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Resumo

Os astrocitos amosaronse sempre como células auxiliares no sistema nervioso central, pero
nos ultimos anos adquiriron unha relevancia especial debido & sta participacion na deteccion e
regulacion de determinados metabolitos e hormonas relacionadas coa homeostase enerxética.
A pesar disto, moitos dos mecanismos polos que 0s astrocitos participan nesta regulacion ainda
se descofiecen. A proteina quinasa activada por AMP (AMPK, AMP-activated protein kinase)
é un sensor celular especialmente importante na regulacién central do equilibrio enerxético,
especialmente a nivel hipotalamico. Por iso, o traballo desta tese consistiu en investigar o papel
de AMPK en astrocitos e 0 sua posible implicacion na homeostase enerxética. Os nosos
resultados mostran que a eliminacion xenética de AMPKal, selectivamanente nos astrocitos
que expresan a proteina gliofibrilar acidica (GFAP, glial fibrillary acidic protein), provoca un
aumento do peso corporal e unha diminucion da termoxénese do tecido adiposo pardo (BAT,
brown adipose tissue), so nos ratos femia. Ademais, estas femias mostran un aumento dos niveis
de aromatasa no nucleo arcuato (ARC, arcuate nucleus) e no nucleo ventromedial (VMH,
ventromedial nucleus) do hipotalamo. Polo tanto, estes datos mostran que os astrocitos tefien
un claro dimorfismo sexual no que participa AMPK. Palabras clave: AMPK, astrocitos,
hipotdlamo, BAT, estroxenos.

Resumen

Los astrocitos se han mostrado siempre como células unicamente de sostén pero, en los
ultimos afos, han adquirido especial relevancia por su participacion en la deteccion y regulacion
de ciertos metabolitos y hormonas relacionadas con la homeostasis energética. A pesar de ello,
aun se desconocen muchos de los mecanismos por los cuales los astrocitos participan en esta
regulacion. La proteina quinasa activada por AMP (AMPK, AMP-activated protein kinase) es
un sensor celular especialmente importante en la regulacion central del balance energético,
sobre todo a nivel hipotalamico. Por ello, el trabajo de esta tesis fue investigar la implicacion
de los astrocitos en la homeostasis energética a través de AMPK. Nuestros resultados muestran
que la eliminacion genética de AMPKal en los astrocitos que expresan la proteina gliofibrilar
acidica (GFAP, glial fibrillary acidic protein) provoca un aumento del peso corporal y una
disminucion de la termogénesis del tejido adiposo pardo (BAT, brown adipose tissue),
unicamente en los ratones hembra. Ademas, estas hembras presentan un aumento de los niveles
de aromatasa en el nucleo arcuato (ARC, arcuate nucleus) y en el ndcleo ventromedial (VMH,
ventromedial nucleus) del hipotalamo. Por lo tanto, estos datos muestran que los astrocitos
presentan un claro dimorfismo sexual en el cual participa AMPK. Palabras clave: AMPK,
astrocitos, hipotalamo, BAT, estrogenos.

Abstract

Astrocytes have always been shown as supporting cells, but in recent years they have
acquired special relevance due to their participation in the detection and regulation of certain
metabolites and hormones related to energy homeostasis. Despite this, many of the mechanisms
by which astrocytes participate in this regulation are still unknown. AMP-activated protein
kinase (AMPK) is an important cellular sensor in the central regulation of energy balance,
especially at the hypothalamic level. Therefore, the aim of this thesis was to investigate the
involvement of astrocytes in energy homeostasis through AMPK. Our results show that genetic
ablation of AMPKal in astrocytes expressing glial fibrillary acidic protein (GFAP) increases
in body weight and decreases brown adipose tissue (BAT) thermogenesis, exclusively in female
mice. Furthermore, these female mice show increased levels of aromatase in the arcuate nucleus



(ARC) and ventromedial nucleus (VMH) of the hypothalamus. Therefore, these data show that
astrocytes have a clear sexual dimorphism in which AMPK participates. Key words: AMPK,
astrocytes, hypothalamus, BAT, estrogens.
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Abreviaturas y acrénimos

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

AACS: acetoacetil-CoA sintetasa, acetoacetyl-CoA synthetase.

ACC: acetil-CoA carboxilasa, acetyl-CoA carboxylase.

AgRP: péptido relacionado con aguti, agouti-related peptide.

AMPK: proteina quinasa activada por AMP, AMP-activated protein kinase.
ApoE: apolipoproteina E.

B3-AR: receptores B3 adrenérgicos, f3-adrenergic receptor.

ARC: nucleo arcuato, arcuate nucleus.

ARNmM: ARN mensajero, messenger RNA.

ATGL.: lipasa adipocitica de triglicéridos, adipose triglyceride lipase.

BAT: tejido adiposo pardo, brown adipose tissue.

BBB: barrera hematoendefalica, blood brain barrier.

BDNF: factor neurotrofico derivado del cerebro, brain-derived neurotrophic factor.
BMP8B: proteina morfogenética 6sea 8B, bone morphogenetic protein 8B.
BMR: tasa metabolica basal, basal metabolic rate.

BSA: albumina de suero bovino, Albumin, from bovine serum.

CART: transcrito regulado por cocaina y anfetamina, cocaine- and amphetamine-regulated
transcript.

CaMKK: calcio/calmodulina quinasa quinasas, calcium/calmodulin-dependent protein kinase
kinase.

CBL1: receptor canabinoide 1, cannabinoid receptor 1.
CbIn1l: cerebelin 1, cerebellin 1.
CBS: dominios de la cistationina B-sintasa ,cystathione f-synthase domains.

CIDEA: efector A inductor de muerte celular por fragmentacién de DNA, cell death—inducing
DNA fragmentation factor-a-like effector A.

CKK: colecistoquinina, cholescystokinin.

CNS: sistema nervioso central, central nervous system.

CPT1a: carnitina palmitoiltransferasa 1a, carnitine palmitoyltransferase 1a.

CRH: hormona liberadora de corticotropina, corticotrophin-releasing hormone.
DMH: nucleo dorsomedial del hipotalamo, dorsomedial nucleus of the hypothalamus.
E2: estradiol.

ER: reticulo endoplasmatico, endoplasmic reticulum.
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ERa: receptor de estrogenos o, estrogen receptor o.

Erf: receptor de estrogenos [, estrogen receptor 5.

FAS: &cido graso sintasa, fatty acid synthase.

G6Pase: glucosa 6 fosfatasa, glucose-6-phosphatase.

GFAP: proteina gliofibrilar acidica, glial fibrillary acidic protein.

GLP-1: péptido analogo de glucagon 1, glucagon-like peptide 1.

GLUT4: transportador de glucosa 4 glucosa transporter 4.

GnRH: hormona liberadora de gonadotropina, gonadotropin-releasing hormone.
GPR30: receptor acoplado a proteina G, G protein-coupled receptor.

GRP: péptido liberador gastrico, gastrin-realising peptide.

GRP78: proteina regulada por glucosa 78, glucose regulated protein 78.

GS: glucdgeno sintasa, glycogen synthase.

gWAT: tejido adiposo blanco gonadal, gonadal white adipose tissue.

HFD: dieta alta en grasa, high fat diet.

HSL.: lipasa sensible a hormonas, hormone-sensitive lipase.

IMC: indice de masa corporal.

IP: intraperitoneal.

IR: receptor de insulina, insulin receptor.

KSR2: quinasa supresora de Ras, kinase suppressor of Ras.

LepR: receptor de leptina, leptin receptors.

LH: hormona luteinizante, luteinizing hormone.

LHA: area lateral hipotalamica, lateral hypothalamic area.

LKB1: quinasa hepatica B1, liver kinase B1.

MAPK: proteina quinasa activada por mitdgeno, mitogen-activated protein kinase.
MBH: hipotdlamo medio-basal, mediobasal hypothalamus.

MC3R y MCA4R: receptors de melanocortinas 3 y 4, melanocortin receptors 3 and 4.
MCD: decarboxilasa malonil-CoA, malonyl-CoA decarboxylase.

MCH: hormona concentradora de melanina, melanin-concentrating hormone.
MCHR: receptores MCH, MCH receptor.

MCT: transportadores de monocarboxilato, monocarboxylate transporter.

MGL: monoacilglicerol lipasa, monoacylglycerol lipase.
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Abreviaturas y acronimos

a-MSH: hormona estimuladora de melanocitos alfa, alpha melanocyte stimulating hormone.
NPY': neuropeptido Y, neuropeptide Y.

NTS: nucleo del tracto solitario, nucleus of the solitary tract.

OMS: organizacién mundial de la salud.

OX: orexina, orexin.

OX1R y OX2R: receptores de orexina 1y 2, orexin receptor 1 and 2.

p38 MAPK: proteina quinasa activada por mitdgeno p38, p38 mitogen-activated protein kinase.
PEPCK: carboxiquinasa fosfoenolpiruvato, phosphoenolpyruvate carboxykinase.

PFA: area perifornical, perifornical area.

PGCla: proteina 1 alpha coactivadora del receptor activado por el proliferador de peroxisomas,
peroxisome-proliferator-activated receptor-gamma co-activator 1 alpha.

PKA: protein kinasa A, protein kinase A.
POMC: proopiomelanocortina, proopiomelanocortin.
PP2Ca.: proteina fosfatasa 2C a, protein phosphatase 2C o.

PPARY: receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas, peroxisome proliferator-
activated receptor gamma.

PR: receptor de progesterona, progesteron receptor.

PRDM16: dominio PR que contiene 16, PR domain containing 16.

PSNS: sistema nervioso parasimpatico, parasympathetic nervous system.
PVH: nucleo paraventricular, paraventricular nucleus of the hypothalamus.
PYY3-36: péptido tirosina tirosina 3-36, peptide tyrosine-tyrosine (PYY) 3-3s.
RIP140: proteina de interaccidn con receptores 140, receptor-interacting protein 140.
RQ: cociente respiratorio, respiratory quotient.

SCWAT: tejido adiposo blanco subcutaneo, subcutaneous white adipose tissue.
SEM: desviacion estandar de la media, standard error of the mean.

SF1: factor esteroidogénico 1, steroidogenic factor 1.

SNS: sistema nervioso simpatico, sympathetic nervous system.

STD: dieta estandar, standard diet.

TAKZ: quinasa 1 activada por el factor de crecimiento transformante B, transforming growth
factor-g-activated kinase 1.

THs: hormonas tiroideas, thyroid hormones.

TRH: hormona liberadora de tirotropina, tyrotrophin-releasing hormone.
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TSH: hormona estimuladora de la tiroides, thyroid stimulating hormone.
UCP1: proteina desacoplante 1, uncoupling protein 1.

VMH: nacleo ventromedial, ventromedial nucleus.

ViISWAT: tejidos adiposo blanco visceral, visceral white adipose tissue.

WAT: tejido adiposo blanco, white adipose tissue.

ANGLICISMOS

Browning: pardeamiento.

Knockout: modificacion genética en la cual se inactiva la expresion de un gen.

Upstream: més arriba (referido a una via de sefializacion)

El resto de las abreviaturas son de uso comun o bien se detallan de un modo especifico en el
texto
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Introduccion

1 OBESIDAD

La obesidad se ha convertido en uno de los mayores problemas de salud a nivel mundial,
con un alcance de proporciones pandémicas y con méas de 2 millones de muertes al afio, mas
incluso que las provocadas por desnutricion (O.M.S., 2020). Generalmente, se ha relacionado
con un problema de los paises de altos ingresos pero, en los Gltimos afios, ha aumentado de
manera considerable en los paises de ingresos medios y bajos, especialmente en los entornos
urbanos (0.M.S., 2017).

Los datos proporcionados por la Organizacion Mundial de la Salud son bastante
alarmantes. Desde 1975, la prevalencia de la obesidad se ha casi triplicado en todo el mundo
Ilegando, en el 2016, a tener sobrepeso el 39% de las personas mayores de edad y a ser obesas
el 13% (O.M.S., 2020). Ademas, la obesidad infantil ha aumentado de forma espectacular. En
2016, méas del 18% de nifios y adolescentes padecian sobrepeso u obesidad y més de 41 millones
de nifios menores de 5 afios tenian problemas de obesidad o sobrepeso (O.M.S., 2020).

Espafia no se queda atras en este aspecto y se estima que mas de la mitad de la poblacion
estd por encima de su peso recomendado. Seguin la Encuesta Nacional de Salud de 2017, el 37%
de la poblacion adulta tenia sobrepeso y el 17% era obesa, siendo méas prevalente en hombres
gue en mujeres (Ministerio de Sanidad, 2018). En cuanto a la obesidad infantil, en nifios y
adolescentes de 2 a 17 afos, la prevalencia del sobrepeso y la obesidad era del 18% y 10%,
respectivamente (Ministerio de Sanidad, 2019).

La obesidad y el sobrepeso son definidos por la OMS como una acumulacion excesiva de
grasa que puede ser perjudicial para la salud (O.M.S., 2020). Para su identificacion, se emplea
el indice de masa corporal (IMC) el cual relaciona el peso con la altura. Su célculo se realiza
dividiendo el peso de una persona en kilos por el cuadrado de su altura en metros (kg/m?),
proporcionando una medida equivalente para ambos sexos y para adultos de distintas edades
(0.M.S., 2020). En una persona adulta de peso normal, el IMC se encuentra entre 18,5y 24,9,
por lo que, un IMC superior o igual a 25 significaria que padece sobrepeso y uno igual o superior
a 30 que padece obesidad. En la siguiente tabla se muestran los distintos grados de sobrepeso y
obesidad en funcion del IMC (Tabla 1).

Tabla 1. Criterios SEEDO para definir la obesidad en grados segtn el indice de masa corporal
(IMC) en adultos.

Categoria IMC
Peso insuficiente <18,5
Peso normal 18,5-24,9
Sobrepeso grado | 25-26,9
Sobrepeso grado Il (preobeso) 27-29,9
Obesidad tipo | 30-34,9
Obesidad tipo Il 35-39,9
Obesidad tipo lll (mérbida) 40-49,9
Obesidad tipo IV (extrema) >50
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Esta ganancia de peso se debe principalmente a un desequilibrio entre las calorias
consumidas y las gastadas. EI consumo de alimentos pobres en nutrientes y con un alto valor
caldrico, junto con un descenso de la actividad fisica por el estilo de vida cada vez mas
sedentario, han propiciado este desequilibro y el consecuente aumento del sobrepeso y la
obesidad en la poblacion (O.M.S., 2020).

Los problemas para la salud que acarrea tener un peso por encima del normal son de
especial relevancia. De hecho, la obesidad se asocia con el denominado sindrome metabdlico,
cuyo diagndstico esta basado en un cluster entre los cuales se incluyen la hipertension, los
niveles bajos de HDL, la hipertriacilgliceridemia, la hiperglucemiala y la obesidad visceral.
Aln cuando no exite un criterio unanime, habitualmente se requiere que un determinado
paciente exhiba al menos tres de los componentes antes citados. La razon de darle tanta
relevancia es que los pacientes con este diagndstico tienen un gran incremento en los factores
de riesgo para todoa una serie de patologias incluyendo infratos de miocardio, accidentes
cerebrovasculares o diabetes tipo Il (O.M.S., 2020).

Por todo esto, es necesario desarrollar estrategias que permitan evitar o mejorar la obesidad.
La prevencion, tanto primaria como secundaria, debe ser la primera medida a adoptar,
fomentando una alimentacion saludable y una actividad fisica adecuada. Sin embargo, esta
fuera de toda duda la necesidad de desarrollar tratamientos para al menos paliarla y asi poder
disminuir las patologias asociadas. Conocer como funcionan los mecanismos que modulan la
ingesta, el gasto energético y el metabolismo en general, pueden llegar a proporcionar nuevas
dianas terapéuticas.

2 HOMEOSTASIS ENERGETICA

Todos los seres vivos necesitan de energia para su supervivencia, pero, como nos indica el
primer principio de la termodinamica, la energia ni se crea ni se destruye, por lo que, un
organismo tiene que ser capaz de regular de manera efectiva su estado energético para llevar a
cabo sus funciones vitales. Esta regulacién es lo que se conoce como homeostasis energética y
se produce a través del control del aporte de energia (ingesta) y del consumo de energia (gasto
energético). El aporte energético proviene de las calorias asociadas a las proteinas,
carbohidratos y grasas de los alimentos y bebidas, mientras que el gasto energético hace
referencia a la tasa metabolica basal, a la termogénesis y a la actividad fisica.

El peso corporal va a depender de esta homeostasis energetica y las alteraciones que se
produzcan en la ingesta 0 en el gasto energético implicaran cambios en la masa corporal.
Cuando el balance energético se mantiene en equilibrio, es decir, la ingesta es igual al gasto
energético, el peso se mantiene estable (Imagen 1). Sin embargo, este equilibrio no siempre
permanece estable y pueden generarse situaciones de desequilibrio que pueden ser debidas a
diversos factores tanto intrinsecos (sexo, edad y genética) como extrinsecos (ambiente y estilo
de vida) (Friedman, 2009; Kopelman, 2000). Asi, si el balance es negativo, es decir, las calorias
ingeridas son menores que las consumidas, se produce una pérdida de peso que puede generar
delgadez. En cambio, si el balance es positivo, es decir, las calorias ingeridas son superiores a
las consumidas, se produce un aumento de peso pudiendo llegar a situaciones de sobrepeso u
obesidad (Hill et al., 2012).
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Imagen 1. Componentes de balance energético.

Esta regulacion del balance energético se lleva a cabo a través de un sistema fisiologico
complejo que incluye tanto sefiales aferentes como eferentes que afectan a la ingesta y al gasto
energético (Hill et al., 2012). EIl sistema nervioso central (CNS, central nervous system) es el
encargado de coordinar todas estas sefiales y de provocar efectos en el comportamiento,
incluyendo el apetito y la actividad fisica, en la actividad del sistema nervioso autbnomo que
regula el gasto energético y otros aspectos del metabolismo, y en el sistema neuroendocrino
mediante la secrecion de hormonas (Spiegelman and Flier, 2001).

Una de las regiones cerebrales mas importantes en esta regulacion energética es el
hipotalamo, el cual es capaz de integrar sefiales periféricas hormonales y neuronales
correspondientes al estado nutricional, asi como regular la absorcién y utilizacién de nutrientes,
el metabolismo lipidico periférico y la homeostasis de la glucosa (Spiegelman and Flier, 2001,
Williams, 2012) (Imagen 2). Ademas del hipotalamo, existen otras zonas cerebrales como la
corteza cerebral, las &reas olfativas y algunas areas del tronco encefalico implicadas en el
control del apetito y el equilibrio energético (Dietrich and Horvath, 2009; Spiegelman and Flier,
2001).
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Imagen 2. Integracion a nivel central de hormonas derivadas del tracto gastrointestinal, el
tejido adiposo, 6rganos endocrinos y gonadas. Creado con Biorender.com.

2.1 SENALES AFERENTES

Para una correcta regulacion de la homeostasis energética, el cerebro necesita conocer las
necesidades energéticas del organismo. Para ello, los tejidos periféricos van a producir sefiales
endocrinas en respuesta al metabolismo de los nutrientes que son capaces de atravesar la barrera
hematoencefalica (BBB, blood brain barrier) e informar al cerebro del estado nutricional.

Las sefiales aferentes que influyen en la ingesta y el gasto energético pueden clasificarse
en dos grupos: sefiales de saciedad y sefiales de adiposidad (Schwartz et al., 2000; Woods, 2005;
Woods et al., 1998). Mientras que en la primera categoria se incluyen sefiales generadas durante
las comidas, que contribuyen a la decision de terminar de comer y prolongar el tiempo entre
una comiday otra; en la segunda categoria se incluyen hormonas cuya secrecion es proporcional
a la cantidad de grasa corporal.

2.1.1 Sefales de saciedad

El tracto gastrointestinal no solamente es importante en la digestion y absorciéon de
nutrientes, sino que también juega un papel crucial en la regulacion de la ingesta, controlando
la cantidad de alimento ingerido. EI CNS recibe sefiales del tracto gastrointestinal a través de
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nervios sensoriales, ubicados a lo largo de todo el tracto, y de la circulacién, por la llegada de
sefiales hormonales secretadas por éste.

El tracto gastrointestinal se encuentra inervado por el nervio vago que expresa
mecanorreceptores y quimiorreceptores sensibles tanto a cambios de volumen y presion del
estdmago e intestino como a cambios en la composicion de los nutrientes, osmolaridad y pH,
respectivamente (Ahima and Antwi, 2008; Strader and Woods, 2005). Este nervio vago trasmite
las sefales hasta el ndcleo del tracto solitario (NTS, nucleus of the solitary tract) (Claret et al.,
2011), el cual proyecta finalmente a los nucleos del hipotdlamo, al ndcleo central de la amigdala
y al nucleo del lecho de la estria terminal (Ahima and Antwi, 2008).

Ademas, el tracto gastrointestinal es capaz de secretar sefiales hormonales en respuesta a
las propiedades fisicoquimicas de los alimentos ingeridos. Estas sefiales hormonales son
principalmente péptidos, que pueden, por un lado, interaccionar con receptores localizados en
las terminaciones del nervio vago y activar el NTS (Strader and Woods, 2005), o pueden, por
el otro lado, entrar al torrente sanguineo y actuar directamente sobre areas cerebrales como el
hipotalamo (Currie et al., 2005; Lopez et al., 2008) o sobre el area postrema, que transmite estas
sefiales al tronco encefélico y el prosencéfalo donde se incluye el hipotalamo (Ahima and
Antwi, 2008). También son capaces de difundir a través del fluido extracelular y actuar de
manera paracrina en érganos cercanos, como el higado y pancreas, contribuyendo a la digestion
y absorcion de los nutrientes (Strader and Woods, 2005; Woods et al., 2000).

Entre estas sefiales hormonales encontramos principalmente sefiales anorexigénicas, es
decir, que reducen el apetito, como son el péptido tirosina-tirosina péptido tirosina tirosina 3-
36 (PY'Y3-36, peptide tyrosine-tyrosine (PYY) 3-36), la colescistoquinina (CKK, cholecystokinin),
el péptido-1 similar al glucagon (GLP-1, glucagon-like peptide-1), el péptido liberador géstrico
(GRP, gastrin-realising peptide), la oxintomodulina y la enterostatina (Woods, 2005), entre
otras muchas. Solamente una de las hormonas gastrointestinales, la grelina, tiene el efecto
contrario y se comporta como una sefial orexigénica, es decir, aumenta el apetito (Tabla 2)
(Woods, 2005).

Tabla 2. Efecto de las principales sefales gastrointestinales sobre la ingesta.

Hormona Efecto
gastrointestinal sobre la

ingesta
PYYs3.36 Inhibicion
CKK Inhibicion
GLP-1 Inhibicion
GRP Inhibicion
Oxintomodulina Inhibicion
Enterostatina Inhibicion

Grelina Estimulacion

2.1.2 Sefales de adiposidad

Las sefiales de adiposidad hacen referencia a aquellas sefiales que se producen en relacion
con el contenido de grasa corporal. Entre ellas encontramos a la leptina, cuyos niveles estan
relacionados con el grado de adiposidad. Asimismo, destacaremos el papel de la insulina dado
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gue en sujetos con obesidad puede estar elevada debido a la insulino-resistencia, aunque en
estadios avanzados puede estar disminuida. (Schwartz et al., 2000).

Leptina

La leptina es uno de los principales factores encargados de la regulacion de la homeostasis
energética. Secretada principalmente por lo adipocitos, es capaz de disminuir el apetito e
incrementar el gasto energético (Ahima and Flier, 2000). Sus niveles en sangre son
proporcionales al contenido de grasa corporal, por lo que, en personas obesas, se encuentra
elevada (Galic et al., 2010), aunque ha de tenerse en cuenta que su paso a través de la BBB es
saturable y eso hace que sus niveles plasmaticos y en liquido cefalorraquideo no sean
concordantes. Ademas, varia en funcion de la ingesta de alimentos, aumentando después de
comer y disminuyendo en los periodos de ayuno (Saper et al., 2002).

La leptina atraviesa la BBB y regula la ingesta a través de receptores localizados en zonas
hipotalamicas del cerebro, como el nucleo arcuato (ARC, arcuate nucleus), incrementando la
expresion de neuropéptidos anorexigénicos o de sus precursores, como la proopiomelanocortina
(POMC, proopiomelanocortin) y disminuyendo los neuropéptidos orexigénicos como el
neuropéptido Y (NPY, neuropeptide Y) y péptido relacionado con aguti (AgRP, agouti-related
peptide) (Coll et al., 2007). También participa en el control del gasto energético a través de la
activacion del tejido adiposo pardo (BAT, brown adipose tissue) estimulando el sistema
nervioso simpético (SNS, sympathetic nervous system) y la expresion de la proteina
desacoplante 1 (UCP1, uncoupling protein 1) (Dodd et al., 2015; Wang et al., 2020b). Por lo
tanto, la deficiencia de leptina en humanos o ratones ob/ob, causa obesidad con una marcada
hiperfagia y una reduccion del gasto energético (Friedman, 2016; Galic et al., 2010).

Insulina

La insulina ejerce su regulacion en el balance energético, principalmente a través del
control de la ingesta de alimentos. Es producida por el pancreas, concretamente por las células
B de los islotes de Lagerhans, y juega un papel muy importante en la homeostasis de la glucosa.
Es la principal hormona que permite la captacion de glucosa en otros tejidos, como el musculo
y el tejido adiposo, e inhibe la produccion de glucosa por el higado (Saltiel and Kahn, 2001).
También promueve el almacenamiento de carbohidratos, lipidos y proteinas en el tejido
adiposo, el higado y el musculo por estimulacion de la lipogénesis, la sintesis de proteinas y
glucdgeno y por inhibicion de la lipolisis, glucogendlisis y de la degradacion proteica (Saltiel
and Kahn, 2001; Saltiel and Pessin, 2002). Su secrecion es directamente proporcional a los
niveles de glucosa en sangre y a su sensibilidad periférica relacionada tanto con las reservas
totales de grasa como con su distribucion (Porte et al., 2002). Esto conlleva que en personas
obesas sea necesario un incremento de los niveles de insulina, sin embargo, si las células 8
pancreaticas no logran este incremento adaptativo o si existe una resistencia a la accion de la
insulina en los tejidos, se daré lugar a una hiperglucemia, y al desarrollo de diabetes tipo 2,
intimamente asociada a la obesidad (Schwartz et al., 1997; Schwartz et al., 2000).

Al igual que la leptina, la insulina atraviesa la BBB 'y, a través de receptores localizados en
el hipotadlamo, principalmente en el ARC, promueve la supresion de la ingesta, estimulando la
produccion y expresion de POMC y disminuyendo la de NPY (Porte et al., 2005). Por lo tanto,
la deficiencia de insulina provoca hiperfagia pero sin producir obesidad, dado que las células
adiposas no son capaces de almacenar grasa en su ausencia (Schwartz et al., 2000).
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3 (GASTO ENERGETICO Y TERMOGENESIS

El gasto energético esta compuesto por tres factores: la tasa metabdlica basal (BMR, basal
metabolic rate), la actividad fisica y la termogénesis. La BMR hace referencia a la energia
necesaria para el mantenimiento de la homeotermia y el metabolismo celular. La actividad
fisica, por su parte, incluye la actividad tanto intencionada como no intencionada y la postura
bipeda. El tltimo factor, la termogénesis, se corresponde con la produccion de calor que no esta
relacionada con la actividad fisica (Landsberg et al., 2009). En personas sedentarias, el 80% del
gasto de energia se produce por la BMR, el 10% por la actividad fisica y el otro 10% por la
termogénesis. En contraste, en personas activas, la actividad fisica, junto con la termogénesis,
pueden alcanzar el 44% del gasto total de energia mientras que la BMR constituiria el 56%
(Doucet et al., 2003; Landsberg et al., 2009).

La termogénesis es esencial para los organismos homeotermos porque permite mantener
su temperatura corporal estable. Se pueden diferenciar dos tipos de termogénesis: la
termogénesis obligatoria y la termogénesis adaptativa. La termogénesis obligatoria es necesaria
para el mantenimiento de la temperatura en estado de reposo en condiciones de
termoneutralidad y se relaciona con las reacciones del metabolismo energético esenciales del
organismo y con la regulacién del efecto térmico que produce la ingesta de alimentos. (Himms-
Hagen, 1989a). Este tipo de termogénesis puede englobarse en la BMR puesto que no se
producen grandes variaciones en ella. La termogénesis adaptativa, por el contrario, se
corresponde con procesos metabolicos que pueden ser rapidamente activados o suprimidos en
respuesta a estimulos externos como el frio o una dieta hipercalérica. En ella se incluyen la
energia disipada en forma de calor a través del movimiento de temblor del musculo esquelético
0 a través de la activacion del BAT (Himms-Hagen, 1989a, b).

La termogénesis del BAT es especialmente relevante en pequefios mamiferos puesto que
les permite generar calor independientemente de la termogénesis mediada por temblor del
musculo esquelético, lo cual posibilita sobre todo exposiciones a frio prolongadas (Cannon and
Nedergaard, 2004). EI BAT es un 6rgano especializado en la generacion de calor y, en roedores,
se localiza en las regiones interescapular, subescapular, axilar, perirrenal y periadrtica (Cannon
and Nedergaard, 2004). Hasta hace pocos afos, se consideraba que el BAT era solo relevante
en mamiferos hibernantes, roedores y humanos recién nacidos (Cannon and Nedergaard, 2004;
Whittle et al., 2011) pero, mediante tomografia por emision de positrones se han encontrado
regiones de BAT funcional en humanos adultos localizadas de manera dispersa pero definidas
en la zona supraclavicular, el cuello, &reas intercostales, region perirrenal y periadrtica (Cypess
et al., 2009; Nedergaard et al., 2010). La termogénesis de BAT en humanos puede llegar a
contribuir en un 5% al gasto energético (van Marken Lichtenbelt and Schrauwen, 2011). Por
ello, se ha postulado como un recurso adicional en las estrategias de tratamiento de la obesidad
(Whittle et al., 2011).

Aungue el BAT estd compuesto por adipocitos, denominados adipocitos marrones, éstes
presentan caracteristicas tanto anatémicas como funcionales muy diferentes a los adipocitos
blancos del tejido adiposo blanco (WAT, white adipose tissue). Los adipocitos marrones tienen
forma poligonal con gotas lipidicas multiloculares y numerosas mitocondrias que contienen
citocromos con hierro otorgando la coloracion marrén al tejido (Contreras et al., 2015; Labbe
et al., 2015). En cambio, los adipocitos blancos son principalmente depdsitos de grasa con muy
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pocas mitocondrias y una Unica gota lipidica de gran tamafio donde se almacena el exceso de
energia (Contreras et al., 2015; Labbe et al., 2015). Ademas, proceden de células precursoras
distintas puesto que se ha visto que, antes de su diferenciacion, ya expresan diferentes genes
(Sanchez-Gurmaches and Guertin, 2014; Seale et al., 2008; Shan et al., 2013).

Los adipocitos marrones estan especializados en la disipacion de energia en forma de calor
gracias a la presencia de la proteina desacoplante 1 (UCP1, uncoupling protein 1) en las
mitocondrias (Kozak et al., 1988; Nicholls et al., 1978). En el proceso de fosforilacion oxidativa
de las mitocondrias, la cadena de transporte electrénico produce un gradiente de protones que
son utilizados por la ATP sintasa para dar lugar a ATP a partir de ADP. Sin embargo, en las
mitocondrias de estos adipocitos, este proceso se ve modificado por UCP1, la cual permite una
via de paso opcional a estos protones, eludiendo la ATP sintasa y produciendo calor (Silva,
2006; Zingaretti et al., 2009).

Recientemente se ha descubierto un nuevo tipo de adipocito, denominado adipocito beige,
que pueden aparecer en el WAT en respuesta a un estimulo termogénico, proceso denominado
browning, y que tiene capacidad termogénica (Contreras et al., 2014; Young et al., 1984)
(Imagen 3). Este tipo de adipocitos deriva de células precursoras distintas de los adipocitos
marrones pero cercanas al linaje de los adipocitos blancos (Wu et al., 2012). Pese a ello,
presentan las mismas caracteristicas morfoldgicas y moleculares de los adipocitos marrones y
actlan como tal, aunque su poder termogénico in vivo es mucho menor que el de los adipocitos
marrones (Petrovic et al., 2010; Shabalina et al., 2013). De hecho, se ha visto que, en humanos,
el BAT localizado en la zona supraclavicular presenta un perfil de biomarcadores mas similar
al de los adipocitos beige que al de los adipocitos marrones (Jespersen et al., 2013; Wu et al.,
2012).
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Imagen 3. Adipocitos marrones, beige y blancos. Creado con Biorender.com.

Para que se produzca el fendmeno de browning, existen varios factores que son
imprescindibles. Ente ellos, los mas relevantes son la expresién del receptor gamma activado
por el proliferador de peroxisomas (PPARy, peroxisome proliferator-activated receptor
gamma), el dominio PR que contiene 16 (PRDM16, PR domain containing 16), la proteina 1
alfa coactivadora del receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PGCla,
proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1 alpha) y la proteina de interaccién con
receptores 140 (RIP140, receptor-interacting protein 140). Estes factores junto con UCP1 se
emplean como marcadores de termogénesis tanto del browning del WAT como del BAT
(Contreras et al., 2015). PPARy es un factor de transcripcion esencial para la supervivencia de
los adipocitos marrones y blanco (Spiegelman et al., 2000) y ademas promueve la formacion
de adipocitos beige induciendo la expresion de UCP1 y PGCla a través de la activacion de
PRDM16 (Ohno et al., 2012; Petrovic et al., 2010; Seale, 2010; Seale et al., 2008). PGCla
controla la biogénesis mitocondrial y factores respiratorios mitocondriales lo que la hace
esencial para el correcto funcionamiento de la termogénesis (Puigserver et al., 1998; Uldry et
al., 2006; Wu et al., 1999). PRDM16, al igual que PPARYy, estd implicado en la regulacion de
genes del BAT y WAT (Fruhbeck et al., 2009), siendo necesaria su asociacion con PGCla para
estimular genes especificos del BAT (Kajimura et al., 2008). Por el otro lado, esta la proteina
RIP140, un receptor nuclear que ejerce una funcién opuesta puesto que suprime la expresion
de UCP1 e inhibe la biogénesis mitocondrial y el metabolismo oxidativo implicado en la
termogénesis (Christian et al., 2005; Leonardsson et al., 2004; Powelka et al., 2006). Por ello,
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su eliminacion en el WAT favorece la formacion de adipocitos beige (Christian et al., 2005;
Leonardsson et al., 2004).

Tanto el BAT como el WAT se encuentran inervados por fibras del SNS, el cual promueve
la termogénesis del BAT y la movilizacion de lipidos del WAT (Bartness et al., 2014; Brito et
al., 2008; Cannon and Nedergaard, 2004; Villarroya and Vidal-Puig, 2013; Whittle et al., 2011)
gracias a la presencia de receptores B3 adrenérgicos al menos en roedores (B3-AR; S3-
adrenergic receptor) (Carpéné et al., 1998; Collins et al., 2004; Cypess et al., 2015). La
administracion de agonistas adrenérgicos estimula la termogénesis del BAT y el browning del
WAT, mientras que la administracion subcutanea de antagonistas de los 3-AR disminuyen la
termogénesis del BAT vy el browning el WAT (Bartness et al., 2010; Contreras et al., 2017b;
Giralt and Villarroya, 2013; Lage et al., 2016; Lopez et al., 2010b; Martinez de Morentin et al.,
2014). El tipo de receptores que se expresa en BAT en humanos todavia no esté claro (Riis-
Vestergaard et al., 2019).

El SNS es esencial para la activacion de la termogénesis del BAT. Cuando aumenta el tono
de los nervios simpaticos que inervan el BAT, se produce la liberacidn de noreprinefina (NE,
norepinephrine) en las terminaciones que activan los 3-AR. Estos receptores estan acoplados
a proteinas G que activan la adenilato ciclasa (AC, adenylate ciclase) y desencadenan una
elevacion del adenosin monofosfato ciclico (CAMP). Este aumento del cCAMP activa la proteina
quinasa A (PKA, protein kinase A), la cual promueve la termogénesis y la activacion de la
proteina quinasa activada por mitégeno p38 (p38 MAPK, p38 mitogen-activated protein
kinase) (Cannon and Nedergaard, 2004; Contreras et al., 2015). PKA tiene efectos agudos y
cronicos en el BAT. Entre los efectos agudos cabe destacar el incremento de la lipolisis de los
acidos grasos gracias a la activacion de la lipasa sensible a hormona (HSL, hormone sensitive
lipase), la lipasa adipocitica de triglicéridos (ATGL, adipose triglyceride lipase) y la
monoacilglicerol lipasa (MGL, monoacylglycerol lipase) que hidrolizan estos &cidos grasos
dando lugar a la liberacion y elevacion de acidos grasos libres en el citosol. Estos acidos grasos
libres son importados al interior de la mitocondria por la carnitina palmitoiltransferasa la
(CPT1a carnitine palmitoyltransferase 1a) donde se oxidan para dar lugar a NADH y FADH,
los cuales también se oxidan en la cadena de transporte electronico (Cannon and Nedergaard,
2004; Contreras et al., 2015; Holm et al., 1987; Morimoto et al., 2001). Esta oxidacion genera
un gradiente de protones que son después desacoplados por UCP1 para producir calor. En
cuanto a los efectos cronicos de la estimulacion del BAT, se encuentra el incremento de UCP1
a través de p38 MAPK asi como la estimulacion de la biogénesis mitocondrial, hiperplasia e
hipertrofica del BAT (Cannon and Nedergaard, 2004; Cao et al., 2001; Contreras et al., 2015;
Lowell and Spiegelman, 2000) (Imagen 4).
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Imagen 4. Mecanismo de regulacion de la termogénesis en el BAT. Creado con Biorender.com.

Sin embargo, este modelo no explica por completo la activacion de la termogénesis. En el
modelo estandar, UCP1 se encuentra inhibido por la union de ADP y ATP pero esta inhibicion
es anulada por los acidos grasos libres que se liberan de la gota lipidica por la accién de la
ATGL (Cannon and Nedergaard, 2017). Diversos estudios han demostrado que, en ausencia de
ATGL o enzimas activadas por ésta, es posible la termogénesis puesto que el BAT es capaz de
captar acidos grasos libres liberados por el WAT (Schreiber et al., 2017; Shin et al., 2017). En
este modelo, los acidos grasos libres actuarian como sustratos y activadores de UCP1 sin que
el SNS estuviera implicado en la activacion de la termogénesis. No obstante, se cree que en este
modelo aln se necesitaria de un activador para UCP1, procedente de la estimulacion del SNS,
para que estos acidos grasos libres que provienen del WAT tuvieran efecto, ya que muchos
estudios han demostrado que el SNS es esencial para la activacion de la termogénesis (Cannon
and Nedergaard, 2017). Por lo tanto, el BAT no solo es capaz de aumentar el gasto energético
sino que también es capaz de disminuir la concentracion de lipidos y glucosa del plasma gracias
a su captacion y utilizacién como sustratos de la termogénesis (Bartelt et al., 2011; Contreras
etal., 2015; Meyer et al., 2010).

La termogénesis del BAT esta regulada por distintos estimulos y hormonas periféricas que,
a través de la integracion de sus sefales, principalmente en los nucleos del hipotalamo,
controlan la activacién del SNS hacia el BAT. Asi, las hormonas tiroideas (THSs, thyroid
hormones), el estradiol (Ez2), el GLP-1, la proteina morfogenética del hueso 8b (BMP8b; bone
morphogenetic protein 8B) y la nicotina entre otras muchas, son capaces de activar la
termogénesis del BAT (Beiroa et al., 2014; Contreras et al., 2015; Gonzalez-Garcia et al., 2018;
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Lopez et al., 2010b; Martinez de Morentin et al., 2014; Martinez de Morentin et al., 2012;
Whittle et al., 2012).

4 HIPOTALAMO Y REGULACION DE LA HOMEOSTASIS
ENERGETICA

El CNS es el encargado de recoger todas las sefiales periféricas para integrarlas y regular
la homeostasis energética mediante un proceso complejo que involucra varias regiones del
encéfalo que van desde la corteza hasta el tronco encefalico, siendo el hipotdlamo una de las
regiones mas relevantes en esta regulacion (Williams et al., 2001). El hipotalamo desempefia
un papel fundamental en la integracion de sefiales aferentes que llegan al CNS, puesto que
recoge la informacion, “la compara” con los niveles fisiologicos y posteriormente activa
respuestas autonomas, endocrinas y conductuales para mantener la homeostasis (Saper and
Lowell, 2014). Se encuentra situado debajo del tdlamo y contiene circuitos neuronales
altamente conservados que controlan funciones basicas como el metabolismo energético
(Lopez et al., 2007b; Saper and Lowell, 2014), el balance hidrico y electrolitico, la
termorregulacion, las respuestas a estrés, la reproduccion y los ciclos de vigilia y suefio (Saper
and Lowell, 2014).

El hipotdlamo se puede dividir en tres partes desde la zona rostral a la caudal. La parte
rostral, o &rea predptica, se encuentra encima de los quiasmas 6pticos y contiene circuitos claves
para la termorregulacion, la fiebre, el balance electrolitico, los ciclos de vigilia y suefio, los
ritmos circadianos y el comportamiento sexual. La parte media, también denominada area
tuberal, incluye tanto circuitos integradores para la termorregulacion e ingesta como circuitos
de respuesta para el comportamiento sexual, la agresividad y muchas otras respuestas
autonomas y endocrinas. La parte posterior, o area posterior, juega un papel importante en la
regulacion de la vigilia y las respuestas a estrés, puesto que proyecta al hipocampo y al sistema
de excitacion (Saper and Lowell, 2014).

Las distintas areas del hipotdlamo estan organizadas en grupos poblacionales de neuronas
definidos anatémicamente, denominados nucleos hipotalamicos, que forman circuitos
neuronales interconectados entre si a través de proyecciones axonales. Estos nucleos regulan la
expresion de distintos neurotransmisores y neuromoduladores especificos en funcion a las
sefiales periféricas (Lopez et al., 2007b). Dentro de estos nucleos, algunos de los mas relevantes
en la regulacion de la homeostasis energética son: el nicleo arcuato (ARC, arcuate nucleus), el
nucleo paraventricular (PVH, paraventicular nucleus), el nucleo dorsomedial (DMH
dorsomedial hypothalamic nucleus), el ndcleo ventromedial (VMH ventromedial hypothalamic
nucleus) y el area lateral hipotalamica (LHA, lateral hypothalamic area) (Imagen 5).
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Imagen 5. Nucleos del hipotalamo. Creado con Biorender.com.

4.1 NUCLEO ARCUATO

El ARC es uno de los nucleos del hipotdlamo mas importantes en la regulacion de la
ingesta. Se localiza en la parte inferior del hipotalamo, alrededor del tercer ventriculo e
inmediatamente por encima de la eminencia media, la cual no se encuentra totalmente aislada
de la circulacion por la BBB y por lo tanto permite el paso de sefiales periféricas como la
insulina, la leptina, la glucosa y la grelina, entre otras (Palkovits, 2003; Simpson et al., 2009;
Williams et al., 2001). Esta posicion estratégica hace del ARC el lugar perfecto para integrar
estas sefiales de manera rapida.

Dentro del ARC, encontramos dos poblaciones neuronales muy heterogeneas que se
encargan del control de la ingesta de manera opuesta. La primera poblacion se localiza en la
parte media del nacleo y corresponde con neuronas que estimulan la ingesta a partir de la
expresion de neuropéptidos orexigénicos, como el neuropéptido Y (NPY, neuropeptide Y) y
péptido relacionado con aguti (AgRP, agouti-related peptide). La segunda poblacion de
neuronas se encuentra en la parte lateral del nicleo y se encarga del efecto contrario, de
disminuir la ingesta, a traves de la expresion de neuropéptidos anorexigénicos como la
proopiomelanocortina (POMC, proopiomelanocortin) y el transcrito regulado por cocaina y
anfetamina (CART, cocaine- and amphetamine-regulated transcript). Estas dos poblaciones no
solo son capaces de interactuar entre si, sino que también proyectan sus axones a neuronas de
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segundo orden localizadas principalmente en el nucleo paraventricular del hipotdlamo (PVH)
(Lopez et al., 2007a; Palkovits, 2003; Simpson et al., 2009; Valassi et al., 2008).

4.1.1 Neuronas NPY/AgRP

El neuropéptido NPY esta compuesto por 36 aminoacidos y se expresa ampliamente en
todo el CNS, sin embargo la mayoria de las neuronas que lo expresan se encuentran en el ARC
(Gehlert et al., 1987). NPY es un gran regulador del balance energético puesto que su
administracion central es capaz de incrementar la ingesta (Clark et al., 1984; Stanley et al.,
1986) y de reducir la termogénesis del BAT (Egawa et al., 1991; Shi et al., 2013). NPY actua a
través de 5 tipos de receptores (Y1-Y5), pero principalmente ejerce sus acciones orexigénicas
a través del Y1 y el Y5 (Nguyen et al., 2012). El 90% de las neuronas que expresan este
neuropéptido en el ARC también coexpresan el neuropéptido AgRP (Valassi et al., 2008). Este
neuropéptido se considera otro de los neuropéptidos orexigénicos méas potentes puesto que, su
administracion central o su sobreexpresion genica, llevan a un incremento cronico de la ingesta
y una disminucion el gasto energético (Graham et al., 1997; Ollmann et al., 1997; Small et al.,
2003).

Estas neuronas expresan receptores para las sefiales hormonales aferentes, lo que permite
este control de la homeostasis energética. Asi, leptina e insulina inhiben la expresion de estes
péptidos (Schwartz et al., 1992; Wang et al., 1997) mientras que la grelina es capaz de aumentar
su expresion (Kamegai et al., 2001). Ademas, estas neuronas tienen proyecciones que alcanzan
neuronas localizadas en el PVH, LHA, VMH, DMH vy el area perifornical (PFA; perifornical
area) (Simpson et al., 2009; Valassi et al., 2008).

4.1.2 Neuronas POMC/CART

POMC es un precursor polipeptidico, que una vez escindido por una enzima prohormona
convertasa, da lugar a una serie de hormonas entre las que se encuentra la hormona estimuladora
de melanocitos alfa (a-MSH, alpha melanocyte stimulating hormone), uno de los principales
reguladores del balance energético (Valassi et al., 2008). Esta melanocortina ejerce sus efectos
através de receptores acoplados a proteina G, denominados receptores de melanocortina, dentro
de los cuales los receptores 3y 4 (MC3R y MC4R, melanocortin receptors 3 and 4) se localizan
en el cerebro y, concretamente, MC4R se expresa en el hipotalamo, sobre todo en el PVH (Kishi
etal., 2003; Mountjoy et al., 1994; Simpson et al., 2009). La union de a-MSH al receptor MC4R
inhibe la ingesta, por lo que la deficiencia de MC4R o el uso de antagonistas causa obesidad e
hiperfagia (Cone, 2006; Huszar et al., 1997). Estudios recientes en humanos han demostrado
que mutaciones en el MC4R estan asociadas con obesidad, validando la importancia del sistema
de melanocortinas en la regulacion de la homeostasis energética (Farooqi et al., 2003).

La mayoria de las neuronas POMC en el ARC coexpresan también CART. CART es un
precursor de péptidos inhibidores de la ingesta como han demostrado diversos estudios en los
gue se ha administrado centralmente (Kristensen et al., 1998; Thim et al., 1998), siendo incluso
capaz de modular los efectos producidos por NPY, disminuyéndolos (Kristensen et al., 1998;
Lambert et al., 1998; Wang et al., 2000). También modula el gasto energético, estimulando la
termogénesis en el BAT (Kotz et al., 2000).

La expresion de estes dos péptidos también estd regulada por las sefiales hormonales
periféricas, como es el caso de la leptina. Asi, al aumentar la leptina circulante, se activa la
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expresion de los péptidos POMC y CART (Elias et al., 1999; Elias et al., 1998; Schwartz et al.,
1997).

4.2 NUCLEO VENTROMEDIAL

El VMH es un nicleo altamente conservado en las especies que estad formado por células
bilaterales y que se encuentra situado en la base del hipotalamo, al lado del tercer ventriculo y
por encima del ARC (McClellan et al., 2006). Juega un papel muy importante en la regulacion
de homeostasis energética como han demostrado diversos estudios en los que, lesiones en esta
region, llevaban al desarrollo de un fenotipo obeso (Hetherington and Ranson, 1940; Shimizu
et al., 1987). También es un ndcleo importante en la regulacion de la homeostasis de la glucosa
debido a la alta expresion de los receptores de leptina (LepR, leptin receptor) e insulina (IR,
insulin receptor) (EImquist et al., 1998; Minokoshi et al., 1999; Paranjape et al., 2011; Song et
al., 2001) y en la regulacién del gasto energético través de la termogénesis del BAT (Holt et al.,
1987; Hugie et al., 1992). Ademas, esta implicado en procesos como el comportamiento sexual
femenino y la funcién cardiovascular (McClellan et al., 2006; Shimogawa et al., 2014).

En el VMH se pueden diferenciar distintos tipos neuronales en funcion de su expresion
génica. Asi, encontramos la expresion del factor esteroidogénico 1 (SF1, steroidogenic factor
1), el receptor canabinoide 1 (CB1, cannabinoid receptor 1), cerebelin 1 (Cbinl, cerebellin 1),
el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, brain-derived neurotrophic factor), el
receptor de progesterona (PR, progesterone receptor) y el receptor de estrogenos alfa (ERa,
estrogen receptor alpha), entre otros (Choi et al., 2013; Segal et al., 2005). De todos ellos, SF1
es el unico gen expresado exclusivamente del VMH en todo el CNS (Ikeda et al., 1995), siendo
esencial para el correcto desarrollo del nacleo (Davis et al., 2004; Kurrasch et al., 2007) y para
la modulacidn del balance energético ya que su deleccién da lugar a un fenotipo obeso (Majdic
et al., 2002). Ademas, estas neuronas gque expresan SF1 contienen una elevada expresion de los
LepR (Dhillon et al., 2006). EI BDNF también es otro factor que se expresa altamente en el
VMH vy esta relacionado con el control de la masa corporal (Lyons et al., 1999; Rios et al.,
2001; Wang et al., 2020b) y con los efectos anorexigénicos de la leptina, la cual aumenta la
expresion de este factor (Komori et al., 2006).

El VMH tiene muchas conexiones con otras areas cerebrales implicadas en la homeostasis
energética entre las cuales se encuentran tanto otras regiones del hipotalamo como el DMH,
LHA y PVH como regiones extrahipotalamicas como el tronco cerebral, la amigdala y la
eminencia media (Palkovits, 2003; Renaud and Martin, 1975; Seoane-Collazo et al., 2015;
Wang et al., 2007). EI VMH también recibe proyecciones neuronales de otras areas como el
ARC procedentes de las neuronas NPY, AgRP y POMC (Simpson et al., 2009) y para las cuales
expresa los receptores Y1, Y5y MC4R (Li and Davidowa, 2004; Lopez-Valpuesta et al., 1996).

La relevancia del nucleo VMH en la homeostasis de la glucosa se demostrd por primera
vez en estudios de estimulacion eléctrica. En ellos, al estimular eléctricamente el VMH, se
produce un aumento de la glucosa en sangre debido a una activacion de la glucogendlisis en el
higado (Shimazu et al., 1966). Esta hiperglucemia producida por la estimulacion del VMH esta
mediada por hormonas gluconeogénicas como el glucagén y por la inervacion simpética del
higado (Shimazu and Amakawa, 1968; Shimazu and Fukuda, 1965; Shimazu and Minokoshi,
2017). Por otro lado, y en contraste con estos resultados, el VIMH también aumenta la captacion
de glucosa en tejidos periféricos como el BAT, corazon y musculo esquelético (Shimazu et al.,
1991; Sudo et al., 1991). La administracién de leptina en este nucleo aumenta esta captacion
por los tejidos periféricos y es suprimida al denervar el SNS, poniendo de manifiesto la
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importancia de la leptina y del eje VMH-SNS en la regulacion de la homeostasis de la glucosa
por el VMH (Minokoshi et al., 1999; Minokoshi et al., 1986).

Otro pilar de la homeostasis energética es el gasto energético, donde el VMH es
considerado uno de los principales reguladores gracias a la modulacion de la termogénesis del
BAT vy la estimulacion del browning en el WAT (Contreras et al., 2016). La estimulacion
eléctrica el VMH produce un aumento de la temperatura del BAT, efecto que se inhibe con el
bloqueo de los B3-AR (Perkins et al., 1981) poniendo de nuevo de manifiesto la importancia
del eje VMH-SNS en la modulacion de los tejidos periféricos. Diversas sefiales periféricas
actlan a través este eje modulando la termogénesis del BAT y el browning del WAT como son
las hormonas tiroideas (THSs, thyroid hormones) (Alvarez-Crespo et al., 2016; Lopez et al.,
2010b; Martinez-Sanchez et al., 2017a), BMP8B (Martins et al., 2016; Whittle et al., 2012), la
leptina (Tanida et al., 2013), el E2 (Gonzalez-Garcia et al., 2018; Gonzalez-Garcia et al., 2017,
Martinez de Morentin et al., 2014; Tanida et al., 2013), los andlogos de GLP-1 (Beiroa et al.,
2014) y drogas como la nicotina (Martinez de Morentin et al., 2012; Seoane-Collazo et al.,
2014). Ademas, lipidos complejos como las ceramidas, también estan implicados en la
regulacion de la termogénesis en este nucleo. La acumulacion de ceramidas en el VMH provoca
lipotoxicidad que da lugar a un aumento del estrés del reticulo endoplasmatico (ER,
endoplasmic reticulum) y a una reduccién del tono simpatico del BAT, disminuyendo la
termogénesis (Contreras et al., 2014). Asi, la sobreexpresion de la proteina regulada por glucosa
78 (GRP78, glucose regulated protein 78), también conocida como BiP, especificamente en el
VMH reduce el estrés de ER, favoreciendo la termogénesis en el BAT y el browning del WAT
(Contreras et al., 2014; Contreras et al., 2017a; Linares-Pose et al., 2018).

4.3 NUCLEO DORSOMEDIAL

El DMH se localiza a ambos lados del tercer ventriculo, dorsalmente al VMH, y esta
implicado en procesos fisioldgicos tales como el apetito, el estrés, la termorregulacion y los
ritmos circadianos (Schneeberger et al., 2014). Ademas, tiene la capacidad de integrar las
sefiales hipotalamicas puesto que recibe numerosas proyecciones de los demas ndcleos
hipotaldmicos como, por ejemplo, de las neuronas NPY/AgRP y POMC/CART del ARC y, a
su vez, envia proyecciones a otros nucleos como el PVH y el VMH (Palkovits, 2003; Thompson
etal., 1996).

Diversos estudios revelaron la importancia del DMH en la regulacion de la homeostasis
energética. Lesiones en el DMH producian a una disminucion de la ingesta y del peso corporal
(Bernardis and Bellinger, 1987) mientras que su activacion provocaba un aumento del gasto
energético a través de un incremento de la termogénesis (Dimicco and Zaretsky, 2007). Dentro
del DMH, se expresan una serie de neuropéptidos y receptores que estan implicado en este
control del balance energético entre los cuales encontramos el NPY y el LepR (Bi et al., 2001;
Mercer et al., 1996). La deficiencia del LepR en el DMH lleva a una reduccion de la
termogénesis del BAT, incrementando la masa corporal, y la administracion de leptina en este
nucleo provoca un aumento de la termogenesis del BAT y de la temperatura corporal (Contreras
etal., 2014; Enriori et al., 2011; Rezai-Zadeh et al., 2014). Por otro lado, el neuropéptido NPY
tiene efecto sobre la ingesta pero, a diferencia del ARC, su expresion es independiente de la
leptina (Bi et al., 2003). La sobreexpresion de este neuropéptido en el DMH provoca un
aumento de la ingesta y por lo tanto un incremento del peso corporal (Yang et al., 2009).
Ademas, influye en el gasto energético puesto que su ausencia en este nucleo promueve un
aumento del browning del WAT y la termogénesis del BAT (Chao et al., 2011).
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4.4 NUCLEO PARAVENTRICULAR

El PVH se localiza en el hipotdlamo anterior, a ambos lados del tercer ventriculo, y juega
un papel importante en la regulacion de la homeostasis energética ya que integra numerosas
aferencias de otras regiones hipotaldmicas y del tronco cerebral, asi como sefiales del estado
fisiologico del organismo (Sutton et al., 2016). Ademas, es el principal nlcleo del hipotalamo
gue envia proyecciones a regiones extrahipotalamicas del cerebro como el NTS, al nervio vago
y a la médula espinal (Palkovits, 1999). Por ello, lesiones en el PVH dan lugar a un incremento
de laingesta, con el consecuente desarrollo de obesidad (Aravich and Sclafani, 1983; Tokunaga
et al., 1986).

La funcién del PVH se encuentra estrechamente ligada con la ruta de las melanocortinas
puesto que posee una alta expresion de los receptores MC3R y MC4R (Kishi et al., 2003;
Sutton et al., 2014) y axones procedentes de neuronas NPY/AgRP y POMC/CART del ARC
(Cowley et al., 1999). Gracias a ello, es capaz de mediar los efectos en la ingesta de sefiales
como la leptina. La leptina estimula la secrecion de a-MSH por las neuronas POMC/CART del
ARC, que activa los receptores de melanocortinas del PVH inhibiendo la ingesta (Qin et al.,
2018). Asi, la expresion de MCA4R en ratones obesos deficientes de MC4R revertia su hiperfagia
a niveles basales (Balthasar et al., 2005). Ademas, la administracion de agonistas de los
receptores de melanocortinas en este nicleo aumenta el gasto energético (Cowley et al., 1999),
posiblemente a través de un incremento de la termogénesis del BAT (Song et al., 2008).

El PVH se divide en dos grandes regiones neuronales, la parvocelular y la magnocelular.
Las neuronas magnocelulares liberan vasopresina y oxitocina al sistema circulatorio para
regular el balance hidrico y el eje reproductor (Hill, 2012). La oxitocina también esta implicada
en la regulacién de la ingesta, inhibiéndola (Arletti et al., 1990), y esta regulada estrechamente
por neuronas AgRP del ARC, las cuales pueden potenciar la ingesta a través de la inhibicion de
la liberacion de oxitocina por el PVH (Atasoy et al., 2012).

Las neuronas parvocelulares son las principales neuronas encargadas de proyectar sus
axones al NTS, el nervio vago y la médula espinal, lo que les permite controlar directamente la
termogénesis, la secrecion pancreatica, el flujo de glucosa hepética y la captacion de glucosa
periférica (Geerling et al., 2010; Hill, 2012). Estas neuronas envian axones a la eminencia media
donde liberan hormonas que regulan la sintesis de hormonas hipofisarias. Estas hormonas son
la hormona liberadora de corticotropina (CRH, corticotrophin-releasing hormone) y hormona
liberadora de tirotropina (TRH, thyrotropin-releasing hormone). Ambas son también
importantes en la regulacion del balance energético, reduciendo la ingesta y activando la
termogénesis del BAT (Arase et al., 1988; Hill, 2012), y estan reguladas por las neuronas del
ARC, siendo estimuladas por las neuronas POMC/CART e inhibidas por las neuronas
NPY/AgRP (Pandit et al., 2011; Schwartz et al., 2000). Ademas, la TRH estimula la liberacion
de la hormona estimulante de la tiroides (TSH, thyroid stimulating hormone), por parte de la
hipdfisis, y de las THs por la tiroides, las cuales juegan un papel muy importante en el
mantenimiento del balance energético (Hill, 2012; Martinez-Sanchez et al., 2014).

4.5 AREA LATERAL HIPOTALAMICA

El LHA es otro de las areas hipotalamicas que participa en la regulacion de la ingesta. La
estimulacion de este nucleo da lugar a un incremento de la ingesta mientras que su lesion
provoca una disminucién, llegando incluso a anularla y, por consiguiente, disminuyendo el peso
corporal (Anand and Brobeck, 1951; Delgado and Anand, 1953). Ademas, las lesiones en LHA
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también dan lugar a alteraciones metabdlicas y endocrinas como problemas de crecimiento y
de la homeostasis de la glucosa (Bernardis et al., 1992; Bernardis and Bellinger, 1996).

Numerosas sefiales, entre las que se incluyen estimulos metabolicos procedentes de otras
areas cerebrales, llegan al LHA donde se integran para regular la actividad, la ingesta y el estado
de alerta segun las condiciones nutricionales y ambientales (Goforth et al., 2014; Saper et al.,
2002). De hecho, el LHA recibe muchas proyecciones del ARC y contiene una gran cantidad
de receptores Y5 que son los responsables de los efectos del NPY sobre la ingesta (Broberger
etal., 1998; Hu et al., 1996). También contiene un nimero alto de neuronas sensibles a glucosa
que responden a los niveles plasmaticos por medio de vias aferentes procedentes del hipotalamo
(Bernardis and Bellinger, 1996). Asimismo, las neuronas del LHA proyectan a otros nicleos
hipotalamicos como el ARC vy al sistema mesolimbico, responsable del control heddnico del
comportamiento de la ingesta (Pandit et al., 2011; Saper et al., 2002).

El LHA esta formado por una poblacion grande y difusa de neuronas pero, entre ellas, se
encuentran subpoblaciones definidas que expresan neuropéptidos orexigénicos como la
hormona concentradora de melanina (MCH, melanin-concentrating hormone) y las orexinas o
hipocretinas (OX, orexin) que estimulan la ingesta (Broberger et al., 1998; Sakurai et al., 1998).
Terminaciones de las neuronas del ARC, NPY/AgRP y POMC/CART estan en contacto con
estas neuronas MCH y OX.

4.5.1 Neuronas OX

La OX presenta dos isoformas que proceden del mismo precursor. Estas son la OX-A y
OX-B que actuan a través de dos receptores de OX, el receptor de OX 1y el receptor de OX 2
(OX1R y OX2R, orexin receptor 1 and 2) (Lopez et al., 2010a). Estados de ayuno aumentan la
expresion de OX y su administracién central, aumenta la ingesta a través de la activacion de
OX1Ry OX2R (Sakurai et al., 1998). La leptina también se considera un modulador importante
de la expresion de las OX puesto que inactiva estas neuronas, disminuyendo su expresion
(Lopez et al., 2000; Yamanaka et al., 2003). Otra accion de las OX es la regulacion del ciclo
suefio/vigilia, en donde su ausencia provoca narcolepsia, efecto que puede estar relacionado
con la influencia de las OX en la ingesta que provocan estados de excitacion y disminucion del
suefio (Chemelli et al., 1999; Hagan et al., 1999; Nishino et al., 2000). Las OX también
participan de la modulacion del gasto energético, aumentando la tasa metabdlica y la actividad
fisica y estimulando la termogénesis (Martins et al., 2016; Nixon et al., 2012; Tupone et al.,
2011). Muchas de estas acciones de las OX se deben gracias a las proyecciones que poseen
estas neuronas tanto hacia otros nucleos del hipotdlamo como el ARC, VMH vy el PVH, como
hacia regiones extrahipotaldmicas como el NTS y areas cerebrales implicadas en la regulacion
de la temperatura y consciencia (Peyron et al., 1998).

4.5.2 Neuronas MCH

Las neuronas que expresan MCH se localizan principalmente en el LHA y presentan
numerosas proyecciones a otras areas cerebrales (Bittencourt et al., 1992). Al igual que las OX,
su expresion se ve aumentada en estados de ayuno y su administracion especifica en el LHA da
lugar a un aumento de la ingesta, ademas de provocar un aumento de la lipogénesis hepatica y
de la deposicion de grasa en el WAT a traves del sistema nervioso parasimpatico (PSNS,
parasympathetic nervous system) y el SNS, respectivamente (Imbernon et al., 2013; Qu et al.,
1996). Asimismo, la sobreexpresion de MCH induce obesidad y resistencia a insulina (Ludwig
et al., 2001). Sus acciones en la homeostasis energética se llevan a cabo a través de receptores
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MCH (MCHR, MCH receptor). En humanos se han descubiertos dos receptores, MCHR1 y
MCHR2, mientras que en roedores solamente se ha identificado MCHR1 (Simpson et al.,
2009). La deficiencia de MCHR1 en ratones resulta en una resistencia a la obesidad inducida
por dieta y a un aumento del gasto energeético y de la actividad fisica (Chen et al., 2002).

5 AMPK COMO SENSOR ENERGETICO

El mantenimiento de la homeostasis energética de un organismo es un proceso complejo y
muchos son los factores y sefiales que influyen en su regulacion. A nivel celular, también es
necesario que se mantenga el balance energético. La energia liberada en las células por
biomoléculas es almacenada como ATP y los procesos metabdlicos que necesitan de energia
emplean este ATP. El consumo de ATP da lugar a sus precursores ADP y AMP, por lo que las
ratios AMP:ATP y ADP:ATP aumentan en procesos de consumo de energia (Lopez et al.,
2016). La generacion de ATP necesita permanecer en equilibrio con el consumo de ATP para
que se puedan mantener las funciones celulares, con lo cual, las proteinas que sean capaces de
monitorizar las ratios AMP:ATP y ADP:ATP son esenciales.

Una de las proteinas capaces de responder a estas ratios es la proteina quinasa activada por
AMP (AMPK, AMP-activated protein kinase), considerada el principal sensor y regulador de
la homeostasis energética de las células eucariotas (Carling et al., 1987; Hardie, 2007). AMPK
se expresa en diferentes tejidos incluyendo el cerebro, el higado y el musculo esquelético. Es
activada por fosforilacion en respuesta a incrementos de AMP:ATP y ADP:ATP y restablece
el balance energético inhibiendo procesos anabolicos que consumen ATP mientras promueve
procesos catabdlicos que generan ATP (Garcia and Shaw, 2017).

AMPK participa principalmente en la regulacién del metabolismo de lipidos y en la
homeostasis de la glucosa. La regulacion del metabolismo lipidico por via de la AMPK tiene
especial relevancia en el higado y el hipotdlamo. La activacion de AMPK disminuye la
expresion de la sintasa de acidos grasos (FAS, fatty acid synthase), fosforila e inhibe la acetil-
CoA carboxilasa (ACC, acetyl-CoA carboxylase), la cual cataliza la carboxilacién del acetil-
CoA para producir malonil-CoA, resultando en una disminucién del malonil-CoA, y activa la
decarboxilasa malonil-CoA (MCD, malonyl-CoA decarboxylase). Esto provoca una reduccion
de los sustratos de la via anabolica de &cidos grasos y, por lo tanto, una inhibicion de la sintesis
de 4cidos grasos. Ademas, también activa la oxidacion de acidos grasos por la reduccion de los
niveles de malonil-CoA, el cual es un inhibidor alostérico de la CPT1, enzima que importa
acidos grasos de cadena larga a la mitocondria para su oxidacion (Kahn et al., 2005; Lopez et
al., 2007a). AMPK también ejerce un potente efecto en el metabolismo de la glucosa,
especialmente en el musculo y el higado. En el musculo, la activacion de AMPK incrementa la
traslocacion del transportador de glucosa 4 (GLUT4, glucosa transporter 4) a la membrana
celular, favoreciendo el aumento de la captacion de glucosa (Holmes et al., 1999) y fosforila la
glucdgeno sintasa (GS, glycogen synthase), reduciendo su actividad y disminuyendo la sintesis
de glucdgeno (Wojtaszewski et al., 2002). En el higado, regula la gluconeogénesis por
inhibicion de la carboxiquinasa fosfoenolpiruvato (PEPCK, phosphoenolpyruvate
carboxykinase) y la glucosa 6 fosfatasa (G6Pase, glucose-6-phosphatase) (Lochhead et al.,
2000). Por lo tanto, la activacion de AMPK provoca una inhibicion de la sintesis de acidos
grasos y de la gluconeogénesis mientras activa la oxidacion de acidos grasos y aumenta la
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expresion de genes glucoliticos (Berasi et al., 2006; Clarke and Hardie, 1990; Horman et al.,
2002; Marsin et al., 2000; Marsin et al., 2002; Muoio et al., 1999). AMPK tambien participa en
procesos celulares como la regulacidn del ciclo celular, el crecimiento celular, la biogénesis
mitocondrial y la autofagia, entre otros (Carling and Viollet, 2015; Domenech et al., 2015).
Ademés, AMPK regula el metabolismo y la homeostasis energética de todo el organismo,
principalmente a través de sus efectos en el hipotalamo, puesto que integra sefiales hormonales
y nutricionales que le permiten regular la respuesta neuronal para el control de la ingesta, el
gasto energético y los ritmos circadianos (Bass and Takahashi, 2010; Kim and Lee, 2005; Lopez
et al., 2016; Minokoshi et al., 2004). Por todo ello, alteraciones en la funcion de AMPK estan
implicadas en una diversidad de patologias entre las que se incluyen la obesidad, diabetes,
resistencia a insulina, enfermedades cardiovasculares y cancer (Kahn et al., 2005; Lage et al.,
2008; Namkoong et al., 2005; Qi and Young, 2015; Wang et al., 2016).

5.1 ESTRUCTURA Y REGULACION DE AMPK

5.1.1 Estructura

AMPK es una serotonina/treonina quinasa heterotrimérica ampliamente conservada en
todas las especies eucariotas. Esta compuesta por tres subunidades: una catalitica, la subunidad
o, y dos subunidades reguladoras, B y y. En mamiferos, cada subunidad es codificada por
multiples genes (al, a2, B1, B2, y1, y2, ¥3) que resultan en 12 posibles combinaciones de
complejos AMPK con distintas distribuciones en los tejidos y 6rganos (Lopez et al., 2016). La
subunidad a contiene un dominio quinasa N-terminal, un dominio autoinhibitorio y un dominio
regulador C-terminal que es necesario para la interaccion con las subunidades  y y. La
subunidad 3 actiia como union entre la subunidad o y la y a través de su dominio C- terminal y
contiene un dominio de unién a glucégeno (Huynh et al., 2016). La subunidad y contiene cuatro
dominios de la cistationina B-sintasa (CBS; cystathione p-synthase domains) que permiten la
union de los nucleotidos adenina AMP, ADP y ATP, actuando como reguladores alostéricos
(Gowans et al., 2013; Hardie et al., 2012).

5.1.2 Regqulacion

La fosforilacion es el principal mecanismo de activacion de AMPK, concretamente en la
treonina 172 (Thr-172) que se encuentra en la subunidad catalitica a (Hawley et al., 1996). Este
proceso estd alostéricamente regulado por AMP y ADP y catalizado por varias quinasas
upstream (Lopez et al., 2016). Su actividad también se encuentra regulada por la
desfosforilacion y la degradacion por ubiquitinacion, que provocan la disminucion de su
actividad (Davies et al., 1995; Qi and Young, 2015; Qi et al., 2008).

La activacion alostérica de AMPK esta mediada por AMP y ADP, siendo AMP diez veces
maés potente que ADP y, ademas, también intervienen alostericamente en la inhibicién de la
desfosforilacion por fosfatasas (Gowans et al., 2013; Oakhill et al., 2011; Ross et al., 2016).
Esta activacion alostérica promueve la fosforilacion de AMPK por las quinasas upstream. Entre
estas quinasas cabe destacar dos principalmente: la quinasa hepatica B1, un supresor tumoral,
(LKB1, liver kinase B1l) y las calcio/calmodulina quinasa quinasas (CaMKK,
calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase) CaMKKo o CaMKKf (Carling 2008).
LKB1 es una quinasa que se encuentra constitutivamente activa y es la principal quinasa que
fosforila AMPK bajo condiciones de estrés energético, puesto que es necesaria para la
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activacion de AMPK en condiciones de AMP elevado (Claret et al., 2011; Hawley et al., 2003;
Shaw et al., 2004; Woods et al., 2003). Las CaMKK también fosforilan a AMPK en la Thr172,
siendo la CaMKK§f la mas relevante en esta funcion (Anderson et al., 2008; Hawley et al., 2005;
Hurley et al., 2005; Woods et al., 2005). Estas quinasas son activadas con incrementos en el
calcio (Ca2+) intracelular, independientemente de AMP (Martinez de Morentin et al., 2016),.
Existen otras quinasas que también activan a AMPK a traves de la fosforilizacion, como la
quinasa 1 activada por el factor de crecimiento transformante 3 (TAK1, transforming growth
factor-g-activated kinase 1) y la quinasa supresora de Ras (KSR2, kinase suppressor of Ras)
(Costanzo-Garvey et al., 2009; Momcilovic et al., 2006; Xie et al., 2006). Por otro lado, la
desfoforilacion de AMPK mediante fosfatasas como la proteina fosfatasa 2C a (PP2Ca, protein
phosphatase 2C ) provocan su inhibicion (Salminen et al., 2016; Steinberg et al., 2006).

En base a todo esto, se ha propuesto un modelo de la regulacion de la actividad de AMPK
en el que participan varios mecanismos: 1) un mecanismo dependiente de AMP por el cual el
incremento en AMP inhibe a la fosfatasa PP2Ca permitiendo que LKB1 que se encuentra
constitutivamente activa incremente la fosforilacion en la Thr172 de AMPK y su consecuente
activacion, 2) un mecanismo dependiente de Ca2+ e independiente de AMP en el cual, al
incrementar ¢l Ca2+ se activa la CaMKKJ, incrementando la fosforilacion de AMPK (Lage et
al., 2008; Sanders et al., 2007) y 3) un mecanismo independiente de AMP y de la fosforilacion
o desfosforilacion que conlleva la disminucion de la actividad AMPK por la formacién de un
complejo con el efector A inductor de muerte celular por fragmentacién de DNA (CIDEA, cell
death—inducing DNA fragmentation factor-a-like effector A) que permite la ubiquitinacién y su
posterior degradacion (Lage et al., 2008; Qi et al., 2008) (Imagen 6).
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Imagen 6. Mecanismos de regulacion de AMPK. Creado con Biorender.com.
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5.2 AMPKEN EL HIPOTALAMO

AMPK esta altamente expresada en el hipotdlamo donde las subunidades al, o2, B1 se
encuentran en los nacleos ARC, VMH, PVH y LHA (Lopez et al., 2016). Muchas hormonas y
sefiales nutricionales que afectan a la ingesta y el gasto energético lo hacen via activacion o
inhibicion de AMPK en el hipotadlamo, por lo que tiene un papel clave en la regulacion de la
homeostasis energética (Huynh et al., 2016) (Imagen 7).

Hipotalamo
- BMP8B » Grelina
VMH @ . T, * Insulina
* GLP-1  Estradiol
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SNS
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Higado / m
' BAT Musculo
Metabolismo glucosa
g Termogeénesis Pancreas Metabolismo lipidico
Brownlng Metabolismo glucosa

» Peso corporal
* Metabolismo energético

Imagen 7. Modulacion del balance energético por AMPK en el hipotalamo. Creado con Biorender.com.

En estados de ayuno se incrementa la actividad de AMPK y en la ingesta se reduce. Esto
es debido a que tanto hormonas orexigénicas como anorexigénicas son capaces de modular la
actividad de AMPK. Asi, hormonas orexigénicas como la grelina, la adiponectina, los
glucocorticoides, los canabionoides y neuropéptidos como el AgRP promueven la activacion
de AMPK mientras que, hormonas anorexigénicas como la leptina, la insulina, el glucagon, el
GLP1, el E2y la CKK, la inhiben (Andersson et al., 2004; Lopez et al., 2008; Lopez et al., 2016;
Martinez de Morentin et al., 2014; Minokoshi et al., 2004; Minokoshi et al., 2002; Namkoong
etal., 2005; Quinones et al., 2015). Ademas, numerosos metabolitos también regulan la funcion
de AMPK. Entre ellas se encuentran la glucosa, el &cido lipoico, los acidos grasos, el citrato, el
lactato y aminoacidos que disminuyen la actividad de AMPK en el hipotdlamo (Lopez et al.,
2016).

La activacion de AMPK provoca un incremento de la ingesta y de la masa corporal mientras
que la inhibicion produce hipofagia y pérdida de masa corporal (Andersson et al., 2004; Lopez
et al., 2008; Minokoshi et al., 2004). Esto se produce, en parte, debido a que AMPK es capaz
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de regular la expresion de neuropéptidos en el hipotalamo. La sobreexpresion de AMPK
aumenta la expresion de AgRP y NPY en el ARC y de MCH en el LHA durante el ayuno
mientras que, la disminucion de la expresion mediante isoformas dominantes negativas,
disminuye la expresion de AgRP y NPY en el ARC (Minokoshi et al., 2004). Ademas, la
modulacién de AMPK presenta un efecto nucleo especifico. En ratones deficientes de la
isoforma a2 en las neuronas POMC se produce hiperfagia y, en consecuencia, obesidad. En
cambio, la deficiencia de esta isoforma en neuronas AgRP da lugar a un fenotipo delgado
dependiente, ademas, de la edad (Claret et al., 2007).

También se ha visto que agentes farmacologicos que provocan una reduccion de la ingesta,
como agonistas de los receptores de melanocortinas, el C75 (un inhibidor de FAS) y la nicotina
lo hacen a través de AMPK hipotalamica, inhibiéndola (Kim et al., 2004a; Martinez de
Morentin et al., 2012; Minokoshi et al., 2004). Por el contrario, farmacos que estimulan la
ingesta como la olanzapina, activan AMPK en el hipotdlamo (He et al., 2014; Skrede et al.,
2014).

Otro papel fundamental que ejerce AMPK en el hipotdlamo es el de la regulacién de la
homeostasis de la glucosa en el CNS, donde la principal fuente de energia es la glucosa, y lo
protege de condiciones hipoglucémicas. De esta manera, la administracion
intracerebroventricular de glucosa disminuye la actividad hipotalamica de AMPK mientras que,
la inhibicidén de la utilizacién de la glucosa intracelular, la aumenta (Alquier et al., 2007; Kim
et al., 2004b). Una de las funciones méas importantes de AMPK en la hipoglucemia es la
participacion en la respuesta contrarreguladora de sefiales como el glucagén, la corticosterona
y laepinefrina (Alquier et al., 2007; Fan et al., 2009; Han et al., 2005; McCrimmon et al., 2008).
La inhibicién de AMPK en el area mediobasal del hipotalamo da lugar a una disminucién en la
secrecion de estas sefiales provocando una hipoglucemia grave y prolongada (Han et al., 2005;
McCrimmon et al., 2008). Ademas, ratones deficientes en la isoforma a2 de AMPK en las
neuronas POMC, presentan una ineficiente regulacion de la homeostasis de la glucosa (Claret
et al., 2007).

AMPK también media las acciones de otras sefiales implicadas en el control de la
produccion de energia, como son la leptina, la cual es capaz de normalizar los niveles de glucosa
en sangre en modelos de roedores de diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2 y en pacientes con
lipodistrofia (Coppari and Bjorbaek, 2012; Morton and Schwartz, 2011; Tanida et al., 2015;
Tanida et al., 2013), y la fructosa, que incrementa la gluconeogénesis hepatica en roedores
(Kinote et al., 2012).

5.3 AMPK Y GASTO ENERGETICO

En los ultimos afios diversos estudios han puesto de manifiesto el papel de AMPK en la
regulacion de la termogeénesis del BAT a través del SNS. De hecho, en estudios con ratones
deficientes de la isoforma a2 se producia un incremento de los niveles de secrecion urinaria de
catecolaminas, lo que indicaba una hiperactivacion del SNS (Viollet et al., 2003) mientras que,
en otro estudio con ratones deficientes de tirosina fofatasa 1B, un inhibidor de la sefializacion
de los IR y los LepR, se observo que la disminucién de peso y la resistencia a la obesidad
inducida por dieta de estos ratones estaba asociada a la inhibicion de la isoforma o2,
posiblemente por un aumento de la termogénesis, de la biogénesis mitocondrial y la oxidacion
muscular (Xue et al., 2009).

49



ANXELA MARIA ESTEVEZ SALGUERO

Puesto que AMPK media muchas de las acciones de las hormonas implicadas en el balance
energético, los efectos sobre la termogénesis del BAT de muchas de ellas también se encuentran
regulados a través de AMPK. Asi, las THs regulan la termogénesis a través del VMH por
inhibicion de AMPK, (Lopez et al., 2010b; Martinez-Sanchez et al., 2017a). De la misma
manera, la activacion de la termogeénesis producida por el E2 estd mediada por AMPK en el
VMH. (Martinez de Morentin et al., 2014). Por el contrario, la sobreexpresion de AMPK en
animales tratados con E2 centralmente da lugar a una disminucion de la termogeénesis y, por lo
tanto, previene de la pérdida de peso (Martinez de Morentin et al., 2014). Otras sefiales como
BMP8B también inducen la termogénesis del BAT y el browning del WAT a través de la
inhibicion AMPK en el VMH el hipotalamo (Martins et al., 2016; Whittle et al., 2012). Todos
estos hallazgos muestran al eje AMPK(VMH)-SNS-BAT como un mecanismo candnico de
modulacion del gasto energeético (Contreras et al., 2015; Lopez et al., 2016). A través de este
eje también actua la nicotina, que aumenta la termogénesis mediante la inhibicion de AMPK
en el hipotdlamo y provoca una pérdida de peso (Martinez de Morentin et al., 2012; Seoane-
Collazo et al., 2014). Del mismo modo, el farmaco liraglutide, un anélogo de GLP-1 utilizado
para el tratamiento de la obesidad, también inhibe la AMPK hipotalamica dando lugar a una
activacion del BAT y del browning de WAT (Beiroa et al., 2014).

6 ASTROCITOS

Las células gliales son células no excitables localizadas en todo el sistema nervioso que
han sido consideradas durante mucho tiempo como el “pegamento” celular del cerebro, con un
papel pasivo, fundamentalmente actuando como soporte para las neuronas. Sin embargo, en los
altimos afios, se ha visto que estadn implicadas en numerosos aspectos de la funcion neuronal
entre las que se incluyen regulacion del metabolismo neuronal, neurogénesis, neuroproteccion,
sinaptogénesis y neurotransmision (Barres, 1991; Fields and Stevens-Graham, 2002; Garcia-
Céceres et al., 2019; Tasker et al., 2012; Tsacopoulos and Magistretti, 1996). La glia es el tipo
celular méas abundante en el cerebro y se puede clasificar en dos tipos: (i) microglia y (ii)
macroglia, donde se incluyen astrocitos, oligodendrocitos y tanicitos. La microglia es
considerada como los macrofagos cerebrales puesto que actian como la primera linea de
defensa en el CNS en procesos como la inflamacion y el dafio cerebral (Loane and Kumar,
2016). Por otro lado, dentro de la macroglia, los astrocitos son considerados el tipo de célula
glial mas abundante del cerebro (Camandola, 2018). La gran mayoria posee una forma
estrellada con multiples prolongaciones que irradian del cuerpo celular y que terminan en forma
de pie en los vasos sanguienos o en contacto con otros astrocitos, con el soma de las neuronas
o con las sinapsis. Muchos de ellos presentan una proteina denominada proteina gliofibrilar
acidica (GFAP, glial fibrillary acidic protein) que actia como un filamento intermedio (Garcia-
Caceres et al., 2019; Garcia-Caceres et al., 2012). Ademas, poseen receptores, transportadores
y enzimas que son capaces de responder a hormonas y factores metabolicos por lo que la
produccion, entrega y almacenamiento de energia en el cerebro depende en gran medida de
ellos (Camandola, 2018; Levin et al., 2011; Zhou, 2018).

Las células gliales también participan en la respuesta a lesiones o enfermedades gracias a
que son capaces de activarse. Esta activacién es un proceso por el cual la glia desarrolla un
fenotipo hipertrofico o reactivo denominado como gliosis (Garcia-Caceres et al., 2012) el cual
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estd caracterizado por un aumento de proteinas estructurales especificas como GFAP vy la
vimentina (Ridet et al., 1996). Esta gliosis conduce a cambios funcionales que resultan en
efectos beneficiosos sobre las neuronas, como la eliminacion de células dafiadas o muertas
(Kreutzberg, 1996) o la reduccidn del estrés oxidativo (Lucius and Sievers, 1996). Sin embargo,
una activacion a largo plazo de estas células gliales puede desencadenar efectos perjudiciales,
aumentando el dafio tisular por la liberacion de factores inflamatorios como las especies
reactivas de oxigeno y las citoquinas (Johnstone et al., 1999; Sheng et al., 1996). Asi, diversos
estudios han indicado que la activacion de células gliales hipotalamicas en respuesta a dieta alta
en grasa (HFD, high fat diet) esta implicada en la inflamacion central y en la resistencia a
insulina. De hecho, la inflamacion hipotaldamica es un proceso importante tanto en el desarrollo
como en la perpetuacion de la obesidad donde las células gliales juegan un papel fundamental
en estos procesos inflamatorios (Dong and Benveniste, 2001; Streit et al., 2004).

6.1 ASTROCITOS COMO SENSORES DE NUTRIENTES

La barrera hematoencefalica se encuentra rodeada casi completamente por astrocitos, lo
que permite su participacion en la comunicacion entre la periferia y el CNS. Por ello, los
astrocitos juegan un papel crucial en la absorcion, metabolizacion y almacenamiento de
metabolitos procedentes de la sangre. Ademas, se encuentra estrechamente conectados entre si
por uniones gap por lo que son capaces de transmitir selectivamente nutrientes y moléculas
sefializadoras (Camandola, 2018). Asi, metabolitos como la glucosa, acidos grasos y cuerpos
cetonicos dependen en gran medida de los astrocitos. Esto permite que también participen en la
modulacion del entorno local de las neuronas especializadas del hipotalamo que son capaces de
detectar nutrientes.

La glucosa es la principal fuente de energia del cerebro y las concentraciones de glucosa a
nivel central juegan un papel critico en la regulacién del metabolismo energético (Pénicaud et
al., 2002). Aunque existen neuronas sensoras de glucosa capaces de regular la glucemia,
muchas de ellas localizadas en el hipotalamo, no actian de manera solitaria sino que reciben
ayuda de los astrocitos que también participan en el transporte y metabolismo de la glucosa
(Levin et al., 2011; Pellerin, 2005), y entonces en la modulacion de la glucemia (Lam et al.,
2005), ademaés de proporcionar glucosa al espacio extracelular del cerebro para su captacion
por las neuronas. Los astrocitos cooperan junto con las neuronas glucosensoras para la
deteccion de los niveles de glucosa, gracias a la expresion de receptores de glucosa como
GLUT1 y GLUTZ2. Asi, se ha visto que, en roedores, la hiperglucemia reduce la expresion de
GLUTL1 en astrocitos hipotalamicos provocando una alteracion de la deteccion de glucosa que
lleva a la incapacidad de reducir la produccion de glucosa sistémica (Chari et al., 2011). Esta
alteracion era restaurada con la sobreexpresién de GLUT-1 en astrocitos del hipotdlamo (Chari
et al., 2011). Ademas, a través de estos receptores captura y almacena glucosa en forma de
glucdgeno a partir del cual producen lactato que es transferido a las neuronas como sustrato
energético (Garcia-Caceres et al., 2012). El lactato es transportado a traves de transportadores
de monocarboxilato (MCT, monocarboxylate transporter) dentro de los cuales MCT- 1y MCT-
4 se expresan en los astrocitos. Esto permite que los astrocitos también participen en la
regulacion de la concentracién de lactato (Bergersen, 2007). De hecho, se ha visto que las
neuronas OX utilizan especificamente el lactato derivado de los astrocitos y su actividad
depende en gran medida de estas concentraciones de lactato (Parsons and Hirasawa, 2010).

Cuando existe una baja disponibilidad de glucosa, es necesario la utilizacion de los acidos
grasos y cuerpos ceténicos para mantener la homeostasis metabolica. La homeostasis lipidica
es esencial para el correcto funcionamiento de las neuronas y es principalmente controlada por
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los astrocitos (Pfrieger, 2003). Esto es gracias a que producen uno de los transportadores
lipidicos mas abundantes del cerebro como es la apolipoproteina E (ApoE) (Boyles et al., 1985;
Shen et al., 2009). Esta ApoE no solo se encarga del transporte de lipidos, sino que también
actla como un factor de saciedad. Asi, la administracion central de ApoE reduce la ingesta,
mientras que la neutralizacién de la ApoE enddgena con anticuerpos anti-ApoE, la estimula
(Shen et al., 2008). Ademas, la ApoE también esta ligada a la sefializacion de la leptina a nivel
central. En estados de ayuno y obesidad, la ApoE se encuentra reducida, pero aumenta con el
tratamiento con leptina (Shen et al., 2009). Por otro lado, los cuerpos cetdnicos son también
una fuente importante de energia en situaciones hipoglucémicas. Los cuerpos ceténicos no solo
se obtienen de la circulacion sino que también pueden ser sintetizados a través de la oxidacion
de los &cidos grasos en los astrocitos, siendo las Unicas células del cerebro capaces de hacerlo
(Edmond, 1992). Esta cetogénesis en astrocitos es un proceso flexible y estd mediada, en parte,
por AMPK, donde su activacion estimula la produccion de cuerpos cetonicos por parte de los
astrocitos (Blazquez et al., 1999). De hecho, AMPK podria estar desempefiando un papel
protector en situaciones de estrés, como por ejemplo en estados de hipoxia, aumentando el
aporte de cuerpos cetonico a las neuronas (Blazquez et al., 1999). Ademas, esta cetogenesis
también podria impedir los efectos perjudiciales provocados por la sintesis y acumulacion de
ceramidas en el cerebro que dan lugar a la apoptosis (Blazquez et al., 2000). En el hipotalamo,
la produccion de cuerpo cetdnicos es relativamente elevada en comparacion con otras regiones
del cerebro (Hawkins and Biebuyck, 1979; Taib et al., 2013) llegando incluso a ser importantes
mediadores de la ingesta. Altos niveles de cuerpos cetdnicos en el ARC y el VMH indican que
existe un aumento de la ingesta de grasas y, por lo tanto, se reduce la ingesta de calorias (Le
Foll et al., 2014).

6.2 ASTROCITOS COMO MEDIADORES DE LAS SENALES HORMONALES

Al igual que las neuronas, los astrocitos poseen una amplia gama de receptores que les
permiten responder a numerosas hormonas que participan de la regulacion del balance
energético. De esta manera, los astrocitos pueden estar jugando un papel relevante en el control
de la homeostasis energética, siendo de especial relevancia los astrocitos que se localizan en el
hipotdlamo. Entre los receptores que poseen se incluyen receptores para leptina, insulina,
grelina, GLP-1 y THs, entre otros. La respuesta a estas hormonas provoca, en muchos casos,
cambios morfologicos y bioquimicos en los astrocitos hipotalamicos. Por ejemplo, se ha visto
que cambios en los niveles circulantes de leptina modifican tanto la expresion de
transportadores de glucosa y glutamato en los astrocitos como las extensiones que revierten a
los contactos sinapticos de las neuronas adyacentes (Fuente-Martin et al., 2012; Garcia-Caceres
et al., 2011). Asi, la ablacion de los receptores de leptina en los astrocitos hipotalamicos lleva
a una disminucion de las proyecciones de los astrocitos sobre las neuronas POMC, ademas de
a una modulacion de la actividad eléctrica de las neuronas POMC y AgRP, ocasionando una
respuesta anorexigénica atenuada (Kim et al., 2014). Por otro lado, la obesidad inducida por
dieta da lugar a una respuesta en los astrocitos opuesta a la que se da en las neuronas puesto
que aumenta la expresion de receptores de leptina en los astrocitos (Hsuchou et al., 2009).
Ademas, sorprendentemente, la eliminacion de este receptor en dietas altas en grasas no lleva
al desarrollo de obesidad que si se produce con la supresion del receptor en las neuronas
(Jayaram et al., 2013). Esto sugiere que la capacidad de respuesta hormonal puede ser bastante
diferente en astrocitos y en neuronas.

Otra de las hormonas cuya respuesta ha sido estudiada en los astrocitos, es la grelina. La
estimulacion de los astrocitos por la grelina aumenta la expresion de transportadores de
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glutamato y su captacion por los astrocitos mientras que reduce la expresion de GLUT2 y la
captacion de glucosa (Fuente-Martin et al., 2016). Ademas, la accion de la grelina en el aumento
de la ingesta puede suprimirse por la liberacién de adenosina por parte de los astrocitos que, a
través de los receptores de adenosina, inhibe a las neuronas AgRP del ARC (Yang et al., 2015).
Esto sugiere la participacion de los astrocitos en la regulacion de la ingesta.

Recientemente, también se ha demostrado la participacién de los astrocitos en la respuesta
a insulina, regulando la deteccion de glucosa por parte del hipotalamo y el metabolismo de la
glucosa a nivel sistémico. La pérdida de los receptores de insulina en los astrocitos
hipotalamicos modifica su morfologia, la funcion mitocondrial y la conectividad resultando en
una reduccion de la activacion dependiente de glucosa de las neuronas POMC y una reduccion
de captacion de glucosa (Garcia-Caceres et al., 2016). Esto origina una deficiencia en la
respuesta a las fluctuaciones de la glucemia y, por lo tanto, perjudica al control de la
homeostasis sistémica de la glucosa (Garcia-Caceres et al., 2016).

6.3 ASTROCITOS Y LA OBESIDAD INDUCIDA POR DIETA

Uno de los efectos que provoca la obesidad inducida por dieta, es promover una
inflamacidn cronica de bajo grado, no solo en tejidos periféricos sino tambien a nivel central,
incluyendo el hipotalamo, que puede resultar en alteraciones en la sensibilidad a leptina e
insulina (De Souza et al., 2005; Milanski et al., 2009; Velloso et al., 2008). En los Gltimos afios,
se ha demostrado que esta repuesta inflamatoria también estd mediada por la microglia y los
astrocitos.

Diversos estudios han observado que en dietas HFD se incrementa el nimero y tamafio de
las células gliales (gliosis) (Thaler et al., 2012), se reduce la neurogénesis (Lee and Ahima,
2012; McNay et al., 2012; Moraes et al., 2009) y se promueve el revestimiento de ciertas
poblaciones neuronales y de los vasos sanguineos en el hipotalamo por parte de los astrocitos
(Horvath et al., 2010), lo que posiblemente altere el paso de ciertos factores circulantes desde
el torrente sanguineo al CNS (Imagen 7). De hecho, la activacion de los astrocitos ocurre de
manera temprana, a partir de las primeras 24 horas, después del consumo de dietas HFD
(Buckman et al., 2015; Thaler et al., 2012). Recientemente, se ha visto que la activacion de los
astrocitos, como consecuencia de una dieta HFD, puede ser inducida directamente por los
acidos grasos saturados procedentes de este tipo de dieta (Gupta et al., 2012). Ademas, dentro
de los primeros dias de consumo de HFD y previo al aumento de peso, también se desarrolla
inflamacién hipotalamica (Thaler et al., 2012), en la cual participan los astrocitos. Los astrocitos
activados son capaces de producir mediadores de la inflamacion que pueden afectar a células
vecinas, como neuronas y microglia, controlando asi la inflamacion cerebral y las reacciones
inmunitarias (Garcia-Caceres et al., 2013). Este resultado de gliosis e inflamacion podria
funcionar como método preventivo contra el dafio neuronal y un intento de mantener la
homeostasis energética. Sin embargo, la exposicion cronica a HFD podria exceder esta
capacidad protectora y dar lugar a dafio neuronal (Moraes et al., 2009; Thaler et al., 2012). Por
otro lado, dado que los astrocitos son capaces de responder a hormonas como la leptina (Kim
et al., 2014; Shen et al., 2009), esta inflamacién y astrogliosis podria desencadenar en una
resistencia a leptina y por lo tanto perpetuar el desarrollo de la obesidad y de sus patologias
asociadas, aunque esto todavia estd por demostrar.
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Imagen 7. Cambios de los astrocitos hipotalamicos en respuesta a dietas HFD. Creado con Biorender.com.

6.4 DIMORFISMO SEXUAL DE LOS ASTROCITOS HIPOTALAMICOS

Muchas de las enfermedades neurodegenerativas y neuroldgicas se caracterizan por tener
diferencias en la incidencia o severidad y progresion de la patologia dependiendo del sexo. Este
dimorfismo sexual se ha visto en diferentes areas del cerebro, incluido el cértex, el hipocampo,
la amigdala y el hipotalamo tanto a nivel morfoldgico como fisiologico (Chowen et al., 1995;
Goldstein et al., 2001). En el hipotdlamo estos cambios se aprecian particularmente en los
astrocitos y se relacionan con la presencia de receptores para estrogenos, andrégenos y
progesterona (Melcangi et al., 2001). De hecho, las hembras presentan unos astrocitos con una
morfologia més bipolar que la forma estrellada tipica que se encuentra en los machos (Mong et
al., 1999). Ademas, la sefializacion de esteroides gonadales como los estrogenos en los
astrocitos modula la actividad de ciertas neuronas. Este es el caso de las neuronas que secretan
la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH, gonadotropin-releasing hormone), , las cuales
estan intimamente asociadas con la glia (Witkin et al., 1991). Se ha visto que, después de una
ovarectomia, aumenta el revestimiento de las células gliales al soma de estas neuronas, lo que
provoca una disminucion de los contactos sindpticos de las neuronas GnRH, y que se revierte
con la administracién de estrogenos (Witkin et al., 1991). Ademas, en respuesta a estrégenos,
los astrocitos liberan una serie de factores que controlan la actividad de las neuronas GnRH
(Dhandapani et al., 2003; Melcangi et al., 2002). Por otro lado, es posible que los esteroides
sexuales también participen en la diferente respuesta de los astrocitos observada en machos y
hembras como consecuencia de la ganancia de peso o obesidad (Chowen et al., 2018).
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6.4.1 Estrogenos y sus implicaciones en la homeostasis energética

Los estr6genos son hormonas sexuales esteroideas ampliamente conocidas por su papel en
la reproduccidn, pero, ademas, también estan implicados en la homeostasis energética. Esta
regulacion se produce principalmente a través de dos receptores de estrégenos: el receptor de
estrogenos o (ERa) y el receptor de estrogenos B (ERP, estrogen receptor f), que actiian como
receptores nucleares y, por lo tanto, ejercen como factores de transcripcion y regulan la
expresion de numerosos genes (Welboren et al., 2009; Younes and Honma, 2011). Ademas de
esta accion como factores de transcripcion por parte de los estrogenos, sus efectos también se
atribuyen a un receptor extranuclear asociado a proteina G (GPR30, G protein-coupled
receptor), el cual participa en cascadas de fosforilacién rapidas (Filardo et al., 2002).

De este modo, los estrogenos acttan sobre el peso corporal y la adiposidad (L6pez and
Tena-Sempere, 2015; Mauvais-Jarvis et al., 2013) ejerciendo un papel de proteccion contra la
obesidad. La disminucion de los niveles circulantes de Ez, la principal forma fisiologica de los
estrogenos, en la menopausia 0 después de una ovarectomia, estan asociados con un incremento
de la ingesta y una reduccion del gasto energético, lo que conlleva a un aumento de peso
(Asarian and Geary, 2006; Gonzalez-Garcia et al., 2017; Martinez de Morentin et al., 2014;
Mauvais-Jarvis et al., 2013; Rogers et al., 2009). Ademas, esta pérdida de E- estd asociada a un
incremento de la adiposidad (Carr, 2003; Cooke and Naaz, 2004; D'Eon et al., 2005). Todos
estos efectos pueden revertirse con el tratamiento con E2 (Carr, 2003; Dubuc, 1985; Martinez
de Morentin et al., 2014; Palmer and Gray, 1986). La produccion de estrogenos no esta limitada
Unicamente a las gdénadas, siendo éste el principal sitio de sintesis, sino que a nivel central
también existe una produccion enddgena de E2 gracias a la presencia de la enzima aromatasa
que cataliza el Gltimo paso de la sintesis de estrégenos, aromatizando los andrégenos, como la
testosterona, a estrogenos. Asi, la inactivacion de la aromatasa provoca un incremento de
adiposidad, con una reduccion de la actividad fisica y un incremento de los niveles de colesterol
y leptina circulantes (Jones et al., 2001; Jones et al., 2000). Ademéas de estas patologias
asociadas a los niveles de Ez, la incorrecta sefializacion de los estrégenos también lleva al
desarrollo de un fenotipo obeso. Se ha demostrado que la pérdida de la funcioén del ERa en
ratones conlleva al desarrollo de obesidad como consecuencia de la hiperfagia y del
hipometabolismo, siendo incapaces de revertir estos efectos con la administracion de E2 (Geary
et al., 2001; Heine et al., 2000; Xu et al., 2011).

Muchos de los efectos de los estr6genos en la homeostasis energética se producen a través
de los ERs en el hipotalamo, los cuales estan altamente expresados en esta zona del cerebro
(Shughrue et al., 1997). El Ez actua en el hipotalamo a través de los ERa y ERp, siendo ERa
mucho mas abundante y mas relevante para la regulacion de la homeostasis energética, puesto
gue su mutacion da lugar a obesidad (Musatov et al., 2007; Xu et al., 2011). Su accion en el
hipotalamo se da principalmente en dos nucleos, ARC y VMH, e interesantemente con una
accion ndcleo-especifica. El silenciamiento de ERa en las neuronas SF1 del VMH da lugar a
una reduccion del gasto energético, disminuyendo la termogénesis, y aumento de adiposidad
pero sin un incremento de la hiperfagia mientras que, la deficiencia de ERa en las neuronas
POMC del ARC, da lugar a un aumento de la ingesta sin una disminucion del gasto energético
ni un incremento de la adiposidad (Xu et al., 2011). Ademas, se ha demostrado que el E2 es
capaz de controlar la termogénesis del BAT a través de ERa por inhibicion de AMPK en el
VMH vy por lo tanto, actuando sobre el eje AMPK (VMH)-SNS-BAT (Lopez and Tena-
Sempere, 2017; Martinez de Morentin et al., 2014).

55



ANXELA MARIA ESTEVEZ SALGUERO

6.4.2 Astrocitos y estrégenos

Dada las observaciones previamente descritas sobre el dimorfismo sexual de los astrocitos
y los efectos de los estrogenos, conocer cdmo los astrocitos son capaces de responder a los
estrdgenos podria aportar nuevos conocimientos en la regulacién de la homeostasis energética.

Los astrocitos responden a los estrogenos gracias a la presencia de los receptores de
estrogenos ERa, ERB y GPR30, de los cuales, al igual que en las neuronas, ERa parece ser el
principal responsable de la sefializacion de los estrogenos en los astrocitos (Acaz-Fonseca et
al., 2014; Fuente-Martin et al., 2013; Pawlak et al., 2005). La mayoria de los estudios se han
centrado en las acciones antiinflamatorias que puedan ejercer los estrogenos en los astrocitos.
Asi, se ha visto que los estrégenos desempefian un papel de neuroproteccion en los astrocitos,
controlando la gliosis y la expresién de proteinas inflamatorias, ademas de regular la
modulacion que ejercen los astrocitos sobre la liberacion de factores neurotréficos y otras
moléculas de neuroproteccion por las neuronas (Acaz-Fonseca et al., 2014; Arevalo et al., 2010;
Garcia-Ovejero et al., 2005; Spence et al., 2013). Este papel de neuroproteccion en los
astrocitos, puede ser uno de los motivos por el cual existe diferente respuesta a la obesidad
inducida por dieta en machos y hembras. De hecho, se ha observado que la resistencia de las
hembras a dietas altas en grasa se asocia con un incremento del ERa en los astrocitos junto con
una reduccion de la inflamacion hipotalamica (Morselli et al., 2016). Ademas, los astrocitos
también poseen la capacidad de expresar la enzima aromatasa y por lo tanto contribuir a la
produccion de estrogenos a nivel central. En condiciones de estrés o de dafio cerebral los
astrocitos son capaces de inducir la expresion de aromatasa para producir Ez, contribuyendo a
su papel de neuroproteccion (Azcoitia et al., 2003; Garcia-Ovejero et al., 2005). Pese a todos
estos avances, aln se desconoce bastante de la implicacion de los estrégenos sobre los astrocitos
y su posible participacion en el control del metabolismo.
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Hipétesis

Las evidencias actuales sobre la participacién de los astrocitos tanto en la deteccién y
seflalizacion de nutrientes y hormonas implicadas en la homeostasis energética, asi como en la
regulacion de fendmenos relacionados con la obesidad, como la inflamacién hipotaldmica, han
llevado a un interés creciente de la implicacién de los astrocitos en el balance energético. En la
regulacién de este balance juega un papel muy importante la proteina quinasa AMPK,
especialmente a nivel hipotaldmico, ya que modula tanto el gasto energético y la ingesta como la
homeostasis de la glucosa. Por ello, en esta tesis postulamos que los astrocitos podrian estar
regulando la homeostasis energética a través de AMPK.
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Objetivos

Los objetivos de este trabajo fueron los siguientes:
1) Estudiar el impacto de la deleccion de la subunidad AMPKal en los astrocitos GFAP
en la regulacion del balance energético.

2) Estudiar si el efecto de esta deleccion de AMPKal en los astrocitos GFAP sobre el
balance energético podria estar relacionado con las acciones centrales de los estrégenos
sobre el balance energético
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Materiales y métodos

7 MODELOS ANIMALES

7.1 LEGISLACION

Durante la realizacion de esta tesis doctoral, los procedimientos experimentales y
protocolos de manipulacion de animales fueron realizados bajo la supervision del Comité ético
de la Universidad de Santiago de Compostela, con el nimero de procedimiento 1D
15010/14/006 y como responsable final Miguel Antonio LOpez Pérez, siendo aprobados
previamente por el jefe del servicio provincial de ganaderia del departamento territorial de la
Conselleria do Medio Rural e do Mar de la provincia de A Corufia, 6rgano competente para
dictar dicha resolucion.

Ademas, se ha actuado siempre dentro de los marcos de la legislacion vigente:

- Orden del 15 de septiembre de 2006 por la que se crea el “Comité de Bioética da
Conselleria Rural”.

- Ley estatal 32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado de los animales, en su
explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio.

- Decreto 296/2008, de 30 de diciembre, de proteccion de los animales utilizados para
experimentacién y otros fines cientificos, incluida la docencia, y por el que se crea el
Registro de los centros de cria, de suministradores y usuarios y la Comision Gallega de
Bienestar de los Animales de Experimentacion.

- Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de septiembre,
relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos.

- Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas basicas
aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia.

Se tuvo en especial consideracion el articulo 4 del Real Decreto 53/2013, que corresponde
al principio de reemplazo, reduccién y refinamiento, cuyo objetivo final es asegurar el minimo
namero de animales posibles en los procedimientos y que no se cause dolor innecesario. En
consecuencia, se evitd la duplicaciéon innecesaria de experimentos y se redujo el nimero
experimental en cada grupo sin comprometer la finalidad del estudio, ademés de poner especial
atencion al bienestar animal reduciendo, en la medida de lo posible, el estrés causado por dolor,
sufrimiento o dafo duradero en los animales.

7.2 MODELOS ANIMALES

Para el desarrollo de esta tesis, se utilizaron ratones macho y hembra knockout para el gen
AMPKal en astrocitos que expresan GFAP (ver en detalle en Procedimientos no quirargicos).

Los animales se estabularon en condiciones estables de temperatura (21+£2°C), con ciclos
de luz-oscuridad de 12 horas (8:00 horas-20:00 horas). Ademas, antes de la realizacion de
cualquier experimento, se llevaron a cabo periodos de aclimatacion a las instalaciones de unos
7 dias aproximadamente.

Durante todos los procedimientos, los animales se mantuvieron en condiciones de acceso
libre a dieta estandar (STD, standard diet) (STD, SAFE A04: 3,1% fat, 59,9% carbohydrates,
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16,1% proteins, 2.791 kcal/g; Scientific Animal Food & Engineering; Nantes, Francia) y aagua,
con excepcion de aquellos procedimientos experimentales en los que se especifique. También
fueron monitorizados periddicamente para verificar su bienestar, mediante un seguimiento de
la masa corporal, una valoracion del aspecto fisico y acostumbrandolos al manejo por el
personal de laboratorio para mitigar, en la medida de lo posible, el estrés causado durante los
experimentos llevados a cabo.

En la mayoria de los procedimientos, los animales fueron estabulados de manera colectiva. Sin
embargo, en algunos procedimientos, se requirio de su estabulacion individual. Para ello se tuvo
en cuenta su comportamiento social y la individualizacion nunca fue por periodos superiores a
10 dias.

8 ANESTESIA Y ANALGESIA

Antes de comenzar con los procedimientos quirdrgicos, se suministré anestesia general a
los animales de experimentacion a través de una inyeccion intraperioneal (IP). La dosis
administrada fue de 100 pl/10g de masa corporal, con una composicion de 13,8% de ketamina,
3,45% de xilacina y 82,75% de suero salino. Para verificar la efectividad de la anestesia, se
consider6 como referencia la pérdida del reflejo podal y palpebral, lo cual indica que el
procedimiento quirdrgico puede ser llevado a cabo.

Como analgésico, se administro ketoprofeno (ketoprofeno-Orudis 100 mg, Sanoli aventis,
Barcelona, Espafia) por via subcutanea (SC), con una dosis 2,5 mg/Kg de masa corporal, a la
finalizacion del procedimiento.

9 VIAS DE ADMINISTRACION DE SUSTANCIAS

9.1 VIAINTRAPERITONEAL (IP)

La administracion de sustancias por la via IP no requiere de anestesia y se realiza en la
parte ventro-caudal del animal. Es necesario inmovilizar al animal y para ello se sujeta al animal
por la espalda, asegurandonos de la que parte de la cabeza tenga la menor movilidad posible.
Se inclina al animal ligeramente hacia abajo para minimizar el riesgo de desgarro en las visceras
y posteriormente insertamos la aguja (BD Microlance, 25G 5/8” 0,5x16mm, BD Medical
Surgicals Systems), acoplada a una jeringa jeringa (1 ml BD slip-tip siringe, bulk, non-sterile,
BD Medical Surgicals Systems), en el costado derecho del animal en un angulo aproximado de
45 grados respecto al vientre.

9.2 VIA INTRACEREBROVENTRICULAR (ICV)

Esta via de administracion consiste en la inyeccién de una sustancia a través de una canula
fijada al craneo del animal y que conecta con el tercer ventriculo del cerebro (Ver canulacion
intracerebroventricular en Materiales y Métodos). Para llevar a cabo esta administracion se
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inmoviliza el animal con la ayuda de un trapo agarrandolo por el cuerpo sin ejercer demasiada
presion y dejando sobresalir la cabeza. Antes de la primera inyeccion, se retira el sellado de la
canula y seguidamente se inserta una jeringuilla Hamilton (Model 1702N 22s, Hamilton, Reno,
NV, EEUU) introduciendo el liquido lentamente. Finalmente, se retira la jeringa con cuidado
para que no se desplace. Este procedimiento no requiera de anestesia una vez implantada la
canula y puede repetirse durante varios dias consecutivos.

10 PROCEDIMIENTOS NO QUIRURGICOS

10.1 GENERACION DE RATONES KNOCKOUT CONDICIONALES E INDUCIBLES GFAP-
CRE AMPKalFLOX/FLOX

Para generar el raton knockout de AMPKal especifico en los astrocitos positivos para la
proteina gliofibrilar acidica (GFAP, glial fibrillary acidic protein), se cruzaron ratones hGFAP-
CreER™ (proporcionados por Cristina Garcia Caceres, Helmholtz Diabetes Center) con ratones
AMPKal floxeados (AMPKal®¥fMX)  (Prkaal™L15im/J:  stock: 014141; The Jackson
Laboratory; Bar Harbor, ME, USA), ambos bajo un fondo genético C57BL/6J.

Los ratones hGFAP-CreER™ son ratones transgénicos inducibles, puesto que cuentan con
una secuencia promotora de la proteina gliofibrilar acidica humana (hGFAP) que dirige la
expresion de la proteina de fusion Cre-ER'™. Esta proteina de fusién consiste en una
recombinasa Cre fusionada con una forma mutante del receptor de estrégeno humano que no
se une a su ligando natural (17p-estradiol) a concentraciones fisioldgicas, pero si a los ligandos
sintéticos del receptor de estrégenos, como el tamoxifeno (Martinez-Sanchez et al.). Esto
permitird que la recombinasa Cre solamente se exprese en aquellos astrocitos positivos para
GFAP cuando se administre el tamoxifeno. Los animales empleados de esta linea son ratones
hemicigotos, totalmente viables y fértiles y sin ninguna anomalia fisica 0 de comportamiento
grave.

Los ratones AMPKal floxeados presentan sitios loxP que flanquean al exon 3 del gen de
la subunidad catalitica alfa 1 (Prkaal) de la proteina AMPK. Los animales empleados de esta
linea son animales homocigotos para el inserto, viables y fértiles y sin ninguna anomalia fisica
0 de comportamiento grave.

Mediante el cruce de animales hGFAP-CreERT2 y AMPKal%¥fox se obtienen ratones
hGFAP-CreERT2 AMPKa1Moflox (GFAP-Cre AMPKal oMoX) 'Para llevar a cabo la excision
del gen AMPKal por la recombinasa Cre, se administra diariamente Tx via intraperitoneal (100
mg/kg de peso corporal) a las 6 semanas de edad durante 5 dias. EI Tx (Tamoxifen, Sigma-
Aldrich, San Luis, MI, USA) se disuelve en aceite de girasol (Sundflower oil; Sigma-Aldrich,
San Luis, MI, USA) a una concentracion final e 10 mg/ml a 37 °C y es almacenado a 4°C en
oscuridad durante 7 dias. Su genotipado se realiza por PCR (Ver PCR para genotipado en
seccion Materiales y Métodos).

Para los estudios realizados en esta tesis se emplearon ratones KO machos y hembras y
como controles se usaron sus hermanos de camada con el mismo fondo genético pero negativos
para Cre.
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10.2 MONITORIZACION DE LA INGESTA Y LA MASA CORPORAL

Para determinar la masa corporal y la ingesta se us6 una balanza de precision (Balanza de
precision PS 4500.R1.M, RADWAG, Radom, Polonia). La masa corporal se registro
semanalmente a partir de la sexta semana de vida de los animales (después de la administracion
de Tx) y hasta la semana 20 de vida. Para el control de la ingesta, los ratones se estabularon
individualmente durante la semana 13 de vida y la ingesta se midi6 diariamente durante 7 dias
dejando 3 dias de adaptacion desde su puesta en individual. Las medidas tanto de la masa
corporal como de la ingesta, se realizaron siempre en la misma franja horaria (entre las 17:00 y
las 19:00 horas).

10.3 MEDICION DE LA TEMPERATURA CORPORAL

La temperatura corporal se registré con una sonda rectal conectada a un termometro (BAT-
12 Microprobe-Thermometer; Physitemp, Clifton, NJ). Durante la toma de medidas, los
animales se encontraban despiertos y parcialmente inmovilizados.

10.4 MEDICION DE LA TEMPERATURA DEL BAT

La adquisicion de imagenes de temperatura del BAT se realizé con una camara infrarroja
(B335: Compact-Infrared-Thermal-Imaging-Camera; FLIR; West Malling, Kent, UK) con la
zona interescapular de los animales previamente afeitada un dia antes. Las imagenes fueron
analizadas con un software especifico (FLIR-Tools-Software, FLIR; West Malling, Kent, UK)
delimitando el area del BAT. Para el célculo de la temperatura media del BAT se usaron 3
imagenes por animal.

10.5 TEST DE TOLERANCIA A GLUCOSA E INSULINA

Se realizaron test de tolerancia a glucosa e insulina para valorar el grado de tolerancia a
glucosa y de resistencia a insulina y asi conocer su capacidad metabolica. Para el test de
tolerancia a glucosa los animales fueron sometidos a un ayuno previo de 12 horas, pero no para
test de tolerancia a insulina. Primero, se toman los valores basales de los animales mediante
una muestra de sangre de la cola y usando un glucémetro con una tira reactiva conectada
(Glucocard sensor; A.Menarini diagnostics, Espafia). Posteriormente, se inyecta via IP, en
funcién del peso del animal, D-glucosa (D-glucose, Sigma-Aldrich, San Luis, MI, USA) (2
mg/kg) para el test de tolerancia a glucosa o insulina (Actrapid, Novo Nordisk, Dinamarca)
(0.75U/kg) para el test de tolerancia a insulina. La glucosa circulante se mide a los 10, 20, 30,
60, 90, 120 minutos después de la inyeccion y a través de la cola de la misma manera que para
la medicidn de los valores basales. Finalmente, se construye una curva con los datos obtenidos,
calculando el Area Bajo la Curva (AUC) de los distintos grupos experimentales.

10.6 MONITORIZACION DEL GASTO ENERGETICO, COEFICIENTE RESPIRATORIO Y
ACTIVIDAD LOCOMOTORA

Para realizar el fenotipado metabolico se utiliz6 un sistema de calorimetria indirecto. Este
sistema se compone de jaulas individuales que cuentan con un sistema de ventilacion cerrado y
con sensores que son capaces de registrar el gasto energético (EE, energy expenditure), la la
actividad locomotora (LA, locomotor activity) y el cociente respiratorio (RQ, respiratory
quotient) (LabMaster; TSE Systems; Bad Homburg, Germany). Para el calibrado se utilizaron
los gases de referencia (20.9% 02, 0.05% CO2 y 79.05% N2) y se introdujo a los animales en
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una caja con temperatura controlada (24°C) en la que se bombeaba el aire. Los animales
estuvieron en adaptacion una semana antes de comenzar las mediciones. ElI EE, LAy RQ se
registraron cada 30 min y la tasa metabdlica se midié durante 2-3 dias.

11 PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

11.1 CANULACION INTRACEREBROVENTRICULAR (ICV)

Para la preparacion de las canulas se emplearon tubos de polietileno (BD Intradermic®
Polyethylene tubing, Non-Sterile, Becton Dickison and Company, Franklin Lakes, NJ, EEUU)
con 0,965mm de diametro exterior y 0,58mm de diametro interior para raton (PE-50).
Primeramente, se corta un fragmento del tubo de unos 2,5 cm. En uno de los extremos del tubo
se corta un bisel con un angulo de 45° aproximadamente y con una longitud e 0,5 mm. A una
distancia de 2,5 mm del bisel, se coloca un tope para impedir que la canula penetre mas de lo
debido en el cerebro. El otro extremo de la canula se sella para que no entre suciedad antes de
la administracion del tratamiento.

Para la implantacién de la canula, con los animales previamente anestesidos, se realiza un
corte transversal de aproximadamente 1,5 cm en la piel de la cabeza, perpendicular a la sutura
sagital, entre los 0jos y las orejas. Seguidamente, se separa el tejido subcutaneo del craneo para
dejar al descubierto el bregma, el cual se tomara como punto de referencia. A continuacion, se
realiza una perforacion del craneo en el lado izquierdo o derecho del bregma con una broca
quirdrgica a una distancia de 1,2 mm de la sutura sagital y 0,6 mm posterior al bregma. Una
vez realizada la perforacion, se introduce la canula en el orificio por el extremo biselado, de
manera paralela al eje dorso-ventral del animal. Para finalizar, se fija la canula al craneo del
animal con un adhesivo se cianocrilato (SuperGlue-3, Loctite). Los animales se estabulan de
manera individual y se deja un periodo de recuperacion de entre 3 a 4 dias.

11.2 DISECCION Y EXTRACCION DE TEJIDOS

Los animales son sacrificados al terminar cada procedimiento experimental mediante
luxacion cervical y la posterior decapitacion, segun las leyes y normas de experimentacion
animal. De cada animal se extraen los siguientes tejidos: hipotalamo (ARC, VMH, PVN y
LHA), corteza, BAT, tejido adiposo blanco gonadal (QWAT, gonadal white adipose tissue),
tejido adiposo subcutaneo (SWAT, subcutaneus adipose tissue), tejido adiposo blanco visceral
(VWAT, visceral white adipose tissue), higado, ovarios o testiculos y musculo. Los tejidos se
conservan a -80°C hasta su procesamiento y analisis. Se usé una lupa Optica de 20 aumentos en
los casos en los que era necesario realizar una microdiseccion.

Para analisis inmunohistoquimicos e histologicos, las muestras fueron fijadas con
formalina al 10% (Formalina 10% neutra tamponada, Bio-Optica, Italia) y posteriormente
parafinadas.
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12 DISENOS EXPERIMENTALES

12.1 ADMINISTRACION CENTRAL ICV DE E2 EN RATONES

Los ratones AMPKal 1o¥fx y GFAP-Cre AMPKal fo¥flox se |es realiza una canulacion
ICV y después se alojan individualmente, dejandolos en reposo durante 3 dias. A continuacion,
los animales son tratados con 2 uL de tampon fosfato salino (PBS, phosphate buffered saline)
durante 2 dias. A continuacion, se administra 17 -estradiol durante 4 dias a una concentracion
de 1nmol/dia diluido en PBS con 10% de DMSO (E8875, , Sigma-Aldrich, San Luis, MI, USA)
Durante todo el proceso, se mide el peso corporal y la ingesta, y se toman imagenes
termogréficas de la zona del BAT Finalmente, los animales son sacrificados.

13 TECNICAS ANALITICAS

13.1 ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

13.1.1 Extraccion de proteina

Para realizar la extraccion de proteina, se corta una porcion del tejido a analizar,
manteniéndolo siempre en hielo seco durante su manipulacion. El resto del tejido se vuelve a
guardar a -80°C. La porcidn cortada se introduce en un tubo de seguridad de 2 ml (Safe-Lock
Tubes 2,0 ml, Eppendorf, Hamburgo, Alemania) que contiene una bolita de acero y una cantidad
determinada segun el tejido (Tabla 4) de tampon de lisis (Tabla 3), el cual contiene inhibidor
de proteasas (Complete TM, Roche, Mannhein, Alemania). Durante todo este proceso las
muestras y el tampdn de lisis se mantienen en hielo. Posteriormente, las muestras se
homogenizan por un proceso de disgregacion mecanico mediante un homogeneizador mecanico
(TissueLyser 11, Quiagen, Germantown, MD, USA) durante unos 4 minutos a una frecuencia de
28 Hz. A continuacion, se realiza una centrifugacion a 13.200 rpm durante 30 minutos y se
extrae el sobrenadante a un tubo de seguridad nuevo de 1°5 ml (Safe-Lock Tubes 1,5 ml,
Eppendorf, Hamburgo, Alemania), descartando el precipitado. Para el BAT, se centrifuga
previamente durante 10 minutos para eliminar mejor la grasa.
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Tabla 3. Composicion del tampoén de lisis

Reactivo Cantidad/Volumen
Tris-HCL pH 7,5 2,5 ml
EGTA 0,2 M (pH8) 2,5ml
EDTA 0,2 M (pH8) 2,5ml
Triton X-100 5 ml
Ortavanadato Sodico 0,1 M 5 ml
Fluoruro Sodico 1g
Pirofosfato Sédico 1,1¢g
Sacarosa 46 g

Ajustar pH a 7,5 y H20 destilada hasta 500 ml

Céctel inhibidor de proteasas (ROCHE) 1 pastilla por cada
50ml

Tabla 4. Volumen del tampon de lisis para cada tejido.

Tejido Volumen
BAT 180 pl
ARC
VMH 0,6/1 ml
LHA 200 pt
PVH

Hipotalamo 200 pl

13.1.2 Cuantificacién de proteina

Para determinar la concentracion de proteina se emplea el método colorimétrico de
Bradford, utilizando el reactivo Bio-Rad Protein Assay (Protein Assay Dye Reagent, Bio-Rad,
Hercules, CA, USA).

Primeramente, es necesario diluir la muestra por un factor de dilucion de 1:26 en agua
destilada. Para ello, se prepararon alicuotas con 250 ul de auga destilada a las que se les afiadio
10 ul de muestras y se homogenizan muy bien. A su vez, se prepara una recta patron con siete
puntos de soluciones de albumina de suero bovino (BSA, Albumin, from bovine serum, Sigma-
Aldrich, San Luis, MI, USA) de las cuales se conoce su concentracion de proteina (Tabla 5).

Se carga una placa para proceder a la lectura por un espectrofotometro (Multiskan Go
Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). A cada pocillo de la
placa se le afiada 10 ul de cada punto de la recta patron y de cada una de las muestras. A esto
se le afiade 250 pl del reactivo Bio-Rad Protein Assay, previamente diluido a un factor de 1:5
en agua destilada, incubado a 37°C durante 10 minutos y protegido de la luz. Se introduce la
placa en el espectrofrotdbmetro y se incuba la placa durante 5 min a 37°C. Se mide la densidad
optica de cada pocillo a una longitud de onda de 595 mm y se cuantifica la concentracion de
proteina de cada muestra a través de la extrapolacion de los valores de la recta patrén con el
uso del software Magellan 6.
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Tabla 5. Concentraciones de BSA de la recta patron.

Punto Concentracion
Punto 1 0,03125 mg/ml
Punto 2 0,0625 mg/ml
Punto 3 0,125 mg/ml
Punto 4 0,25 mg/ml
Punto 5 0,5 mg/ml
Punto 6 0,7 mg/ml
Punto 7 1 mg/ml

13.1.3 Western Blot

Preparacion de geles

La separacion de las proteinas de las muestras se lleva a cabo en geles de electroforesis de
Tris/glicina SDS-Poliacrilamida, la cual forma una malla que permite separar las proteinas por
su tamario. Para ello, es necesario montar primero el soporte de los geles, verificando que no
exista pérdida de liquido.

Los geles constan de dos partes, una separadora y otra concentradora. La parte separadora
va a encargarse de separar las proteinas por lo que tendra distinto porcentaje de acrilamida en
funcion del tamafio de la proteina de interés (Tabla 6) y la parte concentradora se encarga de
agrupar las proteinas de la muestra por lo que su porcentaje de acrilamida es fijo (Tabla 7). Se
afiade primeramente el gel separador al soporte y se agrega isopropanol (2-Propanol, Sigma-
Aldrich, San Luis, MI, USA) al 60% para eliminar las burbujas de la superficie y nivelar el
borde superior. Cuando el gel esta polimerizado, se retira el isopropanol y se lava con un poco
de agua destilada. Después de secar el exceso de agua que pueda quedar, se afiade el gel
concentrador colocando los peines inmediatamente para formar los pocillos.

Tabla 6. Preparacion de los geles separadores de electroforesis.

Gel 8% Gel 10% Gel 12%
Reactivo Volumen Volumen Volumen
H20 destilada 4,6 ml 4,0 ml 3,2 ml
é\ics.glca:?;;(rjrfiéia (30%) 2,7 ml 3,3 ml 4 ml
1,5M Tris (pH 8,8) 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml
SDS 10 % 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
APS 10 % 0,11 0,1 ml 0,1 ml
TEMED 6 ul 4l 4l
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Tabla 7. Preparacion del gel concentrador de electroforesis.

Reactivo Volumen
H20 destilada 3,4 ml
Brenerlanmida (30%) 830l
1,5M Tris (pH 8,8) 630 pl
SDS 10 % 50 pl
APS 10 % 50 pl
TEMED 4l

Preparacion de las muestras para electroforesis

Una vez determinada la concentracion de cada muestra, se preparan alicuotas de 16 pl con
una concentracion determinada de proteina, buffer de lisis y tampdn de carga al 1X (Tabla 8).
Para cada tejido se ajusta la cantidad de proteina mas adecuada para los analisis por western
blot (Tabla 9).

Tabla 8. Composicion del tampon de carga 5X.

Reactivo Cantidad/Volumen
SDS 2g
Trizma-base 8 ml
B-mercaptoetanol 1 ml
Azul de bromofenol 4 mg
Glicerol 10 ml
Ajustar pH a 6,8 y H20 miliQ hasta 1 L

Tabla 9. Concentracion de proteina de los distintos tejidos.

Tejido Concentracion
BAT 15 pg
Hipotalamo 10 pg
ARC 10 pg
VMH 10 pg
LHA 10 pg
PVH 10 pg

Electroforesis

Los geles se colocan en unas placas de electroforesis y después se montan en una carcasa
de electroforesis (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Se afiade tampon
de electroforesis a 1 X (100 ml de tampon de electroforesis al 5X (Tabla 10) en 400 ml de agua
destilada) asegurando que los geles queden bien cubiertos por el tampdn. Antes de introducir
las alicuotas de las muestras en los pocillos, se calientan a 95°C durante 5 min y después se
afiaden 16 pl de cada una a los pocillos del gel, dejando el primer pocillo para afiadir 5 ul de
marcador de peso molecular (Precision Plus Protein, cat 161-0374 Bio-Rad). Se coloca la tapa
de la carcasa que contiene los electrodos y se conecta a una fuente de alimentacion (voltaje

75



ANXELA MARIA ESTEVEZ SALGUERO

constante de 100V y amperaje de 180 mA). La electroforesis se detiene cuando el frente de

migracion llega a un 1 cm del borde inferior del gel.

Tabla 10. Composicion del tampon de electroforesis 5X.

Reactivo Cantidad
Glicina 72 g
Tris-HCL 15¢g
SDS 5¢g
Ajustar H20 destilada hasta 1 L

Transferencia

Cuando finaliza la electroforesis, se realiza una transferencia de las proteinas a un medio
solido como una membrana de PVDF (Polyvinylidene Fluoride Immobilon-P membrane,
Millipore, Burlington, MA, USA) mediante el uso de un sistema de transferencia Trans-Blot
Semy-dry Transference (Extra thick Blot Paper, Bio-Rad, EEUU). Las membranas se cortan
con unas dimensiones (8,5x7,1 cm) proporcionales a las del gel y se activan sumergiéndolas en
metanol, agua destilada y tampén de transferencia al 1X (Tabla 11) (Tabla 12),
consecutivamente y durante 5 minutos en cada uno. Se corta también papel absorbente (Extra
thick Blot Paper, Bio-Rad, EEUU) (10x7,5 cm) y se sumerge en tampon de transferencia 1X.

Una vez activadas las membranas, se coloca el papel absorbente himedo en el Trans-Blot
Semy-dry Transference, por encima se colocan las membranas de transferencia y despues los
geles. Seguidamente, se coloca otra pieza de papel absorbente himedo sobre ellos. Es
importante eliminar con un rodillo las burbujas de aire que se pueden formar en la colocacién
para que la transferencia se efectlie de manera correcta. Finalmente, se cierra el Trans-Blot y se
conecta a una fuente de alimentacion (voltaje 25V y amperaje 250 mA) durante 1 hora y 40
minutos.

Tabla 11. Composicion del tampon de transferencia 25X.

Reactivo Cantidad
Glicina 36,5¢
Tris-HCl 72,5¢g
SDS 45¢
Ajustar H20 destilada hasta 500 ml

Tabla 12. Composicion del tampon de transferencia 1X.

Reactivo Volumen
Tampon
transferencia 25X A
Metanol 200 ml
Ajustar H20 destilada hasta 1 L

Inmunodeteccidn

Una vez finaliza la transferencia, se retiran las membranas y se bloguean con BSA al 3%
(3 gr de BSA en 100 ml de TBS-TWEEN (Tabla 13) (Tabla 14)) durante 1 hora a temperatura
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ambiente. Posteriormente, se corta la membrana tomando como referencia el marcador de peso
molecular para aislar las distintas proteinas a analizar. Cada fragmento de la membrana se
incubada con su correspondiente anticuerpo primario diluido en BSA 3% (Tabla 15) durante 1
hora a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C dependiendo de las especificaciones

del anticuerpo.

Cuando termina el periodo de incubacion del anticuerpo primario, se retira y se realizan 3
lavados de 5 minutos con TBS-TWEEN a temperatura ambiente. Seguidamente se incuban los
fragmentos de las membranas con el anticuerpo secundario correspondiente diluido 1:5000 en
BSA 3% durante 1 hora. Finalmente, se elimina el anticuerpo secundario y se realizan de nuevo

tres lavados de 5 minutos con TBS-TWEEN.

Todo el proceso de inmunodeteccion se realiza en agitacion suave.

Tabla 13. Composicion del TBS 10X

Reactivo Cantidad
Tris-HCL 24,2 ¢g
NacCl 80¢g
Ajustar pH 7,6 y H20 destilada hasta 1 L

Tabla 14. Composicion del TBS 1X

Reactivo Volumen
TBS 10X 100 ml
TWEEN-20 1 ml
Ajustar H20 destilada hasta 1 L

Tabla 15. Relacion de los anticuerpos utilizados y sus diluciones

Anticuerpo Dilucion Proveedor Referencia
a-tubulina 1:5000 Sigma 131_326337 RRID:
B-actina 1:5000 Sigma ﬁgi 13’3047 RRID:
Aromatasa 1:1000 Abcam ﬁgiﬁj‘;g - RRID:
ERa 1:1000 Abcam 233%’33219 RRID:
ERB 1:1000 Abcam ﬁgigg’nm RRID:
GPR30 1:1000 Abcam ﬁgﬂ’mago RRID:
IL-18 1:1000 Abcam ﬁgzg’%s RRID:
IL-6 1:1000 Abcam ﬁgf%;mo RRID:
I8 1:1000 'Cl'glclhnology gnating Esi;i%mez RRID:
CHOP 1:1000 %glclhnology Signaling 2;51352;93243 RRID:
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] Ab48187; RRID:
pIRE 1:1000 Abcam AB_873899

. Santa Cruz | Sc-101670; RRID:
pelF2a (E1e0d Biotechnology AB_2096507

] Cell Signaling | 3183S; RRID:
BIP 1:1000 Technology AB_10695864

) ab10983; RRID:
Revelado

Para el revelado de las membranas se utiliza el sustrato de revelado ECL (Pierce ECL
Western Blotting substrate, Thermo Scientific) en una dilucion 1:1 de cada uno de los reactivos.
Los fragmentos de membranas se sacan del TBS-TWEEN y se incuban en 1 mililitro de ECL
durante 5 minutos en oscuridad. Pasado el tiempo de incubacidn, se colocan los fragmentos en
un casete de revalado (Hypercassette, Amersham biociences GE Healthcare Life Sciences,
Buckinghamshire, Reino Unido) entre dos papeles de acetato y se eliminan las burbujas que se
formen.

El revelado se realiza en una cdmara oscura donde se coloca encima del papel de acetato
una pelicula de revelado sensible a la luz (Fuji Medical X-Ray Film, Fujifilm Corporation,
Tokio, Japon). Se dejan exponer las peliculas durante un tiempo determinado segun la proteina
a estudiar. Una vez expuestas las peliculas, éstas se sumergen en un liquido de revelado
(dilucién 1:10) (Developer G150, AGFA Healthcare NV), seguidamente en un liquido fijador
(dilucion 1:5) (Manual fixing bath, AGFA Healthcare NV) y por ultimo en agua para eliminar
los restos de los liquidos. Cuando las peliculas estan secas, se marcan los pesos moleculares del
marcador en las peliculas para poder identificar las proteinas segun el peso. Los fragmentos de
la membrana se guardan en papel Whatman (3MM Chromatography paper, GE Healthcare
3030-931).

Cuantificacién

La cuantificacion se lleva a cabo mediante la medicion de la densidad dptica de la sefial.
Para ello, las peliculas se escanean y se analizan con el software informéatico ImageJ (ImageJ
1.40g, Wayne Rasband, NIH, EEUU). En la imagen escaneada, se selecciona un area fija
rectangular en la cual quepan todas las sefiales de cada una de las muestras. Se mide la densidad
Optica de cada una de las sefiales y se mide también, con la misma area, una zona limpia de la
pelicula a la que consideramos como fondo. Este fondo se resta a la medicién de cada muestra
para asi obtener la sefial real. Finalmente, la sefial de cada una de las muestras es representada
en relacion a la sefial obtenida para el control (a-tubulina o f-actina) de esa misma muestra.

Stripping

Para proteinas con un mismo peso molecular o muy similar, las cuales no podemos
separalas cortando la membrana, se realiza un stripping del fragmento de la membrana
correspondiente. Con ello, se consigue eliminar el anticuerpo primario y secundario y poder
incubar de nuevo ese fragmento con otro anticuerpo primario.

Para el stripping, se incuban las membranas a 55°C en una solucidn de stripping (Tabla 16)
durante 40 minutos y posteriormente se realizan 3 lavados de 15 minutos con TBS-TWEEN en
agitacion fuerte. Una vez finalizado, se vuelve a bloguear la membrana.
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Tabla 16. Composicion de la solucion de stripping.

Reactivo Cantidad/Volumen
Tris-HCL 0,75¢
SDS 2g
B-mercaptoetanol 0,7 ml
Ajustar H20 destilada hasta 100 ml

13.2 ANALISIS DE ARN MENSAJERO POR PCR EN TIEMPO REAL

Extraccién de ARNm

Para evitar la degradacion del ARNm, las muestras se mantienen en todo momento en hielo
y las centrifugaciones se realizan a 4°C.

En primer lugar, se corta un pequefio fragmento de las muestras congeladas y se
homogeniza de manera mecanica con una bolita de acero en 1 ml de Trizol (TRIZOL Reagent;
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) durante 3 min (TissueLyser Il, Quiagen, Germantown, MD,
USA) a 28 Hz. Una vez finalizada, se centrifugan las muestras a 12.000 rcf durante 10 minutos
y se aspira la fase intermedia. A esta fraccion, se le afladen 200 pl de cloroformo (Chloroform,
Sigma-Aldrich, St Louis, EEUU) y se mezclan durante aproximadamente 15 segundos hasta
gue gueda totalmente homogéneo. Se deja reposar durante 3 minutos a temperatura ambiente y
se centrifugan de nuevo a 12.000 rcf durante 15 minutos. Al finalizar la centrifuga, se forman
dos fases: una fase superior acuosa donde se encuentra el ARNm y una fase inferior orgénica
que contiene proteinas y lipidos. Entre ambas se encuentra una interfase donde se localiza el
ADN. Se retira la fase superior acuosa, se afiaden 500 pul de 2-propanol y se mezclan hasta que
quede homogéneo. Posteriormente, se dejan reposar durante 10 minutos a -20°C para que
precipite el ARNm y se centrifugan de nuevo a 12.000 rcf durante 10 minutos. Una vez
finalizada, se observa si se ha formado un pequefio precipitado y se elimina el sobrenadante. Se
aflade 1 ml de etanol (Ethanol absolute PA, Applichem/Pancreac, Darmstadt, Alemania) al 70%
en agua DEPC, mezclandolo bien para lavar el precipitado. Se vuelve a centrifugar a 12.000 rcf
durante 5 minutos, se elimina el sobrenadante de nuevo y se realiza otra centrifuga durante 1
minuto a 16.100 rfc. Se retira el sobrenadante que quede con una pipeta para eliminar el posible
etanol que quede en la muestra. Finalmente, el precipitado se resuspende en agua DEPC (agua
destilada con dietilpirocarbonato al 0.1%) a 60°C durante 10 min.

Cuantificacion del ARNm

Para llevar a cabo la cuantificacion del ARNm de cada muestra, se emplea un
espectrofotdmetro (Nanodrop 2000, Fisher Scientific, New Hampshire, EEUU) ajustado a dos
longitudes de onda: 260 nm, que proporciona la cantidad de &cidos nucleicos, y 280 nm, que
corresponde con la cantidad de proteina. El grado de pureza viene dado por el ratio 260/280,
considerandose los valores entre 1,8 y 2 como valores ideales de pureza. Una vez conocida la
cantidad de ARNm de cada una de las muestras, se preparan alicuotas de una concentracién de
500 ng/pl.

Retrotranscripcion (RT)
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Para realizar la retrotranscripcion, se utiliza un volumen de 30 pl en eppendorf de 0,2 ml.
Los componentes de la reaccion de retrotranscripcion son los siguientes:

6 ul de tampon de reversotranscripcion (5X first strand tampén; 250 nM Tris-HCI, pH
8,3, 375nM KCI, 15mM MgCl, 50nM DDT) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU).

6 ul de mezcla de dNTPs (dTTP, dCTP, dGTP, dATP, con una concentracion de 10 mM
de cada uno) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU).

1,5 ul Mg2C1 50 mM (Mg2Cl 50 mM, Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU).

0,17 ul de Random primers (Random primers, Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU).

0,25 ul inhibidor de RNasa (RNaseOUT, 40 U/ul Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU).

1 ul de M-MLYV reversotranscriptasa (M-MLV, 200 U/ul, Invitrogen, Carlsbad, CA,
EEUU).

10 pl de muestra.

Ajustar con agua DEPC para un volumen final de 30 pl.

Es necesario preparar un control negativo de la retrotranscripcion (RT-), en el cual el
volumen de la muestra se sustituye por agua MilliQ.

Posteriormente, las muestras se incuban en un termociclador con unos determinados
parametros (Tabla 17).

Tabla 17. Programa termociclador para RT

Tiempo Temperatura
50 minutos 37°C
15 minutos 42°C
5 minutos 95°C

PCR en tiempo real (TagMan)

Para realizar la PCR en tiempo real se utilizan sondas Tagman las cuales se caracterizan
por estar marcadas por fluoréforos. Estes fluor6foros permiten la detectar la cantidad de
amplicones sintetizados gracias a la emision de fluorescencia generada tras ser escindido por la
polimerasa después de la hibridacion de la sonda con el ADN. En este caso, el fluoréforo usado
es FAM.

El volumen final de la reaccion de PCR es de 12 pl y para cada uno de los genes a estudiar
se emplean cebadores y sondas especificas (Tabla 18). Los componentes de la reaccion son los
siguientes:
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2,92 ul de agua MilliQ.

0,36 pl de oligonucleotido sentido (10 pM) (Eurofins Genomics, Ebersberg, Alemania).
0,36 pl de oligonucleétido antisentido (10 puM) (Eurofins Genomics, Ebersberg,
Alemania).

0,36 ul de sonda (5 uM) (Eurofins Genomics, Ebersberg, Alemania).

6 ul Tagman Universal PCR master mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU).
2 ul de muestra de la RT.
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Tabla 18. Genes y sondas especificas para la PCR en tiempo real.

ARNm Gen Bank Tipo Secuencia
Cidea NM_007702.2 Sentido 5’-CCTACGACATCCGATGCACAA-3'
Antisentido 5’-TCTGTGCAGCATAGGACATAAACC-3'
Sonda FAM-5’-CTTCAAGGCCGTGTTAAGGAATCTGCTG-3’-
TAMRA
Hprt NM_012583 Sentido 5’-AGCCGACCGGTTCTGTCAT-3'
Antisentido 5’-GGTCATAACCTGGTTCATCATCAC-3'
Sonda FAM-5’-CGACCCTCAGTCCCAGCGTCGTGAT-3’-
TAMRA
Ppargcia NM_031347 Sentido 5’-CGATCACCATATTCCAGGTCAAG-3’
Antisentido 5’-CGATGTGTGCGGTGTCTGTAGT -3’
Sonda FAM-5’-AGGTCCCCAGGCAGTAGATCCTCTTCAAGA-
3’-TAMRA
Ppargctb NM_176075.2 Applied Biosystems TagMan® Gene Expression
Assay ID Assays
Assay ID Rn00598552_m1
Ucp1 NM_009463 Sentido 5-CGATGTCCATGTACACCAAGGAA-3'
Antisentido 5'-GACCCGAGTCGCAGAAAAGAA-3'
Sonda FAM-5’-ACCGACGGCCTTTTTCAAAGGGTTTG-3'-
TAMRA
Applied Biosystems TagMan® Gene Expression
Prdm16 NM_001177995.1 Assay ID Assays
Assay ID Mm01266512_m1

Las muestras se cargan por duplicado en una placa de medicion junto una curva patrén para
el gen estudiado, el control negativo de la RT y un blanco. La curva patron consta de 6 puntos
que se obtienen de una dilucién seriada (1:4) de una mezcla de todas las muestras de RT a
estudiar (2 ul de cada una de ellas). La placa se introduce en un sistema de PCR en tiempo real
(7500 Real Time PCR System, Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU) con unas
determinadas condiciones de amplificacién (Tabla 19).

Tabla 19. Programa PCR en tiempo real

Tiempo Temperatura
2 minutos 50°C
10 minutos 95°C
15 segundos 95°C
1 minuto 65°C
Se repite la secuencia durante 40 ciclos

Para el anélisis de los datos se compara el ratio entre un gen de referencia, en este caso,
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (Hprt, hypoxanthine phosphoribosyltransferase) y
el gen problema de cada una de las muestras.

Anélisis Kiss1 por PCR en tiempo real
El analisis de Kiss1 en el hipotalamo se realiza por medio de una RT y PCR en tiempo real

distintas a las anteriormente mencionadas. Asi, para llevar a cabo la RT del total del ARN total
de muestras hipotalamicas se utiliza el kit de sintesis de ADNc iScript ™, con las siguientes
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condiciones: 0,2 pg de ARN de, 1 pl de transcriptasa inversa iScript y 4 pl de mezcla de
reaccion 5x iScript en un volumen final de 20 ul. Los controles negativos incluyen todos los
reactivos excepto la muestra de ARN. Posteriormente la mezcla se incuba en un termociclador
T100 ™ (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) con unas condiciones determinadas (Tabla 20).
Una vez termina la reaccion, el volumen de reaccion se diluye en 80 ul de agua libre de
nucleasas.

Tabla 20. Programa termociclador para RT

Tiempo Temperatura
5 minutos 25°C
60 minutos 42°C
5 minutos 85°C

Para la PCR en tiempo real se utilizaron cebadores especificos para cada gen a estudiar
(Tabla 21) y se prepara un volumen final de 15 pL con los siguientes componentes y cantidades:

- 5 ul de lamuestrade laRT

- 0,5 pl de cebador directo especifico (Forward)

- 0,5 ul de cebador inverso especifico (Reverse)

- 6,25 pl de Go Taq qPCR Master mix

- 2,75 pl de agua libre de nucleasa

Las muestras se cargan por duplicado en una placa de medicién junto una curva patrén, ca
cual se compone de una dilucion seriada de una mezcla de todas las muestras de RT a estudiar,
el control negativo de la RT y un blanco. Los ciclos de amplificacion y cuantificacion se
realizaron de la siguiente manera: 1 ciclo de activacion Hot-Start a 95 ° C durante 2 min,
seguido de 40 ciclos compuestos por 30s de desnaturalizacion a 95 ° C, 30s de hibridacién a
una temperatura especifica dependiento del cebador (Tabla 21) y 20s de extensiona 72 ° C, y
finalmente una extension final de 72 © C durante 10 min.

Tabla 21. Genes y cebadores especificos para la PCR en tiempo real.

ARNm Gen Bank Tipo Secuencia h;Lerri‘:jziirgrtxu(rc'aC)
Kiss1 NM_178260.3 | Directo 5’-GCTGCTGCTTCTCCTCTGTG-3'
Inverso 5-TCTGCATACCGCGATTCCTT-3' 60
S11 NM_013725.4 | Directo 5’-CATTCAGACGGAGCGTGCTTAC-3' 58

Inverso 5’-TGCATCTTCATCTTCGTCAC -3'

Para el analisis de los datos se normaliza el gen problema de cada una de las muestras con
un gen de referencia, en este caso, proteina ribosomica S11. (Protocolo experimental realizado
por el Dr. Manuel Tena Sempere, Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e
Inmunologia, Universidad de Cérdoba, Instituto Maimoénides de Investigacion Biomédica
(IMIBIC)/Hospital Reina Sofia, Cérdoba, 14004, Espaiia)
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13.3 PCR PARA GENOTIPADO
Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se utiliza una pequefia seccién de la cola del raton,
aproximadamente de 2 o 3 milimetros. Se le anaden 600 pl de NaOH a 0,6 M y se calientan a
100°C durante 15 min para que se degrade la cola. Posteriormente, se mantienen a temperatura
ambiente durante 10 min y se le anaden 100 pl de Tris-HCI.

Amplificacion por PCR convencional
Para el genotipado se utiliza el método de PCR estandar. La region de ADN de interés se

amplifica mediante un set especifico de cebadores (Tabla 22) y unas condiciones de temperatura
y numeros de ciclos determinados para el alelo a estudiar.

Tabla 22. Set de cebadores para el genotipado.

Alelo Cebador Secuencia

AMPKa1 loxP Forward 11528 5’-CCCACCATCACTCCATCTCT-3’
Reverse 11529 5’-AGCCTGCTTGGCACACTTAT-3’

GFAP Cre Forward oIMR1084 5’-GCG GTC TGG CAG TAA AAA CTATC-3’
Reverse olMR1085 5’-GTG AAA CAG CAT TGC TGT CAC TT-3’
Internal positive control , ,
Forward oIMR7338 5’-CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT-3
Internal  positive  control | , ,
Reverse olMR7339 5’-GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C-3

Para el genotipado del alelo AMPKal floxeados se usa un volumen final de 12 ul con los
siguientes componentes:

- 1,66 ul de tampon de carga 5 mM (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) para una
concentracion final de 0,69 mM.

- 0,96 ul de dNTPs a 2,5 mM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para una concentracion
final de 0,20 mM

- 1,2 ul de tampdn DreamTaq a 10X (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) para una
concentracion final de 1X.

- 0,6 pl de cebador forward 11528 a 20 uM (Eurofins Genomics, Ebersberg,Alemania)
para una concentracion final de 1uM

- 0,6 ul de cebador reverse 11529 a 20 uM (Eurofins Genomics, Ebersberg,Alemania)
para una concentracion final de 1uM

- 0,06 pul de DreamTag polimerasa a 5U/ul (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) para
una concentracion final de 0,03U/pl.

- 2 ul de ADN.

Las condiciones de la PCR se detallan en la siguiente tabla (Tabla 23)
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Tabla 23. Condiciones de la PCR para el genotipado de los ratones AMPKa1 floxeado.

Tiempo Temperatura Numero de ciclos
3 minutos 94°C 1
30 segundos 94°C 35
30 segundos 62°C 35
30 segundos 72°C 35
2 minutos 72°C 1

Para el genotipado del alelo GFAP Cre se usa un volumen final de 12 pul con los siguientes
componentes:

- 1,2 ul de tampdn Dream Taqg 10X (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) para una
concentracion final de 1X.

- 0,24 pl de dNTPs a 10 mM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para una concentracion
final de 0,20 mM

- 0,6 pl de cebador forward oIMR1084 a 20 uM (Eurofins Genomics, Ebersberg,
Alemania) para una concentracion final de 1pM

- 0,6 ul de cebador reverse oIMR1085 a 20 uM (Eurofins Genomics, Ebersberg,
Alemania) para una concentracion final de 1pM

- 0,6 ul del control positivo interno del cebador forward 0IMR7338 a 20 uM (Eurofins
Genomics, Ebersberg,Alemania) para una concentracion final de 1uM

- 0,6 pl del control positivo interno del cebador reverse 0IMR7339 a 20 uM (Eurofins
Genomics, Ebersberg,Alemania) para una concentracion final de 1pM

- 0,03 pl de DreamTagq polimerasa a 5U/ul (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) para
una concentracion final de 0,01U/pl.

- 2 ul de ADN.

- 6,13 ul de agua ultrapura autoclavada.

Las condiciones de la PCR se detallan en la siguiente tabla (Tabla 24)

Tabla 24. Condiciones de la PCR para el genotipado de los ratones GFAP Cre.

Tiempo Temperatura Numero de ciclos
3 minutos 94°C 1
30 segundos 94°C 35
1 minuto 60°C 35
1 minuto 72°C 35
2 minutos 72°C 1

Al finalizar la PCR se afiaden 3 pl de tampon de carga 5 mM (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA) para una concentracion final 1mM.

Electroforesis de agarosa

La separacion de los fragmentos amplificados se realiza a través de geles de agarosa
(Agarose, Sigma-Aldrich, San Luis, MI, USA) . Dependiendo del tamafio de los fragmentos
esperados, la concentracion de agarosa en el gel varia. Asi, para los fragmentos de AMPKal se
utiliza una concentracién de 1,5% de agarosa y para los de GFAP Cre de un 2%. La agarosa se
disuelve en 100 ml de tampdn de electroforesis TAE (TRIS 40mM pH 7,6; Acido acético 20mM
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y EDTA 1mM) aplicando calor con un microondas poco a poco Yy, una vez disuelta, se le afiaden
5 ul de Red Safe (iNtRON biotechnology, 21141). Seguidamente, se vierte en un molde para
geles de agarosa y se coloca un peine para crear los pocillos. Cuando el gel se solidifica, se
carga todo el volumen de cada una de las muestras y 5 pul de marcador de peso molecular
(Invitrogen ,15628-019). La electroforesis del gel se realiza a un voltaje de 100V durante una
hora y sumergido en tampdn de electroforesis TAE.

Para la visualizacion de los fragmentos de ADN se utiliza un transiluminador de luz
ultravioleta (Gel Doc 1000 de BIO-RAD).

13.4 DOBLE INMUNOFLUORESCENCIA

Para la realizacion de la doble inmunofluorescencia, los animales son previamente
anestesiados y perfundidos transcardiacalmente con salino y seguidamente con
paraformaldehido (PFA) al 4%. Una vez perfundidos, se extrae el cerebro y se fija durante toda
la noche a 4°C en PFA al 4%. Posteriormente, se lavan con PBS para elimar el exceso de la
solucion fijadora y se transfieren a una solucion del 30% de sacarosa en PBS durante toda la
noche a 4°C. A continuacion, se congelan los cerebros a -80°C y luego se cortan en secciones
de 30 mm de ancho en un criostato. Se seleccionan las secciones pertenecientes a la region del
hipotalamo (entre -1,34 mm y -1,94 mm respecto del bregma) y se lavan con PBS tres veces
durante 5 minutos para luego incubarlas con una solucion de blogueo (suero de burro (donkey
serum) al 5% en PBS 0,1 M con 0,3% de Triton X-100) durante 2 horas a temperatura ambiente.
Una vez blogueadas, se lavan con PBS dos veces durante 5 minutos y se incuban con los
anticuerpos primarios GFAP (Cell Signaling, 3670, dilucién 1:200 en PBS) y AMPKal
(Abcam, ab320047, dilucion 1:250 en PBS) durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, se
lavan 3 veces con PBS durante 5 minutos y se incuban con los anticuerpos secundarios anti-
raton Cy-3 (anti-mouse Cy-3, Jackson InmunoResearch, dilucién 1.1000 en PBS) y anti-conejo
Alexa Fluor 488, (anti-rabbit Alexa Fluor 488, Jackson Inmunoresearch, diluciéon 1:1000 en
PBS) durante 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, se lavan las secciones con PBS y se
montan con una solucién de montaje que contiene DAPI (Vector Laboratories). Paralelamente,
se realiza el mismo proceso pero sin el anticuerpo primario en los controles negativos para
asegurarnos de que no existe sefial de los anticuerpos secundarios Cy-3 y Alexa Fluor 488.

Las imagenes se adquieren usando un microscopio confocal (Leica TCS SP-5-X) con las
mismas condiciones para todas ellas. Para las imagenes representativas, se utiliza el software
ImageJ (ImageJ 1.40g, Wayne Rasband, NIH, EEUU) para ajustar el brillo y contraste.

13.5 MEDICION DE LOS NIVELES DE LA HORMONA LUTEINIZANTE (LH, LUTEINIZING
HORMONE)

La evaluacion de los niveles circulantes de LH se realizo un ELISA tipo sandwich. Para
ello, se realiza el recubrimiento de una microplaca (Corning® 96 Well Clear Flat Bottom
Polystyrene High Bind Microplate) con 50 pL de anticuerpo anti-LH (anti- bovine LHB 518B7,
Universidad de California, Davis) diluido 1: 1000 en PBS 0,1 M (Tabla 25) y se incubara
durante toda la noche a 4 °C en una camara humidificada.
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Tabla 25. Composicion del PBS 0,1 M.

Reactivo Cantidad/Volumen
Na2HPO4 1,09 ¢
NaH2PO4 0,32¢g
NacCl 9g

Ajustar H20 destilada hasta 1000 ml, pH7,4

Al dia siguiente, la microplaca se bloquea con tampdn de bloqueo compuesto por leche
desnatada en polvo al 5% en PBS-T (Tabla 26) durante 2 horas a temperatura ambiente en un
agitador orbital. Para la curva estandar, se utiliza una dilucion en serie de la preparacion de
referencia de LH de raton (AFP5306A; proporcionada por el Dr. A.F. Parlow y el programa
nacional de hormonas y péptidos) en PBS-T. Después de tres lavados con PBS-T, se incuban
50 pL de muestras de suero de los animales a analizar y los estandares de la curva de LH durante
2 horas a temperatura ambiente en agitacion suave.

Tabla 26. Composicion de PBS-T.

Reactivo Cantidad/Volumen
PBS-T 950 mL
Tween-20 50 mL

Ajustar H20 destilada hasta 1L

Posteriormente, y después de realizar tres lavados con PBS-T, se incuba la placa con 50uL
de anticuerpo anti-LH (antisuero LH de conejo, AFP240580Rb; proporcionado por el Dr. AF
Parlow y el programa National Hormone and Peptide) diluido 1: 10000 en tampén de bloqueo
durante 90 min a temperatura ambiente en agitacion. La placa se lava de nuevo tres veces con
PBS-T y se incuba con 50 pL de anticuerpo conjugado con peroxidasa (horseradish peroxidase-
conjugated antibody, DakoCytomation) diluido 1: 1000 en solucién compuesta por tamp6n de
bloqueo y PBS a partes iguales durante 90 min a temperatura ambiente en agitacion. Después
de la incubacion del anticuerpo conjugado con peroxidasa, se afiadieron 100 pL de o-
fenilendiamina (Invitrogen) diluidos en 48 mL de tampon citrato (Tabla 27) con 20 yL de una
solucién de H20: al 30% a cada uno de los pocillos y se incuba durante 30 min en la oscuridad
a temperatura ambiente y en un agitador orbital. Finalmente, la reaccion se detiene con 50 pl
de HCI 3 M.

Tabla 27. Composicion del tampon citrato.

Reactivo Cantidad/Volumen
Acido citrico monohidrato 19,12 g
Fosfato sodico 32,8¢g
Ajustar H20 destilada hasta 1000 ml, pH5,0

La absorbancia se ley6 a una longitud de onda de 490 nm y 650 nm usando un lector de
placas de absorbancia (lector de absorbancia de microplacas iMark ™) y la concentracion de
LH se determiné interpolando los valores de densidad Optica de las muestras analizadas frente
a una regresion no lineal de la curva estandar de LH. (Protocolo experimental realizado por el
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Dr. Manuel Tena Sempere, Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia,
Universidad de Cérdoba, Instituto Maimdnides de Investigacion Biomédica (IMIBIC)/Hospital
Reina Sofia, Cérdoba, 14004, Espafia)

13.6 INMUNOHISTOQUIMICA

Para la realizacion de la inmunohistoquimica, los cerebros fueron previamente fijados
durante toda la noche en PFA al 4% a 4 ° C y posteriormente equilibrados en una solucion que
contenia sacarosa al 30% en TBS. A continuacion, se seccionan los cerebros en en cortes
coronales de 30 um en un criostato (CM3050S; Leica, Alemania) y se escogen secciones de
cerebro a lo largo de la parte medio-basal del hipotalamo (MBH, mediobasal hypothalamus).
Las secciones de cerebro se lavan primero con TBS, después se bloquean con solucion SUMI
(Tabla 28) y se incuban durante la noche a 4°C con anticuerpo primario anti-GFAP
(SAB2500462, Sigma-Aldrich, San Luis, MI, USA) en solucion SUMI. Finalmente, se lavan
las secciones de cerebro con TBS y se incuban durante 2 horas a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario anti-cabra Alexa 488 (A21206, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) diluido
en SUMI. Las secciones se lavan en TBS y se incuban con DAPI (D3571, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) disuelto en TBS. (Protocolo experimental realizado por la Dra. Cristina
Garcia Caceres, Division of Metabolic Diseases, Helmholtz Diabetes Center, Munich, 85764,
Alemania)

Tabla 28. Composicion della solucion SUMI.

Reactivo Cantidad/Volumen
Gelatina porcina 25g
Triton X-100 50 ml
Ajustar con TBS hasta 100 ml, pH 7,2

Adgquisicion de imagenes y analisis de la morfologia celular

Las imagenes se adquieren gracias a un microscopio confocal (Leica TCS SP8, Alemania)
con un objetivo 20x sumergido en glicerol y un tamafio de paso de 3 um en la direccién z. Para
procesar las imagenes adquiridas, se utiliza el programa ImagelJ. Asi, las cuantificacines se
realizan en base a: a) la visualizacion de cuerpos celulares astrociticos, b) la medicién de la
longitud de los procesos primarios desde el soma hasta el final del proceso y c) el nimero de
procesos principalmente conectados al soma. Estos tres pardmetros se analizan para cada animal
utilizando dos secciones de la region hipotalamica anterior, medial y posterior, un total de 6
cortes por cada animal. La region de interés seleccionada fue el nicleo ARC del hipotalamo.
(Protocolo experimental realizado por la Dra. Cristina Garcia Caceres, Division of Metabolic
Diseases, Technische Universitat Munchen, Helmholtz Diabetes Center (HDC), Mdnich,
85764, Alemania).
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14 ESTADISTICA

La mayoria de los resultados obtenidos en los procedimientos experimentales se
representan en porcentaje en funcion de su control donde el valor representado corresponde con
la media y el error con la desviacion estandar de la media (SEM). En los experimentos en los
gue se miden parametros como la ingesta o la masa corporal de los animales, se representan los
valores brutos sin realizar ningun tipo de relacion. EI numero de muestras o de animales
empleados en cada procedimiento se detalla en los pies de figura de los resultados.

Para determinar muestras y/o animales atipicos se utiliza el GraphPad Software Outlier
calculator, en el cual emplea la prueba de Grubbs para determinar si alguno de los valores es
un valor significativamente atipico. Ademas, si en algin procedimiento experimental se observa
algn comportamiento anémalo de un animal como mal aspecto externo, estereotipias o
presencia de algun tipo de dolor, también se excluye de los resultados.

Para determinar la normalidad de los resultados se emplea el test de normalidad de Shapiro-
Wilks (Kao and Green, 2008). La normalidad de los resultados permite el uso de tests
estadisticos paramétricos como el T-test.

14.1 TEST T DE STUDENT

El test t de Student compara las medias de dos poblaciones desapareadas que siguen una
distribucion normal gaussiana. Es considerado un estadistico robusto puesto que es capaz de
comparar poblaciones con un ndmero menor o igual a 5 (JC, 2013). En él se evalla la
desigualdad entre las medias de las poblaciones a analizar, donde las regiones de la cola inferior
y superior de la distribucién se corresponden con las regiones criticas del estadistico. Se utilizan
test t de Student de una o dos colas, detallado en los pies de la figura de los resultados. Al
estudiar variables donde no se conoce su efecto o no existe evidencia previa, se realiza un test
t de Student de dos colas mientras que en variables donde se conoce su efecto previo se realiza
utilizan test t de Student de una cola. El poder realizar t-test de una cola ofrece un estadistico
maés robusto al aumentar la sensibilidad a posibles efectos fisiologicos (Milton, 2007).
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Resultados

1. ELIMINACION POSTNATAL DE AMPKal EN LOS ASTROCITOS

Para poder llevar a cabo el estudio de este trabajo, primeramente, se generd una linea de
raton deficiente de AMPKal en los astrocitos. Para ello, se utilizd un sistema Cre/lox que
permite la eliminacion de forma exclusiva AMPKal en las células gliales que expresan hGFAP.
Ademas, debido a que las células gliales actian como progenitores neuronales durante el
desarrollo del cerebro (Goldman, 2003), esta linea de raton es inducible por tamoxifeno, para
poder lograr la eliminaciéon de AMPKal en ratones adultos sin afectar al desarrollo neuronal.

La efectividad de la eliminacion de AMPKal en las células gliales hGFAP- positivas se
demostré mediante una doble inmunofluorescencia (Figura 1A) en la cual se puede observar

que, tras la administracion i.p. de tamoxifeno, se produce de manera adecuada la recombinacion
y la eliminacion de AMPK ol en los animales GFAP-Cre AMPKa 1 flo¥/flox,
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Figura 1. Eliminacion de AMPKa1 en los astrocitos GFAP a través recombinacion mediada por
Cre dependiente de tamoxifeno. (A) Doble inmunofluorescencia de AMPKa1 (verde)(Guerra et al.)
y GFAP (rojo) en el hipotalamo de animales AMPKa1fox/flox o animales GFAP-Cre AMPKa1flox/flox_ | a5
flechas blancas indican la presencia de colocalizacion.
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2. LA ELIMINACION DE AMPKal EN LOS ASTROCITOS GFAP AUMENTA EL PESO
CORPORAL EN LAS HEMBRAS

El siguiente paso en este trabajo fue investigar si la eliminacion de AMPKoal en los
astrocitos GFAP provocaba algun efecto sobre el peso corporal en una dieta STD. Asi, se
observo que en los ratones hembra GFAP-Cre AMPKa 179/l se producia un aumento de peso
(Figura 2A) independientemente de la ingesta (Figura 2B) con respecto a sus hermanos de
camada mientras que en los machos no se observaba ninguna diferencia entre los GFAP-Cre
AMPKa 17Xy sys hermanos de camada (Figura 3A-B).

A B
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Figura 2. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en los astrocitos GFAP en el balance energético
de las hembras. (A) Ganancia de masa corporal (AMPKa1flox/flox n= 20 GFAP-Cre AMPKa1flex/flox =
16), (B) Ingesta diaria (AMPKa1fox/flox n= 8 GFAP-Cre AMPKa1fox/floxp= 4) y (C) Masa de los depositos
de grasa (AMPKa1flox/flox n= 20, GFAP-Cre AMPKa1flox/flox n= 16), Test estadistico t de Student (2
colas), *P<0,05 vs AMPKa1fox/flox **p<( 01 vs AMPKa1flox/flox | os datos estan expresados como

media+SEM.

92



Resultados

>
vy

L

b
1
Ingesta diaria (g)
T

1
8 10 12 14 16 18 20 0

Tiempo (semanas)

o
A

Ganancia de masa corporal (g)
ol o
L 1

-0-J AMPKq1 floXflox

C -l GFAP-Cre AMPKo 1 0X/flox
C)
o, 1.0~
(@]
(]
T 0.8
(@)]
8 0.6
2
S 0.4
(]
©
2 0.2
(4]
@00 ﬁ.-
= Total BAT SCWAT gWAT visWAT

Figura 3. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en los astrocitos GFAP en el balance energético
de los machos. (A) Ganancia de masa corporal (AMPKa1flox/flox n= 10, GFAP-Cre AMPKa1flox/flox n=
15), (B) Ingesta diaria en hembras (AMPKa1flox/flox n= 8 ' GFAP-Cre AMPKa1flox/flox n=4) y (C) Masa de
los depésitos de grasa (AMPKa1flox/flox n= 22 = GFAP-Cre AMPKa1flox/flox n= 17), Test estadistico t de
Student (2 colas). Los datos estan expresados como media+SEM.

Este aumento de peso en las hembras estaba asociado con un aumento de la adiposidad, en
concreto con un incremento de la grasa subcutanea sin observarse cambios en los otros
depdsitos grasos (Figura 2C). En los machos no observamos ningn cambio en la adiposidad
(Figura 3C).

Puesto que AMPK esta relacionada con la homeostasis de la glucosa, evaluamos el posible
efecto de la eliminacion de AMPKal en los astrocitos GFAP en la regulacion de la glucosa
periférica y en la respuesta a insulina a traves de tests de tolerancia a glucosa y de tolerancia a
insulina, respectivamente. Pese a ello, no observamos ninguna diferencia, ni en los niveles de
glucosa de las hembras 0 machos tanto alimentados ad libitum como en ayuno (Figuras 4A 'y
5A), ni en la tolerancia a glucosa (Figuras 4B-C y 5B-C) o a insulina (Figuras 4 D-Ey 5D-E).
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Figura 4. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en los astrocitos GFAP en la homeostasis de la
glucosa en ratones hembra. (A) Niveles de glucosa circulantes (AMPKa1fox/flox n= 10, GFAP-Cre
AMPKa1flox/flox n=8) - (B-C) test de tolerancia a la glucosa (GTT, glucose tolerance test) y area bajo
la curva (AMPKa1flox/flox n= 14 GFAP-Cre AMPKa1flox/flox n=10), (D-E) test de tolerancia a la insulina
(ITT, insulin tolerance test) y area bajo la curva (AMPKa1fox/flox n= 14, GFAP-Cre AMPKq1flox/flox
n=12). Test estadistico t de Student (2 colas). Los datos estan expresados como media+SEM.
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Figura 5. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en los astrocitos GFAP en la homeostasis de la
glucosa en ratones macho. (A) Niveles de glucosa circulantes (AMPKa1flex/flox n= 10, GFAP-Cre
AMPKa1flox/flox n=8) - (B-C) test de tolerancia a la glucosa (GTT, glucose tolerance test) y area bajo
la curva (AMPKa1fox/flox n= 11, GFAP-Cre AMPKa1flox/flox n=9) (D-E) test de tolerancia a la insulina
(ITT, insulin tolerance test) y area bajo la curva (AMPKa1flox/flox n= 11, GFAP-Cre AMPKq(1flox/flox
n=8). Test estadistico t de Student (2 colas). Los datos estan expresados como media+SEM.

3. LAS HEMBRAS DEFICIENTES DE AMPKal EN LOS ASTROCITOS GFAP
PRESENTAN UNA DISMINUCION DE LA TERMOGENESIS DEL BAT

Posteriormente, analizamos el efecto de la eliminacion de AMPKal en los astrocitos GFAP
sobre el gasto energético, concretamente sobre la termogénesis del BAT. Observamos que las
hembras presentan una disminucion de la temperatura del BAT sin un descenso de la
temperatura corporal (Figuras 6A-B). En concordancia con estos datos, al llevar a cabo el
analisis molecular del BAT, se observo una disminucion de los niveles de expresion de UCP1
y de otros marcadores termogenicos (Figuras 7A-B).
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Figura 6. Efecto de la eliminacién de AMPKa1 en los astrocitos GFAP en la activacion del BAT
en ratones hembra. (A) Temperatura corporal y (B) temperatura del area del BAT (AMPKq1flox/flox
n= 4, GFAP-Cre AMPKa1flox/flx n=5)  Test estadistico t de Student (2 colas). *P<0,05 vs
AMPKa1flox/flox | os datos estan expresados como media+SEM.
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Figura 7. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en los astrocitos GFAP en la termogénesis del
BAT en ratones hembra. (A) Niveles de mRNA (n=14 ratones/grupo), (B) niveles proteicos de UCP1
en el BAT (AMPKa1fox/flox n=¢  GFAP-Cre AMPKa1flex/flox n=7), Test estadistico t de Student (2 colas).
*P<0,05 vs AMPKa1flox/flox | os datos estan expresados como media+SEM. Las bandas del gel del
panel B ha sido cortada del mismo gel original.

En cuanto a los machos, estas diferencias no fueron observadas ya que no presentaban
distinta temperatura corporal ni del BAT (Figuras 8A-B) con respecto a sus hermanos de
camada. Tampoco se observaron diferencias en el analisis molecular del BAT, donde tanto la

expresion de UCP1 como los marcadores termogénicos (Figuras 9A-B) no mostraban cambios
significativos.
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Figura 8. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en los astrocitos GFAP en la activaciéon del BAT
en ratones macho. (A)Temperatura corporal (AMPKa1flox/flox n= 16, GFAP-Cre AMPKa17oX/flox n=4) y
(B)Temperatura del area del BAT (n= 8 ratones/grupo) Test estadistico t de Student (2 colas). Los
datos estan expresados como media+SEM.
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Figura 9. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en los astrocitos GFAP en la termogénesis del
BAT en ratones macho. (C) Niveles de mRNA (n=13-14 ratones/grupo), (D) niveles proteicos de
UCP1 en el BAT (n= 7 ratones/grupo). Test estadistico t de Student (2 colas). Los datos estan
expresados como media+SEM. Las bandas del gel del panel B ha sido cortada del mismo gel original.
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4, LA ELIMINACION DE AMPKal EN LOS ASTROCITOS GFAP DE LAS HEMBRAS

AUMENTA EL RQ

Seguidamente decidimos valorar si la ganancia de masa corporal observada en las hembras
podia también estar relacionada con la disminucion del gasto energético asociado con la
actividad locomotora y el RQ. Los datos obtenidos mostraron que las hembras GFAP-Cre
AMPKa1M¥flox en comparacion con sus hermanas de camada no presentaban diferencias en el
gasto energético ni en la actividad locomotora (Figuras 10 A-B), pero, en cambio, si que
presentaban diferencias en el RQ (Figura 11A). EI RQ esté relacionado de forma directa con el
sustrato que se estd metabolizando en un organismo en un determinado momento, y su valor
oscila entre 0.7 y 1 segun se estén metabolizando lipidos o carbohidratos. De este modo
podemos inferir que las hembras GFAP-Cre AMPKa1719/°X poseen un aumento de la oxidacion

de carbohidratos, frente a lipidos.
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Figura 10. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en los astrocitos GFAP en la actividad
locomotora y el gasto energético. (A) Actividad locomotora y (B) gasto energético (n= 4
ratones/grupo). Test estadistico t de Student (2 colas). Los datos estan expresados como

media+SEM.
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Figura 11. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en los astrocitos GFAP en el cociente
respiratorio. (A) Transcurso del cociente respiratorio (RQ, respiratory quotient) en el panel
izquierdo y cociente respiratorio total en el panel derecho (n= 4 ratones/grupo). Test estadistico
t de Student (2 colas). *P<0,05 vs AMPKa1flox/flox_ | os datos estan expresados como media+SEM.

5. LA ELIMINACION DE AMPKal EN LOS ASTROCITOS GFAP PROVOCA UN
INCREMENTO DE LOS NIVELES DE AROMATASA EN EL MBH DEL HIPOTALAMO

Dado el fenotipo observado en las hembras y no en los machos, consideramos que los
estrdgenos podrian estar implicados en este dimorfismo. Los estrégenos actlan como
protectores contra la obesidad y, deficiencias en la sefializacion y sintesis de Ez, llevan a un
fenotipo obeso (Lépez and Tena-Sempere, 2015; Mauvais-Jarvis et al., 2013; Xu et al., 2011).
Parte de este fenotipo se debe a que modulan la termogénesis del BAT a través de la modulacion
de AMPK (Martinez de Morentin et al., 2014). Ademas, recientemente, se ha observado la
participacion de los astrocitos en la respuesta a estrégenos, gracias a la expresion de receptores
de estrégenos (Fuente-Martin et al., 2013), y en la neuroesteroidogénesis por la expresion de
aromatasa en situaciones de estrés neuronal (Azcoitia et al., 2003; Garcia-Ovejero et al., 2005).

Debido a esto, nuestro siguiente paso fue analizar los niveles de aromatasa y de los
receptores de estrégenos en el hipotalamo medio-basal (MBH, mediobasal hypothalamus), una
zona que engloba principalmente los nicleos ARC y VMH de especial relevancia en el balance
energético. Interesantemente, encontramos que los niveles de aromatasa en el MBH estaban
significativamente elevados (Figura 12A).
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Figura 12. Efecto de la eliminacién de AMPKa1 en los astrocitos GFAP en los niveles de
Aromatasa. (A) Niveles proteicos de Aromatasa en el MBH (n= 7 ratones/grupo) (n= 6
ratones/grupo). Test estadistico t de Student (2 colas). **P<0,01 vs AMPKa1flox/flox | g5 datos estan
expresados como media+SEM. Las bandas de los geles del panel A han sido cortadas del mismo gel
original.

Ademas, también se muestran cambios significativos en algunos receptores de estrégenos
como el receptor ERa y el receptor nuclear GPR30 (Figura 13A). Sin embargo, no se
observaron diferencias en el receptor ERB (Figura 13A).
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Figura 13. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en los astrocitos GFAP en los niveles de
receptores de estrogenos. (A) Niveles proteicos de los receptores de estrogenos en el MBH (n= 6
ratones/grupo). Test estadistico t de Student (2 colas), *P<0.05, **P<0.01 vs AMPKa1flox/flox | s
datos estan expresados como media+SEM. Las bandas de los geles del panel A han sido cortadas del
mismo gel original.

Los astrocitos se han relacionado también con la regulacion central del eje hipotalamo-
hipofisario-gonadal puesto que modulan la actividad de las neuronas GnRH (Witkin et al.,
1991). Ademas, AMPK también esta implicada tanto en regulacion de las neuronas Kissl del
hipotalamo (Roa et al., 2018), las cuales son capaces de activar a las neuronas GnRH, como en
la modulacién de las propias neuronas GnRH (Franssen et al., 2021).
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En consecuencia, decidimos estudiar si los niveles circulantes de hormonas como la LH y
la expresion de Kissl en el hipotalamo podrian estar afectadas por la eliminacion de AMPKal
en los astrocitos de las hembras. Los datos observados no mostraron diferencias ni en los niveles
séricos de LH de las hembras GFAP-Cre AMPKalfo/MoX nj en la expresion de Kiss1 a nivel
hipotaldmico (Figuras 14A-B). Estes datos fueron obtenidos en colaboracion con el grupo de
Balance Energético y Funcion Reproductora del Departamento de Biologia Celular, Fisiologia
e Inmunologia (Cérdoba, Espafia) dirigido por el Dr. Manuel Tena Sempere.
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Figura 14. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en los astrocitos GFAP en los niveles séricos de
LH y en los niveles de mRNA de Kiss1 en el hipotalamo. (A) Niveles séricos de LH (AMPKq1flox/flox
n= 8, GFAP-Cre AMPKa1flox/flox n=6) (B) niveles de mRNA de Kiss1 en el hipotalamo (AMPKa?1flox/flox
n= 7, GFAP-Cre AMPKa1flox/flx n=8) Test estadistico t de Student (2 colas). Los datos estan
expresados como media+SEM.

6. LAS HEMBRAS DEFICIENTES DE AMPKal EN LOS ASTROCITOS GFAP NO
RESPONDEN A LA ADMINISTRACION CENTRAL DE E2

Los resultados obtenidos en las hembras GFAP-Cre AMPKal1mfox parecen estar
relacionados con una resistencia a nivel central de los estrégenos, por lo que se decidio
comprobar si la administracién a nivel central de E2 podia revertir el fenotipo observado o si
por el contrario se producia una resistencia a los efectos de E2 tanto en relacién con el peso
corporal como con la activacion del BAT.

Para investigar esta posibilidad, se llevo a cabo la administracion de E2 via ICV durante 4
dias. Los resultados mostraron que, a diferencia de sus hermanos de camada, las hembras
GFAP-Cre AMPKa1m¥fox ng disminuian el peso corporal ni la ingesta (Figuras 15A-B).
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Figura 15. Efecto de la administracion central de E2 en el balance energético de las hembras
en GFAP-Cre AMPKa1floxflox (A) Ganancia de masa corporal (n=4 ratones/grupo), (B) Ingesta diaria
(n=4 ratones/grupo). Test estadistico t de Student (2 colas), *P<0,05 vs AMPKa1fox/flox | os datos
estan expresados como media+SEM.

Esta ganacia de peso estaba asociada a una disminucion de la temperatura del area del BAT
(Figura 16A) y de los niveles de mRNA de marcadores termogénicos (Figura 16B). Sin
embargo, no se observaron cambios significativos en la expresion proteica de UCP1 aunque si
mostraba una tendencia a una disminucion (Figura 16C).
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Figura 16. Efecto de la administracion central de E2 en la termogénesis del BAT de las hembras
GFAP-Cre AMPKa1flox/flox (A) Imagen representativa de la temperatura del BAT en el dia 5 (a la
derecha del panel) y temperatura del area del BAT (a la izquierda del panel) (n=4 ratones/grupo),
(B) Niveles de mRNA (n=4 ratones/grupo) y (C) niveles proteicos de UCP1 en el BAT (n=4
ratones/grupo). Test estadistico t de Student (2 colas), *P<0,05, **P<0.01 vs AMPKa1flox/flox | og
datos estan expresados como media+SEM. Las bandas del gel del panel C ha sido cortada del mismo
gel original.

1. LA ELIMINACION DE AMPKal EN LOS ASTROCITOS GFAP NO AFECTA A LA
ASTROGLIOSIS NI AL ESTRES CELULAR

Estudios recientes han demostrado que un incremento de la inflamacién y del estrés de ER
en el hipotalamo inducen obesidad e inhiben la termogénesis del BAT (Ozcan et al., 2009;
Schneeberger et al., 2013; Velloso et al., 2008; Zhang et al., 2008). Ademas, la lipotoxicidad,
resultado de la acumulacién de especies lipidicas reactivas como las ceramidas, puede ocurrir
en el hipotalamo e inducir este estrés del ER, modulando asi, el balance energético (Contreras
et al., 2014; Martinez de Morentin et al., 2010). Estos procesos moleculares pueden ser
modulados por los estrogenos los cuales reducen la inflamacién y la lipotoxidad provocando a
su vez una disminucion del ER stress (Gonzalez-Garcia et al., 2018; Monteiro et al., 2014). Por
otro lado, divervos estudios han demostrado que bajo situaciones de estrés, como dietas HFD,
existe un incremento de la astrogliosis (Buckman et al., 2015) y que podria asociarse a un
incremento de la inflamacion a nivel hipotalamico, puesto que son capaces de producir factores
inflamatorios tales como TNF-a, IL-1b y IL-6 (Lee et al., 1993; Lieberman et al., 1989).
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Ademas, también se ha visto que los estrogenos que derivan de los astrocitos gracias a la accién
de la aromatasa, regulan la astrogliosis (Wang et al., 2020a).

Por esta relacion entre los estrogenos con la inflamacion, el estrés de ER y la lipotoxicidad
asi como con la astrogliosis, decidimos valorar si el fenotipo observado en las hembras
deficientes de AMPKal de los astrocitos GFAP estaba relacionado con estos procesos. Los
datos obtenidos mostraron, sin embargo, que no existia un aumento de la astrogliosis en las
hembras GFAP-Cre AMPKa1"¥foX (Figura 17A) con respecto a sus hermanos de camada ya
que no se observé un aumento de las células positivas para GFAP (Figura 17B) ni un incremento
de las proyecciones de los astrocitos (Figura 17C-D). Estos datos se obtuvieron en colaboracion
con la Dra. Cristina Garcia Céceres del grupo de Astrocyte-Neuron Networks del Institute for
Diabetes and Obesity (Helmholtz Diabetes Center, Miinich, Alemania).
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Figura 17. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en la morfologia de los astrocitos GFAP positivos en el
hipotalamo. (A) Inmunohistoquimica de los astrocitos GFAP+ en el hipotalamo de ratones AMPKa1flox/flox y
GFAP-Cre AMPKa1flox/flex (B-D) Cuantificacion del nimero de células positivas para GFAP (B), el nimero y
procesos primarios de los astrocitos GFAP+ (C) y longitud de los procesos primarios GFAP+ (D) en el
hipotdlamo de los ratones AMPKa1flex/flox y GFAP-Cre AMPKa1flox/flox (AMPKa1flox/flox n= 6 GFAP-Cre
AMPKa1flox/flox n=3)  Test estadistico t de Student (2 colas). Los datos estan expresados como media+SEM.

Por otro lado, tampoco se encontraron diferencias ni en la inflamacion (Figura 18A), ni en
el estrés del ER (Figura 19A) entre los grupos. En cuanto a la ruta de sintesis de las ceramidas,
se obtuvo el mismo resultado, donde no se observaron diferencias en las hembras GFAP-Cre
AMPKa 179X con respecto a sus hermanos de camada (Figura 20A).
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Figura 18. Efecto de la eliminacién de AMPKa1 en los astrocitos GFAP en la inflamacion. (A) Niveles
proteicos de los marcadores de inflamacion en el hipotalamo (n= 7 ratones/grupo). Test estadistico t de
Student (2 colas). Los datos estan expresados como media+SEM. Las bandas del gel del panel A han sido
cortadas del mismo gel original.
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Figura 19. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en los astrocitos GFAP en el estrés de ER. (A) Niveles
proteicos de los marcadores de inflamacidén en el hipotalamo (n= 7 ratones/grupo, excepto ATF6a
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cortadas del mismo gel original.

105



ANXELA MARIA ESTEVEZ SALGUERO

HIPOTALAMO
A
200+ OO AMPKq1 floxflox
= B GFAP-Cre AMPK( 1 fl0X/flox
o
To 150-
Ey
T X 100-
8
- O
£ 50+
Z
0 T

Figura 20. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en los astrocitos GFAP en la ruta de las ceramidas. (A)
Niveles de mRNA de los marcadores del metabolismo de las ceramidas en el hipotalamo (n= 8
ratones/grupo). Test estadistico t de Student (2 colas). Los datos estan expresados como media+SEM
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Discusiéon

En las Gltimas décadas, la obesidad se ha convertido en una de las mayores causas de
mortalidad en el mundo debido a que supone un factor de riesgo para numerosas enfermedades,
entre las que se incluyen enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2 y algunas formas de
cancer (Friedman, 2009; Haslam and James, 2005; Kopelman, 2000; O.M.S., 2020). La
obesidad se caracteriza por un aumento de peso derivado de un desequilibrio del balance
energético de manera positiva, generalmente a causa de un aumento de la ingesta y una
disminucion del gasto energético. Muchos de los farmacos que se han desarrollado para
combatir la obesidad se han centrado de forma exclusiva y directa en tratar el apetito, sin
embargo, no han tenido mucho éxito, posiblemente por un mecanismo compensatorio de
disminucion del gasto energético (Dietrich and Horvath, 2012; Tschop et al., 2016). Por ello,
es necesario profundizar ain mas en cuales son los mecanismos capaces de modular la
homeostasis energética.

El hipotdlamo se ha mostrado como una de las principales zonas del cerebro que participan
en el control la homeostasis energética, ya que es capaz de integrar sefiales periféricas, como
hormonas y metabolitos, y generar una respuesta neuronal a ellas (Saper and Lowell, 2014).
Asi, el hipotalamo regula la ingesta de alimentos y el gasto energético, principalmente a través
de la modulacién de la termogénesis del BAT. A nivel molecular, los estudios realizados en los
ultimos afios han puesto de manifiesto la importancia de la enzima AMPK en la integracion de
las sefiales periféricas, presentando a AMPK como una via canonica en la regulacién del
balance energético (Lopez et al., 2016). De hecho, la AMPK hipotaldmica esta implicada en la
regulacion de la ingesta, la termogénesis del BAT, el browning de WAT y la homeostasis de la
glucosay de lipidos (Alvarez-Crespo et al., 2016; Lopez et al., 2016; Lopez and Tena-Sempere,
2017), ademas de participar en la resistencia a la leptina inducida por la dieta (Dagon et al.,
2012; Martin et al., 2006). Asi, la inhibicibn de AMPK en el hipotalamo tiene un efecto
anorexigénico y de pérdida de peso (Lopez et al., 2008; Lopez et al., 2010b; Martinez de
Morentin et al., 2014; Minokoshi et al., 2004). Sin embargo, muchas de las funciones de AMPK
se han estudiado en las neuronas de los distintos nacleos del hipotalamo (Claret et al., 2007,
Seoane-Collazo et al., 2018), pero si es capaz de ejercerlas en otros tipos celulares del
hipotalamo adn esta por dilucidar.

A pesar de que los astrocitos son uno de los tipos celulares mas abundantes en el cerebro,
se han visto hasta hace poco Unicamente como células de sostén. Sin embargo, recientes
estudios han demostrado que juegan un papel importante en la sefializacion y deteccion de
ciertos metabolitos y hormonas, como leptina e insulina, alterando el metabolismo y actividad
de las neuronas y, por consiguiente, participando en la regulacion de la homeostasis energeética
(Fuente-Martin et al., 2012; Garcia-Caceres et al., 2016; Kim et al., 2014). Por ello, nuestro
trabajo se centro en investigar si la inhibicion de AMPKal en los astrocitos podria, al igual que
en las neuronas, afectar al balance energético. Para ello, usamos un sistema Cre-lox inducible
por tamoxifeno, especifico para astrocitos positivos para GFAP. En este modelo, gran parte de
los astrocitos positivos para GFAP se localizan en el hipotalamo, lo que podria darnos un mejor
conocimiento de la implicacion de los astrocitos hipotalamicos en la regulacion del balance
energético. Nuestros datos muestran que la delecion de AMPKal en los astrocitos GFAP
(GFAP-Cre AMPKa1%°¥floX) “nrovocan un aumento de peso corporal en los ratones hembra
pero no en los ratones macho y de manera independiente de la ingesta. Ademas, este aumento
en el peso de las hembras se debe en gran medida al aumento de los depoésitos de grasa
subcutanea. Estos datos son interesantes porque muestran, por un lado, una distinta respuesta
de la eliminaciéon de AMPKal en los astrocitos a la que se observa en las neuronas, como por
ejemplo las neuronas SF1, donde la delecion de AMPKal protege de la ganancia de peso en
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dietas HFD (Seoane-Collazo et al., 2018) y, por otro lado, presenta un dimorfismo sexual donde
solamente se observan cambios en los ratones hembra. En los ultimos afios, se ha demostrado
que los astrocitos presentan un claro dimorfismo sexual (Melcangi et al., 2001; Mong et al.,
1999; Witkin et al., 1991) y como muestran nuestros datos, esto podria ser mediado, en parte,
a través de AMPKal.

Puesto que se ha demostrado que los astrocitos participan en la deteccién y homeostasis de
la glucosa, (Chari et al., 2011), y que AMPK también esta implicada en la deteccién de la
hipoglucemia y generacion de una respuesta contrarreguladora (Fan et al., 2009; McCrimmon
et al., 2008), consideramos la posibilidad de una desregulacion de la homeostasis de la glucosa
en estos animales. Sin embargo, no observamos diferencias en los niveles de glucosa ad libitum
ni en ayuno de los ratones GFAP-Cre AMPKa1M/M°x hembras o macho y tampoco existian
diferencias en la tolerancia a glucosa o a la sensibilidad a insulina en ninguno de los dos sexos.
Por lo tanto, estos animales presentaban una correcta homeostasis de la glucosa, lo que podria
significar que AMPKal a través de los astrocitos no ejerce un papel demasiado relevante en la
homeostasis de la glucosa a nivel periférico o que las neuronas glucosensoras localizadas en el
hipotalamo y otras células gliales como los tanicitos (Levin et al., 2011) podrian ser capaces de
contrarrestar la posible deficiencia en la deteccion de la glucosa en los astrocitos de los animales
GFAP-Cre AMPKa1"¥flox Otra posibilidad, dado que en hembras con adiposidad aumentada
e hiperleptinemia, seria esperable cierto grado de insulino resistencia el hecho de no haberla
podria ser debido a cambios en el control neurohormonal de la homeostasis de glucosa actuando
de forma compensatoria.

AMPK es capaz de regular la termogenesis del BAT a través del SNS (Martinez de
Morentin et al., 2014; Seoane-Collazo et al., 2018), de manera que, la inhibicion AMPK
aumenta la activacion del BAT vy, por lo tanto, el gasto energético (Martinez de Morentin et al.,
2014; Seoane-Collazo et al., 2018). Nuestros datos muestran, sin embargo, que mientras que
los ratones hembra GFAP-Cre AMPKa1M¥flox presentan una disminucion de la termogénesis
del BAT, consecuente con su aumento de peso, los ratones macho no muestran ninguna
diferencia. Esto se observa por la disminucion tanto de la temperatura del area del BAT en las
hembras GFAP-Cre AMPKal* como de UCP1 y de los marcadores termogénicos en el
BAT. Ademas, estas hembras GFAP-Cre AMPKalfo/MoX presentan un aumento de la RQ, lo
cual indica un alto metabolismo de los carbohidratos. Por lo tanto, los astrocitos, a través de
AMPKal, influyen en la modulacion de la termogénesis del BAT de manera dependiente del
sexo. Estos datos contrastan de nuevo con los datos obtenidos en las neuronas SF1, donde la
delecion de AMPKa 1 aumenta la termogénesis (Seoane-Collazo et al., 2018), volviendo a poner
de manifiesto la diferente respuesta de AMPKal en neuronas y astrocitos a la modulacion del
balance energético.

El dimorfismo sexual que se ha observado en los Gltimos afios en los astrocitos se debe en
gran parte a la presencia de receptores de estrogenos, androgenos y progesterona y a la
expresion de enzimas implicadas en el proceso de produccion de esteroides, como la aromatasa,
la cual se expresa principalmente bajo condiciones de estrés (Azcoitia et al., 2003; Melcangi et
al., 2001). Ademas, en respuesta a estrdgenos, los astrocitos son capaces de controlar la
actividad de ciertas neuronas (Melcangi et al., 2001; Witkin et al., 1991). Por ello, es posible
que la resistencia al desarrollo de la obesidad que se da en las hembras con respecto a los
machos pueda ser consecuencia de la diferente respuesta de los astrocitos a los esteroides
sexuales (Chowen et al., 2018). Los estrogenos juegan un papel de proteccidn contra la obesidad
y muchas de sus acciones se modulan a través de los receptores de estrégenos localizados en el
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hipotdlamo y, ademas, con accion nicleo-especifica, controlando, por un lado, la termogénesis
y la adiposidad a traves del VMH vy, por el otro, modulando la ingesta a traves del ARC
(Musatov et al., 2007; Xu et al., 2011). De esta manera, fenotipos obesogénicos se desarrollan
en animales ovarectomizados o deficientes de ERa (Gonzalez-Garcia et al., 2017; Martinez de
Morentin et al., 2014; Mauvais-Jarvis et al., 2013). Asimismo, recientes estudios han
demostrado la participacion de AMPK en la modulacion de la homeostasis energética por parte
de los estrogenos, los cuales llevan a la inhibicion de AMPK en el VMH, permitiendo un
aumento de la termogénesis del BAT a través del SNS (Lopez and Tena-Sempere, 2017;
Martinez de Morentin et al., 2014). Dado el grado de similitud de los resultados observado en
las hembras con los modelos ovarectomizados o deficientes de ERa, es posible que el fenotipo
de las hembras derive de una incorrecta sefializacion de los estrogenos o de su sintesis. Nuestros
datos muestran que las hembras GFAP-Cre AMPKa1M/M°x ng presentan una desregulacion del
eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal pero, sin embargo, si que se observa un aumento de los
niveles de aromatasa en el MBH. Esto puede ser debido a que los astrocitos no sean capaces de
sefializar correctamente los niveles de estrogenos circulantes y que por lo tanto necesiten
contrarrestarlo con un aumento de la neuroesteroidogenesis. Ademas, también se ha visto que
el aumento de la expresion de aromatasa en los astrocitos se da principalmente en situaciones
de estres, ejerciendo un papel neuroprotector (Azcoitia et al., 2003; Garcia-Ovejero et al.,
2005). Por otro lado, los datos también muestran que existe un incremento de los niveles de los
receptores de ERa y GPR30, pero no de ERp en el MBH del hipotdlamo, lo cual puede estar
relacionado nuevamente con la sefializacion incorrecta de los estrdgenos, intentando
contrarrestarlo con un incrementando el nimero de receptores disponibles. De hecho, y en
consonancia con estos datos, al administrar E2 a nivel central, se observa que las hembras
GFAP-Cre AMPKa1mflox ng muestran una disminucion del peso corporal ni un aumento de
la termogénesis, poniendo de manifiesto la incapacidad de responder a los estrogenos de manera
adecuada. Por otra parte no parece que todos los cambios puedan ser mediados por una
alteracion en los niveles de aromatasa dado que animales ko para aromatasa exhiben incremento
adiposidad en ambos sexos (aunque de forma mas tardia en machos) (ver Xu and Lopez 2018).
Seré necesario llevar a cabo estudios futuros con silenciamiento especifico de la aromatasa en
hembras GFAP-Cre AMPKa1"foX en grupos neuronales especificos para esclarecer en detalle
su contribucion.

Los estrégenos participan en la modulacién de otros procesos moleculares asociados con
la obesidad como son el estrés de ER, la inflamacion y la lipotoxicidad que pueden
desencadenar en el desarrollo de numerosas patologias asociadas. La acumulacion ectdpica de
lipidos, como las ceramidas, en los distintos tejidos puede derivar en lipotoxicidad,
favoreciendo la resistencia a insulina, diabetes tipo 2, esteatosis hepatica y insuficiencia cardia
(Martinez de Morentin et al., 2010) y tanto la inflamacion como el estrés de ER estan
intimamente relacionados con la lipotoxicidad (Fu et al., 2012; Summers, 2006; Unger, 2002).
De hecho, concentraciones elevadas de ceramidas en el hipotalamo dan lugar a un aumento del
estrés de ER provocando un aumento de peso y disminucion de la termogénesis del BAT
(Contreras et al., 2017a). La obesidad también induce un estado de inflamacion sistémica de
bajo grado, siendo de especial relevancia la originada en el hipotdlamo (De Souza et al., 2005;
Milanski et al., 2009; Velloso et al., 2008). En el hipotalamo, el excesivo aporte calorico
provoca una activacion de las vias inflamatorias lo que lleva a una desregulacion de la accién
de lainsulina periférica (Purkayastha et al., 2011) y una reduccidn de la termogénesis adaptativa
(Arruda et al., 2011) por alteracion de la sefializacion a través del SNS y los receptores P
adrenérgicos (Jais and Brilining, 2017). Se ha visto que los estrogenos son capaces de modular
todos estos procesos moleculares de manera que consiguen reducir la inflamacién hipotalamica
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(Monteiro et al., 2014) y los niveles de ceramidas en el hipotdlamo que generan un descenso
del estrés de ER (Gonzalez-Garcia et al., 2018). Ademas, la accion antiinflamatoria de los
estrogenos también se da a través de los astrocitos, controlando la glisosis y la expresion de
ciertas proteinas proinflamatorias (Acaz-Fonseca et al., 2014; Spence et al., 2013). Cabe de
esperar, por lo tanto, que en nuestro modelo pueda existir un aumento de alguno de estos
procesos, sin embargo, las hembras GFAP-Cre AMPKa11/M°X ng presentan un aumento ni de
la gliosis ni de los marcadores de inflamacion, asi como tampoco de los marcadores de estrés
de ER o del metabolismo de las ceramidas en el hipotalamo. Por ello, se deduce que estos
mecanismos no estan implicados en el fenotipo metabdlico observado en las hembras por la
deleccion de AMPKal en los astrocitos.

En conclusién, nuestros datos muestran que la ablacion de la isoforma AMPKal en los
astrocitos GFAP provoca un aumento del peso corporal independientemente de la ingesta, pero
asociado con una disminucién de la termogeénesis del BAT solamente en los ratones hembra.
Este dimorfismo sexual puede ser debido a una incapacidad de sefializar los estrégenos de
manera adecuada sin alterar otros mecanismos como la gliosis, la inflamacién, el estrés de ER
0 el metabolismo de las ceramidas. Aunque es necesario profundizar mas sobre el papel de los
astrocitos en la homeostasis energética y principalmente en la regulacion de los estrdgenos,
estos resultados sugieren que AMPK esta desempefiando un papel importante en el balance
energético a través de los astrocitos.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos durante la realizacion de esta tesis basados en la generacion de
un nuevo modelo animal mediante modificacion genética nos permiten establecer las siguientes
conclusiones:

- La deleccion de AMPKal en los astrocitos GFAP provocan un aumento del peso
corporal y una disminucion de la termogénesis del BAT Unicamente en los ratones
hembra.

- Este fenotipo se debe principalmente a una deficiencia en la accién central de los
estrogenos.

- Estos efectos asociados a deleccion de AMPKal en los astrocitos GFAP no se
relacionan con una desregulacion de la homeostasis de la glucosa o con un aumento de
la astrogliosis, la inflamacidn, el estrés de ER o el metabolismo de las ceramidas en el
hipotalamo.

- AMPKal en los astrocitos GFAP juega un papel central en la regulacion del balance
energético mediado por estrégenos.
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Xefatura Territorial
XUNTA DE GALICIA e fero j slicis
CONSELLERIA DO MEDIO RURAL Edificio administrativo Monelos, 4° andar

Rua Vicente Ferrer, N° 2

15008 A Coruiia

Tfno.: 981 184 565, fax.: 981 184 653

Correo electrénico: servizo.gandaria.a.coruna@xunta.gal

RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROXECTO DE EXPERIMENTACION ANIMAL

Expediente niim.: 15012/2020/010 Data de inicio do expediente: 26.10.2020
Persoa solicitante: Anxo Vidal Figueroa Procedemento: resolucion de autorizacion
Forma de inicio: solicitude da persoa interesada

ANTECEDENTES

Anxo Vidal Figueroa, en representacién do Centro de Biomedicina Experimental (CEBEGA),
presentou con data 26.10.2020 unha solicitude para a realizacion do proxecto de
experimentacién animal (entrada no Rexistro Electronico da Xunta de Galicia 2020/2052958),
cuxos datos se detallan a continuacion:

Denominacion do proxecto: Mecanismos neuroendocrinos de regulacion do balance
enerxético

Nome do centro usuario: Centro de Biomedicina Experimental (CEBEGA) da Universidade de
Santiago de Compostela
Persoa responsable do proxecto: Miguel Anotnio Lopez Pérez

Establecemento onde se realizaran os procedementos do proxecto (ou lugar xeografico no
caso de traballos de campo): Centro de Biomedicina Experimental (CEBEGA)

Clasificacion do proxecto: Tipo || |  Tipoll [ | Tipo Il

CONSIDERACIONS LEGAIS E TECNICAS

1 O Real decreto 53/2013, de 1 de febreiro (BOE 34, do 8 de febreiro), polo que se establecen
as normas bdsicas aplicables para a proteccién dos animais utilizados en experimentacién e
outros fins cientificos, incluindo a docencia, establece no seu artigo 33 as condiciéns de
autorizaciéns dos proxectos con animais de experimentacién.

2 O artigo 88 da Lei 39/2015, de 1 de outubro, do procedemento administrativo comin das
administracidns publicas (BOE 236, do 2 de outubro de 2015) establece que a resolucion que
poia fin o procedemento decidira todas as cuestidns expostas polos interesados e aquelas
outras derivadas deste.

Verificacién: https://sede.xunta.gal/cve

CVE: atbFudgLDO

% Xacobeo 2021

O]

%ﬁ


https://sede.xunta.gal/cve?idcve=atbFudgLD0

Verificacién: https://sede.xunta.gal/cve

CVE: atbFudgLDO

O]
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CONSELLERIA DO MEDIO RURAL

Xefatura Territorial
XUNTA DE GALICIA e e j slicis

Edificio administrativo Monelos, 4° andar

Rua Vicente Ferrer, N° 2

15008 A Corufia

Tfno.: 981 184 565, fax.: 981 184 653

Correo electrénico: servizo.gandaria.a.coruna@xunta.gal

3 O Servizo de Gandaria da Coruna revisou a documentacién achegada na solicitude e o
resultado favorable da avaliacion do proxecto realizada polo drgano habilitado, a Seccién de
Experimentacién Animal do Comité de Bioética da Universidade de Santiago de Compostela.

Esta xefatura territorial € competente para ditar unha resolucion, de conformidade co Decreto
149/2018, do 5 de decembro, polo que se establece a estrutura organica da Conselleria do
Medio Rural e se modifica parcialmente o Decreto 177/2016, do 15 de decembro, polo que se
fixa a estrutura orgdnica da Vicepresidencia e das consellerias da Xunta de Galicia (DOG 235,
do 11 de novembro).

De acordo con todo o indicado, RESOLVO:

1 Autorizar o proxecto solicitado.
2 O proxecto precisa someterse a unha avaliacidn retrospectiva cando este finalice.

3 A autorizacion deste proxecto tera unha duracion de cinco anos e unha vez transcorrido este
tempo debera ser renovada.

A citada autorizacidon é unicamente vdlida nas condicidéns que figuran no expediente. Ante
calquera cambio significativo no proxecto que poida ter efectos negativos sobre o benestar dos
animais, debera solicitar a confirmacion da autorizacion ao Servizo Provincial de Gandaria.

Esta autorizacién podera ser suspendida no caso de que o proxecto non se leve a cabo de
acordo coas condicidns de autorizacidon e retirala, previo expediente tramitado ao que se lle
dara audiencia.

Contra a presente resolucidn, que non pon fin & via administrativa, podera interpofier un
recurso de alzada ante o conselleiro de Medio Rural. O prazo comezard a contar dende o dia
seguinte ao da recepcion desta resolucién. Todo isto, segundo o disposto nos artigos 121 e 122
da citada Lei 39/2015.

Mediante este escrito notificaselle a Anxo Vidal Figueroa esta resolucidon segundo o esixido no
artigo 40.1 da antedita Lei 39/2015.
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