. Mecanismo de accion de CPTs.
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Hasta este momento solo se han descrito los componentes mas importantes de la
sintesis de novo de acidos grasos por separado, comentado los aspectos mas importantes
de su regulacion y expresion en diferentes tejidos. Para comprender mejor su
importancia fisiologica, es fundamental poder visualizar esta ruta desde un punto de
vista global; como varia toda la cascada atendiendo a las necesidades del organismo en
general y de cada tejido en particular. Tratando a todo el conjunto de enzimas y
metabolitos como un sistema en el que en cada uno de ellos se reflejan las fluctuaciones
de los componentes “upstream” de la via, es clave visualizar al primer enzima de la
cascada, AMPK, como el desencadenante de los consiguientes cambios en biosintesis
de acidos grasos. Puesto que, como ya se ha explicado anteriormente, AMPK esta
regulado directa o indirectamente por los niveles de ATP, se puede proponer esta
proteina como un sensor del balance energético, que varia en funcion de las necesidades
del organismo. La fosforilacion de AMPK inhibe el anabolismo (como la sintesis de
acidos grasos, triglicéridos) y estimula los procesos catabdlicos (como la oxidacion de
acidos grasos, glicolisis, captacion de glucosa) en un intento de restaurar los niveles de
ATP (55;241;242;245). Un aumento en el ratio AMP:ATP, que indica una situacion de
deficiencia de energia, lleva asociado un incremento en la fosforilacion de AMPK
(directa o indirectamente): el aumento de esta provoca la fosforilacion e inactivacion de
ACC, lo que tiene como consecuencia una menor sintesis de malonil-CoA. La
disminucién de los niveles de malonil-CoA, indicativos de un balance energético
negativo, tiene un efecto activador sobre CPT-1 favoreciendo la entrada de LCFA-CoAs
en la mitocondria para su posterior oxidacidon y por tanto produccion de energia en
forma de ATP. La regulacion de toda esta via es de gran importancia en todo el
organismo, pero es fundamental en tejidos lipogénicos, en donde marca la activacion de
la oxidacion de los 4cidos grasos frente a su sintesis, un proceso clave en este tipo de
tejidos para poder almacenar &cidos grasos para su utilizacion en periodos de restriccion
energética (272-274). En tejidos no lipogénicos como el musculo, la escasa expresion de
enzimas como ACCa o FAS indica que aun en condiciones anabolicas las sintesis de
acidos grasos no se lleva a cabo; simplemente aumenta la capacidad de CPT-1 de
internalizar los LCFA-CoAs en la mitocondria para su utilizaciéon como sustratos en la
B-oxidacion, ya que estos tejidos no son lugares de almacenamiento de lipidos. La
sintesis de malonil-CoA en estos tejidos es llevada a cabo por ACCB, lo que lleva a
pensar que el malonil-CoA producido por esta isoforma de ACC induce la inhibicion de

CPT-1(240;263).
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Todos estos datos que proponen a los componentes de esta via como sensores
energéticos, se apoyan ademds en datos genéticos y farmacoldgicos que demuestran de
modo aun mas robusto la importancia y la implicacion de estos en el balance energético.
Que la sintesis de acidos grasos tiene un papel fisioldgico clave se puede ver en el hecho
de que muchos de los modelos de ratones con algin gen de esta via modificado no son
viables. Este es el caso de los ratones ampka™, acc,” o fas” (275;276). Por otra parte,
se ha podido desarrollar ratones con otros genes como accs 0 cptl deleccionados que
desarrollan unos fenotipos que van en concordancia con lo explicado anteriormente. Por
ejemplo, se ha descrito que el raton accB'/ " presenta un fenotipo delgado e hiperfagico,

ademads de tener aumentada la f-oxidacion en musculo e higado (277-279).

En cuanto a experimentos farmacologicos, se ha visto que la administracién
periférica de inhibidores de FAS, como cerulenin (compuesto natural) o C75 (sintético),
tiene efecto sobre el gasto energético: inducen valores muy altos de oxidacion de acidos
grasos, produccion de calor y cociente respiratorio (280;281), que son abolidos por la
administracion periférica de etomoxir (bloqueante de CPT1)(263;282). Ademas,
también se ha descrito que los animales tratados con un bloqueante de FAS presentan
menor ingesta y masa corporal tanto si tiene fenotipo delgado o bien sea 0b/ob. Dichos
efectos también son revertidos mediante la administracion de etomoxir (281). Todos
estos datos se apoyan en el estudio de raton con el gen fas deleccionado en hipotdlamo y
pancreas; se ha observado que este modelo presenta hipofagia y menor masa corporal
que los ratones WT, como consecuencia de que tiene menor masa grasa (283). Ademas,
al igual que el modelo farmacoldgico, estos ratones presentan un gasto metabodlico

incrementado y mayor actividad fisica (283).

En los altimos afios se han publicado numerosos estudios que demuestran que
los efectos de los inhibidores de FAS pueden ser mediados a nivel hipotaldmico; la
administracion de estos inhibidores de modo ICV ademas de tener los mismos efectos
que a nivel periférico causa la alteracion de los sistemas de neuropéptidos mas del ARC
(284;285). La inhibicion de la ingesta tras el bloqueo de FAS est4d mediada parcialmente
por la caida en los niveles de expresion de NPY y AgRP, asi como por el incremento en
POMC y CART (286). Otro dato que apoya esta hipotesis es que la administracion
periférica de NPY tras el bloqueo de FAS con C75 revierte su efecto anoréctico (281).
Por otra parte, cabe destacar que los efectos de C75 sobre un modelo con la via de

sefializacion alterada como los ratones ob/ob o las ratas Zucker son similares a los
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observados en modelos con la sefalizacion de leptina normal con la tnica diferencia
que la pérdida de masa se extiende durante mas tiempo. Esto lleva a pensar que el efecto
supresor de la ingesta del inhibidor de FAS se produce por mecanismos independientes

de leptina (281;285;287).

Con estos datos que llevan a pensar en una posible regulaciéon central del
metabolismo de lipidos, se han postulado diversas formas de interaccion entre la
expresion de neuropéptidos y la sintesis de 4cidos grasos: por un lado se piensa que
puede ser debida a la interaccion de los niveles de malonil-CoA con algin regulador de
la expresion de neuropéptidos, mientras que por otra parte se ha descrito que son los
LCFA-CoAs tras la modificacion de la actividad de CPT-1, los que regulan la expresion
de los neuropéptidos hipotalamicos. En este sentido, se ha visto que el incremento de los
niveles plasmaticos de LCFA-CoAs tras la inhibicion farmacolégica o ablacion del gen
cptlc, la isoforma especifica de cerebro, tiene un marcado efecto anorexigénico, lo cual
sugiere que el efecto supresor de la ingesta pasa por un incremento en los niveles de

LCFA-CoAs (284;288).

Aunque se conoce desde hace tiempo la regulacion del metabolismo oxidativo a
nivel central por sefales endocrinas (289;290), solo en los tultimos afos, tras las
evidencias de que la modificacion de FAS causa su efecto a nivel hipotalamico, se ha
llevado a cabo una gran cantidad de estudios que demuestran de modo rotundo la
relevancia de toda la cascada sobre la regulacion de la ingesta a nivel central. Se han
publicado datos que demuestran que la modificacién, tanto farmacoldgica como
genética, de enzimas de esta via afecta en el mismo sentido al balance energético; por
ejemplo, se ha visto que la administracion de un inhibidor de AMPK como el
compuesto C es capaz de revertir los efectos del ayuno o de la administracion de ghrelin
sobre la expresion de FAS en el VMH y también en ingesta (23). Recientemente nuestro
grupo ha publicado un trabajo en el que se demuestra esto mismo de modo mucho mas
especifico con el uso de adenovirus que expresan formas dominantes negativas para
AMPKa; en concreto en este trabajo demostramos que el efecto de ghrelin sobre ingesta
se pierde en aquellos animales que expresan estos adenovirus en el VMH (23). En
cuanto a la activaciéon de AMPK, hay trabajos que demuestran que la administracion de
AICAR a ciertas dosis es capaz de estimular ingesta por si solo (245). El papel de
AMPK a nivel hipotalamico es clave como elemento mediador en la regulacion de la

ingesta en respuestas a sefiales periféricas; distintas sefiales anorexigénicas, tales como

43



Introduccion

la leptina, la insulina, GLP-1, CNTF o los agonistas de los receptores de
melanocortinas, inhiben la actividad de AMPK en el hipotdlamo, incrementando la
actividad de ACC y los niveles de malonil-CoA (132;245;291-294). Por el contrario, las
sefiales orexigénicas como la adiponectina (ADPN), los endocannabinoides, ghrelin o
los glucocorticoides incrementan su actividad (23;45;245;295-300). En general, se
puede decir que las sefiales orexigénicas estimulan la actividad de AMPK, y que las
anorexigénicas la inhiben, con la unica excepcion de la resistina que, a pesar de tener

efecto anoréctico, aumenta la actividad de AMPK (62).

En 2008 se publicé un trabajo que proponia también que el efecto orexigénico de
ghrelin era mediado por la activacion de AMPK y el incremento de CPT-1. Ademas, se
identificaron nuevas vias intracelulares involucradas en la activacion de las neuronas de
NPY/AgRP por ghrelin; se propuso que el aumento de estos neuropéptidos se debe al
incremento de la expresion de UCP-2 y la supresion de los radicales libres (ROS) como
consecuencia del incremento de la actividad de CPT-1 (45). El mecanismo molecular
que regula la expresion de NPY y AgRP no estaba demasiado claro, pero diferentes
estudios demostraron que estaba mediada por el factor de transcripcion BSX (301;302),
que interacciona en las regiones promotoras de los neuropéptidos con otros dos factores:
pCREB y FoxO1 (303) (figura 18). Se ha descrito que el efecto orexigenico de ghrelin,
asi como la induccion de NPY y AgRP mediante el aumento de BSX, pCREB y FoxOl

se producen a través del aumento de la actividad de CPT-1 (299).

La importancia de la interaccion entre AMPK y las neuronas de AgRP/NPY se
puede observar en el hecho de que la delecion de AMPKa?2 en esta poblacion neuronal
da lugar a un fenotipo delgado dependiente de la edad (304); la disrupcion de la via
altera la expresion de AgRP, produciendo un leve efecto anorexigénico; es decir, es

necesaria una correcta sefializacion de AMPK para la regulacion de estos neuropéptidos.
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Figura 18. Mecanismo molecular que regula la sintesis de NPY y AgRP.

Se obtuvieron similares conclusiones manipulando otros enzimas de la via. Asi,
diferentes grupos han usado adenovirus que sobreexpresan MCD en el VMH y se ha
visto que, como era de esperar tras los resultados previos, estos inducen un incremento
en la ingesta y en la masa corporal, asi como un aumento muy marcado en la
adiposidad, como resultado de la disminucion de los niveles hipotalamicos de malonil-
CoA (305;306). Estos efectos se hacen mucho mas fuertes en presencia del inhibidor de
FAS C75. La inhibicion de FAS produce un incremento en el malonil-CoA, y por lo
tanto, en la caida en la sintesis de novo de acidos grasos (305). Tras la administracion de
los vectores que expresan MCD se reduce el nivel de malonil-CoA en el hipotalamo, la
sintesis de acidos grasos sigue estando inhibida y los animales desarrollan un fenotipo
obeso. Esta evidencia lleva a pensar que es el malonil-CoA y no los LCFA-CoAs quien

produce la regulacion a nivel central de la ingesta (307).

Por ultimo, se han estudiado los efectos de la actividad de CPT-1 mediante
bloqueo farmacologico; la administracion de etomoxir, un inhibidor de CPT-1, produce
una disminucion en la ingesta que va acompanada por la variacion en los neuropéptidos
hipotalamicos y menores niveles en la oxidacion de los acidos grasos (23;299). La
inhibicion de CPT-1 hace que todos los LCFA-CoAs procedentes de la accion de FAS
sobre malonil-CoA se dirigen unicamente hacia la sintesis y almacenamiento de lipidos.
El incremento de todos los metabolitos intermedios de la sintesis de lipidos es
interpretado como sefial de saciedad, por lo que el animal deja de comer. También se ha

creado un modelo animal que tiene deleccionado el gen cptic, que es la isoforma
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especifica de cerebro; este animal presenta un fenotipo hipofagico y delgado en el que

ademads se aprecia una considerable pérdida de masa grasa (284).

Todas estas evidencias, mas alld de que aun queden mecanismos y puntos de
control por aclarar, demuestran la importancia de la sintesis de novo en el control del
balance energético, tanto a nivel de tejidos periféricos, en donde es clara su implicacion
en la regulacion del ratio oxidacion/sintesis de acidos grasos en tejidos lipogénicos y en
la potenciaciéon de la oxidaciéon en los no lipogénicos, como a nivel central. Se ha
demostrado que los efectos en las alteraciones de la via son debidos a cambios
asociados en los niveles de neuropéptidos hipotaldmicos, estimulando o inhibiendo

ingesta en funcion de los niveles de estos.
mTOR (Mammalian Target of Rapamycin)

Desde hace unos afos ha cobrado gran importancia el estudio de otra de las
dianas de la accion de AMPK, la ruta de mTOR. Esta via se caracteriza porque es
sensible a los cambios en el estatus energético del organismo (308;309); los niveles de
mTOR fluctian directamente con el estado nutricional y varian inversamente a como lo
hace AMPK; es decir, cuando existe una alta disponibilidad energética la actividad
(fosforilacion) mTOR disminuye mientras que la de AMPK aumenta (310;311).
Ademas, se ha observado que estimula la sintesis de proteinas debido a que fosforila
diversas proteinas que se caracterizan por controlar dicha funciéon, como son S6K1 (S6
kinase 1), 4E-BP1 (4E-binding protein 1) y eiFAG (eukariotic initiation factor-4G)
(312;313). S6K a su vez fosforila a la proteina ribosomal S6 que forma parte de un

complejo que inicia la sintesis de proteinas (314) (figura 19).

Recientemente, se han publicado varios trabajos que muestran que la ruta de
mTOR tiene un papel importante en la regulacion de la ingesta y la masa corporal a
nivel hipotalamico. Se ha visto que mTOR co-localiza con AgRP/NPY y POMC en el
ARC y que en la parte mediobasal de este nucleo el ayuno ejerce un efecto estimulador
sobre la via (310;315). Ademas, resulta interesante la observacion de un potente efecto
estimulador de la leucina sobre la actividad de mTOR, inhibiendo ingesta y reduciendo
masa corporal, que se pierde tras la administracion de rapamicina, un inhibidor de

mTOR (310).
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Figura 19. Via de sefializacion de mTOR.

Un hecho importante que demuestra la importancia de esta via en la regulacion
del balance energético fue la creacion del raton s6kI™". Tras su estudio, se ha visto que
este modelo presenta un fenotipo delgado a pesar de que la ingesta no se ve afectada.
Esto se debe a que tiene menor porcentaje de masa grasa (316). Este ratén, ademas,
muestra un mayor gasto metabolico, que puede ser el causante del fenotipo. Existen
también trabajos que demuestran que la modulacion de AgRP por diferentes nutrientes,
como pueden ser los aminoacidos (especialmente la leucina), depende de la activacion o
inhibicién de mTOR. Proponen a mTOR como un mediador intracelular de las acciones
de los aminoacidos en el hipotalamo y que estos pueden ejercer su efectos directos sobre
la expresion de AgRP a través de un mecanismo que requiere la sefializacion intacta de
la via de mTOR. La inhibicion de la ingesta que tiene lugar tras la administracion de
leucina en el 3V es debida a la disminucion que induce en la expresion de AgRP. Se ha
demostrado tras el bloqueo de la via de mTOR, activada previamente con leucina,
mediante la administracion de rapamicina (inhibidor) anula los efectos de este

aminoacido sobre la expresion de AgRP (317).

47



Introduccion

HORMONAS TIROIDEAS

Desde el descubrimiento de la leptina se han investigado en profundidad los
mecanismos centrales que modulan la ingesta y el gasto de energia, y se han
identificado un gran numero de hormonas y neuropéptidos involucrados en el balance
energético. Sin embargo, mucho antes de estos descubrimientos, las hormonas tiroideas
(TH) eran conocidas por alterar el metabolismo. De hecho, desde la década de los 40 se
usaron de distintas formas para reducir peso (318-320). A pesar de ser unas de las
primeras hormonas en descubrirse que afectan a la masa corporal, poco se sabe acerca
de sus mecanismos de accion a nivel central sobre la regulacion de la ingesta y del

balance energético (321).

Las primeras evidencias sobre la implicacion de las hormonas tiroideas en la
regulacion de la masa corporal se notaron al ver que individuos con disfunciones
tiroideas que presentaban hipertiroidismo o hipotiroidismo, tenian alterado su peso.
Individuos con hipotiroidismo tenian su masa corporal incrementada un 30% en
relacion a un individuo eutiroideo, mientras que el hipertiroidismo hacia que la masa

corporal disminuyese en torno al 15% (320;322;323).

Tanto en persona como en animales sanos, la concentracion en plasma de
hormonas tiroideas se contiene relativamente estable. Esto se debe a la existencia de un
fino sistema regulatorio de retro-alimentacion negativo, el eje hipotalamo-hipofiso-
tiroideo (HHT), que se encarga de controlar de secreciéon de hormonas tiroideas (TH)
(figura 20). A grandes rasgos este sistema regulador se encarga de sintetizar TRH en las
neuronas del PVH. La liberacion de esta estimula la sintesis y liberacion de TSH en la
hipofisis, y en ultimo lugar es la TSH la encargada de estimular la produccion y
secrecion de THs en la glandula tiroides. Un incremento en la concentracion en plasma
de TH inhibe la produccion tanto de TRH como de TSH, llevando a una disminucion de
la funcion tirocitaria con la intencién de restablecer los niveles de TH. La posterior
disminucion de los niveles plasmaticos de TH hace que desaparezca la sefial de retro-

alimentacion negativa, y que el sistema se restablezca de nuevo (134;324;325).
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Figura 20. Eje hipotalamo-hipdfiso-tiroideo y su mecanismo de retro-alimentacion negativa. Tomado de

(321).

En la tiroides se produce 3,5,3",5 -tetraiodotironina (también conocida como L-
tiroxina o T4), la hormona tiroidea dominante en la circulacion. Esta es trasformada en
la forma bioactiva 3,5,3 -triiodo-L-tironina (T3) en los diferentes tejidos por medio de
la accion de las deiodinasas (326). Estas catalizan la cascada de monodeiodinizacion
secuencial que lleva a la produccion, ademas de T3, de 3,3°,5 -triiodo-L-tironina (T3-
reversa, r13), a partir de T4, y de 3,5-L-diiodotironina (T2) y 3,3"-diiodotironina (T2-
reversa, rT2) a partir de T3 (figura 21). Se han identificado tres tipos diferentes de
deiodinasa: deiodinasas tipol, tipo 2 y tipo 3 (D1, D2 y D3, respectivamente) (327). En
rata, D1 se expresa preferiblemente en tejidos periféricos como higado y rifidon, aunque
también se encuentra en la hipofisis, tiroides o el CNS; es el enzima encargado de llevar
a cabo la deiodinizacion tanto del anillo externo como del interno de la T4 para dar
lugar a T3 o rT3 (327-329). Por su parte, D2 se expresa en hipofisis, en diferentes
regiones cerebrales, como las células gliales hipotalamicas, BAT, higado y musculo, en
donde cataliza la conversion de T4 a T3 (327;329;330). D3, que esta presente en CNS,

placenta o piel, lleva a cabo la deiodinizacion del anillo interno dando lugar a la
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produccion de rT3 y rT2 (328;331). En condiciones de hipotiroidismo, tanto D1 como

D2 estan sobre-reguladas para permitir una mayor conversion de T4 en T3 (326).

Thyroxine, T4 Reverse T3

NH, NH,

Figura 21. Cascada de monodeiodinizacion secuencial que lleva a la produccion de diferentes THs.

Tomado de (332).

Uno de los puntos clave de la regulacion del sistema que rige la sintesis y
secrecion de hormonas tiroideas se encuentra a nivel hipotaldmico. Como se ha dicho
anteriormente (en el epigrafe sobre el PVH) el area hipotalamica encargada de la
sintesis de TRH es el PVH. La T3 que llega este nucleo es producida por la D2 presente
en los tanicitos, que son las unicas células gliales que se encuentran alrededor del tercer
ventriculo (3V). Estas captan la T4 presente en el fluido cerebro-espinal (CSF) (333).
Una vez producida la T3 a partir de T4 periférica, esta difunde por todo el cerebro
alcanzando el PVH y las neuronas hipofisiotropicas por medio del transportador de
membrana MCTS8 (monocarboxilate transporter 8) (321;334). Una vez en las neuronas
de TRH, la T3 se une a los receptores de TH (TR) para regular la sintesis de TRH. La
T3 unida a TR forma un heterodimero con RXR, que reprime la sintesis de TRH debido
a que la formacion del heterodimero imposibilita la unién del TR al elemento de
respuesta a TH (TRE), que en este caso regula negativamente, existente en el promotor
del gen #rh (335). Es por ello que en casos de hipertiroidismo, en donde los niveles de
T4 circulante son muy elevados, la produccion de T3 en los tanicitos y su posterior

transporte y union a TR en el PVH inhibe la sintesis de TRH. Esto disminuye la
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liberacion de TSH y por tanto también de TH, en un intento de restaurar los niveles

plasmaticos basales de T4 (134;324;325).

Los mecanismos de accion de TH en los diferentes tejidos también se producen a
través de la union de estas a los TRs, que pertenecen a la superfamilia de receptores
nucleares. Hasta el momento se han identificado diferentes isoformas de estos
receptores: TR esta codificado por dos genes diferentes, TRa y TRp, localizados en
distintos cromosomas. El splicing alternativo de cada uno de estos dos genes genera
multiples isoformas de TR, incluyendo TRa;, TRa, y TRas a partir del gen TRa, y TR,
y TRB, desde TR, aunque unicamente TRa;, TRB; y TRP, son capaces de unirse a las
THs. Estos receptores tienen una afinidad mucho mayor por T3 que por T4 (del orden
de 15 veces mas afinidad). Es este hecho el que le confiere a la T3 la denominacion de

forma bioactiva de todas las THs (336-340).

Se han realizado estudios mostrando la localizacion de las diferentes isoformas
de los TRs en el cerebro de rata, y se ha visto que existe una expresion intensa de TRs
en el PVH, en el ARC y en la eminencia media (341-343). Ademas, se ha observado
que la expresion de TR, es elevada en el PVH (341). Este receptor se expresa de modo
mas restringido en el cerebro, frente a TRa,;, TR, que tiene una expresion mas ubicua
(344;345). Esto evidencia que puede ser TR, la que media los efectos de la T3 sobre la
regulacion de la neurona hipofisiotropica de TRH. Se han llevado a cabo diferentes
estudios para comprobar esta hipdtesis, y se ha encontrado que tras el silenciamiento de
TRP, se bloquea la represion de la transcripcion causada por T3 (346). El estudio del
raton ;" demostré que la expresion basal de prepro-TRH estaba incrementada a
niveles de animales hipotiroideos pero que su expresion no variaba significativamente
en respuesta a la administracion de T3 (347). Ademas, la supresion de mRNA de

prepro-TRH causada por el ayuno se conserva en el modelo KO (347).

Hormonas tiroideas y la regulacion de la ingesta y de la masa corporal
La relacion entre el estado nutricional y las hormonas tiroideas se ha estudiado
ampliamente desde que se observd que variaciones en el estatus energético llevaban

asociados cambios en el eje HHT a través de las THs y viceversa

Existen diferentes estudios que demuestran la variacion de los niveles

plasmaticos de las THs en funcion del balance energético del animal. Por ejemplo,
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durante el ayuno, una situacion de balance energético negativo, se ha visto que los
niveles de TH en plasma estan reducidos, y que ademds también disminuyen los niveles
plasmaticos de TSH y TRH en el PVH (348;349). Esto es en contraste con la situacion
de hipotiroidismo, en donde reducidos niveles de TH llevan asociados el incremento
tanto de TRH como de TSH (350;351). Este hecho sugiere que la caida de TH en
plasma sirve para provocar una reduccion en el gasto energético; es decir, permite que
durante este estado TSH permanezca bajo a pesar de los niveles de T3. Se ha descrito
que la diferencia de sintesis y liberacion de TRH durante el ayuno y el hipotiroidismo
puede ser debida a la distinta expresion de D2 en ambos casos (352); durante el ayuno
se produce un incremento en el mecanismo de retro-alimentacion negativa debido a la
produccion de T3 que hace que se suprima la sintesis de TRH. Los mecanismos de la
regulacion diferencial de D2 no se comprenden de todo, pero en los tltimos afios se han
publicado diversos trabajos que proponen que los cambios vistos en el eje HHT pueden
ser debidos a sefiales no tiroideas. Se ha demostrado que el restablecimiento de los
niveles de leptina durante el ayuno revierte el aumento en la expresion de D2 y por
tanto, la supresion del eje tiroideo en este estado (353-355). Parece poco probable que el
mecanismo de accion de la leptina sobre D2 sea directo sobre los tanicitos del 3V
debido a que estos no expresan receptores de leptina. Se ha postulado que el mecanismo
de este proceso se lleva a cabo de modo indirecto a través de las neuronas que expresan
AgRP, NPY y POMC en el ARC, y que ademas proyectan a las neuronas de TRH del
PVH (356). Se ha mostrado que lesiones en el ARC bloquean el efecto de la leptina en
la expresion de TRH (357), y existen estudios que relacionan la accion de la leptina
sobre el eje tiroideo con el sistema de melanocortinas (358), puesto que se ha visto que

MC3/4-R estan presentes en el PVH (138).

Algunos estudios relacionan la hiperfagia caracteristica del hipertiroidismo con
los niveles de expresion de diferentes neuropéptidos del ARC. Asi, se ha descrito que la
induccion del estado hipertiroideo en ratas causa un incremento en la expresion de un
neuropéptido orexigénico como NPY, mientras que disminuye los niveles de los
anorexigénicos como POMC y CART (359). Este ultimo también tiene disminuida su
expresion en el PVH al igual que en el ARC(360). se ha Descrito que la alteracion del

estado tiroideo no varia la expresion de las OXs y de MCH en el LHA (360)}.

Ademas del ARC, se ha visto que el VMH asimismo tiene un papel clave en la

regulacion de la ingesta por hormonas tiroideas. Se ha publicado que la administracion
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de dosis altas de T3 en este nlcleo estimula ingesta. El mecanismo mediante el cual se
produce este incremento de la ingesta aun no se conoce con certeza, pues no se han
detectado cambios en los niveles de expresion de los diferentes neuropéptidos tras la
administracion de T3 (361). Se piensa que esta respuesta a THs en el VMH puede estar
mediada por otras moléculas involucradas en la regulacion de la ingesta en este ntcleo

como pueden ser la dopamina, la serotonina o el BDNF (361).

Ademas del control que ejerce la leptina sobre eje HHT, las THs también juegan
un papel fundamental en la regulacion de diversas adipokinas, como leptina, resistina o
adiponectina, influenciando la homeostasis del peso corporal. Existen diferentes
estudios en roedores que demuestran como variaciones en el estado tiroideo afectan a
los niveles de circulantes de estas adipokinas, aunque en humanos los resultados
publicados son discordantes. Por ejemplo, en el caso de la leptina, se ha visto que en
ratas la induccion del hipertiroidismo causa la disminucion de sus niveles plasmaticos,
mientras que en ratas hipotiroideas, los niveles de leptina son mayores que los de las
ratas con estado tiroideo normal (362-364). A pesar de estos resultados obtenidos en
modelos animales que demuestran que las THs regulan los niveles de leptina, en
humanos los estudios publicados hasta el momento muestran datos contradictorios. Asi,
se ha descrito en diferentes estudios que tanto el hipertiroidismo como el hipotiroidismo
no modifican los niveles plasmaticos de leptina, aunque existen diferentes trabajos que
indican que estos niveles estan incrementados y otros que muestran que disminuyen
(365-391). Estos datos discordantes son visibles también en trabajos con otras

adipokinas (384-386;389;392-396).

Como ya ha sido comentado, las THs han sido utilizadas desde hace varias
décadas como tratamientos contra la obesidad (318-320). A pesar de ello, actualmente
no se puede asegurar que los tratamientos con T3 o T4 produzcan reduccion en la masa
corporal de un individuo (397;398). Tampoco existen evidencias clinicas que confirmen
la eficacia de los tratamientos con analogos de las THs como son la D-tiroxina o el

TRIAC (4cido 3,5,3'-triiodotiroacético) (398).

En la actualidad, y debido al mayor conocimiento existente de los mecanismos
de accion de las THs, se estd tratando de obtener nuevos tratamientos terapéuticos
mediante el uso de agonistas selectivos de sus receptores. Los trabajos que se han

llevado a cabo hasta el momento se han centrado casi exclusivamente en diferentes
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agonistas de los TR, debido a sus efectos sobre el metabolismo hepéatico (399). Los

efectos mas importantes que presentan estos agonistas se resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Efectos y caracteristicas de diferentes agonistas de TRs.

Efectos sobre gasto, Efectos sobre Efectos sobre Afinidad por TR Ref.
masa y composicion lipidos niveles de THs
corporal circulantes
GC-1 “Gasto energético VTriglicéridosy ~ VTSH, T3y T4 10 veces mas (400-
VMasa y grasa colesterol LDL selectivo para 403)
corporal N Recetores de TRp que para
= Ingesta MDL TRa
AMFAO Transporte
V Esteatosis hepatica inverso de
colesterol
KB- M Gasto energético ¥ Colesterol 15 veces mas (404)
141 V Masa y grasa MRecetores de selectivo para
corporal LDL TRP que para
V Glucosa en ratas TRa
Zucker y ratones
ob/ob
GC-24 MGasto energético VColesterol y VTSH, T3 y T4 40 veces mas (405;406)
Previene incremento  triglicéridos selectivo para
de masa grasa TRP que para
MExpresion génica en TRo.
BAT
MSensibilidad a la
insulina
KB- = Gasto energético VColesterol total y VTSH (407)
2115 = Masa corporal LDL =T3y T4
VSintesis de 4cidos
biliares
DIPTA VMasa corporal VTriglicéridosy ~ VTSH, T3 y T4 Baja afinidad por  (408;409)
Colesterol total y TR
LDL

Hormonas tiroideas y termogénesis adaptativa

La importancia de las TH en el gasto energético y en la termogénesis adaptativa

se puede observar facilmente en el hecho de que las ratas hipotiroideas no sobreviven a

la exposicion prolongada al frio y no incrementan la activacion ni expresion de UCP-1

tras la administracion exogena de norepinefrina (NE) (410;411).

Desde hace algunos afios se sabe que el contenido de T3 en el BAT esta

profundamente influenciado por la expresion de D2, que convierte T4 en T3, y que

ademas, este enzima es activado a través del SNS e inhibido fuertemente por su sustrato
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T4 (326;412) (figura 22). Estas evidencias llevan a pensar que tanto T3 como SNS
interactuan en el proceso termogénico. Se produce un efecto sinérgico que lleva a
producir una respuesta maxima a la exposicion al frio en forma de un gran incremento
tanto en actividad como en expresion de UCP-1. Este supuesto efecto comun que le
otorga a T3 y al SNS se puede verificar claramente en el hecho de que en ausencia de
TH, por ejemplo durante condicion de hipotiroidismo, la estimulacion de UCP-1 por NE
es minima, y que ademads, en animales con el BAT denervado apenas se produce el

estimulo de la administracion de T3 sobre la expresion de UCP-1 (410;411;413;414).
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Figura 22. Papel de las THs en la regulacion de la termogénesis. Tomado de (415).

Las bases moleculares de este denominado efecto sinérgico residen en que en el
promotor de gen ucp-1 existen dos elementos de respuesta a hormonas tiroideas (TRE)
y un elemento de respuesta a cAMP (CRE) localizados en regiones adyacentes
(224;416-418), y en la capacidad de T3 de regular el sistema adrenérgico por si solo
(412). Como se ha dicho previamente, la T3 producido por D2 se une a un TR, y en este
caso, como los TRE se regulan positivamente, estimulan la transcripcion de ucp-1.
Cuando la T3 se une al receptor, en este caso TRa,;, forma heterodimeros con RXR o
PPARy a los que se une el co-activador PGC1-1y para actuar sobre la region promotora

de ucp-1 que contiene TRE y comenzar la transcripcion. Se ha visto que el raton con el
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gen tra; delecionado presenta una temperatura corporal mas baja, algo que no se ha
observado en el raton trp”, lo que apoya la hipotesis de que es TRay el receptor que

media la respuesta termogénica de T3 en BAT (326;412).

Ademas del efecto sobre UCP-1, también se ha visto que las THs actian sobre
UCP-2 y UCP-3. Se han publicado estudios que demuestran que tras la administracion
de T3 en ratas se incrementa la expresion UCP-2 y UCP-3 en corazén y en musculo
esquelético (419-421). Se ha observado que en musculo la expresion de UCP-3, la
proteina termogénica fundamental en este tejido, estd aumentada en condiciones de
hipertiroidismo, y disminuida en hipotiroidismo cuando se compara con su expresion en
animales eutiroideos (421). Ademads, se ha visto que durante el hipotiroidismo, la
administracion de T3 incrementa los niveles de proteina de UCP-3, e incrementa el
gasto metabolico basal (411;422). En contraste con estas observaciones, el estudio del
raton ucp—3’/ " crea discrepancias sobre el papel de UCP-3 y la termogénesis inducida por
THs, al ver que la administracion cronica de T3 en este modelo no incrementa el gasto
metabolico (212), aunque se ha hipotetizado que podia ser debido a las altas dosis de T3
usadas en este estudio (estas podrian haber sobre-estimulado otros mecanismos
termogénicos o a rapida conversion del T3 administrado a T2 u otras

tironinas)(411;423).

Hormonas tiroideas y metabolismo lipidico

Desde hace algunos afios se ha investigado acerca de la relacion entre las THs y
el metabolismo lipidico. Los primeros estudios hechos en modelos in vivo se centraron
en el estudio de la variacion de la ruta de las sintesis de novo de los acidos grasos en
tejidos periféricos (424-427); desde el comienzo de las investigaciones se han publicado
diferentes estudios que muestran resultados discrepantes en cuanto a las acciones de las
THs estimulando o inhibiendo lipogénesis en el mismo tejido. Un caso evidente de estos
resultados contradictorios se ve en lo que ocurre con WAT; existen estudios que
muestran que la administracion de T3 disminuye la sintesis de acidos grasos en este
tejido, mientras que otros grupos han publicado que el tratamiento con T3 no afecta en
modo algunos a enzimas lipogénicas como FAS. En contraste con estos resultados, se
ha descrito que el hipertiroidismo induce el incremento en la expresion de FAS y ACC

y por lo tanto, la estimulacion de la lipogénesis (425).
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Ademas de los estudios llevados a cabo en WAT, existen diferentes trabajos en
los que se intenta caracterizar la modulacion del metabolismo lipidico en otros tejidos.
Distintas observaciones mostraron que, en musculo, la alteracion del estado tiroideo
conlleva cambios en AMPK y en toda la cascada de proteinas envueltas en la sintesis de
novo. En condiciones de hipertiroidismo se observa un incremento de la activacion de
los enzimas implicados en la ruta de biosintesis de acidos grasos y una disminucién en
la concentracion de malonil-CoA; es decir, las THs estimulan la oxidaciéon de acidos
grasos en musculo esquelético (427). En animales que presentan hipotiroidismo toda la
via estd regulada al contrario: los enzimas lipogénicos estan inhibidos y la
concentracion de malonil-CoA aumenta (426). En un estudio posterior se muestra que

los efectos de T3 sobre la activacion de AMPK son visibles a corto plazo (427).

En higado, la inducciéon del estado tiroideo tiene los mismos efectos sobre
lipogénesis, con la tnica variacion de que en este tejido las diferencias son mayores que
las vistas en musculo: el hipertiroidismo inhibe lipogénesis y el hipotiroidismo la

estimula (427).

Recientemente se ha descrito la relacion entre las THs y via de sintesis de acidos
grasos a nivel hipotalamico (428). En este trabajo, en el que se usa una dosis de T3
considerablemente alta, se observa que tras la administraciéon de T3 ICV se estimula
ingesta. Esta alteracion en la ingesta estd acompafiada por los incremento vistos de
AMPK y ACC (en sus formas activas), y que ademas, tras la inhibicion de AMPK
mediante la administraciéon de compuesto C se pierde el efecto orexigénico que T3

presenta a nivel central (428).
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Objetivos

Estudiar y evaluar los mecanismos a través de los cuales las hormonas tiroideas
influencian la homeostasis energética con especial énfasis en la caracterizacion de sus
efectos sobre el metabolismo lipidico en el hipotdlamo y su relacion con el proceso

termogénico en el BAT.
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Materiales y Métodos

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En este trabajo se utilizan ratas Sprague-Dawley (Animalario General, Universidad
de Santiago de Compostela). En todos los disefios experimentales se tratan ratas macho
adultas (peso aproximado de 250-300g).

Los animales permanecen en el animalario durante 5 6 6 dias antes de ser usados,
para que se adapten a las condiciones de temperatura y luz. Estas condiciones, que se
mantienen constantes, son de 21-23° C e iluminacion controlada con ciclos alternos de
12h (luz/oscuridad). Las ratas son alimentadas con pienso comercial y agua ad libitum.
En aquellos casos en los que es necesaria la cirugia, se utiliza como anestésico una
mezcla de Ketamina-Xilazina en unas proporciones determinadas. La dosis
administrada es de 200 pl/100 g de masa corporal, considerandose esta una dosis
adecuada para conseguir una anestesia de grado II-III durante periodos de una o dos
horas, siendo la mortalidad muy baja. La anestesia se administra via intraperitoneal.

SOLUCION ANESTESICA:
1. KETAMINA: 42.5% Ketolar, Parke-Davis, Morris Plafiis N.J.,
(USA). 50 mg/ml.
ii. XILAZINA: 20% Rompun, Bayer Leverkusen, Alemania.
2mg/ml
iii. SOLUCION SALINA FISIOLOGICA 37.5%.

Todos los experimentos se realizan de acuerdo con el Comité Etico Animal de la
Universidad de Santiago de Compostela, cumpliendo las Normas de Cuidado de

Animales de Laboratorio y la Ley Internacional de Experimentacion Animal.

TECNICAS EXPERIEMENTALES in vivo

-CANULACION INTRACEREBROVENTRICULAR (ICV)

Esta operacion debe llevarse a cabo aproximadamente unos 4 dias antes del
experimento. El objeto de la implantacion de estas canulas es acceder al ventriculo
lateral.

Se utilizan canulas de polietileno (PE-20, Clay-Adams, Becton-Dickinson, New

Jersey, USA), de calibre fino (1.09 mm de didmetro externo y 0.38 mm de didmetro
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interno). En uno de los extremos de la canula se pone un tope, y se corta en bisel a unos
3/4 mm de distancia, siendo esta parte la que se introduce en el cerebro y que permite
el acceso al ventriculo lateral. El extremo opuesto de la canula se sella hasta el dia del
experimento.

Una vez anestesiados los animales se realiza un corte transversal en la piel de la
cabeza a la altura de la frente y hasta la parte posterior de los ojos, dejando al
descubierto el tejido subcutaneo, el cual debe ser retirado con ayuda de un bisturi hasta
dejar a la vista el craneo. Se localiza a simple vista el bregma, que separa frontales de
occipitales, y que se utiliza como punto de referencia para realizar un orificio (1.2 mm
lateral y 1 mm posterior) a través del cual se introduce la canula. Posteriormente, se
aflade cianoacrilato para que la canula quede perfectamente fijada y se selle toda la
zona abierta.

Para comprobar que la canula se ha colocado en la posicidon correcta, se inyecta
Protamina 2%, disuelta en agua con acetato sodico, que claramente tifie el ventriculo

lateral de azul, demostrando asi la buena implantacion de la canula.

-IMPLANTACION DE MINIBOMBAS OSMOTICAS

Para la realizacion de un tratamiento cronico (8 dias) a nivel periférico se usan
minibombas osmoéticas (modelo 2001; Alza Corp., Palo Alto, CA). Estas bombas, que
tienen un volumen de expulsion constante de 1 pl/hora, se rellenan con el compuesto a
utilizar o su vehiculo hasta un volumen total de 200 pl, y se ponen sobre salino en un
bafio a 37 °C durante, al menos, 4 horas previas a la operacion para asegurar que ya
estan liberando el tratamiento cuando se colocan sobre el animal. Para colocar estas
bombas se procede a realizar un corte en la zona lumbar de la rata, haciendo un poco de
hueco para crear el espacio suficiente para implantar la minibomba. Una vez en el

interior, se sutura el corte para evitar que la minibomba se desplace.

-ADMINISTRACION DE VECTORES ADENOVIRALES EN EL VMH

Una vez anestesiados los animales y comprobado el plano quirargico, se les
practica un corte de aproximadamente un centimetro en la piel de la cabeza,
perpendicular a la sutura sagital del craneo y se retira el tejido subcutaneo dejando el
cranco al descubierto. A continuacion, los animales son inmovilizados en un marco
estereotaxico (David Kopf Instruments). Las inyecciones se realizan por duplicado en

cada nucleo con una microjeringa Hamilton (Hamilton, Serie 700, Modelo 7001, Vol.
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lul calibre 25) dirigida a las coordenadas estereotdxicas: 2.4, 3.2 mm posterior al
bregma, 0.6mm lateral a la sutura sagital y 10.2 mm por debajo de la superficie del
craneo, que se determinan siguiendo las indicaciones del atlas estereotaxico Paxinos G.
& Watson C de cerebro de rata (figura 23). El sistema inyector se mantiene en las
coordenadas durante 5 minutos adicionales posteriores a la administracion intrantcleo.
Una vez finalizada la inyeccion y retirada la microjeringa, la piel de la cabeza se fija al

craneo con cianicrilato (SuperGlue-3, Loctite).

d

Figura 23: Imagen parcial de una seccion coronal del cerebro de rata en la que se muestra una trayectoria
unilateral (rectangulo izquierdo) y el punto de administracion (VMH) de los vectores adenovirales
empleados. a) Imagen obtenida mediante microscopia. b) representacion estercotaxica parcial de una

seccion coronal del cerebro de rata (Paxinos G. & Watson C.) representativa de la seccion mostrada.

-CONDICIONATED TASTE AVERSION

Este experimento se realiza para averiguar si el tratamiento con una determinada
sustancia estd causando algun tipo de reaccion aversiva a la rata. Para ello, se intenta
asociar el tratamiento con sabor dulce (bebida preferida al agua por las ratas). Asi,
durante los cinco primeros dias de experimento se restringe a 2 horas diarias el acceso a
la bebida (agua normal), mientras que el dia del tratamiento, en el mismo momento de
la administracion de la sustancia, se le da de beber durante media hora la bebida dulce
(agua con sacarina) (231;429;430). Ademas de la sustancia en estudio y del vehiculo, se
hace un grupo con LiCl (que se sabe que les produce aversion y gran molestar
abdominal). Al dia siguiente, a la misma hora que se les permiti6 el acceso a la bebida
los dias anteriores, se le ofrecen a cada rata dos botellas, una con agua y otra con
sacarina (figura 24). Si el tratamiento administrado les causa algln tipo de malestar, las
ratas asociaran el sabor dulce con ese malestar, y elegirdn preferentemente el agua
corriente como bebida. Mientras que si el tratamiento no tiene ningun tipo de efecto
sobre la rata, optaran por beber la bebida dulce.

El protocolo del experimento es del siguiente modo:
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Dia 1-5 Dia 6 Dia 7
Medir volumenes

Administracion de de amba\sb botellas

tratamientos
Restriccion de 30 min solucién de *Solucion de sacarina
bebida (agua) sacarina *Agua
1h 30min agua (2 horas)

Figura 24. Protocolo seguido para realizar el experimento de Taste Aversion.

-PERFUSION INTRACARDIACA

El cerebro de la rata se fija mediante perfusion intracardiaca como paso previo al
estudio inmunohistoquimico (figura 25). Tras la anestesia intraperitoneal del animal con
el anestésico habitual y comprobar el plano quirurgico (referenciado anteriormente) se
procede a la apertura de la cavidad abdominal. Tras la localizacion del apéndice
xifoides, este se levanta ligeramente con unas pinzas procediendo a la rotura del
diafragma y al corte de las parrillas costales. Tras la apertura de la caja toracica y del
pericardio, a continuacion se administra mediante una inyeccion intracardiaca 200 pl de
heparina (Heparina sédica Mayne 5%, Mayne Pharma) en el ventriculo izquierdo, con
el fin de evitar problemas de coagulacion en los vasos durante la perfusion.

A continuacion, se realiza una pequefia incision en la punta del ventriculo
izquierdo por la cual se introduce una canula hasta llegar a la raiz de la aorta. Tras el
clampaje de la via se secciona la orejuela de la auricula derecha. A través de dicha via
se bombea una solucidn de suero salino 0.9% NacCl, con el fin de eliminar la sangre del
sistema circulatorio. La decoloracion del higado, asi como la de la propia solucion
salina que sale por la orejuela seccionada marca el inicio del proceso de fijado. A través
de la misma via se introducen 500 ml de una solucién de formalina (100mM) en tampon
fosfato (PB, pH=7.4) durante aproximadamente 10 minutos. La eficacia de la perfusion
puede constatarse por la rigidez plena del animal. Los tejidos son diseccionados y
mantenidos en la solucién de fijado durante 12 horas a 4°C. A continuacién se realizan

un par de lavados en tampdn fosfato.
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Apéndice xifoides Rotura del diafragma Parrillas costales

Perforacién del veniriculo izquierde Decoloracién del higado Cerebro fras el proceso de fijado

Figura 25. Imagenes de diferentes pasos de la perfusion intracardiaca.

_REGISTRO DE LA ACTIVIDAD DEL SISTEMA NERVIOSO
SIMPATICO

Una vez anestesiados los animales del modo previamente descrito, se les
mantiene bajo anestesia mediante el uso de a-cloralosa (dosis inicial: 25mg/kg, dosis
repetidas:50 mg/kg/h) administrada via catéter en la vena femoral. Una vez
anestesiadas, se canula la trdquea para permitir la respiracion. La temperatura rectal se
mantiene a 37.5°C usando una mesa quirurgica de temperatura controlada y una
lampara. Se identifica una fibra nerviosa inervando el BAT interescapular usando un
microscopio de diseccidn, y se coloca sobre un electrodo bipolar de platino-iridio al que
se le une una sonda de alta impedancia (HIP-511, Grass Instruments;, West Warwick,
RI USA). La sefial se amplifica 10° veces con la ayuda de un pre-amplificador Grass P5
AC. Tras la amplificacion, la sefial del nervioso se filtra a 100 y 1000 Hz.

A continuacion, la sefial del nervio se acopla a un osciloscopio (modelo 54501A,
Hewlett-Packard, lowa, USA) para monitorizar la calidad del registro del nervio. Las
medidas de actividad del SNS en el BAT se realizan cada 15 minutos durante 6 horas
tras las microinyecciones ICV o en el VMH. Para asegurarse que el ruido eléctrico es
excluido durante el estudio, cada registro se corrige por la actividad que presenta post-

mortem. (Protocolo experimental realizado por el Dr. Kamal Rahmouni. Departments of
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Internal Medicine, University of lowa Carver College of Medicine, lowa City, lowa,

52242, USA)

‘MEDIDA DE LA COMPOSICION CORPORAL

Para la realizar las medidas de composicion corporal se ha usado la técnica de
resonancia magnética nuclear (Whole Body Composition Analyzer; EchoMRI). Las

medidas se realizan el Gltimo dia de tratamiento, previo al sacrificio de los animales.

DISENOS EXPERIMENTALES

-ALTERACION DEL ESTADO TIROIDEO

Gran parte de los disefios experimentales se realizan con ratas con el estado
tiroideo alterado. Para la generacion de estos modelos se somete a los animales a
tratamientos de 19 dias en los que se les induce tanto el hipotiroidismo como el
hipertiroidismo:

-El hipotiroidismo se induce por administracion de 0.1% de aminotriazol (Sigma; ref.
A8056), 3% de albumina de suero bovina (BSA, Sigma) y 0.0003% de HCI (Merck) en

el agua de bebida durante un periodo de 19 dias.

-El hipertiroidismo se induce por administracion subcutanea de L-tiroxina (Sigma; ref.
T2501) (100 pg/rata/dia, disuelta en suero salino, en un volumen de 200 pl) durante 19
dias. A los animales control (eutiroideos) y a los hipotiroideos se les suministra la

misma cantidad, subcutanea, de vehiculo (431;432).

Como control negativo de este ultimo experimento, se lleva a cabo un tratamiento
subcutaneo de 3,5-diiodotironina (T2) (Sigma; ref. D0629) durante 19 dias al igual que
se hace con T3. La dosis administrada de T2 es de 100 pg/rata/dia en un volumen de

200 pl. Como vehiculo se administra 200 pl de suero salino.

-TRATAMIENTOS INTRACEREBROVENTRICULARES

En todos los casos el tratamiento ICV se hace cronicamente; es decir, se
administra la molécula deseada durante cuatro dias, justo antes del inicio de la fase

oscura, y se sacrifican por la mafiana del quinto dia. Como ya se ha dicho previamente,

70



Materiales y Métodos

la implantacion de las cdnulas se debe llevar a cabo cuatro dias antes del inicio del
tratamiento.

Gran parte de los experimentos con este tipo de tratamientos se realiza con ratas
hipertiroideas, lo que afiade otro factor a la hora de disefiar el experimento. En el caso
de estas ratas, se comienzan a tratar con dosis diarias de L-tiroxina (descrito
previamente) y a dia 11 se les implanta la canula. A partir de ese dia se sigue tratando
exactamente igual con la hormona tiroidea y después de cuatro dias se comienza con el

tratamiento ICV, quedando el disefio experimental del siguiente modo (figura 26):

Dia 1 Dia 11 Dia 15 Dia 19
Comienzo de ., - Sacrificio
Implantacion de Inicio del

tratamiento con

. canulas tratamiento ICV
L-tiroxina
(

Y
Tramiento subcutaneo
con L-tiroxina

Figura 26. Protocolo seguido para la realizacion de tratamientos ICV en ratas hipertiroideas.

e CERULENIN

Para este experimento son necesarios cuatro grupos, dos de los cuales estan
formados por ratas hipertiroideas. La configuracion de los grupos experimentales es
la siguiente:

- Ratas eutiroideas tratadas con vehiculo

- Ratas eutiroideas tratadas con CERULENIN

- Ratas hipertiroideas tratadas con vehiculo

- Ratas hipertiroideas tratadas con CERULENIN

En todos los casos los grupos experimentales constan de n = 8. La dosis administrada

de CERULENIN (Sigma; ref. c-2389) es de 10 pg/5 pul. Como vehiculo, DMSO (5ul).

e TOFA
Como en el caso anterior, el disefio consta de cuatro grupos experimentales:
- Ratas eutiroideas tratadas con vehiculo
- Ratas eutiroideas tratadas con TOFA

- Ratas hipertiroideas tratadas con vehiculo
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Ratas hipertiroideas tratadas con TOFA

En todos los casos los grupos estan formados por 8 animales. La dosis administrada

de TOFA (Sigma; ref. T6575) es de 10 ug/5 ul. Como vehiculo se inocula DMSO (5

ul).

e AICAR

Como en los experimentos descritos anteriormente, este disefio consta de cuatro

grupos experimentales:

Ratas eutiroideas tratadas con vehiculo
Ratas eutiroideas tratadas con AICAR
Ratas hipertiroideas tratadas con vehiculo

Ratas hipertiroideas tratadas con AICAR

Todos los grupos constan de un n = 8. La dosis administrada de AICAR (Sigma;

ref. A9978) es de 3 pg/5 pl. Como vehiculo de administra salino (5 pl).

e T3

> Cronico

Para la realizacion de este experimento son necesarios cuatro grupos. Al

contrario que en los experimentos descritos hasta el momento, en este dos de

los grupos estan formado por ratas hipotiroideas. El experimento esta formado

por los siguientes grupos:

Ratas eutiroideas tratadas con vehiculo
Ratas eutiroideas tratadas con T3
Ratas hipotiroideas tratadas con vehiculo

Ratas hipotiroideas tratadas con T3

» Agudo

Son necesarios dos grupos. Las animales se sacrifican tres horas después de

la administracion de T3.

Ratas eutiroideas tratadas con vehiculo

Ratas eutiroideas tratadas con T3

Todos los grupos estan formados por 8 ratas cada uno. La dosis administrada de T3

(Sigma; ref. T2877) es de 4 ng/10 ul. Como vehiculo de administra DMSO (10 pl).
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e T3+ TRAMAMIENTO SUBCUTANEO CON SR59230A

Unicamente se realiza con ratas eutiroideas. Es necesario un pretratamiento

de dos dias con SR59230A (antagonista del receptor adrenérgico B3) previo a la

administracion cronica de T3 ICV. Los grupos creados para este experimento

son:

Vehiculo ICV- Vehiculo SC
Vehiculo ICV- SR59230A SC
T3 ICV- Vehiculo SC

T3 ICV- SR59230A SC

Los grupos formados constan de 8 ratas cada uno. La dosis y el vehiculo de T3 son

los mismos citados anteriormente. El tratamiento con SR59230A (7ocris Bioscience;

ref.1511) se realiza de modo subcutaneo. Se comienza con el tratamiento dos dias de la

primera administracion de T3. La dosis utilizada de SR59230A es de 3 mg/kg/dia

dividida en dos inyecciones diarias (una a primera hora de la mafiana y otra justo antes

del inicio de la fase oscura). La dosis de antagonista se elige teniendo en cuenta un

experimento de puesta a punto descrito en un apartado posterior. El vehiculo del

antagonista es DMSO (200 pg).

e RAPAMICINA

Este experimento esta formado por los siguientes cuatro grupos:

Ratas eutiroideas tratadas con vehiculo
Ratas eutiroideas tratadas con RAPAMICINA
Ratas hipertiroideas tratadas con vehiculo

Ratas hipertiroideas tratadas con RAPAMICINA

Todos los grupos estan formados con un n = 8. La dosis administrada de
RAPAMICINA (Calbiochem; ref. 553210) es de 50 pg/5 pl. Como vehiculo se
administra DMSO (5 pl).

-TRATAMIENTOS INTRAPERITONEALES (IP)

e T3

Este tratamiento se lleva a cabo tratando las ratas durante 4 dias. Los

animales se sacrifican a dia 5. Los grupos necesarios para este disefio son:

- Vehiculo
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- T3
Los grupos estan formados un por 8 animales cada uno. La dosis administrada
T3 es la misma que la usada en para el tratamiento central. La tinica diferencia es que la
misma cantidad inyectada de T3 debe estar diluida en un volumen mucho mayor (4

ng/200 pl). Como vehiculo se administra DMSO (200 pl).

"ADMINISTRACION EN EL VMH

e T3

El compuesto se administra mediante estercotaxia de la forma anteriormente
descrita. Par la realizacion de este experimento son necesarios 2 grupos:
- Vehiculo
- T3
Tras la administracion de la T3 o el vehiculo en el VMH, los animales se sacrifican
1 hora después de la ultima inyeccion. Los grupos constan de 8 ratas cada uno. La
concentracion de T3 usada para este experimento en de 0.4 ng/ul para cada una de las 4
inyecciones de 1 pl que se le hacen a cada animal. Como vehiculo se administra 1 pl

de DMSO.

- ADMINISTRACION DE VECTORES ADENOVIRALES

La administracion de adenovirus se lleva a cabo siguiendo las instrucciones
anteriormente descritas. Para conseguir una eficiencia adecuada se realizan dos
inyecciones en cada nucleo. Tras la administracion de los adenovirus, se controla peso

e ingesta durante los seis dias siguiente, siendo el ultimo dia el sacrificio.

e AMPK ACTIVADO CONSTITUTIVAMENTE (AMPKa-CA)

Para este experimento es necesario crear 4 grupos experimentales diferentes.
- Eutiroideas-GFP

- Eutiroideas-AMPKa-CA

- Hipertiroideas-GFP

- Hipertiroideas-AMPKa-CA

Cado uno de los grupos esta compuesto por 8 ratas.
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El vector adenoviral administrado aparte de expresar una la isoforma AMPKa-CA,
expresa el cDNA de GFP, que servira de marcador para poder ver la efectividad de la
infeccion en el nucleo.

La dosis administrada de este adenovirus AMPKa-CA (Viraquest; North
Liberty, IA, USA) es de 1 pl por inyeccion de un stock de 1x10'* pfu/ml. Como control
del tratamiento se administra un adenovirus que Unicamente expresa GFP. De este
también se inocula 1 pl por inyeccion de un stock de 1x10' pfu/ml.

Previamente al tratamiento con adenovirus, se inicia un tratamiento para la induccion

del hipertiroidismo. El protocolo final es el siguiente (figura 27):

Dia 1 Dia 15 Dia 21
Comienzo de Inoculacién de Sacrificio
tratamiento con adenovirus

L-tiroxina
(

Y
Tratamiento subcutaneo
con L-tiroxina

Figura 27. Protocolo seguido para la administracion de adenovirus en el VMH.

Como control de la infeccion se estudia la expresion de GFP en el VMH
mediante el uso de inmunofluorescencia y western blot tras la administracion
estereotaxica de los vectores como medida de su eficiencia de infeccion (figura 28). Los
animales tratados con adenovirus AMPKa-CA muestran expresion de GFP localizada
en el VMH frente a lo que ocurre con las ratas control a las cuales no se les administra
el vector adenoviral. Igualmente, mediante western blot se detecta expresion
hipotaldmica de GFP en los animales tratados con adenovirus control que expresan
exclusivamente GFP y los tratados con los adenovirus AMPK-CA frente a lo que ocurre

con las ratas control a las cuales no se les administraron los adenovirus.
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a Control

GFP GFP
b Control control __oqc2 DN
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Figura 28. a) Inmunofluorescencia de secciones coronales del cerebro de rata a nivel del VMH. b)

Imagenes autorradiograficas de western blot.

e AMPK a;, a; DOMINANTES NEGATIVOS (AMPKa-DN)

Los grupos experimentales necesarios para este disefio son:

- GFP

-  AMPKa-DN

El adenovirus administrado es una mezcla de las mismas cantidades de dominantes
negativos para AMPKa; y AMPKaoa, (ambos adenovirus también expresan GFP). La
dosis administrada de AMPKa-DN (Viraquest; North Liberty, IA, USA) es de 1 pl por
cada una de las cuatro inyecciones que se hacen a cada animal. Las concentraciones de
estos adenovirus son para los ambos dominantes negativos 1.2x10'* pfu/ml. Como
control se usan adenovirus que sélo expresan GFP. la dosis administrada es la misma y

su concentracion es 1.2x10" pfu/ml.

RECEPTOR DE HORMONAS TIROIDEAS (TR) DOMINANTE NEGATIVO
(TR-DN)

El experimento consta de 4 grupos de 8 ratas cada uno:

- Eutiroideas-GFP

- Eutiroideas- TR-DN

- Hipertiroideas-GFP

- Hipertiroideas- TR-DN
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La dosis administrada de este adenovirus TR-DN (Viraquest; North Liberty, 1A,
USA) es de 1 pl por inyeccion de un stock de 1x10' pfu/ml. Como control del
tratamiento se administra un adenovirus que expresa el cDNA de GFP. De este

adenovirus también se inocula 1 ul por inyeccion de un stock de 1x10'%.

Previo a la inoculacién de los adenovirus se comprob6 in vitro su funcionalidad
(figura 29). Se observo como estos adenovirus prevenian la activacion dependiente de
THs de un sistema de elementos de respuesta a THs, y la inhibicion de la induccion de

la globulina de unién a hormona sexual (SHBG) en las células HepG2.
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FIGURA 29. a) Actividad transcripcional del elemento de respuesta THs tras la administracion de T3
100nM en células HepG2 infectadas con control (GFP), wildtype (WT) o TR-DN. b) Niveles de
expresion de TRB1 en células HepG2 infectadas con adenovirus. ¢) expresion de SHGB en células HepG2
tras la administracion de T3 100nM; la co-expresion de TR-DN inhibe la accion de TR en WT. *: P<0,05
y ¥**: P<0.001 vs. Vehiculo. #: P<0,01 vs. WT T3.
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e ADMINISTRACION DE AMPKa-DN EN VMH Y TRATAMIENTO CON
ANTAGONISTA DE RECEPTOR ADRENERGICO 3.

En este experimento, ademas de la administracion del adenovirus explicado en el
apartado anterior, es necesario un tratamiento subcutaneo con SR59230A, antagonista
del receptor adrenérgico B3. La administracion de este antagonista se lleva a cabo
mediante implantacion de minibombas osmdticas. Los grupos necesarios para realizar
este experimento son:

Vehiculo-GFP
Vehiculo-AMPKa-DN
SR59230A-GFP
SR59230A-AMPK-DN

Cada uno de los grupos esta compuesto por 8 ratas. Antes de la administracion de
los adenovirus, es necesario implantar dos dias antes las minibombas con el SR59230A.

El disefio experimental queda del siguiente modo (figura 30):

Dia0 Dia 2 Dia 8
Implatacion de  Administracion de Sacrificio
minibombas AMPK-DN

osmaticas
{

Y
Tratamiento con
SR59230A

Figura 30. Protocolo seguido para la administracién de adenovirus AMPKa-DN durante el

tratamiento con SR59230A.

Las dosis de adenovirus son exactamente las mismas que las usadas en el
experimento anterior. La dosis de antagonista SR59230A (Tocris Bioscience; ref.1511)
utilizada es de 3 mg/kg/dia. Como vehiculo del tratamiento se administra suero salino.
La dosis de antagonista se determind en base a un experimento previo, en el que se ha
visto que esta concentracion era capaz de revertir de UCP-1 en el BAT al someter a las

ratas a frio (4°C) durante 48 horas (figura 31).
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Figura 31. Efecto del tratamiento con SR59230A sobre los niveles de mRNA de UCP en BAT en ratas
expuestas a 4°C. *: P<0.05 vs. Control (temperatura ambiente); #: P<0.05 4°C vs. 4°C+ SR59230A.

-CONDICIONATED TASTE AVERSION
RAPAMICINA
» ICV

El procedimiento experimental se lleva a cabo de la forma descrita en el
apartado de técnicas experimentales in vivo. Para este experimento es

necesario crear tres grupos experimentales:
- Vehiculo ICV- Vehiculo IP
- Vehiculo ICV- LiCl 0.15M IP
- Rapamicina ICV-Vehiculo IP

Los grupos estdn compuestos por 8 ratas cada uno. La dosis de rapamicina es la
misma que la usada para el tratamiento cronico ICV y el vehiculo administrado es
DMSO.

La implantacion de las canulas se hace cuatro dias antes de iniciar la restriccion
del agua de bebida.

» 1P

Los grupos experimentales son:
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- Vehiculo SC- Vehiculo IP
- Vehiculo SC- LiCl1 0.15M IP
- Rapamicina SC-Vehiculo IP
Los grupos son de 8 animales. La cantidad de Rapamicina administrada es la

misma (50 pg) pero en un volumen mayor (200 pl).

TECNICAS EXPERIMENTALES

-HIBRIDACION IN SITU

La mayor parte de los neuropéptidos estudiados se expresan en mas de un nucleo
hipotaldmico. La hibridacion in situ permite hacer un estudio anatémico, determinando
los ntcleos en los cuales se expresa el gen y un estudio semicuantitativo del mismo
determinando el grado de expresion del mismo. Para todas las hibridaciones in situ
analizadas en este trabajo se utilizaron como sondas desoxioligonucledtidos

monocatenarios antisentido.

e Parametros de disefio de los desoxioligonucleotidos.

El disefio de las sondas de hibridacion in sifu se realiza a través del programa
informdtico Primer Express (Applied biosystems). Para ello, basandose en la secuencia
de cDNA del gen, se disenan una pareja de sondas para la amplificacion del mismo,
manteniendo para todos ellos los mismos parametros (tabla 4). Se selecciona siempre la

sonda antisentido.

Tabla 4. Parametros de disefio de los desoxioligonucledtidos.

T* media (°C) % GC Tamafio (bp)

Minimo 75 45 30-34
Maximo 100 65 45
Optima 90 40

e Obtencion de los cortes

Tras el sacrificio del animal los cerebros son rapidamente congelados en CO; sélido,
manteniendo su anatomia, y almacenados en un congelador a -80°C hasta el momento
de su uso. Los cortes del cerebro se realizan en un criostato (HM505E®, Microm) en

secciones de 16 um de grosor. Los cortes resultantes se montan en portaobjetos de
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polilisina (Microscope Slides Polysine, VWR) para facilitar la adhesion de los cortes.
Las secciones se eligen en funcion del area de expresion del gen de estudio basandose

en los criterios estereotaxicos del atlas “The rat brain” de Paxinos & Watson (433).

e Marcaje de la sonda
Los oligonucledtidos se marcan en el extremo 3° con [a>°S] dATP (dmersham). La
reaccion de transcripcion se lleva a cabo en un volumen total de 20 pl, con las

siguientes proporciones:

- 100 ng del oligonucleotido en cuestion (tabla 5)

- 2 pl de tampdn de reaccion (“10X one-phor all buffer: 100mM tris-acetato,
100 mM acetato de magnesio, 500 mM acetato de potasio, Amersham)

- 2 pl de [0**S] dATP (4dmersham), con una concentracién de 12.5 uCi/ul y una
actividad especifica de 1250 Ci/mmol (46.2 TBg/mmol)

- 34 unidades de Tdt (terminal deoxynucleotidil tranferase, Amersham)

La mezcla de reaccion se incuba durante un intervalo de 120-150 minutos a 37°C.
Transcurrido ese tiempo se procede a la purificacion de la sonda a través de columnas
de Sephadex (Nick ™ column, Amersham) previamente lavadas con tampdn de elucion
estéril (20 mM Tris-HCI pH 7.5, Merck; 2 mM EDTA pH 8, Merck). Se eluyen tres
fracciones en 400 pl del tampon, y se cuentan 4 pl de cada una en el contador 3
(WinSpectral 1414°, Wallac). La segunda fraccion corresponde al oligonucledtido

marcado.

e Preparacion del tejido (Pre-hibridacion)

Las secciones, una vez seleccionadas, se someten a un proceso de secado rapido
para eliminar la capa superficial de hielo y con ello evitar cualquier interferencia en el
proceso de fijacion. La fijacion se realiza por inmersion de los cortes en una solucion de
paraformaldehido al 4% en tampon fosfato (PB) 0.2 M (38 mM NaH,POy, Sigma, 0.15
M Na,HPO,, Sigma) durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se
realizan dos lavados rapidos con tampdn fosfato sédico (PBS) (72mM NaCl, Sigma; 9.5
mM NaH,POy, Sigma; 39 mM Na,HPOy,, Sigma) y se deshidratan los mismos mediante
inmersiones sucesivas en concentraciones crecientes de etanol (Merck) (70, 80, 90, 95 y
100%, 5 minutos cada uno a excepcion de la inmersion final en etanol absoluto que se

realiza durante 10 minutos). Finalmente las secciones se dejan secar al aire.
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Sobre cada porta se aplican las cuentas (cpm) necesarias (tabla 5) en funcion del
oligonucleotido de estudio, en 200 ul de una solucion de hibridacion que contiene: SSC
4X (SSC 20X: 3M NacCl, Sigma, 280 mM C¢HsNa3;07.2H,0, Sigma), 50% formamida
desionizada (Sigma), disolucion Denhart’s 1X (albimina de suero bovino (BSA) 1%,
ficoll 1%, polivinilpirrolidona 1%, Sigma), 440 pg/ml de DNA de esperma de salmon
(Sigma) y 10 % dextran sulfato (p/v) (Sigma). Las secciones se incuban con la sonda
durante toda una noche en un horno de hibridacién en unas condiciones de humedad y

temperatura (37°C) constantes.

e Lavados

Una vez hibridadas las secciones se someten a los siguientes lavados para eliminar

los posibles restos de sonda:

- Se elimina el grueso de la solucion mediante decantacion.

- 5lavados a temperatura ambiente en SSC 1X

- 4 lavados de 30 minutos a temperatura controlada, a 42 ¢ 55°C en SSC 1X en
funcién del oligonucledtido (tabla 6)

- un lavado de 1 hora a temperatura ambiente en SSC 1X

- lavado rapido en agua milliQ autoclavada

- lavado rapido en etanol 70% con 0.3 M de NHyAc (Sigma Aldrich), lavado
rapido en etanol absoluto.

- Una vez secos, los portaobjetos se exponen en un cassete (HypersassetteTM
Amersham Biosciences) a una pelicula de autoradiografia (Hyperfilm [(-Max,
Amersham).

Los tiempos de exposicion varian en funcion del oligonucleotido (tabla 6).

e Cuantificacion

Las peliculas autoradiograficas se escanean (CanonScan 9900F) a una resolucion de
800X y digitalizadas para su procesamiento con el programa de imagen (ImageJ 1.33,
NIH; Maryland, USA). El estudio cuantitativo se realiza corrigiendo de la densidad
optica de las sefiales de hibridacion en nucleos concretos por la sefial de fondo del area
adyacente. Las 4reas de medicion (seial positiva y fondos) son idénticas en todos los
casos. Todos los grupos experimentales de un mismo ensayo se exponen en la misma

pelicula autorradiografica.
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Tabla 5. Oligonucleotidos antisentido para hibridacion in situ.

Sonda Cédigo GenBank Secuencia

AgRP AF206017 5’-CGACGCGGAGAACGAGACTCGCGGTTCTGTGGATCTAGCACCTCTGCC-3"
CART  M29712 5’-CCGAAGGAGGCTGTCACCCCTTCACA-3’

FAS NM_017332 5’-GGGTCCATTGTGTGTGCCTGCTTGGGGTG-3"

NPY M20373 5-AGATGAGATGTGGGGGGAAACTAGGAAAAGTCAGGAGAGCAAGTTTCATT-3"
POMC AF510391 5’-CTTGATGATGGCGTTCTTGAAGAGCGTCACCAGGGGCGTCTGGCTCTT -3’
TRH NM_013046 5’-ATACCAGTTAGGGTGAAGATCAAAGCCAGAGCCAGCAGCAACCAA-3’

Tabla 6. Condiciones de hibridacion, lavados y exposicion.

Sonda cpm (X10% T de lavado (°C)  t de exposicion (dias)

AgRP 1 55 4-5
CART 1 42 5-6
FAS 0,5 55 15
NPY 1 42 4-5
POMC 0,5 55 2-3
TRH 0,5 55 6-7
-WESTERN BLOT

El analisis mediante Western Blot (WB) de las distintas proteinas implicadas en el

metabolismo de lipidos se realiza en base a protocolos estandarizados por nuestro

grupo de investigacion.

Extraccion de proteinas totales:

Se realiza todo el proceso en hielo para evitar que las proteinas se degraden.

- Las muestras de tejido se homogeneizan mecénicamente hasta que estan

completamente disgregadas.

- Se afiade tampodn de lisis en proporcion al tejido (1:5 (p:v) si es hipotalamo,
1:10 si es higado o 1:2 si es WAT).

** Tampon de lisis: 50 mM TRIS-HCI pH=7.5, 1% Triton X-100 v/v, ImM
EDTA, 1 mM EGTA,
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1 mM Na3VOy4, 50 mM NaF, SmM NaysP,;0, y 42.75g Sacarosa.

Esta solucion se conserva a 4° C y en el momento de su uso se le anaden los

inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics): 1 pastilla de coctel de

inhibidores/25ml tampodn de lisis.

Después de los inhibidores de proteasas se afiade 0.2% [-mercaptoetanol.

- Se centrifuga a 13500 rpm a 4°C durante 30 minutos. En el sobrenadante se
determina la concentracion de proteina (método colorimétrico de Bradford)
mediante el reactivo Bio-Rad Protein Assay Kit, (Bio-Rad Laboratorios, Inc.,
Richmond, CA).

- Se guarda la muestra a -80°C, hasta su utilizacion.

- En el momento en que se utilicen las muestras se afiade el tampén de carga y

tampon de lisis, y se calientan a 95°C durante 10 minutos.

Electroforesis y Transferencia

- La separacion por peso de las proteinas se realiza por electroforesis en geles
SDS-PAGE, compuesto por dos fases: fase superior o stacking (permite
homogeneizar la entrada de las proteinas en el gel separador), y la fase inferior
o running (permite la separacion de las proteinas exclusivamente en funcion del
tamano). El porcentaje de acrilamida de esta tltima fase varia en funcion del
tamafio de las proteinas a estudiar.

** Gel 6%:7 ml H 0d 13.5 ml Tampon A (90.1 g Tris-HCI, 2g SDS, 11
HzOd; pH=8.8), 5.4 ml Acrilamida, 75 pl TEMED y 150 ul APS.

** Gel 8%:5.2 ml H,0 d, 13,5 ml Tampdn A, 7.2 ml Acrilamida, 75 pl
TEMED y 150 pl APS
La cantidad total de proteina cargada: 40 ug de hipotalamo, 20 pg de higado o
15 pg en el caso del tejido adiposo. La cantidad de proteina a cargar se lleva a
un volumen final de 16 pl con tampodn de lisis y tampén de carga 5X.
** Tampoén de carga 5X (25 ml): 12,5 ml glicerol, 1,25 ml B-
mercaptoetanol, 2,5 g SDS, 0.125 ml azul de bromofenol y 6,25 ml Tris-
HCl pH 6.8.
Para determinar el peso de las proteinas y confirmar la transferencia de las

muestras se utiliza un marcador comercial (Precision plus protein Standard,

Bio-RAD)
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- La electroforesis se lleva a cabo durante 60 minutos aproximadamente bajo las
siguientes las condiciones de un voltaje constante de 130 V y un amperaje
limitado de 180 mA.
** Tampon de electroforesis 5X (1 1): 72 g Glicina, 15 g Tris base y 5 SDS.
Para pasar a 1X: 100 ml de tampdn de electroforesis 5X en un volumen

final de 500 ml.

e Transferencia
La transferencia (Semiseca) se realiza sobre membrana de PVDF
(Millipore), que debe ser activada previamente (5 minutos en metanol, 2

minutos en HZOd y 2 minutos en Tampodn de Transferencia).

** Tampon de transferencia 25X (500 ml): 72.5 g Tris base, 36.5 g Glicina
y 4.5 g de SDS. Para pasar a 1X: 40 ml del tampon de transferencia 25X,

200 ml de metanol en un volumen final de 1 L de HZOd.

Duracion trasferencia: 90 minutos a 25 V'y 180 mA.
- Finalizada la Transferencia se bloquea la membrana con exceso de

proteina (BSA 3%) durante 60 minutos de agitacion a temperatura ambiente.

e Inmunodeteccion

- Se lava la membrana con solucion de lavado TBS-TWEEN 0.1 % (24,2 g
Tris-Base, 80 g NaCl y 1 ml Tween 20© en un volumen final de 1L, a un
pH=7.6) durante unos 30 minutos.
- Se incuba con el Anticuerpo primario toda la noche a 4°C 6 2 horas a T*
ambiente en solucion de bloqueo (TBS-TWEEN al 0.1% + 3% BSA) en
agitacion. La concentracion de anticuerpo varia en funciéon de la proteina a
estudiar (tabla 7).
- Se realizan 3 lavados de 10 minutos cada uno con la solucion de lavado.
- Se incuba 1 hora a T* ambiente con el anticuerpo secundario en solucion de
bloqueo.

- Se realizan 3 lavados de 10 minutos cada uno con la solucién de lavado.

- Se incuba la membrana durante 1-2 minutos con el sustrato y potenciador de

quimioluminiscencia a volimenes iguales (1ml de cada), en oscuridad y sin agitacion
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Tabla 7. Relacion de anticuerpos primarios y secundarios usados y sus correspondientes diluciones.

ANTICUERPO PRIMARIO DILUCION Casa ANTICUERPO DILUCION Casa
Comercial SECUNDARIO Comercial
ACC 1:500 Upstate anti-conejo 1:5000 DaKO

cytomation

pACC 1:2000 Upstate anti-conejo 1:5000 Dako
cytomation

AMPKal 1:1000 Upstate anti-conejo 1:5000 Dako
cytomation

AMPKa2 1:1000 Upstate anti-conejo 1:5000 Dako
cytomation

PAMPK 1:2000 Cell anti-conejo 1:5000 Dako
signaling cytomation

FAS 1:1000 Santa Cruz anti-conejo 1:5000 Dako
cytomation

CPT1-M 1:500 Santa Cruz anti-conejo 1:7000 Dako
cytomation

pSTAT-3 1:500 Abcam anti-conejo 1:5000 Dako
cytomation

p-FOXO1 1.500 Santa Cruz anti-conejo 1:5000 Dako
cytomation

mTOR 1:1000 Cell anti-conejo 1:5000 Dako
signaling cytomation

pmTOR 1:1000 Cell anti-conejo 1:5000 Dako
signaling cytomation

S6K1 1:1000 Cell anti-conejo 1:5000 Dako
signaling cytomation

pS6K1 1:1000 Cell anti-conejo 1:5000 Dako
signaling cytomation

Sé6 1:1000 Cell anti-conejo 1:5000 Dako
signaling cytomation

pS6 1:1000 Cell anti-conejo 1:5000 Dako
signaling cytomation

p-Actina 1:5000 Sigma anti-raton 1:5000 Dako
Aldrich cytomation

** Para detectar la proteina se usa anticuerpo secundario conjugado con HRP y

quimioluminiscencia.

** Sustrato de Quimioluminiscencia: Pierce® ECL Wb substrate (Thermo

scientific)

Cuando el anticuerpo secundario se incuba con el sustrato y el potenciador, se

emite una reaccion

luminosa que permite

la visualizacion,

mediante

autoradiografia, de la interaccion de los anticuerpos con la proteina de la muestra.
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- Se coloca la membrana en un cassette de autoradiografia con peliculas
fotograficas (Amersham, Hiperfilm M RPN 6K) y se revelan las peliculas a

distintos tiempos en funcion de la sefial obtenida.

1. Para re-incubar la membrana con otros anticuerpos es necesario
incubarla en solucion de “stripping” durante 30 minutos a 50°C. Asi se
consigue despegar el anticuerpo de la membrana.

2. ** Solucién de “stripping”: 6.25 ml Tris-HCI pH 6.8, 20 ml SDS, 710

ul B-mercaptoetanol. Completar con HZOd hasta un volumen final de

100 ml.
A continuacién se lava con solucion de lavado (3 lavados de 5 minutos) y se
procede a bloquear de nuevo la membrana. Para conservar la membrana para

futuros experimentos se lava en PBS, se seca al aire sobre un papel de filtro y se

guarda.

e (Cuantificacidon

Las peliculas autorradiograficas son escaneadas (CanonScan 9900F) a una
resolucion de 400X y digitalizadas para su procesamiento con el programa de imagen
(ImageJ 1.33, NIH; Maryland, USA). El estudio cuantitativo se realiza corrigiendo la
densidad optica de las sefiales de inmunodeteccion por la seial de fondo de cada placa.
Las areas de medicion (senal positiva y fondo) son idénticas en todos los casos. Todos
los grupos experimentales de un mismo ensayo fueron expuestos en la misma pelicula

fotografica.
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-RT-PCR
L. EXTRACCION DE RNA TOTAL

88

Extraccion de RNA de los tejidos

Las muestras congeladas son homogeneizadas mecénicamente (Polytron)
después de afiadirles 500 ml de Trizol (TRIZOL® Reagent; Invitrogen)
Después de la homogeneizacion las muestra se dejan reposar a T* ambiente

durante unos 5 minutos.

Aislamiento de RNA

A continuacion se anade 1 ml de CHCI;, se agita fuertemente durante varios
segundos y se deja reposar durante 5 minutos.

Transcurrido ese tiempo, se centrifuga 15 minutos a 12000 rpm a 4°C,
observando ya claramente las 2 fases: una fase acuosa (donde se halla el
RNA) y una fase orgéanica (que contiene las proteinas y los lipidos). Entre
ambas se encuentra la interfase (donde esta el DNA).

Se retira la fase acuosa con cuidado pasdndola a otro tubo de polipropileno
autoclavado y se desprecia la fase organica. De esa manera se separa el RNA

del resto de los componentes celulares.

Precipitacion de RNA

Una vez separado el RNA, se le afiade 1 ml de isopropanol, se agita y se mete
a -20°C durante unos 10 minutos, consiguiendo asi que el RNA precipite.
Transcurrido este tiempo se centrifuga 10 minutos a 12000 rpm a 4°C para

concentrar el RNA al fondo.

Lavado

Una vez eliminado el sobrenadante se afiade 1 ml de etanol al 70% en HZO—

DEPC, y tras una agitacion corta se centrifuga durante unos 5 minutos a 12000
rpm y 4°C.

Para eliminar la mayor cantidad de etanol posible, se vuelve a centrifugar 1
minuto a 13500 rpm y 4°C, y posteriormente se retira el sobrenadante con una

pipeta.
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Finalmente se resuspende en H,O DEPC calentandolo a 60 °C durante 15

minutos.

e Cuantificacion

La concentracion de ARN de la muestra se determina en un espectofotometro

ajustado a 2 longitudes de onda: 260 y 280 nm. La absorbancia a 260 nm

proporciona la cantidad de &cidos nucleicos y a 280 nm la cantidad de

proteina. El grado de pureza de la muestra se determina estudiando el cociente

260/280, considerandose aceptable la oscilacion entre 1.4y 1.8

** H ,O DEPC: agua bidestilada con dietilpirocarbonato al 0.1%. Tras una noche a T*

ambiente se autoclava.

1. RETROTRANSCRIPCION (RT)

La reaccién de retrotranscripcion se lleva a cabo en un volumen total de 30 pl, con

las siguientes proporciones:

Volumen de muestra necesario para obtener: 500 ng (grasa) 6 100 ng

(higado) de RNA total

6 ul de tampon de reversotranscripcion (5X first strand buffer;
Invitrogen)(250 nM Tris-HCI, pH 8.3, 375nM KCI, 15mM MgCl, 50nM
DDT)

1.5l Mg2Cl 50 mM (Invitrogen)

6 ul de mezcla de dANTPs (dTTp, dCTp, dGTp, dATp, con una

concentracion de 10 mM de cada uno)

0.17 pl de Random primers (Invitrogen)

0.25 pl inhibidor de RNasa (RNaseOUT®, 40 U/ul Invitrogen)
2 ul de m-MLV reversotranscriptasa (200 U/ul, Invitrogen)

Volumen correspondiente de H ,0 MQ para obtener el volumen final de

30 ul

También se realiza una RT- (30 pl de mezcla de reaccion excepto M-MLV,

cuyo volumen era sustituido por H 0 MQ)
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Una vez preparadas las mezclas de reaccion se incuban en un termociclador,
que realiza los siguientes pasos: 50 minutos a 37°C, 15 minutos a 42°C, 5

minutos a 95°C, y finalmente las muestras se mantienen a 4°C.

II1. PCR Tiempo Real (TagMan)

Se usa como sistema de deteccion las sondas TagMan (sondas especificas
marcadas con fluorocromos: donador y aceptor). Esta basado en la transferencia
de energia fluorescente mediante resonancia (FRET) entre las dos moléculas. El
fluorocromo utilizado para la realizacion de la PCR ha sido TAMRA, que posee
un maximo de absorcién de 560nm y un méximo de emision de 580 nm.

Los primers usados fueron disefiados con el progrma Primer Express (4Applied
biosystems) y cotejados seglin la base de datos BLAST (tabla 8).

La mezcla de reaccion de PCR, cuyo volumen final era de 12 pl, estd
constituida por:

- 2.92ulH 0-MQ

- 0.36 pl Oligonucleotido sentido (10 uM)

- 0.36 ul Oligonucleotido antisentido (10 uM)

- 0.36 pl Sonda (5 uM)

- 6 pl Tagman Universal PCR master mix; (Applied Biosystems)
- 2 ul Muestra (RT)

Ademas de las muestras, se afiade un control negativo (-RT), un blanco y 6
muestras para la realizacion de una curva patron tanto para el gen problema
como para el housekeeping o gen de expresion constitutiva, todo ello por
duplicado.

** Curva patron: consta de 6 puntos realizados por dilucion seriada (1:4) a
partir de un volumen total de 30-40 pl resultante de la mezcla de distintas
muestras de RT (2 pl de distintos productos de RT, pero siempre del mismo
tratamiento o tejido).

Las condiciones de amplificacion fueron de:

1) 50°C durante 2 minutos

2) 95°C durante 10 minutos

3) 95 °C durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto. Nimero de ciclos: 40
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(Applied Biosystems) mediante el programa

Software® (Applied Biosystems).

Para llevar a cabo la reaccion de PCR se utiliza 7300 Real Time PCR System

informatico 7300 System

El anélisis de los datos se realiza en base a un gen de referencia (en este caso el

18S) calculando la diferencia entre eficiencias de ambos genes: referencia y

problema.

Tabla 8. Primers para PCR- Tiempo Real (Tagman).

mRNA  Cédigo Secuencia
GenBank
D2 NM_031720 Assay ID Applied Biosystems TagMan® Gene Expression Assays
Assay ID Rn00581867_ml1

FABP3 NM_024162 Fw Primer 5’-ACGGAGGCAAACTGGTCCAT-3’

RvPrimer 5’-CACTTAGTTCCCGTGTAAGCGTAGTC-3’

Probe FAM-5-TGCAGAAGTGGGACGGGCAGG-3’-TAMRA
HPRT NM_012583 Fw Primer 5’-AGCCGACCGGTTCTGTCAT-3'

RvPrimer 5’-GGTCATAACCTGGTTCATCATCAC -3'

Probe FAM-5’- CGACCCTCAGTCCCAGCGTCGTGAT 3’-TAMRA
HSL NM_012859 Fw Primer 5’-CCAAGTGTGTGAGCGCCTATT -3’

RvPrimer 5’-TCACGCCCAATGCCTTCT -3’

Probe FAM-5’-AGGGACAGAGACGGAGGACCATTTTGACTC -3’-TAMRA
LPL NM_012598 Fw Primer 5’-CTGAAAGTGAGAACATTCCCTTCA-3’

RvPrimer 5’-CCGTGTAAATCAAGAAGGAGTAGGTT-3’

Probe FAM-5’-CCTGCCGGAGGTCGCCACAAATA-3’-TAMRA
PGClo NM_031347 Fw Primer 5’-CGATCACCATATTCCAGGTCAAG-3’

RvPrimer 5’-CGATGTGTGCGGTGTCTGTAGT -3’

Probe 5’-AGGTCCCCAGGCAGTAGATCCTCTTCAAGA -3’
PGC1p NM_176075 Assay 1D Applied Biosystems TagMan® Gene Expression Assays

Assay ID Rn00598552_ml

UCP-1 NM_012682 Fw Primer 5'-CAATGACCATGTACACCAAGGAA-3'

RvPrimer 5-GATCCGAGTCGCAGAAAAGAA-3'

Probe FAM-5’-ACCGGCAGCCTTTTTCAAAGGGTTTG-3'-TAMRA
UCP-3 NM 013167 Assay ID Applied Biosystems TagMan® Gene Expression Assays

Assay ID Rn00565874 m1
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-ENSAYOS ENZIMATICOS

> ACTIVIDAD ENZIMATICA DE CPT-1

|CI) Ct CH 0
I
R—CH,—C~8—CoA + H—C—OH gT—* H—C—0~C—CH,—R + CoA-SH
Acil-CoA Carnitina Acil-carnitina CoA-SH

Figura 32. Reaccion de la Carnitina palmitoil transferasa I.

La determinacion de la actividad CPT-1 se realiza determinando la liberacion de
grupos CoA—SH del palmitoil-CoA usando el método descrito por Bieber (434). Este
método se basa en la reaccion del grupo sulfidrilo con el reactivo de Ellman (4cido 5,5'-
ditiobis(2-nitrobenzoico)) y en la variacion que se produce en la absorcion del mismo a

412 nm.

Los grupos tiol (—SH) de los aminodcidos sulfurados de las proteinas suelen
encontrarse en su forma reducida, como sulfidrilos, y son estables a la oxidacién en
medio acido. El procedimiento utilizado para su cuantificacion, desarrollado por Ellman
en 1959 (435) consiste en oxidar los grupos sulfidrilo de las muestras con un disulfuro
simétrico (acido 5-5’-ditiobis[2-nitrobenzoico]; DTNB, reactivo de Ellman) que, al
reducirse, genera un disulfuro mixto y un anion tiolato (5-tio-2-nitrobenzoato; TNB).
Este puede cuantificarse espectrofotométricamente debido a su fuerte absorcion a 412
nm (coeficiente de extincién de 13’6 x 103 M-1 cm-1) (figura 32). De este modo el
reactivo del Ellman (DTNB) (figura 33) permite la determinacion espectrofotométrica

de los grupos sulfidrilo reactivos presentes en la reaccion.
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TNE

Figura 33. Formula quimica del reactivo de Ellman.

La medida de actividad se realiza durante 7 minutos a 412 nm en un tampon de
medida: 60 mM TRIS-HCI (pH 8), 2.125 mM EDTA, 1.7 mM DTNB, 0,17% TRITON
X-100, 0.5 mM L-Carnitina, muestra (20 pl; dilucion 1:5). Después de incubar 5
minutos a 37°C el tampon de medida con la muestra, se afiaden los sustratos: y 0.5 mM
Palmitoil-CoA (excepto en los controles).

La actividad enzimatica se define como nmol CoA-SH liberado/min/mg proteina.

» Determinacion radioenzimatica de los niveles de malonil-CoA

Los niveles de malonil-Coa se determinan mediante una modificacion del
método radioenzimatico de McGarry, basado en la incorporacion de acetil-CoA
marcado a la molécula de palmitato, en una reaccion catalizada por la acido graso
sintasa, en presencia de NADPH y dependiente de malonil-CoA. (436;437) (Realizado
por el Dr. Asish K. Saha .Diabetes Research Unit, EBRC-827, Boston Medical Center,
Boston, MA, USA)

Malonil-CoA + [14C] Acetil-CoA + NADPH [14C] Acido Palmitico
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» Ensayo kinasa de AMPK al Y AMPK a2

Los extractos de proteina hipotalamica (50ug para AMPKa; y 250pg para
AMPKa,) se incuban en agitacion a 4°C durante una hora con el anticuerpo
correspondiente (2.5 pg para AMPK o; y 5 pg para AMPKa,), que se conjugan
previamente a 5 pl de proteina G-Sepharosa (438). La parte inmumoprecipitada se lava
dos veces con 1 ml de solucion NaCl 0.5M y dos veces con 1 ml de una solucion que
contiene Tris-HCl 50 mM (pH 7.5), EGTA 0.1 mM y 0.1% de f-mercaptoetanol. Para
medir la actividad de AMPK se mide la actividad fosfotransferasa usando como sustrato
el péptido AMARA (AMARAASAAALARRR; sintetizado por Dr. Graham B.
Bloomberg, University of Bristol; UK). Es decir, se determina la cantidad de fosforo
marcado radiactivamente incorporado al péptido AMARA como consecuencia de la

fosforilacion debida a la actividad de AMPK (438;439).

La mezcla final estd formada por el precipitado de la proteina con anticuerpo,
que se lleva un volumen final de 50 pl con una solucion 50 mM Tris-HCIL, pH 7.5, 0.1
mM EGTA, 0.1% 2-mercaptoethanol, 10 mM magnesium acetate, 0.1 mM [y->>P] ATP

(~200 cpm/pmol) (Amersham Biosciences; Little Chalfont, UK) a la que se le afiade el
péptido AMARA en una concentracion 200uM. La reaccion se lleva a cabo a 30°C
durante 30 minutos en agitacion continua para asegurar de que la proteina
inmunoprecipitada esté en todo momento en suspension. Para la determinacion de la
actividad se necesitan 40 pl de la mezcla final, que son absorbidos en papel p8l
(Whatmam; Maidstone, UK). Estos papeles se lavan con H3;POs y se mide la
radiactividad en un contador Beta. La actividad kinasa se define como nmol *°P

incorporados/min/mg proteina (438;439).

-LIPIDOMICA

Los extractos de lipidos se analizaron utilizando un espectrometro de masas Q-
ToF (Waters; Milford, MA, USA) combinado con un Acquity Ultra Performance Liquid
Chromatography (UPLC/MS; Chicago, IL, USA). El perfil lipidico se lleva a cabo
usando un modo de ion positivo. Los resultados obtenidos se convierten en formato
netCDF usando Dbridge Software (MASSLYNX. Waters; Milford, MA, USA). Los
datos convertidos se procesan usando el programa informatico MZmine Software
version 0.60 58-60 (440-442). Los lipidos se identificaron basdndose en su tiempo de

retencion (RT) y el ratio masa/carga (MZ) a partir de una base de datos ya creada.
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(Realizado por e/ Dr. Matej Oresic. VIT Technical Research Centre of Finland,
Tietotie 2, Espoo, FIN-02044, Finland)

-INMUNOHISTOQUIMICA

Para el estudio inmunohistoquimico, el cerebro de la rata se fija mediante
perfusion intracardiaca tal y como se detall6 anteriormente. Una vez fijados los tejidos
del animal, se extrae el cerebro y se mantiene inmerso en la misma solucion de fijado
durante 12 horas a 4°C. A continuacion se transfieren a tampén fosfato 0,1M durante 1

hora.

Las secciones se realizan en un vibrotomo (Vibratome® Series 1000) en secciones

de 50 um de espesor. Las secciones se recogen en buffer fosfato.
e Co-localizaciéon de pAMPK y TR

a) Incubacién en anticuerpo primario monoconal rabbit anti pAMPK (Cell Signalling) a
una dilucion 1:100 en diluyente de anticuerpos (Dakopatts, Glostrup; Denmark) toda la

noche a temperatura ambiente.

b) Incubacion en anticuerpo Anti-conejo Fab, (Sigma) marcado con cianina 3 a una
dilucion de 1:100 en PBS (tampon fosfato 0,1M salino -0,065M NaCl- pH7,4), 1h. Las
secciones se protegen de la exposicion a la luz a partir de este paso para evitar la

pérdida de la fluorescencia.
¢) Incubacién con goat anti TR (4bcam) 1:50 toda la noche temperatura ambiente

d) Incubacion con Anti-cabra Fab, (Molecular Probes) conjugado con Alexa 488 a una

dilucion de 1:100 en PBS, 1h
Entre cada uno de los pasos se realizan 2 lavados de 10 min cada uno con PBS

Las secciones se extienden en portas xilanizados protegiéndolos de la luz
durante el secado. El montaje se efectiia en medio acuoso con Dapi (Vectastain) lavando

previamente los portas en agua destilada.

Como controles negativos se realizan: 1) omision de alguno de los pasos de la

técnica; 2) incubacion con suero no inmune (suero normal de conejo) a la misma
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concentracion que el anticuerpo primario; 3) pre-absorcion del anticuerpo primario con

el péptido control (Cell Signalling) a una concentraciéon 1-10 nmoles/mL.

La reaccion fue obsevada y fotografiada bajo un microscopio de fluorescencia Provis

AX70 (Olympus Corp., Tokyo, Japan)

e Deteccion inmunohistoquimica de la expresion de c-FOS
a) Incubacién en anticuerpo primario c-FOS (Santa Cruz) en dilucion 1:1000 durante
toda la noche a 4°C

b) H,O, 3% en agua destilada (para inhibir la peroxidasa endogena) 10 min

¢) Como sistema de deteccion se utilizd EnVision policlonal (polimero de dextrano

conjugado con anticuerpos anti-conejo y con peroxidasa; Dako) 30 min.

d) DAB (Dako) 10 min, preparada siguiendo el protocolo del fabricante (1 gota de DAB

en 1 mL del disolvente suministrado).
Entre cada uno de los pasos se realizan 2 lavados de 10 min cada uno.

Al finalizar la reaccidon las secciones se extienden en portas xilanizados
(Histobond) dejandolos secar y posteriormente se deshidratan (etanol), se aclaran (xilol)

y se montan con un medio de montaje permanente.

La reaccion fue observada y fotografiada bajo un microscopio de fluorescencia Provis
AX70 (Olympus Corp.; Tokyo, Japan). Ademas, se cuantifica la inmuno-reactividad de
c-FOS en DMN. El numero de células tefiidas en cada seccidén se usa como numero

representativo de células con inmunoreactividad positiva de c-FOS.

_ANALISIS ESTADISTICO

Los datos han sido expresados como media =+ error estandar de la media (SEM).
Los test estadisticos empleados han sido t-student o ANOVA y post-hoc Bonferroni
siendo considerado como significativo P<0.05. El programa informatico empleado para

el analisis estadistico fue el Instat 3.
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CARACTERIZACION DEL ESTADO TIROIDEO

Efecto del hipotiroidismo y del hipertiroidismo sobre la composicion corporal y los
niveles plasmaticos de distintas hormonas

Con el fin de comprobar que la administracion de T4 y AMT durante 21 dias
inducian hipertiroidismo y hipotiroidismo respectivamente, se llevaron a cabo medidas
de diferentes hormonas y de otros parametros que se modifican con el estado tiroideo

(tabla 9).

Tabla 9. Parametros corporales y plasmaticos, y niveles hipotaldmicos de TRH en ratas tratadas con
vehiculo, T4 y AMT.

Vehiculo T4 AMT
Tamafio corporal (cm, sin cola) 44.44+0.18 44.2540.25 42.63+0.46**
Tamafio corporal (cm, con 24.78+0.22  24.50+0.29 23.75+0.25%*
cola)
Masa grasa (g) 34.9942.06  17.25+1.90 *** -
Masa no-grasa (g) 314.61 295.83+5.29%* -

+5.84
Agua libre (g) 1.32+0.09 1.19+0.08 -
Temperatura (°C) 34.60+£0.09  35.43+0.13%** -
TSH (ng/ml) 3.47£0.20 0.42 £ 0.08*** 27.17£1.71%**
T4 (nmol/l) 80.20+7.16  321.64+£33.42%** 25.0£7.67***
T3 (nmol/l) 3.174£0.23 5.10£0.64*** 1.2840.19***
Glucosa(mmol/l) 7.36£0.15 7.38+0.35 6.12+0.23%*
Insulina (ng/ml) 2.1140.34 2.48+0.41 1.50+0.55
Leptina(ng/ml) 3.89+0.46 1.65+0.42%** 3.40+1.05
TRH PVH (% vehiculo ) 100.0049.29  48.15+4.51%** 189.68+14.45%**

* P<0.0 1, **: P<0.01 y ***: P<0.001 vs. vehiculo.
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Los niveles plasmaticos de TSH, T4 y T3 en los distintos modelos demostraron
que los tratamientos de induccion del estado tiroideo habian ejercido el efecto esperado;
en ratas hipertiroideas las concentraciones T4 y T3 en plasma eran mayores que en un
animal eutiroideo, mientras que los niveles de TSH disminuyeron como consecuencia
del mecanismo de retro-alimentacion negativo que rige la sintesis y liberacion de THs;
durante el hipotiroidismo se produjeron efectos contrarios en estos parametros

(134;324:325).

Efecto del hipertiroidismo sobre la regulacion de la ingesta y la masa corporal
Como se puede observar, durante la administracion cronica de T4 la ganancia de
masa corporal disminuyd respecto a la de las ratas vehiculo; esta disminucién iba
acompaifiada, ademas, de un elevado incremento en la ingesta diaria, presentando asi las
ratas tratadas con T4 un fenotipo delgado e hiperfagico (figura 34). Los datos de la
evoluciéon de la masa corporal se apoyaron en medidas de Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) en las que se demostr6 que tanto la masa grasa como la magra eran
menores durante el hipertiroidismo (tabla 9). Estudiando los distintos depositos se
comprobd que el hipertiroidismo inducia la disminucion de la cantidad de grasa en los
depdsitos de WAT, mientras que el deposito de BAT era significativamente mayor que

en ratas eutiroideas (figura 35).
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Figura 34. Evolucion de la a) masa corporal y b) la ingesta durante el tratamiento de 21 dias con T4. a:

P<0.05, b: P<0.01, ¢: P<0.001 vs. vehiculo.
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Figura 35. Masas de los distintos depdsitos de grasa de ratas eutiroideas e hipertiroideas. *: P<0.05 y **:

P<0.01 vs. eutiroideas.

Efecto del hipertiroidismo sobre la expresion de neuropéptidos orexigénicos y
anorexigénicos a nivel hipotalamico

Con el fin de determinar a qué se debia la marcada hiperfagia que muestran las
ratas hipertiroideas, se llevd a cabo el andlisis de los neuropéptidos orexigénicos y

anorexigénicos mas importantes en diferentes nucleos hipotalamicos (figura 36).

160

1 * * ¥
* % *
. T - - - -
100 N L7
*%
60
* k¥

40
20
0

[N
S
o

Ju
N
o

Neuropeptide niveles mRNA
(% Eutiroideas)
o]
o

Total Anterior Posterior Total Anterior Posterior CART POMC TRH
(Total (Total (PVH)
AgRP (ARC) ARC DMH ARC) ARC)

NPY
FIGURA 36. Niveles de mRNA de neuropéptidos orexigénicos y anorexigénicos en distintos nucleos

hipotalamicos de ratas eutiroideas y hipertiroideas. *: P<0.05, **: P<0.01 y ***: P<0.001 vs. eutiroideas.

La expresion de los neuropéptidos demostrd que la hiperfagia del modelo
hipertiroideo estd asociada a cambios en su expresion. Asi, se pudo observar claramente
como NPY, neuropéptido orexigénico, tiene incrementada su expresion de mRNA en el
ARC, tanto en la zona anterior como en la posterior, variacion que no se observo en el
DMH. Otro neuropéptido orexigénico como es AgRP también mostré un incremento en

la expresion en el ARC, pero en este caso Unicamente se observo esta variacion en la
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parte anterior del ARC. En cambio, la expresion del prepro-neuropéptido anorexigénico,

POMC estaba disminuida en el ARC de ratas hipertiroideas.

Efectos del hipertiroidismo sobre la termogénesis adaptativa en diferentes tejidos

El hecho de que las ratas hipertiroideas aun siendo hiperfdgicas muestren
fenotipo delgado, lleva a pensar que presentan un gasto metabdlico elevado que hace
que disipen mayor cantidad de energia en forma de calor. Para comprobar esta hipotesis
se realizo el estudio de los genes implicados en la termogénesis adaptativa en los tejidos

mas importantes para esta funcion (figura 37).
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FIGURA 37. Niveles de mRNA de los genes implicados en la termogénesis adaptativa en diferentes
tejidos. a) BAT, b) higado y ¢) musculo. *: P<0.05, **: P<0.01 y ***: P<0.001 vs. eutiroideas.
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De un modo general, se puede ver que en estos tejidos el programa termogénico
estaba fuertemente incrementado. La mayoria de los genes implicados de modo mas
directo en la funcidon termogénica; es decir, UCPs y PGC-1s, tenian una expresion de
mRNA elevada en tejidos periféricos. Individualmente, el BAT, el tejido fundamental
en la termogénesis mostraba incrementos significativos en UCP-1, UCP-3, PGC-1a y
PGC-1B, que indicaba que se estaba disipando una gran cantidad de energia. En
musculo se observo el incremento de la isoforma especifica de UCP, la UCP-3. En el
higado también se observd de modo claro como la termogénesis estaba incrementada.
Estos datos podrian explicar el porqué aun siendo hiperfagicas las ratas hipertiroideas
son delgadas. Esto se debe a que su gasto es muy superior al de las ratas eutiroideas y
todos los lipidos ingeridos por la dieta y sintetizados se usan como sustrato en la

termogénesis adaptativa.

Estudio de la via de sefalizacion de AMPK durante el hipertiroidismo

a nivel central y periférico

Mediante el uso de la técnica de Western Blot se procedi6 al estudio de la via de
sefalizacion de AMPK en el hipotadlamo (figura 38). Como se puede comprobar, la
activacion de AMPK disminuyd, lo que indica que durante el hipertiroidismo en el
hipotdlamo esta incrementada la sintesis de 4cidos grasos. La disminucion en los
niveles de pAMPKa se correlaciond con los menores niveles de proteina de tAMPKa,
que a su vez parecia ser debido tnicamente a la disminucion de la expresion de la
isoforma AMPKal. La inactivacion de AMPK correlacionaba con unos menores niveles

de pACC y una mayor expresion de FAS.
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Figura38. Efectos del tratamiento cronico con T4 durante 21 dias en los niveles de proteina de la via de
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AMPK. a) imagenes autorradiograficas de western blot. b) cuantificacion de los niveles de proteina. ***:

P<0.001 vs. eutiroideas.

Como ya se ha explicado anteriormente, FAS es un enzima que estd regulado a
nivel transcripcional (263). Tras ver el dato del aumento de los niveles proteicos de
FAS, se realizaron mediante hibridacion in situ estudios de la expresion de mRNA en
distintos nucleos hipotalamicos; como se puede observar en la figura 39 la expresion de

FAS estaba incrementada en todos los nucleos estudiados.
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Figura 39. Efecto del tratamiento cronico con T4 durante 21 dias en los niveles de mRNA de FAS en

VMH ARC PVH

distintos nucleos hipotaldmicos. a) imagenes autorradiograficas de hibridacion in situ. b) cuantificacion

de los niveles de mRNA. ***: P<0.001 vs. eutiroideas.

Hasta el momento todas las evidencias, tanto por medidas de proteina como
mRNA indicaban que la via lipogénica estaba aumentada tras el tratamiento cronico de
T4, es decir, en el hipotalamo de las ratas hipertiroideas predomina la sintesis de lipidos

frente a su oxidacion. Ademas de estos datos, se han llevado a cabo diferentes medidas
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de actividades enzimaticas y concentracion de malonil-CoA (figura 40) que confirman

con los ya obtenidos de proteina y mRNA.
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Figura40. a) Concentracion de AMP, b) actividad de AMPKal y AMPKa2, ¢) concentracion de malonil-
CoA y d) actividad de CPT-1 en hipotalamos de ratas eutiroideas e hipertiroideas. *: p<0.05, **: P<0.01 y

**%. P<0.001 vs. eutiroideas.

Como cabia de esperar tras ver los niveles de proteina de pAMPKa, la
concentracion de AMP detectada en los hipotdlamos de las ratas hipertiroideas era
mucho menor que en los de las eutiroideas. Como se ha descrito previamente, la
variacion de AMPK se debe, entre otras causas, a alteraciones en ¢l ratio AMP:ATP
(55;241-246): la disminucion de la concentracion de AMP lleva a una caida en este ratio
y por tanto a la disminucion de pAMPK. Por otra parte, la medida de las actividades
kinasa de AMPKal y AMPKoa2 confirmé el dato obtenido mediante Western Blot, la
isoforma regulada en hipertiroidismo era la AMPKal. Finalmente, para acabar el
analisis de la via de sintesis de lipidos en el hipotdlamo de ratas hipertiroideas, se
llevaron a cabo medidas de concentracion de malonil-CoA y de actividad enzimatica de
CPT-1. El aumento detectado en la concentracion de malonil-CoA en el hipertiroidismo

concordaba con los datos de proteina (figura 38); es decir, todas las evidencias
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indicaban que la sintesis de lipidos estaba sobre-regulada en ratas hipertiroideas. Como
se ha explicado previamente, el malonil-CoA es un inhibidor alostérico de la actividad
enzimatica de CPT-1. En este caso, se puede observar como el incremento de malonil-
CoA iba acompanado con la disminucion de la actividad de CPT-1, lo que sugeria que
la entrada de los LCFA-CoAs en la mitocondria para su posterior oxidacién estaba

inhibida y consecuentemente, la B-oxidacion.

Con el fin de aclarar si el incremento visto en la concentracion hipotalamica de
malonil-CoA era inherente al estado tiroideo del animal o consecuencia del estatus
energético, se analizaron los niveles de malonil-CoA en ratas, tanto eutiroideas como
hipertiroideas, después de haberlas sometido a un periodo de restriccion alimentaria del
30% (figura 41). Mientras que en ratas eutiroideas la restriccion causaba la disminucion
de la concentracion de malonil-CoA, en ratas hipertiroideas los niveles de dicho
metabolito permanecian inalterados. De los resultados obtenidos se podia concluir que
el incremento de la concentracion de malonil-CoA era debido a la alteracion del estado

tiroideo del animal.
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FIGURA 41. Concentracion de malonil-CoA en el hipotalamo de ratas eutiroideas e hipertiroideas tras un

periodo de restriccion alimentaria del 30%. **: P<0.01 y ***: P<0.001 vs. eutiroideas ad libitum.

A continuacion, con el fin de estudiar si los cambios observados eran especificos
del hipotalamo, se analiz6 la via de AMPK en otras regiones del SNC: en areas como el
cortex la via permanecia inalterada en ratas hipertiroideas (figura 42a), mostrando que

los efectos de las THs a nivel central se producian unicamente en el hipotdlamo.
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Los efectos del hipertiroidismo no son visibles inicamente a nivel central. Se ha
visto que en tejidos periféricos la ruta de sintesis de acidos grasos varia de forma
especifica. Asi por ejemplo, en el higado la via estaba modulada de igual forma que en
hipotalamo (figura 42b); es decir, el hipertiroidismo estimulaba la sintesis de novo de
lipidos en higado. En cambio, en tejidos como el musculo y el WAT la sintesis de
acidos grasos estaba inhibida (figura 42c/d), y el hipertiroidismo causaba incremento

tanto en pAMPK como en pACC.
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Figura 42. Efectos del tratamiento cronico con T4 durante 21 dias en los niveles de proteina de la via de

AMPK. a) cortex, b) higado, ¢) musculo y d) WAT. *: p<0.05, **: P<0.01 y P<0.001 vs. eutiroideas.

Para comprobar si los efectos vistos hasta el momento sobre la regulacion de la
ingesta y de la masa corporal, asi como sobre el metabolismo de lipidos eran debidos a
la induccion del estado hipertiroideo y no a otros efectos de las THs, se realizd un
tratamiento con una TH bioldégicamente inactiva, la T2. Los resultados obtenidos tras

este experimento (figura 43), en el que no se observaba cambio alguno en ingesta, masa
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corporal ni sintesis de acidos grasos demostraron que los datos obtenidos previamente

se debian inicamente a la aparicioén del hipertiroidismo.
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Figura 43. a) Ganancia de masa corporal, b) ingesta diaria y c¢) niveles de proteina de la via de sintesis

acidos grasos tras el tratamiento cronico de 21 dias con T2.

Efecto del hipotiroidismo sobre la regulacion de la ingesta y la masa corporal

Al igual que durante el hipertiroidismo, se estudiaron los cambios que ocurren
en el estado hipotiroideo.

Durante la induccion del hipotiroidismo se observd que las ratas presentaban una
menor ganancia de masa corporal respecto a las ratas eutiroideas, y que ademas su
ingesta era significativamente inferior (figura 44). A pesar de que el hipotiroidismo
deberia inducir un fenotipo obeso (443), el tratamiento con AMT di6 lugar a la

aparicion de una pérdida de masa.
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Figura 44. Evolucion de a) masa corporal y b) ingesta durante el tratamiento de 21 dias con AMT. a:

P<0.05, ¢: P<0.001 vs. vehiculo.

Efecto del hipotiroidismo sobre la expresion de neuropéptidos orexigénicos y

anorexigénicos a nivel hipotalamico

Con el fin de determinar a qué se debia la marcada hipofagia que presentan las

ratas hipotiroideas se estudio la expresion de distintos neuropéptidos hipotalamicos

(figura 45).
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FIGURA 45. Niveles de mRNA de neuropéptidos orexigénicos y anorexigénicos en distintos nucleos

hipotalamicos de ratas eutiroideas y hipotiroideas. **: P<0.01 y ***: P<0.001 vs. eutiroideas.

Los resultados obtenidos mostraron que Unicamente se observaba una

disminucién en el ARC de los niveles de expresion de AgRP y que esta disminucion se
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debia en gran parte a su caida en la zona posterior. Asi, la hipofagia de las ratas
hipotiroideas podria asociarse con este descenso en la expresion de AgRP. El resto de
los neuropéptidos analizados no presentaron cambios en ninguno de los nucleos

estudiados.

Efectos del hipotiroidismo sobre la termogénesis adaptativa en diferentes tejidos

Los resultados de la evolucion de masa corporal en hipotiroidismo muestran una
inesperada pérdida de masa. En un intento por explicar la aparicion de este fenotipo se
han estudiado los niveles de expresion de los genes implicados en termogénesis en

BAT, higado y musculo (figura 46).
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FIGURA 46. Niveles de mRNA de los genes implicados en la termogénesis adaptativa en diferentes
tejidos. a) BAT, b) higado y ¢) musculo. *: P<0.05, **: P<0.01 y ***: P<0.001 vs. eutiroideas.
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Antes del analisis cabria esperar que la termogénesis en BAT estuviera
disminuida; una situacidén opuesta a lo visto en el hipertiroidismo. Tras el estudio de los
resultados se pudo observar que muchos de los genes presentaban incrementos
significativos que no concordaban con lo esperado. En cambio, en higado y en musculo
se podia ver como la mayoria de los genes presentaban disminuida su expresion. Uno de
los motivos por el cual se podria explicar la pérdida de masa y el incremento de
termogénesis en el BAT podria ser la temperatura ambiente y la incapacidad que

muestran los animales hipotiroideos en defender su temperatura corporal.

Estudio de la via de sintesis de lipidos durante el hipotiroidismo a nivel

central y periférico

Ademas de la caracterizacion de hipertiroidismo en cuanto a sus efectos sobre el
metabolismo de lipidos, estudiamos los efectos que el hipotiroidismo causa sobre el

metabolismo lipidico, a nivel central y periférico (figuras 47 y 48).
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FIGURA 47. Efectos del hipotiroidismo sobre los niveles de proteina de la via de AMPK en hipotalamo.
a) imagenes autorradiograficas de western blot. b) cuantificacion de los niveles de proteina. **: P<0.01

vs. eutiroideas.

Nuestros datos mostraron que los efectos del hipotiroidismo sobre la biosintesis
de lipidos en el hipotdlamo eran menores que durante el hipertiroidismo (figura 47). Las
fosforilaciones de pAMPK y de pACC no se veian afectadas por el tratamiento con

AMT. En cambio, si se puede observar un incremento en la isoforma AMPKal. Por otra
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parte, es de destacar la disminucion observada en FAS, que indica que se esta limitando

la conversion del parte del malonil-CoA a LCFA-CoAs.

Estudiando los efectos del estado hipotiroideo en tejidos periféricos se pudo ver
que, a grandes rasgos, en el higado produjo las mismas variaciones vistas en
hipertiroidismo, excepto para los niveles de proteina de FAS, que en este caso, a pesar
de que la ruta estd incrementada (disminucion en pAMPK y pACC), muestra una menor
expresion que en ratas eutiroideas (figura 48). Tanto en musculo como en WAT se
comprobo que el hipotiroidismo afectaba de manera opuesta al metabolismo lipidico
que el hipertiroidismo y que los enzimas implicados en la sintesis de lipidos se

encontraban reducidos.
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Figura 48. Efectos del tratamiento cronico con AMT durante 21 dias en los niveles de proteina de la via

de AMPK. a) higado, b) musculo y ¢) WAT. *: p<0.05, **: P<0.01 y ***: P<0.001 vs. eutiroideas.
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Estudio de la variacion de las especies lipidicas complejas durante el

hipertiroidismo

Vistos los resultados de metabolismo lipidico en el hipotdlamo de ratas
hipertiroideas, el siguiente punto del trabajo fue investigar, mediante lipidémica, como
variaban los lipidos complejos en el estado hipertiroideo (figura 49).

Tras el andlisis de los datos obtenidos por lipidomica, se pudo observar que en
hipertiroidismo todas las especies lipidicas analizadas en hipotdlamo estaban
incrementadas. La tnica excepcion a esto la constituyen las glicerofosfoetanolaminas,
que no varian su concentracion. Por otra parte, cabe destacar que al igual que lo que
ocurre sobre los enzimas de metabolismo lipidico, los cambios vistos en hipotdlamo no

se presentaban en otras areas cerebrales, como el cortex.
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FIGURA 49. a) Analisis multivariado modelo PLS/DA (2 LVs, Q2=61%) en hipotalamo. Niveles en

hipotdlamo y en cortex de: b) monoacilgliceroles, c¢) diacilgliceroles, d) triacilgliceroles, e)

glicerofosfocolinas, f) glicerofosfoetanolaminas, g) glicerofosfoinositoles, h) glicerofosfoserinas, 1)

lisoglicerofosfocolinas, j) lisoglicerofosfoetanolaminas y k) esfingomielinas. *: p<0.05 y **: P<0.01 vs.

eutiroideas.

que llevaban a cabo las sintesis de dichos complejos (figura 50).
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De los enzimas analizados todos presentaban incremento en hipotdlamo de ratas
hipertiroideas, mientras que unicamente dos de ellos (LIPIN1 y PTDSS1) lo hacian en
el cortex (figura 51). Todos estos datos junto con los obtenidos anteriormente,
demuestran también que el hipertiroidismo activa las vias lipogénicas de modo selectivo

en hipotalamo.

ESTUDIO DE LA ADMINISTRACION CENTRAL DE HORMONAS
TIROIDEAS

Efectos sobre masa corporal e ingesta de la administracion central de T3

Dado que el estado hipertiroideo induce, ademas del incremento en THs,
importantes cambios metabdlicos que podrian influir en la via lipogénica, el siguiente
paso fue averiguar qué efectos directos tienen las THs administradas cronicamente de

modo ICV.
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Figura 52. Evolucion de la a) masa corporal y b) la ingesta durante el tratamiento con T3 ICV. *: p<0.05

y *¥*%: P<0.001 vs. eutiroideas vehiculo.

Los datos obtenidos mostraron que la administracion ICV de T3 causaba, al
igual que el hipertiroidismo, una gran pérdida de masa sin afectar en cambio a la ingesta
(figura 52). Ademas, para comprobar que los efectos observados no se debian a un

incremento en la concentracidon circulante de hormonas tiroideas o a la difusion de T3
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desde el CSF a la circulacion periférica, se analizaron los niveles de T3 y T4 en plasma

(figura 53).
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Figura 53. Niveles plasmaticos de a) T3 y b) T4 en ratas tratadas cronicamente con T3 ICV. *: p<0.05 y

*#*%: P<(0.001 vs. vehiculo.

Los resultados obtenidos mostraron que la administracion de T3 ICV causaba
una reduccion en los niveles plasmaticos de T3 y T4. Debido a la alta concentracion de
T3 a nivel central, el eje HHT actua a través de TRH reduciendo la sintesis y liberacion
de THs. Estos resultados demostraban que los efectos de la T3 sobre la pérdida de masa

se debian a su accidn central y no a una accion periférica tras su difusion al plasma.
Efecto de la administracion central de T3 sobre el metabolismo lipidico

Visto que los cambios en metabolismo lipidico a nivel central en hipertiroidismo
eran exclusivos de hipotalamo, se llevo a cabo el analisis de los niveles de proteina de
los enzimas implicados en la sintesis de lipidos tras la administracion crénica de T3 ICV

en hipotalamo (figura 54).
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Figura 54. Efectos del tratamiento con T3 ICV durante 4 dias en los niveles de proteina de la via de
AMPK. a) imagenes autoradiograficas de western blot. b) cuantificacion de los niveles de proteina. **:

P<0.01 y ***P<(.001 vs. vehiculo.

Los datos obtenidos indican que la lipogénesis de novo estaba incrementada tras
el tratamiento con T3 ICV, del mismo modo que ocurria en hipertiroidismo. La
fosforilacion de AMPK y ACC estaba disminuida, al igual que el nivel AMPKal,
mientras que AMPKa2 y ACCa no mostraba ninguna variacion tras el tratamiento con

T3.

Efecto de la administracion central de T3 sobre la termogénesis adaptativa

Viendo que el tratamiento con T3 ICV provocaba los mismos efectos sobre
metabolismo lipidico que el hipertiroidismo, y que ademads llevaba asociado pérdida de
masa, se estudiaron los genes involucrados en termogénesis (figura 55), en un intento

por explicar esta disminucion de la masa corporal.
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Figura 55. Niveles de mRNA de los genes implicados en la termogénesis adaptativa en BAT tras el

tratamiento cronico con T3 ICV. *: P<0.05, **: P<0.01 y ***: P<0.001 vs. eutiroideas.

Los datos en BAT mostraron que todo el programa termogénico estaba
significativamente incrementado tras el tratamiento con T3 ICV; de hecho, siete de los
ocho genes estudiados estaban elevados en BAT. Ademdas, UCP-1, la proteina
fundamental que lleva a cabo la termogénesis, mostraba un elevado incremento. Por otra
parte, analizando los resultados de termogénesis en otros tejidos, higado y musculo, se
observé que no se reproducian los cambios vistos en BAT (figura 56), indicando que en

ellos no se incrementaba la termogénesis.
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Figura 56. Niveles de mRNA de los genes implicados en la termogénesis adaptativa en a) higado y b)

musculo tras el tratamiento cronico con T3 ICV. **: P<(0.01 vs. vehiculo.

Es importante destacar que los efectos del tratamiento con T3 ICV fueron
independientes del estado tiroideo del animal, pues en ratas hipotiroideas, la
administracion de T3 ICV causo6 los mismos resultados tanto en masa e ingesta (figura

57) como en termogénesis en BAT, higado y musculo (figura 58).

120



Resultados

N
o

11-Hipotiroideas vehiculo
—A-Hipotiroideas T3 ICV

=
o

o

N
)

*%

&
o
*
*
*

A
S

Ganacia de Masa Corporal (g)
5

[N

2 3 4
Tiempo (dias)

1.54

1.25

1.0 1

T3 (nmol/l)

0.5

0.25 A

0.0

Vehiculo T3ICV

(o n

Ingesta (g)

%

D
o

{1-Hipotiroideas vehiculo
—A-Hipotiroideas T3 ICV

ul
o

IS
o

w
o

=
o

o

Tiempo (dias

)

Vehiculo

T3ICV
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hipotiroideas. Niveles plasmaticos de a) T3 y b) T4 en ratas hipotiroideas tratadas cronicamente con T3

ICV. **: P<0.01 y ***: P<0.001 vs. hipotiroideas vehiculo.
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FIGURA 58. Niveles de mRNA de los genes implicados en la termogénesis adaptativa en diferentes
tejidos tras el tratamiento con T3 ICV en ratas hipotiroideas. a) BAT, b) higado y ¢) masculo. *: P<0.05,
**: P<0.01 y ***: P<0.001 vs. hipotiroideas vehiculo.

Todos los datos obtenidos tras el tratamiento con T3 ICV indican que sus efectos
sobre el BAT son debidos a su accion directa a través del hipotdlamo, y no al resultado
de la difusion de la T3 en plasma. Para verificar esta idea se llevd a cabo la

administracion T3 IP (misma dosis que ICV) de modo crénico (figura 59).
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Figura 59. Evolucion de a) masa corporal y b) ingesta durante el tratamiento con T3 IP. c) niveles
hipotalamicos de proteina de la via de AMPK tras el tratamiento con T3 IP. d) niveles de mRNA de los

genes implicados en termogénesis en el BAT tras el tratamiento con T3 IP.

Los resultados obtenidos confirman que las acciones de la T3 ICV son
producidas unicamente por sus efectos a nivel hipotalamico y no por las variaciones en
los niveles plasmaticos de T3 y T4. Tras el tratamiento con T3 IP no se observaron
ninguno de los cambios vistos tras la administracion central de T3 en masa corporal,
metabolismo lipidico o termogénesis (figura 59). La T3 administrada de modo central
afect6 al metabolismo hepatico unicamente en ratas eutiroideas en donde incremento la
lipogénesis de novo de manera muy significativa, mientras que en ratas hipotiroideas

sus efectos en higado se vuelven casi inapreciables (figura 60). Unicamente se
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observaron pequenos cambios en AMPKal y AMPKa?2 sin llegar a variar sus niveles

de fosforilacion.
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FIGURA 60. Niveles hepaticos de proteina de la via de AMPK tras el tratamiento cronico con T3 ICV en
ratas a) eutiroideas y b) hipotiroideas. *: P<0.05 y ***: P<0.001 vs. Vehiculo.

Una vez demostradas las acciones de T3 sobre termogénesis en el BAT, y que
estas estan mediadas a través de sus efectos a nivel hipotaldmico y no periféricamente,
se estudio el modo en que la T3 ejercia estas funciones. Como se ha descrito
previamente, el hipotdlamo ejerce sus efectos sobre termogénesis en el BAT por medio
de SNS (169;187). Los estimulos procedentes del SNS producen la activacion de AR-
B3, que inicia todo el proceso termogénico (170). Para confirmar la hipotesis de que la
T3 ICV afecta al BAT a través del SNS, inicialmente se inhibi6 farmacologicamente los
AR-B3 usando el antagonista especifico SR59230A administrado de modo subcutaneo.

Los datos obtenidos demostraron que la inhibicion de AR-B3 prevenia la pérdida de
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masa inducida por la administracion central de T3, sin que la ingesta se viese afectada

(figura 61).
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FIGURA 61. Evolucion de a) masa corporal y b) ingesta durante el tratamiento con T3 ICV y
SR59230A. *: P<0.05, **: P<0.01 y ***: P<0.001 vs. Vehiculo. #: P<0.05 y ##: P<0.01 vs. T3 ICV

SR59230A.

Ademas, el antagonista también revirtid el incremento en la expresion de los

genes involucrados en el proceso termogénico que producia la T3 ICV en BAT (figura

62).
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Figura 62. Niveles de mRNA de los genes implicados en la termogénesis adaptativa en BAT tras el

tratamiento cronico con T3 ICV y SR59230A. **: P<0.01 vs. Vehiculo. #: P<0.05 y ##: P<0.01 vs. T3

ICV SR59230A.

125



Resultados

El conjunto de los datos obtenidos tras la administracion central demostraron
que la T3 regula la termogénesis en BAT a través de un mecanismo que necesita la

activacion del SNS.

Todos los datos obtenidos hasta el momento mostraban una gran implicacion de
las THs sobre el metabolismo lipidico en el hipotdlamo. Con el fin de demostrar si las
THs ejercen una accion directa sobre AMPK en diferentes areas hipotalamicas se
realiz6 un estudio inmunohistoquimico (figura 63). Este mostraba un alto grado de co-
localizacion entre TR y pAMPK en diversas zonas del hipotalamo claves en el balance

energético como el ARC o el VMH.
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Figura 63. Imagenes de la co-localizacion de pAMPK y TR en distintos ntcleos hipotalamicos.

Con el fin de caracterizar los efectos de la T3 a nivel hipotalamico, ademas de
realizar la administracion crénica de esta molécula, se observo que los cambios vistos
en este experimento sobre metabolismo lipidico hipotalamico se replicaban al ser
administrada la T3 ICV de modo agudo. Se vio que la administracion aguda de T3 ICV
no causaba ninguna variacion sobre la ingesta (figura 64), y se pudo comprobar como la
T3 ejercia un efecto inhibitorio robusto sobre la expresion de pAMPK y pACC una hora

después de su administracion (figura 65).
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Figura 64. Ingesta a 1 y 3 horas tras la administracion de T3 ICV.
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FIGURA 65. Efectos del tratamiento con T3 ICV agudo en los niveles de proteina de la via de AMPK. a)

imagenes autorradiograficas de western blot. b) cuantificacion de los niveles de proteina. *: P<0.05, **:

P<0.01 y ***P<0.001 vs. Vehiculo.

Ademas, los efectos de la administracion de T3 ICV de forma aguda se asocian

con un marcado incremento en la inmunoreactividad (IR) de c-Fos en el nucleo dorsal

motor del vago (DMV), en el ntcleo inferior de la oliva (I0) y en el raphe pallidus

(RPa) (figura 66), caracterizados por recibir proyecciones neuronales provenientes del

VMH (170;444).
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FIGURA 66. Efecto de la T3 ICV sobre c-Fos en el DMV. a) imagenes de la inmunohistoquimica de c-

Fos en el DMV. b) cuantificacién de las células inmuno-reactivas de c-Fos en el DMV. ***P<(0.001 vs.

vehiculo.

Finalmente, se estudio la actividad del SNS y se encontré que la administracion

de T3 ICV causaba grandes incrementos en la actividad neuronal del SNS en el BAT

(figura 67), lo que estaba indicando que la T3 modulaba las funciones en el BAT a

través de sus acciones a nivel hipotalamico.
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Figura 67. Actividad del SNS tras la administracion de distintas dosis T3 ICV. a) evolucion de la

actividad en las 6 primeras horas tras el tratamiento. b) actividad del SNS en la tltima hora. **: P<0.01 y

*#*%p<0.001 vs. Vehiculo. #: P<0.05 vs. T3 ICV 2ng.
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Hasta el momento, todos los tratamientos centrales con T3 fueron administrados
de modo ICV. Visto que uno de los nticleos en los que co-localizan pAMPK y TR es el
VMH, y que ademas se ha descrito que este nucleo tiene gran importancia en
metabolismo de lipidos y en la modulacion del BAT (23), junto a la evidencia vista por
la IR de c-Fos, se estudiaron los efectos de la administracion de T3 directamente,

mediante esterotaxia, en el VMH.
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Figura 68. Ingesta a 1 y 3 horas tras la administracion de T3 en el VMH.
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FIGURA 69. Efectos de la administracion de T3 en el VMH sobre los niveles de proteina de la via de
AMPK. a) imagenes autorradiograficas de western blot. b) cuantificacion de los niveles de proteina. *:

P<0.05 y **: P<0.01 vs. Vehiculo.

Los resultados obtenidos, ademas de no presentar variaciones en ingesta (figura

68) mostraron que los cambios sobre metabolismo lipidico tras la administracion de T3
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en el VMH eran iguales que los vistos tras los tratamientos con T3 ICV, indicando que
las variaciones vistas en proteina total del hipotadlamo se debian en gran medida a los

cambios ocurridos en el VMH.

Al igual que lo visto en el caso de la administracién ICV de T3, se encontrd que
su administracion estereotdxica en el VMH también producia los mismos cambios sobre
la actividad neuronal del SNS (figura 70), lo que llevaba a pensar que no solo la T3
modulaba las funciones del BAT a través de sus acciones en el hipotdlamo, sino que

mas concretamente se debian a las acciones directas sobre el VMH.
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Figura 70. Evolucion de la Actividad del SNS durante las 6 primeras horas tras la administracion de T3

en el VMH. ***P<0.001 vs. Vehiculo.

Todas las evidencias halladas hasta el momento tras los tratamientos con T3
indicaban que los efectos sobre el BAT eran debidos a sus acciones en el hipotalamo y
no como consecuencia de los niveles de THs circulantes. Se realizd6 un tultimo
experimento con el objetivo de demostrar de modo mas robusto las evidencias obtenidas
tras el analisis de los resultados anteriores. Con el fin de analizar si durante la induccion
de hipertiroidismo de modo periférico, los cambios vistos en el programa termogénico
en el BAT se debian a las THs circulantes o estaban mediados por sus efectos en el
VMH, se ha llevado a cabo un experimento en el que se han bloqueado genéticamente

los TR estereotaxicamente en el VMH.
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Figura 71. Evolucién de la ganancia de masa corporal e ingesta diaria tras la inoculacién de adenovirus

TR-DN en ratas eutiroideas (a y b) y hipertiroideas (c y d). *: P<0.05 y **: P<0.01 vs. GFP.

Se puede comprobar que Unicamente en ratas hipertiroideas, la administracion de

los adenovirus que codificaban una isoforma dominante negativa del receptor de

hormonas tiroideas (TR-DN) llevé asociado un incremento significativo en la masa

corporal, sin causar alteracion alguna sobre la ingesta en ninguno de los grupos (figura

71).
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FIGURA 71. Niveles plasmaticos de a) T3 y b) T4 tras la inoculacion de los adenovirus TR-DN. ***:
P<0.001 vs. eutiroideas GFP.
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Al igual que lo ocurrido tras la administracion de T3, la administracion de los
adenovirus TR-DN no provocd ninguna variacion en los niveles plasmaticos de THs

(figura 71).

Curiosamente, los datos mostraron que tras la administracion de adenovirus, las
ratas hipertiroideas presentaban menores valores en la expresion de los genes
implicados en el proceso termogénico en BAT (figura 72a), sobre todo UCPs y PGCs,
indicando que incluso durante el hipertiroidismo inducido periféricamente las acciones
sobre termogénesis en BAT estdn mediadas mayoritariamente a nivel hipotalamico, y
mas concretamente a través del VMH. En ratas eutiroideas no se observd ninguna
variacion en termogénesis tras la administracion de TR-DN, la expresion de las UCPs se

mantuvo al mismo nivel que en las ratas control (figura 72).
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Figura 72. Niveles de mRNA de los genes implicados en la termogénesis adaptativa en BAT tras la
inoculacion de los adenovirus TR-DN en ratas a) eutiroideas y b) hipertirodieas. *: P<0.05 y ***:

P<0.001 vs. GFP.

Hasta el momento se habia observado que las acciones que las THs ejercian a
nivel central inicamente afectaban al proceso termogénico especificamente en el BAT;
siguiendo con estas observaciones se estudiaron diferentes tejidos tras el tratamiento
con los adenovirus TR-DN en el VMH (figura 73), en donde se pudo comprobar como,

al igual que lo anteriormente descrito, en higado y musculo ninguno de los genes
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implicados en el proceso termogénico tenia revertida su expresion como se vio en el
caso de BAT, indicando que las alteraciones en termogénesis vistas en estos tejidos

durante el hipertiroidismo eran debidas a efectos de las THs plasmaticas.
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Figura 73. Niveles de mRNA de los genes implicados en la termogénesis adaptativa en a) higado y b)

musculo tras la inoculacion de los adenovirus TR-DN.
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ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE METABOLISMO
LIPIDICO EN HIPOTALAMO Y TERMOGENESIS DURANTE EL
HIPERTIROIDISMO

Los datos obtenidos hasta el momento mostraban que el hipertiroidismo causaba
la activacion de la lipogénesis de novo en el hipotdlamo y que sus efectos en
termogénesis eran mediados a nivel central. El siguiente punto a estudiar fue la
interconexion que tenian ambos factores; es decir, si la activacion del metabolismo
lipidico en el hipotdlamo era la causa del incremento de la termogénesis en BAT y otros
tejidos, ademds de intentar explicar el fenotipo hiperfagico y delgado a pesar de los
altos niveles de malonil-CoA hipotalamico. Para llevar a cabo este enfoque
experimental, se emplearon diversos activadores e inhibidores farmacologicos de los
distintos enzimas de la ruta de sintesis de 4cidos grasos. El primer paso fue estudiar los
efectos de la administracion de un inhibidor especifico de FAS, denominado cerulenin,

en ratas hipertiroideas.
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Figura 74. a) Ganancia de masa corporal y b) ingesta diaria durante el tratamiento central con cerulenin.

**%: P<0.001 vs. eutiroideas vehiculo.

La administracion de cerulenin no tuvo ninguna repercusion ni en la masa
corporal ni en la ingesta de las ratas hipertiroideas (figura 74) a pesar de que, como era
de esperar, presentaban una mayor concentracion de malonil-CoA hipotalamico (figura

75). En cambio, las ratas eutiroideas, presentaban una disminucion conjunta de la masa
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corporal y la ingesta, que correlacionaba con el incremento en la concentracion

hipotalamica de malonil-CoA similar al observado en las hipertiroideas
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Figura 75. Niveles hipotaldmicos de malonil-CoA tras el tratamiento central con cerulenin. ***: P<(.001

vs. eutiroideas vehiculo. #: P<0.05 vs. hipertiroideas cerulenin. ###: P<0.001 vs. hipertiroideas vehiculo.

Estos datos indicaban que las ratas hipertiroideas no respondian a los efectos
anorécticos de los inhibidores de FAS y del incremento de los niveles hipotaldmicos de
malonil-CoA. Es decir, en conjunto los resultados indicaban que las ratas hipertiroideas
eran resistentes a la acumulacién de este metabolito. Con el fin de explorar en
profundidad el mecanismo mediante el cual ocurria este fendomeno se analiz6 la
expresion de distintos neuropéptidos implicados en el control de la ingesta (figuras 76 y

77).
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Figura 76. Niveles de expresion de mRNA de AgRP y NPY tras el tratamiento central con cerulenin. *:

P<0.05 y **: P<0.01 vs. eutiroideas vehiculo.
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El andlisis mediante hibridacion in situ demostrd que la expresion de mRNA de
AgRP y NPY en el ARC no se veia afectada tras el tratamiento con el inhibidor ni en

ratas eutiroideas ni en hipertiroideas (figura 76).
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Figura 77. Efecto del tratamiento central con cerulenin en los niveles de mRNA de POMC en el ARC. a)

imagenes autorradiograficas de hibridacion in situ. b) cuantificacion de los niveles de mRNA. *: P<0.05

y **: P<0.01 vs. eutiroideas vehiculo.

Analizando la expresion de mRNA de POMC en este experimento, se pudo
comprobar que el cerulenin indujo un incremento significativo en la expresion de este
prepro-neuropéptido en ratas eutiroideas en el ARC (figura 77), lo que correlacionaba
con el efecto anoréxico de la droga. Contrariamente, en los animales hipertiroideos, en
los que el cerulenin no indujo la ingesta, la expresion de POMC no se vio afectada. Para
estudiar los mecanismos moleculares de esta falta de respuesta, se analizaron los niveles
hipotalamicos de pFoxO1 y pSTAT3 (figura 78), dos factores de transcripcion claves en
la regulaciéon de POMC.
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Figura 78. Efectos de la administracion central de cerulenin sobre los niveles de proteina de pFoxOl1 y
pSTATS3. a) imagenes autorradiograficas de western blot. b) cuantificacion de los niveles de proteina. *:

P<0.05 y **: P<0.01 vs. eutiroideas vehiculo.

Los resultados obtenidos mostraron que el incremento en mRNA de POMC en
los animales eutiroideos iba acompanado de un aumento en los niveles de proteina,
tanto de pFoxO1 como de pSTATS3 (figura 78). Inversamente, en las ratas hipertiroideas
este efecto no se observaba, indicando que la falta de respuesta en la expresion de

POMC correlacionaba con alteraciones en su maquinaria de transcripcion.

Siguiendo con el estudio de la interaccion entre la lipogénesis de novo en el
hipotalamo y la termogénesis, se utilizaron otros dos inhibidores farmacoldgicos de la
via lipogénica: un activador de AMPK, denominado AICAR, y un inhibidor de ACC,
denominado TOFA. La administracion central de AICAR no producia ningin efecto
sobre la masa corporal de las ratas eutiroideas, mientras que en ratas hipertiroideas
restablecia la masa corporal a valores de las eutiroideas. Ademads, no se vieron efectos

en ingesta diaria ni en la ingesta acumulada en ninguno de los grupos tras el tratamiento

(figura 79).
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Figura 79. a) Ganancia de masa corporal, b) ingesta diaria y ¢) ingesta acumulada de ratas eutiroideas e
hipertiroideas durante el tratamiento central con AICAR. ***: P<0.001 vs. eutiroideas vehiculo. ###:

P<0.001 hipertiroideas vehiculo vs. hipertiroideas AICAR.

Como control positivo de la accion del AICAR analizamos los niveles
hipotalamicos de malonil-CoA (figura 80). La administracion de AICAR causoé la caida
en la concentracion de malonil-CoA hipotalamico en ambos modelos, como

consecuencia de la activacion de AMPK y por tanto, de la inhibiciéon de ACC.
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Figura 80. Niveles hipotalamicos de malonil-CoA tras el tratamiento central con AICAR. ***: P<0.001

vs. Eutiroideas Vehiculo. ###: P<0.001 hipertiroideas vehiculo vs. hipertiroideas AICAR.
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A continuacion se procedio a estudiar la expresion UCP-1 y UCP-3 en el BAT
tras el tratamiento con AICAR (figura 81). Nuestros datos mostraron que la inhibicion
de la lipogénesis de novo mediante esta droga causé un descenso en la expresion de
mRNA de los dichos genes, ambos implicados de manera clave en la termogénesis
adaptativa en el BAT. Asi, el incremento en masa corporal en ratas hipertiroideas lleva

asociada la disminucién de UCP-1 y UCP-3.
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Figura 81. Niveles de expresion de mRNA durante el hipertiroidismo de los principales genes implicados
en termogénesis adaptativa en el BAT tras el tratamiento con AICAR. *: P<0.05 y **: P<0.01 vs.

hipertiroideas vehiculo.

Al igual que AICAR, el empleo de TOFA indujo los mismos resultados en
términos de ganancia de masa corporal, ingesta (figura 82), concentracion de malonil-
CoA hipotaldmico (figura 83) y niveles de expresion de UCP-1 y UCP-3 en BAT
(figura 84). En conjunto, estos resultados demuestran que la inhibicion de la actividad
de ACC y la reduccién de malonil-CoA en el hipotalamo de ratas hipertiroideas induce
una disminucion en la termogénesis en el BAT y promueve el incremento de masa

corporal.
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Figura 82. a) Ganancia de masa corporal, b) ingesta diaria y c) ingesta acumulada de ratas eutiroideas e

hipertiroideas durante el tratamiento central con TOFA. ***: P<0.001 vs. eutiroideas vehiculo. ###:

P<0.001 hipertiroideas vehiculo vs. hipertiroideas TOFA.
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Figura 83. Niveles hipotalamicos de malonil-CoA tras el tratamiento central con TOFA. ***: P<0.001 vs.

eutiroideas vehiculo. ###: P<0.001 hipertiroideas vehiculo vs. hipertiroideas AICAR.
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Figura 84. Niveles de expresion de mRNA durante el hipertiroidismo de los principales genes implicados

en termogénesis adaptativa en el BAT tras el tratamiento con AICAR. *: P<0.05 y **: P<0.01 vs.

hipertiroideas vehiculo.

Los resultados de los experimentos con compuestos farmacoldgicos indican la
existencia de una clara contribucion entre metabolismo lipidico hipotalamico y
termogénesis en el BAT. Para seguir investigando la relacion entre ambos procesos, y
visto que pAMPK y TRs co-localizan en el VMH, se procedié a inocular adenovirus

que codificaban una isoforma constitutivamente activada de AMPKa (AMPKa-CA) en

dicho ntcleo hipotalamico.
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Figura 85. Evolucion de la ganancia de masa corporal e ingesta diaria tras la inoculacion de adenovirus

AMPK-CA en ratas eutiroideas (a y b) e hipertiroideas (c y d). *: P<0.05 y **: P<0.01 vs. GFP.

Los resultados mostraron que la administracion de los adenovirus AMPKa-CA
causaba un incremento en la ganancia de masa corporal en los animales hipertiroideos
(figura 85¢), mientras que en ratas eutiroideas la masa corporal no se vio afectada por el

tratamiento (figura 85a); en ambos caso la ingesta permaneci6 invariable (figura 85b y
d).
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Figura 86. Niveles hipotaldmicos de malonil-CoA tras el la inoculacion de los adenovirus AMPKa-CA.
*: P<0.05 y ***: P<0.001 vs. eutiroideas GFP. ###: P<0.001 hipertiroideas GFP vs. hipertiroideas
AMPKoa-CA.
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Al igual que lo que se ha visto en los experimentos con AICAR y TOFA, la

administracion de AMPKa-CA en el VMH se vio acompanada de un descenso en la

concentracion de malonil-CoA en el hipotadlamo (figura 86). Este resultado demuestra la

eficacia del tratamiento con adenovirus en la inhibicion de ACC.
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Figura 87. Niveles de mRNA de los genes implicados en la termogénesis adaptativa en BAT tras la

inoculacion de los adenovirus AMPKa-CA en ratas a) eutiroideas y b) hipertiroideas. *: P<0.05, **:

P<0.01 y ***: P<0.001 vs. GFP.

Finalmente, se procedio a estudiar el efecto de la activacion selectiva de AMPK

(y consecuente inhibicion de ACC) sobre el programa termogénico en distintos tejidos.

La administracion de AMPKa-CA causé una marcada y especifica reduccion en la

expresion de los genes involucrados en la termogénesis adaptativa en el BAT (figura

87) de ratas hipertiroideas, mientras que en eutiroideas esta alteracion no se apreciaba.

Estos resultados correlacionaban perfectamente con el incremento de masa corporal

observado en las hipertiroideas tratadas con AMPKa-CA.

143



Resultados

140 . Higado
[T Hipertiroideas GFP
120 [ i I Hipertiroideas AMPKa-CA
ln_: o 1 I T [
& 2 100 -
E (V)
- B}
S 3 80
x T©
E D
v E 60
22
< I
2R
S &
20 -
0. _
Adra2 D2 FABP3 HSL LPL NFR-1 PGCla PGC1pB
00 . Musculo
[ 1 Hipertiroideas GFP
350 * I Hipertiroideas AMPKa-CA

Niveles de MRNA/HPRT
=
u
<)

(% Hipertiroideas GFP)
N
o
o

Adra2  Adrf3 D2 FABP3 HSL LPL NFR-1 PGCla PGC1B UCP-3

Figura 88. Niveles de mRNA de los genes implicados en la termogénesis adaptativa en a) higado y b)
musculo tras la inoculacion de los adenovirus AMPKa-CA en ratas hipertiroideas. *: P<0.05 y **: P<0.01

vs. GFP.

El andlisis de otros tejidos periféricos, como higado y musculo, demostré como
los cambios vistos en termogénesis eran exclusivos del BAT, pues en higado ninguno
de los genes termogénicos se vio afectado por el tratamiento con los adenovirus
AMPKa-CA (figura 88a), y en musculo el gen implicado en termogénesis mas
importante en este tejido, UCP-3, no tenia alterada su expresion a pesar de que otros,
como LPL, D2 o PGClua si se viesen afectados (figura 88b).

Los resultados de este ultimo experimento estaban en total consonancia con los
obtenidos en los estudios anteriores, y demostraban una dependencia de la activacion

del programa termogénico en el BAT de ratas hipertiroideas con el estado del
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metabolismo lipidico en el hipotalamo, y mas concretamente en el VMH; es decir, los
cambios en metabolismo lipidico en el VMH inducen cambios en el programa
termogénico. En ninguno de los experimentos farmacoldgicos o genéticos llevados a
cabo con el fin de inhibir la lipogénesis de novo en el hipotdlamo se observaron
variaciones de masa corporal alguna en las ratas eutiroideas. Una explicacion a este
hecho fue que durante el estado eutiroideo la activacion de AMPK era maxima, por lo
que ninguna estimulo exdgeno seria capaz de incrementarla. Con el fin de aclarar la
relevancia de AMPK sobre el gasto energético en ratas eutiroideas, y de validar nuestra
hipdtesis, se realizdo un estudio en que se inactiva AMPK genéticamente en el VMH

mediante el uso de adenovirus dominantes negativos para AMPKa (AMPKa-DN).
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Figura 89. Evolucion de a) ganancia de masa corporal y b) ingesta diaria tras la inoculacion de

adenovirus AMPKa-DN. **: P<0.01 vs. GFP.

Los resultados obtenidos mostraron que la inactivacion de AMPK en el VMH
promovia la ganancia de masa corporal en ratas eutiroideas sin afectar a la ingesta

(figura 89) ni a los neuropéptidos hipotalamicos (figura 90).
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FIGURA 90. Efectos de la inoculacion de los adenovirus AMPKa-DN sobre la expresion de mRNA de

diferentes neuropéptidos hipotalamicos.

Ademas, la inoculacion de AMPKao-DN caus6 el incremento en la concentracion de

malonil-CoA en el hipotalamo (figura 91).
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Figura 91. Niveles hipotaldmicos de malonil-CoA tras la inoculacion de los adenovirus AMPKa-DN. **:

P<0.01 vs. GFP.

La menor ganancia de masa corporal sin variacion en la ingesta llevd a pensar
que estas ratas tenian un gasto energético elevado; es decir, a igual cantidad de comida

ingerida perdian mas masa porque consumian gran parte de las calorias de la dieta en
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generar energia en forma de calor. Visto esto, estudiamos la expresion de los genes

implicados en la termogénesis en el BAT (figura 92).
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Figura 92. Niveles de mRNA de los genes implicados en la termogénesis adaptativa en BAT tras la

inoculacion de los adenovirus AMPKa-DN. *: P<0.05 y **: P<0.01 vs. GFP.

Tras el analisis, pudimos comprobar como en el BAT de los animales tratados
con AMPKoa-DN en el VMH, todos los genes involucrados en termogénesis adaptativa
tenian incrementada su expresion, mostrando asi que no solo se inducian cambios en
termogénesis cuando AMPK se activaba, sino que también se producian, aunque en

direccion contraria, cuando AMPK se inactivaba.
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Figura 93. Niveles de mRNA de los genes implicados en la termogénesis adaptativa en a) higado y b)

musculo tras la inoculacion de los adenovirus AMPKo-DN. *: P<0.05 vs. GFP.

Es de destacar, que estos efectos sobre termogénesis tras la inactivacion de
AMPK eran especificos de BAT. En otros tejidos, tales como higado y musculo no se
observaron estas variaciones en la expresion de mRNA de los genes estudiados (figura

93).

Los datos presentados hasta el momento mostraban una clara relacion entre lo
que sucede a nivel hipotaldmico, concretamente en el VMH, y los cambios que
desencadenaba en el BAT. Desde hace afios se sabe que el SNS une regiones
hipotalamicas que controlan el balance energético y los adipocitos del BAT. Para
investigar el SNA media la termogénesis inducida tras la activacion/inhibicion de la

lipogénesis de novo en el hipotalamo, empleamos un antagonista farmacolégico de AR-
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B3, SR59230A, al igual que ya se realizo en el experimento con T3 ICV y que demostro
que el SNS mediaba las acciones de las THs en el hipotalamo sobre el BAT. Los
resultados obtenidos mostraron que la administracion subcutanea de SR59230A en ratas
con el adenovirus AMPKa-DN inoculado revertia la caida en masa corporal hasta

valores de las ratas tratadas con los adenovirus que codificaban s6lo GFP (figura 94).
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FIGURA 94. Evolucion de la a) masa corporal y b) la ingesta durante el tratamiento con adenovirus
AMPKa-DN y SR59230A. *: P<0.05, **: P<0.01 y ***: P<0.001 vs. GFP vehiculo. #: P<0.05 y ##:
P<0.01 vs. AMPKa-DN SR59230A.

Analizando los genes clave en la termogénesis de BAT se observo que el
tratamiento con el antagonista reducia el incremento de expresion causado por los
adenovirus AMPKo-DN a valores similares a los del grupo control (figura 95). En
conjunto, estos resultados, indicaban que la activaciéon de SNS era crucial para en la

interconexion entre metabolismo lipidico en el hipotdlamo y termogénesis en el BAT.
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Figura 95. Niveles de mRNA de los genes implicados en la termogénesis adaptativa en BAT tras el

tratamiento crénico con AMPKa-DN y SR59230A. **: P<0.01 y ***: P<0.001 vs. GFP vehiculo. #:
P<0.05 y ##: P<0.01 AMPKa-DN SR59230A.
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CARACTERIZACION Y ESTUDIO DE LA VIA DE
SENALIZACION DE mTOR DURANTE EL HIPERTIROIDISMO

En los ultimos afos ha cobrado especial relevancia en la regulacion de la ingesta
el estudio de la via de mTOR a nivel hipotaldmico (310;315). Se ha descrito que la
expresion de las proteinas de esta ruta varian de forma inversa a como lo hace AMPK
(310). Hasta el momento todo el trabajo sobre regulacion de la ingesta se ha realizado
en torno al estudio de AMPK, pero dada su importancia y la relacién funcional entre
ambos sensores metabodlicos (310) se ha caracterizado la via de mTOR en el hipotalamo

durante el estado de hipertiroidismo (figura 96).
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FIGURA 96. Efectos del hipertiroidismo sobre los niveles de proteina de la via de mTOR en el
hipotalamo. a) imagenes autorradiograficas de Western Blot, b) cuantificacion de los niveles de proteina.

*: P<0.05, **: P<0.01 y ***: P<0.001 vs. Eutiroideas.

El anélisis de los datos demostré que la via de mTOR estaba activada en
hipertiroidismo, contrariamente a lo que ocurre con AMPK. A pesar del gran
incremento observado tanto en mTOR como en pmTOR, su forma activa, su diana
inmediata downstream (S6K1 y su forma fosforilada pS6K1) apenas muestra
variaciones. Sin embargo, la diana final de la via de mTOR, la proteina S6, presenta un
incremento significativo en su activacion. Una de las explicaciones de este hecho se
debe a que S6K1 no es la unica diana downstream de mTOR. Ademas de S6K1, mTOR
acttia sobre 4E-BP1 a la que hiperfosforila y hace que rompa el complejo que forma con

eiF4G, que una vez liberado se fosforila y se une al complejo de iniciacion de la sintesis
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de proteinas. En ratas hipertiroideas los niveles de proteina de peiF4G estaban muy

incrementados lo que confirma la activacion de la via.

Siguiendo con el estudio de mTOR y viendo que el hipertiroidismo inducia
alteraciones en esta via, se investigd la verdadera influencia fisiolégica de mTOR,
utilizando un inhibidor selectivo, la rapamicina (figura 97). Al igual que en estudios
anteriores se ha administrado el farmaco de modo ICV durante los ultimos cuatro dias

del hipertiroidismo.
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Figura 97. Evolucion de la masa corporal y la ingesta durante el tratamiento con rapamicina en ratas

eutiroideas (a y b) ¢ hipertiroideas (¢ y d). *: P<0.05 y **: P<0.01 vs. vehiculo.

La administracion de rapamicina caus6 una gran pérdida de masa corporal

asociada a una menor ingesta diaria tanto en animales eutiroideos como en
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hipertiroideos (figura 97). Para comprobar si rapamicina actuaba sobre la via, como

control positivo del experimento, se estudiaron los niveles de esta proteina (figura 98).
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Figura 98. Efectos de la rapamicina sobre los niveles de proteina de la via de mTOR en el hipotalamo de
ratas eutiroideas (a y b) e hipertiroideas (¢ y d). a) y ¢) imagenes autorradiograficas de Western Blot, b) y

d) cuantificacion de los niveles de proteina. *: P<0.05, **: P<0.01 y ***: P<0.001 vs. vehiculo.

Se pudo observar claramente cémo los efectos de la rapamicina eran muy
potentes, llegando a inhibir casi completamente la fosforilacion de la diana final de la
via mTOR, pS6. Las expresiones de las otras proteinas de la via, S6K1 y S6, también se
vieron afectadas por el tratamiento pero de modo mucho mas leve. Ademas, viendo
también los resultados de peiF4g, todos los datos hacian indicar que mTOR actuaba
principalmente sobre la 4E-BP1 y eiF4G. Los efectos se hacian presentes en

hipertiroidismo y en ratas eutiroideas.
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A pesar del evidente efecto anoréctico de la rapamicina, se quiso comprobar si la
hipofagia inducida por el firmaco era debida al efecto directo del farmaco o si podia ser
debida a que la rapamicina les causaba algun tipo de malestar o reaccion adversa. Para

ello, se realiz6 el cldsico experimento de “taste aversion” (231;429;430)(figura 99).
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Figura 99. Ratio de preferencia de sacarina tras la administracion a) ICV y b) IP de rapamicina. ***:

P<0.001 vs. vehiculo. ###: P<0.001 vs. rapamicina.

Los datos mostraron que la rapamicina administrada tanto central como
periféricamente no producia ningun tipo de aversion hacia la comida; es decir, el efecto
anoréctico era debido a la accion directa de la rapamicina sobre la ingesta y no se debe a

efectos secundarios adversos

Finalmente, con el fin de estudiar cual era la causa de la hipofagia que inducia la

rapamicina, se estudiaron los niveles de los neuropéptidos hipotaldmicos en el ARC
(figura 101).
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Figura 101. Efecto del tratamiento central con rapamicina sobre la expresion de diferentes neuropéptidos
hipotalamicos en ratas eutiroideas e hipertiroideas. *: P<0.05 y **: P<0.01 vs. eutiroideas vehiculo. #:

P<0.05 y ##: P<0.01 vs. hipertiroideas vehiculo.

Los resultados mostraron que la hipofagia que muestran las ratas tratadas con
rapamicina concuerda con el andlisis de la expresion de los neuropéptidos. La
rapamicina causa un marcado descenso en la expresion de los neuropéptidos
orexigénicos, AgRP y NPY. Ademads, en hipotiroideas la expresion de POMC muestra
tendencia a elevarse. Estos resultados demuestran que la hipofagia esta asociada a
cambios en la expresion de los neuropéptidos orexigénicos tanto en ratas eutiroideas

como en hipertiroideas.
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Discusion

Desde hace afios se sabe que las variaciones del estado tiroideo llevan asociadas
importantes alteraciones en el balance energético. La aparicion de un estado de
hipertiroidismo o de hipotiroidismo provoca una desregulacion tanto en ingesta como en
gasto energético, que llevan a la aparicion de fenotipos caracteristicos: el
hipertiroidismo causa la aparicion de un fenotipo hiperfagico y delgado (320;445;446),
y el hipotiroidismo se caracteriza por llevar asociada hipofagia y obesidad (321).

Es sabido que las THs tienen un papel estimulatorio muy importante sobre la
actividad metabdlica (138). Asi, se han publicado diversos trabajos que dejan constancia
de que la administracion de T3 exdgena induce un incremento en el gasto metabdlico
basal, que supone una mayor produccion de energia en forma de calor
(327;443;447;448). Este gran incremento en el gasto energético se asocia sobre todo con
la induccion de la termogénesis en el BAT. Las calorias consumidas en estos procesos
provienen tanto de los lipidos almacenados en el organismo, sobre todo en WAT, como
de los ingeridos en la dieta diaria. En lineas generales se podria decir que la relacion
existente entre THs y gasto energético estd mas o menos bien definida; el
hipertiroidismo causa delgadez debido a que el incremento en la concentracion de THs
induce una mayor produccion de calor, que quema gran parte de las grasas acumuladas
en el cuerpo y de la calorias ingeridas (138;443), mientras que el hipotiroidismo tiene
efectos contrarios (443). La aparicion de obesidad se debe a que el gasto energético esta
inhibido y por lo tanto no se consiguen consumir las calorias de la dieta con lo que se
favorece su almacenamiento en forma de lipidos. Visto esto, se debe tener en cuenta que
las THs no solo influyen en el gasto sino que también tienen potentes efectos sobre
ingesta (348-351). Se ha publicado que la administracion central de T3 provoca un gran
incremento en ingesta (361), al igual que la induccion periférica de hipertiroidismo. La
induccién del hipotiroidismo lleva asociada un descenso en la ingesta (350;351). En
cuanto a los efectos que las THs causan sobre metabolismo lipidico deberia decirse que
casi la totalidad de los trabajos realizados hasta el momento se centran Unicamente en
tejidos periféricos (424-427). Asi, a pesar de las contrariedades vistas en los diferentes
estudios se puede afirmar que la administracion de THs induce lipogénesis en WAT,
mientras que en el resto de tejidos, como musculo, higado o corazoén, estimula la -
oxidacion. Se ha descrito recientemente que el tratamiento central con T3 inhibe la
sintesis de lipidos en el hipotdlamo, aunque en este estudio se ha utilizado una dosis

muy alta (428).
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Se ha descrito de modo amplio que el metabolismo lipidico desempeiia un papel
clave en la regulacion del homeostasis energética a nivel periférico (230). En los
ultimos anos ha cobrado especial relevancia el estudio de su implicaciéon en la
regulacion de la ingesta a nivel hipotalamico (23;231;281;283;293;299). Se ha
publicado un gran numero de trabajos que demuestran la relacion existente entre la
regulacion del metabolismo de lipidos y el control de la ingesta. Asi, de modo general
se puede identificar un metabolito de la via, el malonil-CoA, como una sefial de
saciedad (229). El incremento en los niveles hipotaldmicos de esta molécula actia como
sefal de abundancia suprimiendo la ingesta, mientras que una caida en los niveles
conducen a un incremento de la ingesta y a una mayor ganancia de masa corporal. Esto
se puede comprobar viendo los diferentes trabajos que consiguen alterar la ingesta
activando o inhibiendo diferentes componentes de la ruta como AMPK, ACC o FAS de
modo farmacoldgico o genético; es decir, variando los niveles hipotalamicos de
malonil-CoA. Ademaés, cabe destacar la importante relacion funcional vista entre
metabolismo lipidico y los clasicos sistemas de neuropéptidos (284;285); la supresion
de la ingesta tras la inhibicion de FAS o AMPK esté parcialmente mediada tanto por la
caida en los niveles de AgRP y NPY, como por el incremento en la expresion de POMC

y CART (286).

En el presente trabajo se han investigado las implicaciones fisioldgicas de la
alteracion del estado tiroideo, tanto del hipertiroidismo como del hipotiroidismo, y para

ellos se han caracterizado los efectos observados tras la induccidon de cada uno de ellos.

El hipertiroidismo regula el balance energético modificando neuropéptidos
hipotalamicos y termogénesis en el BAT

La induccién de hipertiroidismo mediante el tratamiento cronico con T4
muestra, como era de esperar, una gran alteracion tanto en masa corporal como en
ingesta desde la primera semana, haciéndose mucho mayor a medida que el tiempo de
tratamiento avanza. El hipertiroidismo provoca una disminucién en la ganancia de masa
corporal y un elevado incremento en la ingesta diaria, indicativos de la aparicion del
estado hipertiroideo. Ademads, otros datos que indican que el tratamiento con T4
produce el efecto deseado son diversas medidas de hormonas en plasma: las
concentraciones de T4 y T3 estdn incrementadas, mientras que TSH decae como

consecuencia del mecanismo de retro-alimentacion negativo que rige el eje tiroideo. El
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analisis de la expresion de TRH en el PVH, en donde se observa que disminuye,

concuerda perfectamente con los datos anteriores.

Investigando acerca del porqué de los datos de ingesta y de ganancia de masa
corporal, se ha visto que la hiperfagia mostrada en el modelo hipertiroideo se asocia con
el aumento en la expresion de neuropéptidos orexigénicos, AgRP y NPY, y a la
disminucién en la expresion de anorexigénicos, POMC, en el ARC asi como a la
disminucioén en los niveles de pFoxO1 y pSTATS3, que son dos factores de transcripcion
que modulan la expresion de POMC (449;450). Para intentar explicar el fenotipo
delgado, que ademés concuerda con la disminucidon de peso de los depositos de WAT,
hemos estudiado uno de los procesos claves en el gasto energético: la termogénesis
adaptativa (168;171). En el BAT, principal tejido termogénico, la expresion de los
genes involucrados en este proceso muestra un fuerte efecto estimulatorio de las THs
sobre termogénesis (326;412). Ademas, otros tejidos que llevan a cabo la termogénesis,
como el musculo y el higado, también muestran esta estimulacion, sobre todo en PGC-
Is y UCPs. Con estos resultados se puede explicar como a pesar de la hiperfagia del
modelo se produce un fenotipo delgado: la mayor produccion de energia debida a la
induccién de la termogénesis, hace que una gran cantidad de las calorias ingeridas, asi

como de las almacenadas como lipidos, se consuman en este proceso.

El hipertiroidismo induce la activacion de la sintesis de acidos grasos a nivel
hipotalamico

Una vez explicados los motivos de la aparicion del fenotipo, se ha querido
caracterizar el metabolismo lipidico en el hipotdlamo. El andlisis de proteina muestra
como en hipertiroidismo decae la fosforilacion AMPK y de ACC, y se incrementa la
expresion de FAS; es decir, el hipertiroidismo induce lipogénesis en el hipotalamo. Los
resultados observados a nivel proteina se correlacionan perfectamente con otras medidas
obtenidas, tanto en mRNA de FAS, actividades de CPT-1 y AMPKal y concentracion
de AMP. El estudio del metabolismo lipidico en otras 4reas cerebrales, como el cortex,
no muestra variacion alguna, determinando asi que los efectos de las THs a nivel central
son visibles Unicamente en hipotdlamo. Se ha estudiado ademads, el metabolismo
lipidico a nivel periférico, en donde se puede ver que en higado el hipertiroidismo
estimula lipogénesis, mientras que en musculo y WAT estimula la oxidacion de 4cidos

grasos.
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Como era de esperar, la activacion de la via de sintesis de lipidos lleva asociada
el incremento en la concentracion de malonil-CoA, y ademads se observa que es debido
al estado tiroideo del animal, pues permanece invariable tras someterlo a restriccion
alimentaria, que en caso de un animal eutiroideo disminuye la concentracion de
malonil-CoA. Estos datos chocan con las observaciones descritas de que la inhibicion
de CPT-1 produce una respuesta anoréctica (288;451). Los resultados vistos tras la
inhibicion de FAS después de la administracion central de cerulenin, que induce un
incremento en la concentracion de malonil-CoA sin disminuir ingesta, se pueden
interpretar como que el hipertiroidismo provoca resistencia a los niveles de este

metabolito que es la causante de la hiperfagia presente en el modelo.

La via de mTOR media la hiperfagia inducida por el hipertiroidismo
Recientemente se han publicado diversos trabajos que muestran la importancia
de la via de sefializacion de mTOR en la regulacion hipotaldmica de la ingesta
(310;315). Ademas se ha descrito una relacion inversa de los niveles de esta ruta con los
de la via de AMPK (310); en de balance energético negativo, en donde AMPK esta
incrementada, mTOR se encuentra inhibida. Dados estos resultados previos, se ha
querido caracterizar la via de mTOR en el hipotdlamo en un estado de hipertiroidismo;
se ha observado un incremento en mTOR y en su forma fosforilada que se relaciona
perfectamente con los niveles de AMPPK. Sin embargo, el efecto estimulatorio del
hipertiroidismo se va perdiendo a medida que se avanza en el estudio de la via. Uno de
las explicaciones se debe a que mTOR no solo actia sobre S6K1 sino que ademas lo
hace sobre 4E-BP1 al cual fosforila haciendo que se separe de eiF4E que formara un
complejo con eiF4G que activa en inicio de la traduccion (312;313). Los datos de
proteina indican que las acciones de mTOR pueden ir mas por el camino de actuar sobre
4E-BP1 que sobre S6K1.
Para continuar con el estudio, se ha querido investigar acerca la verdadera relevancia
fisiologica de la via mTOR en el modelo hipertiroideo; los resultados de la inhibicion de
mTOR mediante el empleo de rapamicina muestran que este inhibidor muestra un
potente efecto anorexigénico, que llega a revertir el aumento en ingesta que muestran la
ratas hipertiroideas, asociado a una gran caida en la ganancia de masa corporal.
Ademas, se puede comprobar que los efectos vistos se deben unica y exclusivamente a

los efectos de la rapamicina, pues se ha visto que no causa ningin tipo de aversion a las
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ratas, y que disminuye los niveles de proteina de la via, revirtiendo el incremento

descrito durante el hipertiroidismo.

Se ha visto también que la hipofagia producida por la rapamicina se asocia
directamente con una caida en los niveles de expresion de NPY y AgRP. Estos datos
concuerdan perfectamente con estudios previos en los que se demuestra que en el
hipotdlamo, mTOR co-localiza en casi un 90% con las neuronas de AgRP/NPY y en
aproximadamente un 45% con las de POMC/CART. Esto parece ser crucial en los
efectos que mTOR tiene sobre ingesta (310). En el mismo trabajo muestran también que
la reduccién en la ingesta tras la inhibicion de la via mediante el empleo de leucina,

causa una disminucion en los niveles de expresion de NPY (310).

La hipofagia caracteristica de los animales hipotiroideos es debida a la
disminucion de los niveles de AgRP en el ARC. La induccion de este estado causa a
inhibicion de la lipogénesis de novo en el hipotalamo, aunque de modo leve

Tras el estudio del hipertiroidismo, se ha llevado a cabo la caracterizacion del
estado hipotiroideo. En cuanto a los efectos sobre ganancia de masa corporal e ingesta,
se ha visto que el hipotiroidismo produce una marcado hipofagia, y a pesar del esperado
fenotipo obeso, muestra una disminucion en la ganancia de masa corporal. Los datos de
parametros plasmaticos concuerdan con los descritos: disminucion de T4 y T3 e
incremento de TSH, ademds de una mayor expresion de TRH en el PVH. La
disminucién de ingesta diaria se puede asociar con la disminucién en la expresion de
AgRP en el ARC. Los demas neuropéptidos orexigénicos y anorexigénicos permanecen
inalterados tras el tratamiento con AMT. Por otra parte, la aparicion del fenotipo
delgado lleva a estudiar la termogénesis. A pesar de que en musculo e higado la mayoria
de los genes estudiados indican que la termogénesis estd inhibida en el hipotiroidismo,
en el BAT los resultados son indican que la expresion de UCP-1 y UCP-3 permanecer
invariable, por lo que se puede pensar que es este el motivo de que no aparezca la
obesidad esperada. Una de las explicaciones de este hecho lleva a pensar en que este
modelo no sea capaz de mantener su temperatura corporal a 22-23°C, con lo que se ve
obligado a incrementar la termogénesis y el consumo de calorias para producir calor.
Debido a la hipofagia mostrada deben provenir gran parte de ellas de los lipidos
almacenados en los depositos grasos. Como ocurre en el caso de raton ucp-17" (207),
podria esperarse que en condiciones de termoneutralidad (30°C) el modelo hipotiroideo

presentase fenotipo obeso.
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Al igual que en el caso del estado hipertiroideo, se ha estudiado la modulacién
del metabolismo lipidico a nivel central en ratas hipotiroideas. El analisis de los datos
muestra como en este modelo el metabolismo se ve menos alterado, no hay variaciones
en la fosforilacion de AMPK ni de ACC y tan solo se incrementan los niveles totales de
AMPKal y disminuyen los de FAS; es decir, el hipotiroidismo, al contrario que el
hipertiroidismo, inhibe lipogénesis en el hipotalamo. El estudio de los tejidos periféricos
muestra que tanto en higado, misculo y WAT, el tratamiento con AMT reduce la los
niveles de pAMPK y de pACC, y que ademas también se ven reducidos los de FAS. La
explicacion de esta caida en los niveles de FAS puede ser una medida de prevencion
contra el excesivo acimulo de grasas que deberian de ser incluso mayores a una

temperatura de estabulacion termoneutral.

Los efectos vistos en termogénesis y metabolismo lipidico hipotalamico durante el
hipertiroidismo son debidos a las acciones de la THs a nivel hipotalamico y mas
concretamente en el VMH

Tras el estudio de los dos modelos usados en este trabajo, y visto que el estado
hipertiroideo estd mejor definido en lo que se refiere a ganancia de masa corporal,
termogénesis y metabolismo lipidico, se han seguido investigando los efectos de las
THs en el hipertiroidismo. Teniendo en cuenta los resultados que indicaban que la
lipogénesis de novo esta incrementada a nivel hipotaldmico durante un estado de
hipertiroidismo, se ha llevado a cabo el andlisis de las especies lipidicas presentes en
este modelo. Los cambios vistos en los enzimas de las via de sintesis de acidos grasos se
asocian con un incremento en la concentracion de casi la totalidad de los complejos
lipidicos analizados. Estos cambios, al igual que los de los enzimas, son exclusivos de
hipotadlamo pues en cortex de no se aprecia dicha variacion. Ademas, cabe destacar que
todos los enzimas responsables de la sintesis de estos lipidos complejos estan también

incrementados en hipotalamo de ratas hipertiroideas.

A pesar de todos estos resultados, atin queda por determinar si los efectos que
muestran las THs sobre metabolismo lipidico hipotalamico y termogénesis son debidos
a las acciones de las THs circulantes o a las acciones directas sobre el hipotdlamo. Los
resultados del tratamiento con T3 ICV, que producen una caida en la masa corporal sin
afectar a la ingesta, muestran efectos similares a los observados tras la induccion de
hipertiroidismo en lipogénesis y en termogénesis en BAT unicamente; en higado y

musculo no se ve ningtn efecto. Esto indica, por una parte que las funciones de las THs
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sobre ambos procesos son debidas a sus acciones directas a nivel central, y por otra
parte sugiere una posible relacion entre los cambios del metabolismo lipidico
hipotaldmico y la termogénesis en BAT. La afirmacion de que los efectos de las THs se
deben a sus acciones a nivel central y no a nivel periférico se apoya ademas en que la
administracion de T3 a ratas hipotiroideas induce los mismos cambios sobre
termogénesis que los visto en ratas eutiroideas, y que las administraciéon de T3 IP no
causa ningin cambio ni sobre metabolismo ni sobre termogénesis, excluyendo la
posibilidad de que dichos efectos se deban a la difusion de T3 desde el CSF a la sangre.
Contrariamente al hipotalamo, la administracion de T3 produce variaciones unicamente
en el higado de ratas eutiroideas, en donde disminuye los niveles de pAMPK y de
pACC, e incrementa los de FAS para activar lipogénesis. Estos datos indican que las
acciones centrales de T3 sobre el metabolismo hepatico dependen del estado tiroideo.

A continuacién, se estudio la relevancia funcional de nuestros datos y la posible
implicacion del SNS en la transmision de la sefal desde el hipotdlamo al BAT. En este
sentido, se ha descrito que la regulacion del proceso termogénico estd mediada por el
SNS, que se encarga de hacer llegar los estimulos procedentes del hipotdlamo hasta el
BAT (452). En nuestro modelo, la inhibiciéon farmacolégica del B3-AR revierte los
cambios inducidos por la administracion de T3 en ganancia de masa corporal y
termogénesis en BAT, mostrando asi que el perfecto funcionamiento de SNS es
fundamental para una correcta activacion de la termogénesis tras la administracion
central de T3. Datos de tratamientos agudos de T3, tanto de modo ICV como en el
VMH, apoyan de modo mas fuerte la hipdtesis de que las THs influyen sobre
metabolismo lipidico hipotaldmico y sobre termogénesis, mostrando una fuerte
activacion del SNS. Ademas, se ha visto que la administracion de T3 ICV también
produce un pronunciado incremento en la activad neuronal, cuantificada como células
inmuno-reactivas de c-fos, en el RpA y el 10, que son nucleos que reciben senales
provenientes del VMH hacia la las neuronas intermediolaterales y la cadena simpatica,

que inervan el BAT(170).

Hasta el momento se ha demostrado que 1) los efectos de las THs sobre
metabolismo lipidico son debidas a sus acciones centrales y que 2) la administracion de
T3 ICV tiene un efecto estimulatorio clave sobre la termogénesis en BAT. Esta ultima
afirmacién es de gran relevancia debido a que hasta el momento se creia que los efectos

de las THs sobre termogénesis se debian tnicamente a sus acciones a nivel periférico.

163



Discusion

Para analizar la contribucion relativa de las acciones centrales de la T3 frente a las
periféricas, procedimos a la ablacion genética de los TRs en el VMH, el nucleo
hipotaldmico clave en este aspecto. Tras la ablacion genética de TR mediante el empleo
de adenovirus dominantes negativos para estos receptores se confirmé esa conclusion.
En el hipotdlamo, la T3 se une a los TRs para llevar a cabo sus efectos, durante el
hipertiroidismo, las concentraciones elevadas de T3 en el hipotadlamo activan los TRs
para desempefiar distintas funciones. Es este experimento, la ablacién de los TRs en el
VMH (en donde co-localiza con pAMPK) durante la induccion del hipertiroidismo
revierte los efectos de este tanto en ganancia de masa corporal como en termogénesis en

el BAT.

La activacion/inactivacion de la termogénesis en el BAT es debida a los cambios en
el metabolismo lipidico hipotalamico producidos por las THs; esta relacion entre
ambos procesos esta mediado por el SNS

Viendo algunos de los resultados anteriores se habia postulado la posibilidad de
la existencia de una relacién entre el metabolismo lipidico hipotalamico y el proceso
termogénico en BAT. Tras los resultados obtenidos con los estudios anteriores, se ha
intentado indagar sobre esta hipotética relacion funcional entre ambos procesos. Los
primeros datos que vienen a demostrar con claridad la existencia de una conexion entre
metabolismo lipidico y termogénesis proceden de estudios con el empleo de inhibidores
de la lipogénesis: AICAR, un activador de AMPK, y TOFA, un inhibidor de ACC.
Ambos compuestos desencadenan, como es de esperar, los mismos resultados. La
inhibicion de la via de sintesis de acidos grasos en el hipotalamo revierte el incremento
en la concentracion de malonil-CoA en ratas hipertiroideas, lo que no causa cambios en
ingesta. Sin embargo, la administracion cronica de estos compuestos provoca en las
ratas hipertiroideas un incremento en la ganancia de masa corporal, similar a la
observada en ratas eutiroideas. Este efecto va acompafiado de una disminucién en la
expresion del programa termogénico en el BAT, concretamente. La inhibicion de la
lipogénesis en el hipotalamo de modo farmacologico causa la reduccion en la expresion

de UCP-1 y UCP-3 en el BAT.

Ademas de los datos farmacologicos que apoyan la idea de la relacion entre la
sintesis hipotalamica de lipidos y termogénesis, y dada a importancia del VMH en
ambos procesos, pues se ha descrito que AMPK integra sefales periféricas en este

nucleo y que la estimulacion eléctrica del VMH provoca la activacion del BAT, se ha
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visto que la activacion genética de AMPK en este nticleo también previene la pérdida de
masa corporal caracteristica del hipertiroidismo y reduce tnicamente la activacion del
BAT, como se puede ver observando la expresion de UCP-1, UCP-3, PGC-1a y PGC-

1B, sin afectar a otros tejidos como higado o musculo.

También se ha demostrado que la inactivacion de genética de AMPK en el VMH
provoca la acumulacion de malonil-CoA e induce una menor ganancia de masa
corporal, que ademas se asocia con el incremento en la activacion de la termogénesis en
BAT de manera especifica. Del mismo modo que ocurre con la administracion de T3
ICV, este incremento en la expresion de los genes involucrados en termogénesis, asi
como en la reduccion de masa corporal, se ve revertido tras el tratamiento con el
antagonista selectivo de AR-Bf3, SR59230A, indicando que la alteracion del

metabolismo lipidico en el hipotalamo produce la modulacién de SNS.

Globalmente, los resultados obtenidos en este trabajo muestran la existencia de
un nuevo mecanismo fisiolégico que relaciona el metabolismo lipidico en el
hipotdlamo, més concretamente en el VMH con la regulacion, ademas de la ingesta
(23), con el gasto energético (453). De hecho, la consecuencias del hipertiroidismo
sobre la ganancia da masa corporal se pueden explicar en base a la accion de este
mecanismo. Las implicaciones de estos datos en el caso de humanos son de gran interés.
Desde hace bastantes afios el BAT ha recibido gran atenciéon como principal lugar de
termogénesis tanto en roedores como en humanos, aunque en adultos su relevancia se ha
visto recientemente; los Ultimos estudios demuestra la existencia de una correlacion
inversa entre el BMI y la cantidad BAT, asi como la importancia que muestra en la
respuesta a la exposicion al frio (181-183). Este trabajo proporciona indicaciones de que
la activacion o inhibicion de la lipogénesis en el VMH es capaz de hacer desencadenar
alteraciones en termogénesis en BAT. Asi, en una situacion de balance energético
negativo como el hipertiroidismo, se ha demostrado que los cambios encontrados en
metabolismo lipidico en el hipotalamo se deben mayoritariamente a las acciones
directas de las THs a nivel central, y que estas alteraciones, tanto en el hipotdlamo como
en el VMH, son las causantes de la activacion/inhibicion de la termogénesis en BAT a

través de la modulacion del SNS.
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Tras los resultados obtenidos en la realizacion de este trabajo se puede concluir que:

- El efecto de las hormonas tiroideas sobre la homeostasis del peso corporal es
ejercido fundamentalmente a nivel hipotaldmico, concretamente en el VMH.

- El mecanismo de accion a través del cual las hormonas tiroideas desencadenan
dicho efecto estd mediado por una via de sefializacion que incluye pAMPK,
pACC, malonil-CoA y FAS.

- Laactivacion de dicha via produce cambios en la actividad del SNS que da lugar
a un incremento en termogénesis en el BAT mediado por UCP-1

- Ademas, las hormonas tiroideas regulan la via de mTOR a nivel hipotalamico,
produciéndose un incremento en ella durante el hipertiroidismo. La inhibicion

farmacoldgica de la via revierte la hiperfagia caracteristica del hipertiroidismo.
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