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Acrénimos y Abreviaturas

ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

* ACC Acyl-coa Carboxilase

* ADP Adenosin diphosphate

e Adra2 Adrenergic receptor @

* Adra3 Adrenergic receptor @

* AgRP Agouti related protein

« AMPK AMP-activated protein kinase

e ARC 0 ARQ Arcuate hypothalamic nucleus
* ATGL Adipose triglyceride lipase

* ATP Adenosin triphosphate

* BAT Brown adipose tissue

e CAMP Cyclic Adenosin monophosphate

e« CPT-1 Carnitine palmitoyltransferase

* DG Diglicerido

* DIO Diet induced obesity

* DM Diabetes mellitus

* DMH Dorsal medial nucleus of hypothalamus
» FA Acido graso(Fatty acid)

* FADH2 1,5dihydroflavin adenine dinucleotide
* FAS Fatty acid syntase

e GH Growth hormone

e GLUT -4 Qucose transporter 4

* GnRH Gonadotropinreleasing hormone

* HDL High density lipoprotein

* HFD High fat diet

* HSL Hormone sensitive lipase

e IL -6 Interleukine6

e IRS-1 Insulin receptor substrate 1

e IRS-2 Insulin receptor substrate 2

e JNK C-Jun Nterminal kinasa

* KO Knock-out

e LD Lipid droplet

e LDL Low density lipoprotein

* LHA Lateral anterior hypothalamic nuclet

* LPL Lipoprotein lipase

* NADH Nicotinamide adenine dinucleotide

« NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
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* ND Normal diet

* NEFA Non esterified fatty acid

* NPY Neuropeptido Y

* NRA4A Nuclear receptor 4A family.

* ODbR Receptor de leptina

 PCK 1 o PEPCK1 Phosphoenolpyruvate carboxykinase
* PGCla Peroxisomeproliferator activated receptor goactivator 1 o
* PI3K Phosphoinositide3kinase

e POMC Propiomelanocortine

 PPARa Peroxisomeproliferator activated receptor a

* PPARYy Peroxisomeproliferator activated receptor y

* PVN Paraventricular hypothalamic nucleus

e SCD-1 Searoylcoa desaturase

* SNP Sistema nervioso periférico

* SNS Sistema nervioso central

* SREBPs Steroftegulatory-element binding protein

» TG o TAG Triglicérido o triacilglicérido

* TNFa Tumor necrosis factor a

* TRH Thyrotropin releasing hormone

e TSH Thyroid stimulating hormone

e UCP-1 Uncoupling proteinl

* VHFD very high fat diet

e VLDL Very low-density lipoprotein

* VMH Ventromedial hypothalamic nucleus

WAT White adipose tissue

WT wild type

» Elresto de abreviaturas son de uso comun o se encuentran detalladas en el texto.
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INTRODUCCION

1. Obesidad

La obesidad es uno de los principales problemas de salud mundial y las tasas de
obesidad aumentan de manera constante afo tras afio. En 1998 se la cepisieleia
mundial por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) debido a que en ese afio habia
mas de mil millones de adultos con sobrepeso (de los que por lo menos 300 millones eran
clinicamente obesos) con lo que se habia convertido en uno de los principales factores que
contribuian a la aparicion de enfermedades crénicas (cardiopatias, diabetes, osteoartritis,
etc.).

La obesidad se define como una condicion fisica en la que una persona tiene un indice
de masa corporal (IMC) (tabla 1) que supera unos valores establecidos. El IMC es una
medida de la relacion entre peso y altura. Se calcula dividiendo el peso de una persona en
kilogramos por el cuadrado de su altura en metros. Proporciona una medida util del
sobrepeso y la obesidad en la poblacion puesto que es la misma para ambos sexos y para
los adultos de todas las edades. La utilidad médica para determinar un indice de masa
corporal es que se correlaciona fuertemente con el contenido total de grasa corporal en los
adultos. Segun la OMS, un IMC igual o superior a 25 kd determina sobrepeso. Un
IMC igual o superior a 30 determina obesidad.

Fuente Bajo peso Normal Sobrepeso Obesidad
Grado 1 Grado 2 Grado 3
OMS < 18.5 18.5-24.9 >25 30.0-34.9 35.0-39.9 > 40

Tabla 1. Clasificaciéon de la obesidad en adultos de acuerdo con el IMC. Elaboracion propia.

La OMS reconoce a la obesidad como una enfermedad y la asocia a las enfermedades
cronicas no transmisibles, por cuya causa se producen alrededor de 60% de todas las
defunciones y 47% de la carga de la morbilidad mundial incrementdndose. Ademas,
considera que esos porcentajes aumentaran notablemente en el presente siglo,
principalmente por la evolucion de las tendencias demograficas y de los modos de vida. La
obesidad se esta acercando a proporciones epidémicas en muchos paises industrializados.
Es un grave problema, no solo en adultos sino también, cada vez mas, en nifios. La
incidencia de la obesidad en nifios y jévenes esta incrementando. Muchos estudios sugieren
gue el 25% de los nifios pueden ser obesos. Las implicaciones en la salud a largo plazo
sugieren que el aumento en la esperanza de vida intergeneracional no ocurra y estos nifios
tendran una vida mas corta que sus padres a causa de complicaciones de salud asociadas
con el aumento de peso (Daniels, 2006) (Sargent & Moore, 2009).
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El creciente consumo de alimentos con elevada densidad energética, pero pobres en
nutrientes, con altos niveles de azlcar y grasas saturadas, y también la marcada
disminucioén en la actividad fisica como resultado de la naturaleza cada vez mas sedentaria
de muchas formas de trabajo, de los nuevos modos de desplazamiento y de una creciente
urbanizacién, han llevado a agravar enormemente este problema.

Segun datos de la OMS, desde 1980, la obesidad se ha mas que doblado en todo el
mundo. En 2014, méas de 1900 millones de adultos de 18 afios 0 mas tenian sobrepeso, de
los cuales, mas de 600 millones eran obesos. En datos estadisticos, en 2014, el 39% de las
personas adultas de 18 o mas afios tenian sobrepeso, y el 13% eran obesas. Sin embargo,
mucho més preocupante es el hecho de que la tasa de obesidad infantil y adolescente ha
aumentado enormemente. Se estima que 42 millones de nifios menores de 5 afios tenian
sobrepeso o eran obesos en 2015, lo que representa un aumento de alrededor de 11 millones
en los ultimos 15 afios.

Si bien el sobrepeso y la obesidad tiempo atras eran considerados un problema propio
de los paises de ingresos altos, actualmente ambos trastornos estan aumentando en los
paises de ingresos bajos y medianos, en particular en los entornos urbanos. En los paises
en desarrollo con economias emergentes el incremento porcentual del sobrepeso y la
obesidad en los nifios ha sido un 30% superior al de los paises desarrollados. A medida que
mas y mas nifilos y adolescentes se estan convirtiendo en obesos, estdn empezando a
desarrollar factores de riesgo de enfermedades crénicas que generalmente se observan
mucho mas tarde en la vida (dislipidemia, hipertension, hiperinsulinemia, diabetes tipo 2,
etc.) (Mitchell, Catenacci, Wyatt, & Hill, 2011).

La obesidad, incluido el sobrepeso como un estado previo a esta enfermedad, es un
problema crénico en el que se entremezclan factores genéticos, ambientales y de estilos de
vida que conducen a un trastorno metabdlico. La causa fundamental del sobrepeso y la
obesidad es un desequilibrio energético entre las calorias consumidas y gastadas. Tiene
lugar cuando el equilibro entre el aporte de energia (ingesta) y el gasto energético
(actividad, ejercicio) se interrumpe, es decir, se consume mas alimento que la que se utiliza,
conllevando a un acumulo excesivo de grasa. Aungue mucha gente tiene una dieta
restringida en calorias y el ejercicio puede llevar a una reduccion en la ganancia de peso,
para mucha gente esto no es suficiente y la pérdida de peso no puede mantenerse. Hay
muchos factores ambientales que predisponen a los individuos a una ganancia de peso, por
ejemplo, libre disposicion de alimentos de alto contenido caldrico y estilo de vida
sedentarios (Bloom, et al., 2008). Los factores genéticos también contribuyen a este
desequilibrio. Por ejemplo, la hipétesis del “gen-ahorro” propone que los humanos,
particularmente propensos a pasar hambre han evolucionado para favorecer el
almacenamiento de un exceso de calorias en forma de grasa (Bloom, et a(S2@&8it
& Moore, 2009).

Aparte del problema que de por si representa la obesidad, los expertos advierten de
gue sus efectos mas negativos se producen porque actia como un agente que exagera y
agrava a corto plazo y de forma muy evidente patologias graves en adultos como la diabetes
tipo 2, la hipertensién, las complicaciones cardiovasculares (especialmente la cardiopatia
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isquémica), dislipidemia (la obesidad visceral esta asociada con altos niveles de
triglicéridos, bajo colesterol HDL e incremento en LDL), e incluso algunos tipos de cancer
(cancer endometrial, esofagico, renal, pancreético, ovarico, de pecho, colorrectal y de
tiroides). La obesidad también esta asociada con un espectro de enfermedades en el higado
conocidos como trastorno de higado graso no-alcohdlico (NAFLD) o esteatohepatitis no-
alcoholica (NASH). Manifestaciones de esta desorden incluyen hepatomegalia, funciones
del higado anormal, histologia del higado anormal incluyendo esteatosis macrovesicular,
esteatohepatitis, fibrosis y cirrosis (Matteoni, et al., 1999) (Mitchell, Catenacci, Wyatt, &
Hill, 2011).

1.1 SINDROME METABOLICO

Este sindrome, también denominado “cuarteto de la muerte”, “sindrome
plurimetabdlico” o simplemente “sindrome metabdlico”, definido desde 1998, es una
constelacion de cuatro anormalidades metabdlicas tales como obesidad, glucosa elevada
en sangre, presion sanguinea alta, dislipidemia (reduccion de lipoproteinas de alta densidad
o colesterol “bueno”) o hipertrigliceridemia y, unida a estas cuatro, el sedentarismo; Hay
distintos consensos diagndsticos para definir dicho sindrome pero la gran mayoria estan
relacionados con la presencia en una misma persona de tres de las cuatro anormalidades
antes citadas. Independientemente del modo de definirlo, hacerlo es muy importante dado
gue su presencia eleva de forma marcada la probabilidad de distintas comorbilidades
incluidas eventos cardiovasculares (Greenwood, Bloom, & Murphy, 2011).

Se ha estimado que 347 millones de personas en todo el mundo tienen diabetes y que
muchas de ellas mueren a consecuencia de niveles altos de glucosa en sangre. Aunque el
sindrome metabdlico comprende muchos factores, la mayoria, sino todos, pueden mejorar
con la pérdida de peso.

Entender la regulacion del peso corporal es vital para identificar las potenciales dianas
terapéuticas. El control del peso corporal implica una regulacion coordinada de la ingesta
y el gasto energético para promover valores estables de almacenamiento de energia en
organos como el tejido adiposo y el higado. Este proceso, llamado homeostasis energética,
es el resultado de la integracion neuronal y las sefiales hormonales desde la periferia y las
sefales neuronales dentro del sistema nervioso central para el mantenimiento del peso
corporal (Greenwood, Bloom, & Murphy, 2011).

1.2 A GENETICA DE LA OBESIDAD
El peso corporal y el apetito estan regulados por un complejo sistema neuronal que
integra sefiales homeostaticas, emocionales, heddnicas y cognitivas para regular el balance

energeético. Esta compleja red esta influenciada por multiples factores, como mecanismos
epigenéticos, genéticos y medioambientales.
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La genética de la enfermedad es compleja y varia desde los modelos de obesidad
monogénica y sindrémica hasta las formas multifactoriales y poligénicas mas frecuentes.
La originada en un gen unico disfuncional (obesidad monogénica) representa un pequefio
namero de casos severos, que aparecen en la nifiez y se acompafian de diferentes trastornos
neuroendocrinos, del desarrollo y la conducta (Bell, Walley, & Froguel, 2005).

Se ha observado en multiples estudios (Hill & Peters, 1998) que la contribucion
ambiental a la epidemia de obesidad es un hecho evidente. Sin embargo, el fuerte
componente genético de la obesidad se ha establecido en numerosos estudios sobre
gemelos y familiares (Bouchard, 1993) (Arner, 20@l)analisis de algunos de estos
estudios sugiere que un 50-70% de la variacion en el indice de masa corporal es atribuible
a diferencias genéticas (Allison, et al., 1996).

Los ultimos avances han proporcionado una vision de los mecanismos moleculares,
celulares y de comportamiento que afectan a este sistema de control homeostatico. Esto se
pone de relieve por la obesidad severa que resulta de la disfuncidén de cualquiera de varios
de sus componentes clave (Morton, 2006). Aunque es demasiado simplista reducir un
comportamiento tan complejo como la alimentacion a una serie de interacciones
moleculares, los descubrimientos de los ultimos afios han identificado las moléculas de
sefalizacion que afectan a la ingesta de alimentos y que son fundamentales para la
homeostasis energética normal. La aplicacion de la genética molecular de ratones ha sido
especialmente importante en este esfuerzo. Por ejemplo, varias formas monogénicas de la
obesidad humana se identificaron mediante la busqueda de mutaciones homologas a los
gue causan la obesidad en ratones (Montague, et al., 1997) (Vaisse, Clement, Guy-Grand,
& Froguel, 1998) (Schwartz, Woods, Porte, Seeley, & Baskin, 2000)

Aunque tales sindromes de obesidad monogénicas son raros (Barsh, Farooqi, &
O'Rahilly, 2000), el uso de modelos murinos para estudiar la obesidad humana indica que
existe una homologia sustancial entre las especies de mamiferos en la organizacion
funcional del sistema de regulacién de peso. La identificacion de moléculas que controlan
la ingesta de alimentos ha generado nuevos objetivos para el desarrollo de farmacos en el
tratamiento de la obesidad y trastornos relacionados (Schwartz, Woods, Porte, Seeley, &
Baskin, 2000). Utilizando nuevos procedimientos en la tecnologia del DNA se han podido
identificar una serie de obesidades de tipo monogénico en roedores. Asimismo, se han
descrito varias formas raras de obesidad monogénica en los humanos, encontrandose
mutaciones para los genes que codifican para la leptina, el receptor de la leptina, la pro-
opiomelanocortina, la prohormona convertasa-1y el receptor de la melanocortina- 4. Todas
estas formas de obesidad van asociadas con obesidad mérbida juvenil. Los mecanismos
responsables del exceso de acumulaciébn de grasa en estas formas de obesidad son
desconocidos, aunque se sabe que comparten algunos hechos fisiopatoldgicos semejantes
a las formas genéticas de obesidad en ratones (Arner, 2000) (Barsh, Farooqi, & O'Rahilly,
2000).

Es evidente que de los andlisis de segregacion y del escaneo amplio del genoma
humano se obtienen diferentes respuestas que hacen pensar que en la obesidad intervienen
varios genes que, en combinacién con el medio ambiente, dan lugar a la aparicion de
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obesidad. Es decir, esta patologia en la mayoria de los casos es una enfermedad poligénica
en la que varios polimorfismos genéticos, a través de la interaccién con el medio, dan lugar
a un depadsito excesivo de grasa corporal. Por tanto, es muy probable que no exista un solo
tipo de obesidad sino varios genotipos con fenotipos similares. Entre los genes implicados
en la etiologia de la obesidad se encuentran genes metabdlicos, genes que codifican para
péptidos que controlan las sefales de hambre y saciedad, genes reguladores del gasto
energeético y genes reguladores del crecimiento y diferenciacion de los adipocitos.

2. Homeostasis energética

El fisidlogo francés Claude Bernard fue el primero en introducir el concepto de
homeostasis cuando acufio la frase "medio interior" hace mas de 150 afios. También fue el
primero en sugerir que el sistema nervioso central regulaba de manera directa los niveles
de glucosa en sangre (Bernard, 1855). Posteriormente, varios investigadores describieron
una serie de modelos que apoyaron el papel de la glucosa, asi como otras sefiales periféricas
en la regulacion central de la ingesta de alimentos, el gasto de energia y la homeostasis de
la glucosa (Woods, Seeley, Porte, & Schwartz, 1998).

En 1953, Kennedy (Kennedy, 1953) propuso que las sefales inhibitorias generadas en
proporcion a depositos de grasa corporal actuaban en el cerebro para reducir la ingesta de
alimentos. Por lo tanto, cuando la pérdida de peso inducida por la restriccion calorica
reducia el nivel de estas sefiales inhibitorias, aumentaba la ingesta de alimentos hasta que
el déficit de energia se corregia. Este modelo, sin embargo, no explicaba como se
controlaba la ingesta de energia durante las comidas individuales. Veinte afios mas tarde,
Gibbs y Smith (Gibbs, Young, & Smith, 1973) propusieron que las sefiales generadas
durante una comida (denominan “factores de saciedad”), incluyendo péptidos secretados
desde el tracto gastrointestinal, proporcionaban informacion al cerebro que inhibia la
alimentacion y conducia a la finalizacién de la comida. Un modelo que parece unir las dos
hipotesis, es un modelo en el cual un cambio en la adiposidad corporal se acopla a cambios
compensatorios de la ingesta de alimentos. Esto se resume en la obra de Douglas Coleman
culminada con el trabajo de Jeffrey Friedman con la identificacion de la leptina como
hormona sintetizada por el adipocito. Identificaron y nombraron esta sustancia quimica
como leptina (Friedman, Leptin, leptin receptors and the control of body weight, 1997)
(Friedman & Halaas, 1998). El descubrimiento de la leptina y simultdneos avances en
herramientas moleculares han sido un catalizador en el estudio y la comprension de la
regulacion central de la ingesta de alimentos, asi como el balance de energia y la
homeostasis de la glucosa (figura 1) (Williams & Elmquist, 2012).
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Fig. 1. Regulacion central de la ingesta alimentaria y el gasto energético. Figura adaptada (Williams
& Elmquist, From neuroanatomy to behavior: central integration of peripheral signals regulating feeding
behavior , 2012). Con permiso de Nature.

Para el correcto funcionamiento celular es necesaria la regulacion organica de la
ingesta energética, lo que posibilita el equilibrio necesario entre la cantidad de energia
almacenada como grasa corporal y el catabolismo de la misma. Existen diferentes sistemas
coordinados tanto a nivel central (estructuras nerviosas) como periférico (grasa corporal,
higado, etc.). Este complejo proceso de regulacion es controlado a nivel del sistema
nervioso central principalmente por el hipotalamo. Ademas, en esta regulacion participan
numerosos péptidos con acciones sinérgicas o antagoénicas sintetizados en distintos tejidos
los cuales interactian entre si y con diferentes sefiales neurales conduciendo la informacion
hasta distintos nucleos, quienes emitiran una respuesta en término de comienzo o
finalizacion de la ingesta y por lo tanto de aumento o inhibicion del gasto calorico. El
equilibrio de este complejo de sefiales puede estar alterado lo que originara el desarrollo de
procesos patoldgicos crénicos como la obesidad (Gonzalez-Jiménez & Schmidt Rio-Valle,
2012).

La homeostasis nutricional supone el conjunto de procesos fisiolégicos implicados en
los mecanismos de digestion, absorcion de los nutrientes, almacenamiento de los mismos,
asi como su utilizacion y consiguiente gasto cuando proceda. El proceso de homeostasis
nutricional tiene su inicio con la ingesta de los alimentos y su posterior digestion y
absorcion de las sustancias nutritivas, donde participan numerosas enzimas y hormonas
gastrointestinales. La leptina y la insulina son sefales de adiposidad, secretadas en
proporcion al contenido de grasa corporal, que actian en el hipotalamo para estimular el
catabolismo, mientras que inhibe el anabolismo por vias efectoras. Estas vias tienen efectos
opuestos sobre el balance energético (la diferencia entre las calorias consumidas y la
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energia gastada) que a su vez determina la cantidad de combustible almacenado en forma
de grasa corporal (Schwartz, Woods, Porte, Seeley, & Baskin, 2000).

La dltima década ha visto un creciente reconocimiento de que existe una compleja
interaccion entre el sistema nervioso central y la actividad de numerosos 6rganos que
participan en la homeostasis energética. La homeostasis de energia incluye la regulacion
de los niveles de nutrientes en los 6rganos de almacenamiento claves (por ejemplo, la grasa
en el tejido adiposo y el glucégeno en el higado), asi como en la sangre (por ejemplo,
glucosa). Para lograr esto, el cerebro recibe informacion continua sobre las reservas de
energia y los flujos en los 6rganos criticos, sobre el alimento ingerido y absorbido, y sobre
las necesidades energéticas basales de los tejidos (Woods & D’Alessio, 2008) (figura 2).
El cerebro a su vez controla los tejidos que tienen papeles importantes en la homeostasis
energética, como el higado y el sistema esquelético muscular, asi como la secrecion de
hormonas clave metabdlicamente activas, principalmente a través del sistema nervioso
autonomo. El cerebro es asi capaz de responder a las demandas en curso, asi como a traves
de respuestas imprevistas bien coordinados, para evitar el déficit en las reservas de energia
mientras se mantiene la homeostasis bioquimica (Woods & D’Alessio, 2008) (Schwartz,
Woods, Porte, Seeley, & Baskin, 2000) (Woods, Seeley, Porte, & Schwartz, 1998) (Woods,
2005).

Los mecanismos para el control de la ingesta de alimentos implican principalmente
una interaccién entre intestino, el cerebro, el tejido adiposo y el higado, entre los érganos
principales. El parasimpatico, simpatico, y otros sistemas son necesarios para la
comunicacion entre el centro de saciedad del cerebro y los otros érganos. Estos circuitos
neuronales incluyen una variedad de péptidos y hormonas, lo que sugiere su relevancia
fisiologica en la regulacion de la ingesta de alimentos y la homeostasis de energia. Ademas
distintos ejes neuroendocrinos, como el hipotalamo-hipofisis-tiroideo (HPT) juegan un
papel clave en la regulacion de la homeostasis energética.
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Fig. 2. Distintos niveles de control de la homeostasis energética. Figura adaptada (Woods &
D’Alessio, Central control of body weight and appetite , 2008). Con permiso de J Clin Endocrinol Metab.

31



SONIA PEREZSIEIRA

2.1 REGULACION DE LA HOMEOSTASIS ENERGETICA
2.1.1 Regulacion central: hipotalamo

La busqueda para entender el papel que juega el cerebro en el control del balance
energético corporal ha continuado durante mas de un siglo, desde que se observé una
ganancia rapida de peso corporal en pacientes con tumores neuroendocrinos. Las
observaciones iniciales de Mohr en 1840 (Mohr, 1840) y Frohlich en 1901 (Frohlich, 1901)
respecto a los adenomas hipofisarios llevaron a la hipétesis de que la obesidad relacionada
con adenoma estaba causada por dafios en el hipotdlamo.

Ya hace 100 afios que se describia la obesidad en pacientes con tumores hipotalamicos
(Brobeck, 1946), pero por esa época se pensaba que la hipofisis regulaba la mayoria de las
funciones endocrinas y que las alteraciones en esta glandula conducian a desordenes
metabolicos (Abizaid & TL., 2008). En la actualidad se sabe que no es la uUnica
responsable. El uso de tecnologias cada vez mas sofisticadas han dado lugar a la clonacion
del gen de la obesidamb, (leptina), observando que la mutacién de este gen causaba
obesidad en roedores (Zhang, et al., 1994) lo que provocé una ola de descubrimientos de
otras hormonas metabdlicas, neuropéptidos y vias de sefalizacion, y ha establecido su
relacion con las estructuras neuronales clave en el hipotalamo (Friedman & Halaas, 1998)
(Elmquist, Elias, & Saper, 1999) (Gao & Horvath, 2008).

Desde los afios 1940, se ha puesto en relieve la importancia del hipotalamo en la
regulacion del peso corporal y pronto se identificaron los primeros ndcleos en el
hipotalamo medio basal como reguladores clave de la ingesta y del peso corporal, asi como
de la homeostasis energética y de la glucosa (Williams, Scott, & Elmquist, 2011)
demostrando ademas que estas neuronas actian como nexo fundamental en la jerarquia
neuronal que controla el balance de energia del cuerpo. Actualmente, se conoce que el
hipotalamo juega un papel critico en la regulacion del balance. Varios experimentos sobre
la neurobiologia de la obesidad establecieron el hipotalamo medio basal como nexo
fundamental en la jerarquia neuronal que controla el balance de energia del cuerpo.
Actualmente, se conoce que el hipotalamo juega un papel critico en la regulacién del
balance energético.

La confirmacion de la importancia del hipotdlamo para la regulacion de la ingesta y
del balance energético se obtuvo del estudio con animales usando lesiones cerebrales de
estructuras hipotalamicas (Hetherington & Ranson, 1942) (Hetherington & Ranson, 1940).
Se realizaron distintos experimentos donde se lesionaron en distintos grupos de rata varios
nacleos hipotalamicos que incluyen VMH, PVH y DMH. Las lesiones de estos nucleos
inducian hiperfagia y obesidad (Brobeck, 1946), mientras que las lesiones en el hipotalamo
lateral conducia a hipofagia (Anand & Brobeck, 1951). Este estudio, llevé a la propuesta
de un modelo de “centro dual” que identifica el VMH como “centro de saciedad” y el LH
como “centro del hambre (Stellar, 1954) (Bray, Fisler, & York, 1990). Posteriores estudios
con lesiones quimicas, o como las aplicaciones farmacolégicas de varias drogas y
hormonas o bien la estimulacion o inhibicion local de poblaciones de neuronas, soportan
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las observaciones iniciales que conducen al modelo de “centro dual” (Gao & Horvath,
2008) Esta hipotesis de centro dual ha dominado el terreno durante varias décadas hasta
gue un nimero de estudios comenzaron a llevar datos que mostraban que ni el VMH ni las
estructuras adyacentes eran unicamente centros de saciedad, ni que el hipotadlamo lateral
mantenia Unicamente el apetito (Valenstein & Mittleman, 1984) (Abizaid & TL., 2008).

No solo el trabajo con lesiones en animales, sino también las evidencias obtenidas de
las descripciones clinicas en pacientes con tumores mostraron que un dafio grave en las
areas hipotalamicas medio basales, en particular el nacleo hipotalamico ventromedial,
estaba claramente asociado con un incremento de la ingesta, obesidad moérbida y resistencia
a la insulina, mientras que un dafio en estructuras hipotalamicas mas laterales se asociaban
con anorexia y adipsia (falta de sed) (Anand & Brobeck, 1951). Ademas, la estimulacion
eléctrica del VMH daba lugar a un descenso en la alimentacion, mientras que la
estimulacién de la region hipotalamica lateral incrementaba el apetito (Valenstein &
Mittleman, 1984) (Abizaid & TL., 2008). Estos datos sugerian que el hipotadlamo medio
basal era un centro saciador y que el hipotalamo lateral era un centro orexigénico
(Elmquist, Elias, & Saper, 1999).

La nocidén de “centros” especificos del cerebro que controlan la ingesta de alimentos y
el peso corporal se ha sustituido por el de vias neuronales discretas que generan respuestas
integradas a entradas aferentes relacionadas con el cambio en almacenamiento del
combustible corporal (Woods, Seeley, Porte, & Schwartz, 1998) (Schwartz, Woods, Porte,
Seeley, & Baskin, 2000).

El hipotdlamo esta estrechamente relacionado con el sistema endocrino, debido a su
relacion intima con la hipofisis, que se encuentra justo debajo del suelo del hipotalamo. La
hipdfisis en si es divisible en dos regiones principales: la mas posterior, es la neurohipofisis
0 pars nervosa, Yy la mas anterior, es la adenohipofisis (glandular). La hipofisis sirve como
enlace entre el hipotdlamo y el sistema endocrino lo que permite a neuropéptidos y
monoaminas producidos en el hipotalamo afectar a los diversos tejidos diana.
Anatomicamente el hipotdlamo se divide en tres grandes dominios, las regiones
posteriores, tuberal y anterior. Cada una de estas tres regiones se subdivide en las areas
medial y lateral. Los distintos nucleos del hipotalamo constituyen los dominios funcionales
del hipotalamo en varias areas. Los nucleos hipotalamicos conocidos incluyen el ndcleo
arcuato (ARC o ARQ), el nacleo paraventricular (PVN), el area hipotalamica lateral
(LHA), el nucleo dorsomedial (DMN) y el nucleo ventromedial (VMN) (figura Bstas
regiones hipotaldmicas contienen poblaciones de neuronas que se proyectan a diferentes
subconjuntos de neuronas preganglionares para general distintos patrones de respuesta
autonoma de acuerdo a estimulos especificos.
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Fig. 3. Localizacion anatomica de los nucleos hipotalamicos en un corte coronal (izquierda) y
sagital (derecha) de cerebro humano. Imagen adaptada. (Peyron, et al., 2000). Con permiso de Nature
medicine.

NUCLEOS HIPOTALAMICOS

Los ndcleos principales del hipotdlamo que estan implicados en la alimentacion y la
saciedad son el nucleo arcuato del hipotalamo, el nucleo del hipotdlamo dorsomedial, el
nucleo ventromedial del hipotalamo y el ndcleo paraventricular.

Nucleo Arcuato (ARC)

El ARC participa en el control de la conducta alimenticia, asi como la secrecion de
varias hormonas de la hipd&fisis.

Se situa cerca del tercer ventriculo y por encima de la eminencia media. Esta area del
ndcleo arcuato-eminencia media es un area en donde la barrera hematoencefalica se
encuentra modificada, permitiendo la entrada de péptidos periféricos y proteinas
(Schwartz, et al.,, 1991). EI ARC contiene grupos de neuronas que expresan el
neuropéptido Y (NPY) y el péptido relacionado a agouti (AgRP), que son péptidos que
aumentan la ingesta (orexigénicos) y contiene también al precursor de melanocortinas
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proopiomelanocortinas (POMC) y transcrito relacionado con cocaina-anfetamina
(CART), los cuales son péptidos anorexigénicos. Los axones de estas neuronas se
proyectan a neuronas de segundo orden, localizadas principalmente en el ndcleo
paraventricular (PVN) donde se secretan las hormonas anorexigénicas, la hormona
liberadora de tirotropina (TRH) y la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y
oxitocina.

Cuando las sefales de adiposidad (insulina y leptina) llegan al ARC, los péptidos
anorexigénicos se liberan y activan circuitos catabolicos. Al contrario la activacion de
vias anabdlicas lleva a la liberacién de péptidos orexigénicos y ocurre cuando las sefiales
de adiposidad que llegan al cerebro son bajas, indicando la necesidad de restablecer los
almacenamientos de energia. Todas estas caracteristicas le permiten al ARC integrar
sefiales hormonales para la homeostasis energética.

Nucleo paraventricular®VN)

Se encuentra adyacente a la parte superior del tercer ventriculo en el hipotalamo
anterior. En él convergen numerosas vias neuronales implicadas en el balance energético,
incluyendo proyecciones de neuronas NPY del ARC, orexinas y derivados del péptido
POMC. Todo esto, hace que el PVN desempefie un papel importante en la integracion de
sefiales nutricionales con la glandula tiroides y el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal
(Neary, Goldstone, & Bloom, 2004).

El PVN es muy sensible a la administracion de péptidos implicados en la ingesta
como colecistocinina (CCK), NPY o ghrelina. Estos péptidos pueden actuar mediante la
proteina kinasa sensible a AMP (AMPK). Estas proyecciones desde otros nucleos, asi
como la de los péptidos periféricos, pueden regular la actividad de diferentes neuronas
integrando sefiales nutricionales con el eje hipofisario y tiroideo.

Nucleo ventromedial hipotalamico (VMH)

Es ampliamente conocido como el centro de la saciedad. Ha sido identificado como
un sitio diana de la leptina, la cual actia en el hipotalamo inhibiendo la ingesta de
alimentos, estimulando el gasto energético y por lo tanto causando la pérdida de peso.

Los primeros experimentos con lesiones que afectan en el hipotalamo demostraron
gue el area hipotalamica lateral es responsable de la transmision de sefiales orexigénicas
y la pérdida de esta region produce inanicién. Los ndcleos hipotalamicos mediales (VMH
y en menor medida, DMH) son los responsables de las sensaciones de saciedad y las
lesiones en estas regiones del hipotalamo resultan en hiperfagia y obesidad. Estos nucleos
son responsables de la integracion y el procesado de las sefiales periféricas y centrales de
la homeostasis energética, y de inducir los cambios en el comportamiento alimentario y/o
gasto energético requerido para mantener la homeostasis energética (Kalra, et al., 1999).
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El VMH puede aumentar directamente la actividad de las neuronas POMC mediante
microcircuitos, estimulando su actividad excepto en estado de ayuno en el que disminuye,
ademas de proyectar hacia otros ndcleos hipotalamicos y al tronco cerebral.

La importancia del VMH en la regulacion de la homeostasis energética ha sido
demostrada por estudios en los que se describe la existencia de receptores de leptina
(ObRb) y activacion neuronal inducida por leptina: inyecciones selectivas de leptina en
el VMH reducen la ingesta y el peso corporal en ratas (Irani, Le, Dunn-Meynell, & Levin,
2008)

El VMH fue el primer sitio hipotalamico que se identific6 como importante en la
termorregulacion por BAT. La estimulacién eléctrica de VMH aumentaba la temperatura
interescapular de BAT, un efecto que fue suprimido por el blouedrenérgico
(Seoane-Collazo, et al., 2015). Varios estudios (Seoane-Collazo, et al., 2015) observaron
un papel clave de proteina quinasa activada por AMP (AMPK) en el VMH, como un
regulador negativo de la activacion de BAT a través del SNS, integrando diversas sefales
periféericas como hormonas tiroideas (THs), estradiol (E2), leptina y proteina
morfogenética 6sea 8B (BMP8B), y farmacos tales como nicotina y liraglutide (Seoane-
Collazo, et al., 2015).

Nucleo dorsomedial hipotalamico (DMH)

El DMH participa en la estimulacion de la actividad gastrointestinal.

Este nucleo tiene extensas conexiones con otros nucleos hipotalamicos mediales y
laterales y sirve como integrador y procesador de informacién de esos nucleos. El nlcleo
DMH esta relacionado con la modulacion de la secrecion de glucocorticoides,
temperatura corporal, suefio-vigilia, ritmo circadiano y actividad locomotora (Elmquist,
Elias, & Saper, 1999).

Area hipotalamica lateral (LHA)

Esta zona cerebral contiene neuronas sensibles a la glucosa que son estimuladas por
la hipoglicemia y es crucial en mediar la marcada hiperfagia inducida por la disminucion
de la glucemia (Bernardis & Bellinger, 1996). En él se sintetizan dos tipos de péptidos:
hipocretinas (orexinas) y MCH. Se caracterizan por emitir proyecciones a un amplio
namero de zonas del SNC (cortex, tAlamo o sistema limbico) participando en numerosas
funciones tales como aprendizaje, memoria, emocion, y respuestas motoras en funcién
del estado energético ya que estan reguladas por numerosas hormonas, entre ellas,
ghrelina y leptina.

Los nucleos hipotalamicos se comunican unos con otros y con otras partes del cerebro

mediante la liberacion de neuropéptidos especificos. Existen numerosas fibras que
discurren longitudinalmente atravesando el area hipotalamica lateral.
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En general, las fibras cortas intrahipotalamicas establecen un alto grado de
cooperacion entre los nucleos hipotaldmicos. En particular, existen numerosas
conexiones reciprocas entre el nacleo medial y nucleo del area lateral del hipotalamo. Las
conexiones directas e indirectas a las neuronas simpaticas y parasimpaticas
preganglionares explican los efectos del hipotalamo en los 6rganos inervados por el
sistema nervioso autobnomo. Ademas, el hipotdlamo actta sobre los érganos endocrinos
mediante el control de la hipofisis anterior. En consecuencia, las enfermedades o lesiones
del hipotalamo pueden perturbar las funciones controladas por el sistema endocrino,
como las funciones sexuales, el crecimiento y el metabolismo (Brodal, 2010).

El modelo de melanocortina ha tenido mucha importancia en la explicacion del
control neuronal del balance energético. En este modelo, el nicleo arcuato es considerado
una region critica. Las neuronas dentro del arcuato estdn anatOmicamente colocadas
proximas a capilares fenestrados en la base del hipotalamo, dandoles acceso a sefales
humorales que estan restringidas en otras regiones del cerebro (Cone, et alGa®d01)

& Horvath, 2008).

En realidad, estas neuronas responden rapidamente a fluctuaciones en nutrientes
(Schwartz & Porte, 2005) y en hormonas metabodlicas. Estas neuronas son también
inervadas por axones que contienen los principales neurotransmisores y expresan
receptores para la mayoria de hormonas metabdlicas (Kalra, et al., 1999 ) (Van den Pol,
2003), lo que implica que existe un extenso control neuronal. Finalmente, proyectan
ampliamente al cerebro y periféricamente tanto directa como indirectamente.

La regulacion de las rutas hipotalamicas esta influenciada por sefiales que llevan la
informacion sobre los estados metabdlicos y nutricionales. Existen hormonas como la
leptina, ghrelina y la insulina que informan de la disponibilidad de nutrientes al hipotalamo.
Estas hormonas, segregadas en proporcion a las reservas energéticas corporales y/o estado
nutricional, regulan el balance energético teniendo en cuenta el gasto de energia y. En el
nacleo hipotalamico arcuato predomina la integracion de estas sefales periféricas
transmitidas por la sangre. Considerando la implicacion de las neuronas del Arcuato en la
regulacion del balance energético, adquieren gran importancia las neuronas que producen
tanto neuropéptido Y (NPY) como péptido derivado agouti (AgRP) y las neuronas que
contienen péptido derivado proopiomelanocortina (POMC), debido a que estas neuronas
responden directamente a leptina, ghrelina e insulina (Williams & Elmquist, 2012). Cada
una de estas poblaciones neuronales proporciona proyecciones superpuestas a otras partes
clave del hipotalamo, incluyendo el ndcleo paraventricular del hipotalamo, el nucleo
dorsomedial, y el area hipotalamica lateral, ejerciendo efectos opuestos sobre el gasto
energético y la alimentaciébn. Las hormonas parecen ejercer efectos estructurales
importantes durante el desarrollo hipotalamico (Bouret S. , 2013).
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2.1.2 Regulacioén periférica de la homeostasis: Tracto gastrointestinal, higado y
tejido adiposo

2.1.2.1 EL TRACTO GASTROINTESTINAL

En un principio se pensé que el control del apetito era un proceso regulado
exclusivamente en el sistema nervioso central. Con el tiempo, se determin6é que en él
también participaban sefales periféricas. Asi, se demostrd la importancia de la leptina y
el tejido adiposo en lo que se conoce como regulacién a largo plazo, la influencia del eje
adrenal en la ingestion de alimentos o la importancia de sefiales procedentes del pancreas
o del tracto gastrointestinal en la regulacion de la ingesta a corto plazo (Zhang, et al.,
1994). Estas sefiales periféricas llegan al sistema nervioso central por via neuronal (a
través del nervio vago) o por via humoral (como secreciones endocrinas que se vierten al
torrente sanguineo) (Crespo, et al., 2009).

Desde que Starling y Bayliss (1902) identificaron la secretina como molécula
encargada de las secreciones pancreaticas, sabemos que el tracto gastrointestinal (GI) no
s6lo es un sistema donde se almacenan y se procesan los alimentos, sino que también es
determinante en su propia regulacion, en el control de la ingesta y en el balance
energético. Sin embargo, no ha sido hasta tiempos mas recientes cuando se han
identificado las sefiales que participan en esta regulacion. Existen numerosos péptidos
que son liberados desde el estémago o el intestino y participan en las sensaciones de
saciedad o de hambre, que por via neuronal o humoral van a originar la activacion de
diferentes regiones cerebrales, induciendo la ingesta o0 su cese. Se establece asi una
conexidn reciproca entre cerebro y tracto Gl. Estos péptidos de origen Gl son en su
mayoria sefiales de saciedad, y su descubrimiento ha supuesto un enorme avance
cientifico en el campo del desarrollo de farmacos antiobesidad (Crespo, et al., 2009).

La mayoria de las hormonas de origen gastrointestinal que intervienen en el control
de la ingestion de alimentos son hormonas anorexigénicas como colecistoquinina (CCK),
péptido tirosina-tirosina (PYY), polipéptido pancreatico (PP), polipéptido insulinotrépico
dependiente de glucosa (GIP),etc. También se liberan hormonas orexigénicas, destacando
la ghrelina. La mayor parte de la ghrelina circulante procede de células de las glandulas
del fundus del estbmago, aunque en menor medida se sintetiza también a lo largo del
intestino, en ciertas regiones del sistema nervioso central o en tejidos periféricos como
pancreas, rifiones, etc. (Van der Lely, Tschdp, Heiman, & Ghigo, 2004) (Crespo, et al.,
2009).

Este sistema regulador del tracto gastrointestinal puede estar bloqueado por ingesta
excesiva de nutrientes y/o polimorfismos genéticos y alteraciones. Por ejemplo, los
animales DIO muestran alteracion de la sefializacion entérica de glucosa. Esta alteracion
tiene lugar en la transmision de las sefales del sensor entérico de glucosa hacia el
hipotalamo o en la transmision de sefiales desde el hipotdlamo a los tejidos periféricos
(Knauf, et al., 2008).
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2.1.2.2 EL HIGADO Y SU FUNCION EN EL METABOLISMO

Por su situacion estratégica en el cuerpo el higado es el primer 6rgano que recibe los
nutrientes absorbidos del tracto intestinal a través de la circulacidén portal y realiza una
gran variedad de funciones metabdlicas de vital importancia para el mantenimiento de la
homeostasis. Entre las funciones metabdlicas del higado encontramos el procesamiento y
la redistribucion de la glucosa y los acidos grasos, principales combustibles metabdlicos
del cuerpo. Ademas posee una maquinaria enzimatica para la modificacion y
detoxificacion de compuestos absorbidos desde el tracto gastrointestinal. No sorprende
por lo tanto que las lesiones hepéaticas, agudas o crénicas puedan alterar su capacidad
biosintética y metabdlica, produciendo diversos trastornos clinicos (Gonzales de Buitrago
& Avrilla, 2000).

La principal funcion del higado es suministrar una fuente continua de energia para el
cuerpo. Esta funcion esta estrictamente regulada por una serie de factores hormonales y
neurales, que permiten modificar el flujo de combustible de acuerdo a las necesidades del
momento. Es asi como en condicion absortiva, gran parte de los nutrientes que llegan por
la circulacion portal, son metabolizados, distribuidos al resto de érganos o tejidos o
almacenados como sustancias de reservas para ser movilizados posteriormente en
condicion post absortiva cuando se cesa la absorcion de nutrientes desde el intestino
delgado (Gonzales de Buitrago & Arilla, 2000).

Las funciones basicas del higado se pueden resumir en: detoxificacion de la sangre y
eliminacion de farmacos y de hormonas, como la tiroxina y las hormonas esteroideas;
sintesis de acidos biliares y excrecion de pigmentos biliares; metabolismo proteico,
lipidico y de hidratos de carbono; almacenamiento de vitaminas y de hierro, en forma de
ferritina y produccion de factores de coagulacién, como el fibrinbgeno o la protrombina
(Guyton & Hall, 2006)

Casi todas las células del organismo metabolizan los lipidos pero algunos aspectos
fundamentales del metabolismo de los lipidos tienen lugar en el higado. Las funciones
concretas del higado en el metabolismo de los lipidospsoridacién de los acidos
grasos para aportar energia a otros tejidos corporales como el musculo esquelético y el
corazén; formacién de la mayor parte de las lipoproteinas; biosintesis de grandes
cantidades de colesterol, fosfolipidos y acidos grasos; sintesis de grasas a partir de
proteinas y de hidratos de carbono. De todas estas funciofiessitiacion hepatica de
los acidos grasos puede considerarse entre las mas importantes, debido a su importancia
para la gluconeogénesis hepatica a partir del ATP que se genera en este proceso (Guyton
& Hall, 2006).

El organismo no puede prescindir de los servicios del higado en el metabolismo de
las proteinas durante mas de unos dias sin consecuencias muy graves e incluso mortales,
al contrario de lo que ocurre con en el metabolismo glucidico y lipidico. Las funciones
mas importantes del higado en el metabolismo proteico son: desaminacién de los
aminoacidos; sintesis de urea para eliminar el amoniaco de los liquidos corporales;
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sintesis de proteinas plasmaticas; interconversion de los distintos aminoacidos y sintesis
de otros compuestos a partir de los aminoacidos (Guyton & Hall, 2006).

En el metabolismo de los hidratos de carbono, el higado realiza funciones tales como:
almacenamiento de glucosa en forma de glucdégeno; conversién de galactosa y fructosa
en glucosa; gluconeogénesis; sintesis de compuestos quimicos importantes a partir de los
intermediarios del metabolismo de los hidratos de carbono (Guyton & Hall, 2006).

La regulacion de la concentracion de glucosa en la sangre es uno de los procesos mas
controlados por el cuerpo. Esta sustancia es el principal combustible del cerebro, los
eritrocitos y la médula suprarrenal. En la homeostasis de la glucosa el higado, ocupa un
papel central por su capacidad para almacenarla como glucégeno (glucogenogénesis
hepatica), y para producirla a partir del glucégeno almacenado, (glucogendlisis), o
sintetizarla por gluconeogénesis, a partir de precursores no glucidicos, en condiciones de
ayuno o ejercicio. Los sustratos para la gluconeogénesis hepatica son el lactato obtenido
de la oxidacion incompleta de la glucosa en las células anaerobias, los aminoacidos
glucogénicos provenientes de la protedlisis muscular, activada por cortisol, y el glicerol
obtenido de las grasas almacenadas en el tejido adiposo, previa activacion mediante
fosforilacion de la lipasa sensible a hormonas por accion de las hormonas
hipoglucemiantes. EI mantenimiento de la homeostasis de la glucosa, resulta de las
interrelaciones de varias vias del metabolismo de la glucosa, estrictamente reguladas por
multiples sefiales, que previenen el funcionamiento al mismo tiempo de vias antagonicas
(Gonzales de Buitrago & Arilla, 2000).

La glucosa liberada por el higado puede provenir de dos fuentes diferentes: de la
glucogendlisis y de la gluconeogénesis (figura 4) a partir de precursores no glucidicos.
La glucogendlisis ocurre en el citosol de todas las células mientras que la gluconeogénesis
tiene lugar, exclusivamente en el higado y la corteza renal, los dos Unicos tejidos que
poseen la maquinaria enzimatica necesaria para este proceso. Sin embargo, se ha
demostrado que la enzima glucosa-6-fosfatasa también esta presente en el intestino
delgado, lo que hace de este tejido un tercer sitio gluconeogénico [jGsddet, et al.,

2001)

Las vias metabolicas de la glucdlisis (figura 4) y de la gluconeogénesis constituyen
redes enzimaticas complejgsie no pueden disociarse porque poseen varias etapas
comunes reversibles proximas al equilibrio. La orientacion del flujo metabdlico entre la
glucdlisis y la gluconeogénesis depende de las enzimas que constituyen las etapas claves
del control de la via, ya que catalizan reacciones opuestas y alejadas del equilibrio
termodindmico. Ademas, los intermediarios de la gluconeogénesis/glucdlisis son
comunes con otras vias metabdlicas distintas y algunas de las enzimas claves se localizan
también en compartimentos intracelulares distintos (reticulo endoplasmico, ndcleo,
mitocondria) con propiedades y/o regulaciones muy particulares. Ademas, en el higado
existen diferentes zonas metabolicas, de modo que la distribucion cuantitativa de las
enzimas de las dos vias varia segun la localizacion proximal o distal de las células a lo
largo del eje vascular hepatico (Jungermann & Kietzmann, 1996).
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Fig. 4. Gluconeogénesis y glucélisis. Imagen de acceso libre

La gluconeogénesis hepatica se controla por: el suministro y la disponibilidad de
sustratos formadores de glucosa, por la glucosa que es su producto final, por el estado
hormonal del organismo y finalmente, por el estado energético celular.

En términos de fisiologia integrada, la regulacién transcripcional constituye una parte
crucial del control de la glucdlisis y de la gluconeogénesis. El estado nutricional del
organismo asi como algunas hormonas (la insulina, el glucagon o los glucocorticoides)
producen una modificacion significativa del contenido hepético en enzimas glucoliticas
y gluconeogeénicas a largo plazo, mediante modificaciones postranscripcionales.

Actualmente se asume que un periodo de ayuno prolongado induce la expresion de
las principales enzimas de la gluconeogénesis (PEPCK, piruvato carboxilasa y Glucosa-
6fosfatasa) y disminuye aquella de las enzimas glucoliticas (glucoquinasa,
fosfofructokinasa-2 y piruvato quinasa) (Pilkis & Granner, 1992).

Por ultimo, la insulina y el glucagon ejercen efectos antagonicos sobre el nivel de
expresion de algunos genes: la insulina induce la expresion de la piruvato quinasa y de la
glucoquinasa y reprime la de la PEPCK y la de la Glucosa-6-fosfafaaehel &
Schmoll, 2003) mientras que el glucagéon y el AMPc funcionan de forma opuesta a la
insulina disminuyendo la expresion de la piruvato quinasa y de la glucoquinasa y
sobreexpresando la Glucosa-6-fosfai@sardlie, Foster, & Lange, 1999)

La fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK o PCK1, especifica de higado) cataliza
la reaccion exergonica que lleva a la sintesis del fosfoenolpiruvato a partir del oxalacetato
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y del GTP. Se considera generalmente como la segunda enzima de la gluconeogénesis.
Esta enzima esta distribuida de manera relativamente equiparable entre el compartimento
citosolico y el mitocondrial en el hombre, mientras que su localizacion en la rata es
mayoritariamente citosélidgdardy & Hughes, 1984)

2.1.2.3 EL TEJIDO ADIPOSO COMO ORGANO ENDOCRINO

Inicialmente, el tejido adiposo se habia considerado como un compartimento de
almacenaje inerte para triglicéridos, cuya vision ha cambiado con el trabajo pionero de los
laboratorios Spiegelman and Flier (Cook, et al., 1987) a mediados de 1980s donde por
primera vez se ha visto que los adipocitos son una fuente abundante de una proteina de
secrecidon especifica llamada adipsina o factor de complemento D. En 1994, el grupo de
Jeffrey Friedman (Zhang, et al., 1994) identifico la leptina como un factor celular
especificamente secretado, deficiente en ratones ob/ob que media el eje hormonal entre la
grasa y el cerebr@cherer, 2006). Los adipocitos, no solo desempefian un papel crucial en
la regulacién de la sintesis y degradacion de los triglicéridos, sino que sintetizan una serie
de hormonas y factores diversos que van desde la leptina, hormona reguladora de la ingesta,
a la adiponectina, una hormona que aumenta la sensibilidad a la insulina, pasando por
factores implicados en la hemodindmica vascular y citoquinas como ek JN&4L-1.
Alteraciones en la expresion de los genes que codifican para estos péptidos pueden estar,
asimismo, implicados en la génesis de algunos tipos de obesidad.

De las diversas proteinas secretadas por el adipocito, la leptina es una de las mas
importantes, ya que a travées de esta hormona el tejido adiposo blanco se comunica con el
sistema nervioso central y participa en la regulacion neuroendocrina de la homeostasis
energética. El descubrimiento de la leptina supuso el poder el focalizar la atencion en el
papel de las proteinas secretas por el tejido adiposo. La leptina tiene efectos en el balance
energético y en el apetito y esta también implicada en la regulacion de la funcién
neuroendocrina e inmune (Ahima & Flier, 2000). Es una hormona segregada
principalmente por los adipocitos que juega un papel importante en la regulacion del peso
corporal a través de sus efectos centrales sobre el apetito y periféricos sobre el gasto
energético (Havel, 1999). Los niveles de leptina circulantes estan directamente
relacionados con la adiposidad, pero ésta no es el unico factor determinante de los niveles
de leptina. Por ejemplo, la concentracion de leptina circulante disminuye en condiciones
de ayuno o restriccidn caldrica y aumenta en relacién al aumento de adiposidad.

La obesidad, resultado de un incremento de la masa grasa, con aumento en el tamafio
y numero de células adiposas, se caracteriza también por incremento en la expresién génica
de citocinas, hormonas, factores de crecimiento y otras moléculas. Estos cambios en la
funcidn endocrina del tejido adiposo, subsecuentemente promueven alteraciones locales y
sistémicas que conducen a las patologias asociadas con el incremento en la masa grasa.
Aunque la red de vias neuroendocrinas que regulan la homeostasis energética no se conoce
del todo, lo que ahora se sabe nos permite vislumbrar la diversidad de funciones en las que
participa la célula adiposa.
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2.1.2.4 ESTROGENOS EN LA HOMEOSTASIS ENERGETICA
Los receptores de estrogeno en la regulacion metabdlica

Datos recientes demuestran que machos y hembras difieren en la regulacion del peso
corporal y la homeostasis a nivel del SNC (Clegg, Benoit, Barrera, & Woods, 2003)
(Clegg, Brown, Woods, & Benoit, 2006). Tanto la testosterona como los estrogenos
influyen en el metabolismo, la homeostasis energética, la ingesta de alimentos y la
distribucion de la grasa corporal, en parte a través de receptores hormonales colocalizados
con neuropéptidos inducidos por el hambre (orexigénicos) y por la saciedad
(anorexigénicos) dentro del hipotalamo.

El receptor de estrogenos (ER) nuclear clasico fue clonado en 1985 (Green, et al.,
1986) y renombrado como receptor de estrogeno alfa (HSR1) cuando se descubrio
un segundo receptor de estrégeno nuclear (receptor de estpod@eRbd/ ESR2) 10 afios
después (Kuiper, Enmark, Pelto-Huikko, Nilsson, & Gustafsson, 1996). Los subtipos de
ER se expresan diferencialmente en el cerebro (Kuiper, Enmark, Pelto-Huikko, Nilsson,
& Gustafsson, 1996) (Merchenthaler, Lane, Numan, & Dellovade, 2004) y en muchos
casos su distribucion difiere segun el sexo. ESR1 media los efectos anti-obesidad de los
estrogenos; la deleccion del receptor aumenta la adiposidad y causa el sindrome
metabdlico en ratones tanto machos como hembras (Heine, Taylor, lwamoto, Lubahn, &
Cooke, 2000). ESR2 es menos eficaz en este sentido; su delecion no promueve la
obesidad ni ninguna de las consecuencias metabdlicas asociadas con la obesidad
(Ohlsson, et al., 2000).

Posteriormente, varios estudios (Musatov, et al.,, 2007) han observado que la
silenciacion especifica de ESR1 en el nucleo ventromedial disminuia la sensibilidad a la
pérdida de peso inducida por fi-éstradiol (estrégeno activo), asi como la dismibrici
del gasto energético y el aumento de la deposicion de la grasa visceral, implicando al
receptor ESR1 del nacleo hipotalamico VMH en la homeostasis energética (Musatov, et
al., 2007). Mas recientemente, la supresion de la expresion de ESR1 en neuronas del
VMH usando el promotor del factor esteroidogénico-1 (SF1) en un modelo de raton
transgénico, produjo resultados similares. En este modelo, el peso corporal aumento
significativamente en hembras pero no en ratones transgénicos machos. En particular, los
ratones hembra transgénicos ganaron una cantidad significativa de tejido adiposo visceral
perigonal y manifestaban una termogénesis desregulada, probablemente un efecto de la
reduccion de la actividad simpética a nivel del tejido adiposo pardo (Musatov, et al.,
2007). Estos hallazgos muestran que la actividad de ESR1, especificamente en el VMH,
es fundamental para la regulacion del gasto energético en las hembras.

Ademas de estas acciones, los estrégenos ejercen su accion actuando junto con otras
moléculas organicas. Los estrégenos interactian con la leptina: Los estrégenos pueden
promover la accion catabdlica de la leptina en el cerebro. Los niveles mas altos de
estrogenos se han asociado con una mayor sensibilidad a la leptina (Clegg, Riedy, Smith,
Benoit, & Woods, 2003) (Clegg, et al., 2003).
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Los estrogenos influyen en la sensibilidad a la insulina. La manipulacién de los
niveles de esteroides gonadales influye en la sensibilidad a la insulina (Clegg, Benoit,
Barrera, & Woods, 2003) (Clegg, Brown, Woods, & Benoit, 2006), lo que sugiere que la
cantidad relativa de androgenos y E2 son determinantes clave de la sensibilidad del
cerebro a las acciones catabdlicas de la insulina. Cuando hay proporcionalmente menos
estrogeno, la sensibilidad a la insulina en el CNS aumenta.

2.1.3 EL SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO: conexién entre central y
periferia

El sistema nervioso autonomo (SNA) regula y coordina las funciones que son
involuntarias, inconscientes y autométicas (Marino, Xu, & Hill, 2011).

Los centros superiores del Sistema Nervioso Autonomo se localizan en la zona lateral
gris de la médula espinal, en el bulbo raquideo y en el hipotalamo, y de ellos surgen
nervios que llegan hasta los distintos drganos. Se divide en dos sistemas: el simpatico y
el parasimpatico. Las funciones de uno y otro son antagonicas, logrando asi un balance
funcional que tiende a mantener la homeostasis corporal.

Este sistema se encarga de conectar las neuronas del SNC con el resto de sistemas
corporales y 6rganos. Las conexiones con los diferentes érganos diana de este sistema
son tanto motores como sensitivos, habiendo tanto aferencias como eferencias. Se trata
pues de un sistema que envia informacion desde zonas concretas del encéfalo hasta los
organos, provocando en ellos una reaccion o actuacion especifica mientras que a la vez
recapta informacion sobre su estado la envia el encéfalo, donde podra ser procesada y
actuar en consecuencia.

Tras recibir la informacion sobre el estado nutricional mediante nervios aferentes y
sefales periféricas (nutrientes y hormonas), el hipotdlamo manda la respuesta integrada a
los 6rganos periféricos para la modulacién de la homeostasis energética. Hay dos formas
por las que el hipotalamo se conecta con la periferia: mediante la estimulacion del sistema
nervioso autbnomo vy la liberacion de hormonas desde la hipdfisis. El sistema nervioso
autonomo incluye el sistema nervioso simpatico (SNS), que promueve de la movilizacion
de combustibles almacenados, y el sistema nervioso parasimpatico (PSNS), involucrado
en procesos principalmente anabolicos opuestos a los del SNS. El sistema nervioso
autonomo desempefia un papel clave en la respuesta a las sefales centrales, inervando
tejidos metabdlicos periféricos incluyendo el tejido adiposo blanco y marrén, higado,
pancreas y musculo esquelético (Marino, Xu, & Hill, 2011). EI SNS actia mediante la
trasmision de la noradrenalina (o norepinefrina) que actuara en tejidos que presenten los
receptores estimulador@sadrenérgicos tipo 1, 2 y 3 o sobre los receptoreibitorios
a-adrenérgicos.
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2.1.3.1 Inervacién autonoma del tejido adiposo blanco

Histéricamente, el control de la lipdlisis del tejido adiposo blanco, se ha focalizado
sobre factores circulantes, principalmente en las catecolaminas secretadas por la glandula
adrenal y la inhibicion de la lipdlisis a la insulina pancreatica. Sin embargo, usando
modelos de virus trazadores (Bartness, Shrestha, Vaughan, Schwartz, & Song, 2010) se
ha demostrado que existe una comunicacion nerviosa bidireccional entre el tejido adiposo
y el CNS La comunicacion entre le CNS y el tejido adiposo blanco es mediada por el SNS
(Bamshad, Aoki, Adkison, Warren, & Bartness, 1998).

El origen de la sefal que transmite la informacién al tejido adiposo, proviene de
multiples regiones centrales, como desde del PVN, ARC en el hipotdlamo y desde el NTS
y el raphe del tronco encéfalo (Song, Jackson, Harris, Richard, & Bartness, 2005). El
tejido adiposo blanco expresa los tres tipos de receft@eenérgicos tipo 1,2y 3y el
receptor inhibitoriax2-adrenérgico. La activacion de los recept@rasirenérgicos en el
tejido adiposo estimula la lipolisis, iniciando el proceso de hidrélisis de los triglicéridos
almacenados en un proceso catalizado por la forma fosforilada de la hormona sensible a
lipasa (HSL) para generar monoacilgliceridos que seran liberados al torrente sanguineo
para ser consumido por los tejidos periféricos (Carpéné, Bousquet-Mélou, Galitzky,
Berlan, & Lafontan, 1998).

2.1.3.2 Inervaciéon autonoma del tejido adiposo pardo

Como se ha mencionado anteriormente, el tejido adiposo marron es el encargado de
modular la temperatura corporal y el gasto energético, regulado principalmente desde el
VMH ante sefales periféricdsas sefales aferentes provocan una respuesta eferente por
parte del CNS que se transmiten mediante el SNS al tejido adiposos (B&wéane-
Collazo, et al., 2015). Gracias al uso de virus de transmision trans-neural, se ha descrito
que el tejido adiposo marrén esta conectado al diferentes nucleos hipotalamicos (PVH,
VMH y LHA) (Enquist, 2002).

2.1.3.3 Inervaciéon autonoma del higado

El higado es un 6rgano clave en el control del metabolismo de lipidos y glucosa
durante la alimentacion y el ayuno. Ademéas de hormonas y nutrientes, las aportaciones
del sistema nervioso autbnomo también participan en afinar la regulacién del
metabolismo hepético. La inervacion eferente hepatica estd constituida por nervios
simpéticos y parasimpaticos. Como se ha mencionado en los apartados anteriores, el uso
de virus trazadores ha permitido determinar la anatomia de esta inervacion; los nervios
simpaticos del higado se originan en los ganglios mesentéricos y celiacos, que provienen
de la zona intermediolateral de la médula; mientras que los nervios parasimpaticos
proviene del nucleo motor dorsal del nervio vago (DMV) localizado en el tronco encéfalo
(Berthoud, 2002).
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Desde el VMH, descienden proyecciones simpaticas por la médula espinal hasta el
ganglio celiaco, y de ahi neuronas post-sinapticas inervan el higado con la vasculatura
aferente (Shimazu, 1996). La estimulacion de esta ruta, genera hiperglucemia, por la
activacion de enzimas clave en la glucogendlisis y en la gluconeogénesis, como en la
glucogeno fosforilasa y la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) respectivamente;
por otro lado se suprime la glucalisis por la inhibicidén de la piruvato kinasa (PK) (Uyama,
Geerts, & Reynaert, 2004). Las conexiones eferentes del LH estan dirigidas a los grupos
celulares parasimpaticos del DMV. Desde el DMV nervios post-sinapticos proyectan
hacia el higado, en lo que se denomina la rama hepatica del nervio vago (Shimazu, 1996).
La estimulacion del LH activa rutas de almacenamiento energético en el higado como la
glucogenogénesis, activando la glucogeno sintasa; también se disminuye la
gluconeogénesis por la inhibicion de la PEPCK y la PK y potencia la sensibilidad a la
insulina. Las rutas descendientes desde el PVH hacia el higado se han descrito via la
meédula espinal y por el DMV desde en tronco encéfalo (Buijs, et al., 2003). Por lo tanto
la ruta desde el PVN involucra ambos sistemas simpaticos y parasimpaticos en la
modulacion del metabolismo de la glucosa hepatica. Usando trazadores para determinar
la inervacion autonomo-hepatica desde el PVN se ha descrito que existen conexiones
entre el VMH y el PVN, y desde el ARC hasta el PVN (Buijs, et al., 2003). Por tanto, el
PVH integra la informacion de otros nucleos hipotalamicos y el control autondmico del
higado (Uyama, Geerts, & Reynaert, 2004).

e Sympathetic spinal sensing
Hypoglycemia

Sympathetic outputs
(+)Glycogenolysis
(+)Gluconeogenesis
{+)VLDL secretion

(-) Ketogenesis

== |ntegrated signal

= \agal sensing

High glucose (vs. artery level)
High protein (indirectly)

FFA, PPAR w/fy

GLP-1, leptin, CCK

== Parasympathetic outputs
(-)Gluconeogenesis

Bile duct

( L_\._/l f'f 5

Rortal vein

Fig. 5. Inervacion en higado. Imagen adaptada (Yi, E. la Fleur, Fliers, & Kalsbeek, 2010). Con
permiso de Biochim Biophys Acta.
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3. Tejido adiposo

3.1INTRODUCCION

Los estudios de las ultimas dos décadas han establecido al tejido adiposo como un
organo dinamico que lleva a cabo varios procesos fisioldgicos importantes. El tejido
adiposo es reconocido como un organo multifuncional, ya que ademas de cumplir su
funcidon de almaceén de los depodsitos de grasa, el adipocito maduro es considerado un
o6rgano endocrino y paracrino, que secreta sustancias bioactivas que controlan las funciones
de otros érganos, las adipoquinas (Welsch, 2009). Estas sustancias bioactivas incluyen
acidos grasos libres, prostaglandinas, hormonas, proteinas involucradas en la regulaciéon
del balance energético, el control del hambre y la saciedad, el metabolismo de los lipidos,
la sensibilidad a las acciones de la insulina, el sistema alternativo del complemento, la
homeostasis vascular, la regulacion de la presion arterial y la angiogénesis (Trayhurn &
Wood, 2004).

El tejido adiposo se encuentra distribuido en distintas localizaciones en el organismo
formando depdésitos. El tejido adiposo esté formado principalmente por células adiposas
o adipocitos que ademas de almacenar los lipidos, también pueden sintetizarlos a partir
de los hidratos de carbono. Pero existen dos tipos fundamentales de adipocitos que van a
dar origen a dos tipos de tejido adiposo, el tejido adiposo blanco y el tejido adiposo pardo
o marron. Ambos presentas diferencias, no solo en coloracion, sino también en
morfologia, distribucion, genes y funcion. El tejido adiposo blanco esta formado por
adipocitos uniloculares, que contienen mitocondrias muy diferentes de las encontradas en
el pardo. Estas células producen sustancias como la leptina u otras adipocinas (figura 6),
que informan al cerebro del estado nutricional del individuo para regular la ingesta y el
gasto energético.

FACTORES DE CRECIMIENTO: TGFbeta, NGF

=

METABOLISMO LIPIDICO: REP-4, ECTP, ...

" HOMEQSTASIS GLUCIDICA ¥ SENSIBILIDAD A LA INSULIMA:

A ¢ 3 adiponectina, resistina, THFalfa, ...

METABOLISMO ENERGETICO: leptina, NPY, IL1 & WAT -

.-r'"f l
PRESION SAMGUINEA: angiotensindgeno :
ANGIOGENESIS: VEGF

IHMUNIDAD: Interleucinas {1, 6, 8, 10}, THFalfa, ...

Fig. 6. Adipocinas secretadas por tejido adiposo blanco (WAT). Elaboracién propia.

El tejido adiposo pardo posee adipocitos multiloculares con abundantes mitocondrias
gue expresan altas cantidades de proteina desacoplante 1 (UCP1), la cual es responsable de
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la actividad termogénica de este tejido (Fromme & Klingenspor, 2011) (Boss & Farmer,
2012) (Sarjeant & Stephens, 201R)elsch, Sobotta Histologia, 200®lientras que el

tejido adiposo marrén estd especializado en la produccién de energia, el tejido adiposo
blanco esta especializado en la captacién de acidos grasos a partir de los quilomicrones y
VLDL plasmaticos, en la glicerolgénesis y lipogénesis a partir de glucosa, en situacion
postprandial inmediata, y en la lipdlisis en situacion de ayuno.

La obesidad es caracterizada por una inflamacion moderada y el adipocito parece ser
el sitio principal de este estado inflamatorio, que lo estimula a producir citoquinas,
guimioquinas, proteinas de fase aguda, y factores angiogénicos. Las adipoquinas ejercen
una profunda influencia en los fenédmenos proinflamatorios y protrombdéticos que
desencadenan el proceso ateromatoso Yy la diabetes tipo 2 (Walley, Blakemore, & Froguel,
2006). Mientras que el numero de adipocitos se ha visto incrementado (hiperplasia) en
obesidad morbida, la obesidad se atribuye en primer lugar a la hipertrofia de adipocitos que
ocurre cuando la sintesis de TAG (esterificacion) excede a la rotura de TAG (lipolisis),
resultando en un almacenamiento elevado de TAG (Gregoire, Smas, & Sul, 1998). Aunque
se ha postulado que el gran tamario del adipocito puede contribuir a la resistencia a insulina,
el mecanismo molecular no esta claro (Ahmadian, Duncan, Jaworski, Sarkadi-Nagy, & Sul,
2007).

3.2 FISIOLOGIA
3.2.1 Fisiologia del Tejido adiposo blanco: WAT (White adipose tissue)

El tejido adiposo blanco, comunmente llamado "grasa", es un tipo de tejido conectivo
laxo compuesto por células llenas de lipidos (adipocitos) rodeadas por una matriz de fibras
de colageno, vasos sanguineos, fibroblastos y células inmunes. Es un tejido muy bien
irrigado por vasos sanguineos, ya que cada adipocito entra en contacto al menos con un
capilar sanguineo. En ciertas areas, por ejemplo, las regiones, subcutaneas y mesenterio, el
tejido adiposo esta organizada en grandes estructuras lobulares. Se encuentra muy
difundido por todo el organismo, pero existen variaciones en la cantidad, en funcién de la
edad y el género; por ejemplo en hombres pude almacenarse una gran cantidad en el tejido
subcutaneo abdominal mientras que en las mujeres se acumula mas en el depdsito
subcutaneo de gluteos caderas y mamas. Ademas, el WAT también cumple funciones
constructivas mecanicas en localizaciones como la 6érbita, articulaciones grandes, palmas
de manos y pies, donde no se ve afectado, ni se degrada, en periodos de inanicion.

Esta caracterizado por adipocitos con una Unica inclusion lipidica y un nucleo colocado
excéntricamente. El tejido adiposo proporciona un lugar de almacenaje ilimitado para
triglicéridos (Ahima & Flier, 2000) (Welsch, Sobotta Histologia, 2009).

Los adipocitos cuentan con un didmetro de en ocasiones mas den 30@h
encontrarse muy juntos con frecuencia adoptan una forma hexagonal. Los organulos de
adipocitos blancos se someten tipicamente a una disposicion confinada debido a la
presencia de una gota lipidica unilocular que ocupa la mayor parte del citosol. El nucleo
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estd usualmente comprendido entre la grasa y la membrana plasmatica. Hay una escasa
distribucion de mitocondrias en adipocitos blancos y de otros organulos celulares, como el
aparato de Golgi y el reticulo endoplasmatico. El color de esta gran gota va del blanco al
amarillento dependiente de la cantidad de carotenos presentes en la dieta. Aunque también
existen periodos en que pueden presentar mas de una inclusién, como durante el desarrollo
como tras periodos de inanicion, cuando las células restablecen sus depositos lipidicos
(Welsch, 2009).

La formacion del tejido adiposo blanco comienza antes del nacimiento. La mayor
expansion del mismo tiene lugar rdpidamente tras el nacimiento. Pero, el desarrollo es un
proceso continuo a lo largo de la vida. Una vez que el tejido adiposo esta completamente
formado, los adipocitos representan entre uno y dos tercios del mismo. El resto del tejido
esta constituido por células sanguineas, células endoteliales, pericitos y precursores de los
adipocitos con distintos grados de diferenciacion, fundamentalmente fibroblastos, aunque
también aparecen preadipocitos (células intersticiales o vacias de lipidos) células
mesenquimales pobremente diferenciadas (poseen pequefias gotas de lipidos) y células
grasas muy pequefas (Sarjeant & Stephens, 2012).

3.2.2 Fisiologia del Tejido adiposo pardo: BAT (Brown adipose tissue)

El tejido adiposo marrén esta inervado por el sistema nervioso simpatico y bien
vascularizado. Los adipocitos marrones son tipicamente elipsoides y su tamafio entre 15-
50mm. Contiene multiloculares gotas lipidicas. El ndcleo de estas células esta
relativamente centralizado dentro del citoplasma y estan presentes todos los organulos
clasicos (Sarjeant & Stephens, 2012).

Morfologicamente los adipocitos pardos son multiloculares, contienen menos lipidos
gue los blancos, siendo particularmente ricos en mitocondrias. En humanos, el tejido
adiposo pardo rodea el corazén y los grandes vasos durante la infancia, tendiendo a
desaparecer con el tiempo, de forma tal que sélo escasas células se pueden encontrar en los
reservorios grasos.

En este tejido las células contienen multitud de inclusiones lipidicas y mitocondrias.
Su color parduzco, que le da nombre, se debe a la alta presencia de citocromos
mitocondriales, asi como a una irrigacion vascular abundante. Tiene una estructura
lobulillar y en los seres humanos es muy abundante en neonatos (cintura escapular, axila
etc.) asi como en animales hibernantes, en los cuales aumenta antes del suefio invernal.
Evidencias recientes parecen indicar que también se encuentra presente en cantidades
destacables en humanos adultos (Welsch, 2009).

La principal funcion del BAT es la de producir calor mediante la oxidacion de los
acidos grasos en las mitocondrias, organulos que se encuentran en alta concentracién en
estos adipocitos. Se encuentra muy bien inervado por el sistema nervioso simpatico, que
liberan noradrenalina. La union de la adrenalina a los receptores adrenéi@jigasra?)

y, fundamentalmentg-3 (Adrb3), activa la degradacion enzimatica dettagicéridos
(TGs) y como consecuencia se obtiene calor, al desacoplarse la fosforilacién oxidativa de
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la cadena de transporte electrénico; proceso mediado por la proteina desac@pladota
(uncoupling proteinl, UCR1) (Welsch, 2009).

Los adipocitos marrones no absorben cantidades significativas de glucosa con la
estimulacién de la insulina. Sin embargo, son sensibles al sistema nervioso simpatico, y
norepinefrina pudiendo estimular la captacion de glucosa independiente de la insulina
(Shimizu, Kielar, Minokoshi, & Shimazu, 1996). Los adipocitos blancos y marrones
almacenan y metabolizan los lipidos en diferentes maneras. Los adipocitos blancos
acumulan triglicéridos derivados de nutrientes y los liberan por lipélisis durante los
periodos de ayuno, mientras que los adipocitos marrones oxidan sus reservas de lipidos por
una via que produce calor en el que el principal implicado es UCP1. UCP1 se expresa en
grandes cantidades en adipocitos marrones y es el mediador central en la capacidad de BAT
para producir calor adaptativo. La importancia de UCP1 se demostré en los ratones
knockout, en los que los ratones deficientes de UCP1 eran incapaces de sobrevivir a la
exposicion a largo plazo al fri@olozoubova, et al.,, 2001). UCP1 se localiza en la
membrana interna mitocondrial, donde reduce el gradiente de protones a través de la
membrana, facilitando el flujo de protones desde el espacio intermembrana de la
mitocondria de nuevo a la matriz, liberando de este modo calor en lugar de la produccién
de ATP. Las temperaturas subtermoneutrales desencadenan esta via y estimulan el sistema
nervioso simpatico para liberar noradrenalina. La norepinefrina actla a través de receptores
B-adrenérgicos para jugar un papel en la activacedfadermogénesis. La importancia
fisiologica de los receptor@adrenérgicos se demostré en ratones deficientks dees
receptoreg-adrenérgicos. En estos ratones se habian red@ésdadas metabdlicas y la
susceptibilidad a la obesidad severa en animales alimentados con dieta alta en grasas
(Bachman, et al., 2002) (Sarjeant & Stephens, 2012).

Recientemente se ha revelado, principalmente en roedores, que frente a determinados
estimulos puede producirse una remodelacion del tejido adiposo blanco en marron,
proceso conocido como marronizaciébrowning(Loncar, 1991). Este proceso consiste
en la aparicion de adipocitos similares a los adipocitos marrones en depdsitos de TAB en
respuesta a estimulos como exposicion al frio, tratamiento con farmacos o tratamientos
dietarios (Giralt & Villarroya, 2013). Los adipocitos marrones presentes en el TAB
reciben el nombre dwite (debrown in whit@ o beige Estas células tienen caracteristicas
similares a los adipocitos marrones, como su capacidad termogénica, por lo que podrian
contribuir al gasto energético y al mantenimiento del peso corporal. También en humanos
se han encontrado islas de tejido adiposo marron dentro de depdsitos de grasa blanca, y
adipocitos con caracteristicas de adipocitos marrones que expresan ARNm de UCP1
(Oberkofler, et al., 1997). La posibilidad de aumentar la cantidad de adipocitos marrones
funcionales, especialmente aquellos presentes en los abundantes depdsitos de grasa
blanca aparece como una interesante herramienta o posibilidad terapéutica para combatir
(prevenir o tratar) la obesidad y problemas relacionados. De hecho, se cree que la
remodelacion del tejido adiposo blanco a marrén puede conferir proteccion frente a la
obesidad en numerosos modelos experimentales (Bonet, Oliver, & Palou, 2013).
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3.3 LA FUNCION ENERGETICA DEL TEJIDO ADIPOSO
3.3.1 Almacenamiento

El tejido adiposo blanco es el mayor reservorio de energia en eucariotas superiores. El
principal objetivo del WAT es la sintesis y el almacenaje de triglicéridos en periodos de
exceso de energia y la hidrolisis de TAG para generar acidos grasos para ser usados por
otros 6rganos en periodos de escasez de energia (Gregoire, Smas, & Sul, 1998). El tejido
adiposo también secreta adipoquinas que regulan la ingesta de energia y el metabolismo.
La energia se almacena en forma de triglicéridos en los adipocitos. La principal fuente de
triglicéridos para los adipocitos procede de los quilomicrones y las VLDL circulantes. Los
triglicéridos de estas lipoproteinas son hidrolizados hasta &cidos grasos libres y
monoglicerol por la lipoproteina lipasa (LPL) que se encuentra en la pared de los capilares
del tejido adiposo. Estos acidos grasos libres son captados por los adipocitos a través de
procesos de transporte activo mediado por proteinas transportadoras especificas de acidos
grasos. Una vez en el interior de la célula, los acidos grasos son reesterificados para formar
triglicéridos (Queiroz, Alonso-Vale, Curi, & Lima, 2009). Los lipidos pueden ser
hidrolizados y pueden ser usados pdi-taidacion, sintesis de membranas, modificacion
de proteinas o generacion de moléculas sefalizadoras en funcion de las necesidades del
organismo. Asi los TG/DGs almacenados son fuente energética para todo el organismo,
pero también los esteres de colesterol que son utilizados en los tejidos estereidogénicos
para la sintesis de esteroides.

Los adipocitos son células especializadas en el deposito de TGs, a los que almacenan
en grandes cantidades, en forma de gota de grasa que ocupan casi totalmente la célula. Esta
gran gota lipidica (lipids droplets o LP) resulta ser el organulo de almacenaje por
excelencia. Aqui se encuentran almacenados los triglicéridos (TGs), diacilglicéridos (DGS)

y otros lipidos. El almacenamiento de triacilglicerol en el tejido adiposo es la principal
reserva energética del organismo de mamiferos. El exceso en la acumulacion de TAG da
como resultado la obesidad, también relacionados con desordenes metabdlicos como la
diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares e hipertension (Ahmadian, Duncan,
Jaworski, Sarkadi-Nagy, & Sul, 2007). Los TAG son sintetizados y almacenados en gotas
lipidicas citosélicas en momentos de excesos de energia, y son movilizados por gotas
lipidicas, por lipdlisis, cuando se necesita energia para generar acidos grasos. Mientras que
la sintesis de TAG también tiene lugar en otros 6rganos, como el higado para la produccién
de VLDL, la lipdlisis para el abastecimiento de acidos grasos como fuente de energia para
otros organos es una funcion exclusiva de los adipocitos (Ahmadian, Duncan, Jaworski,
Sarkadi-Nagy, & Sul, 2007). El incremento de la lipdlisis en adipocitos quizas fuese una
potencial diana terapéutica para el tratamiento de la enfermedad. Sin embargo, niveles
cronicamente altos de acidos grasos en sangre, tipicamente observados en obesidad, se
correlacionan con muchas consecuencias metabdlicas desfavorables como la resistencia a
la insulina (Welsch, Sobotta Histologia, 2009) (Ahmadian, Wang, & Sul, 2010).
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La gota lipidica no es un acumulo sin mas de lipidos, sino que tiene una estructura
concreta con una serie de proteinas especificas asociadas (Ahmadian, Wang, & Sul, 2010).

Las gotas lipidicas (lipid droplets LDs) son organulos dinamicos ubiquitinizados que
almacenan y suministran lipidos en todas las células eucariotas y alguna procariota para el
metabolismo energético, la sintesis de la membrana y la produccion de moléculas derivadas
de lipidos esenciales. En la ultima década se ha puesto especial interés en la biologia del
organulo celular debido a la relacion entre las gotas lipidicas y la prevalencia de
enfermedades humanas y el descubrimiento de nuevas e insospechadas funciones de las
gotas lipidicas. El almacenaje de lipidos en las células varia y refleja un balance entre los
lipidos entrantes y el consumo de lipidos. En enfermedades relacionadas con grasa como
la obesidad y la arteriosclerosis tiene lugar una acumulacién excesiva de gotas lipidicas
(Krahmer, Farese, & Walther, 2013) (Pol, Gross, & Parton, 2014).

En tiempo donde la energia escasea, los TAG almacenados en gotas lipidicas se
hidrolizan a acidos grasos y glicerol por la via lipolitica. Los acidos grasos liberados desde
el tejido adiposo pueden entrar en la circulacion y ser captado por otros orgarfgs para
oxidacion y subsecuentemente la generacion de ATP. Adicionalmente, los acidos grasos y
el glicerol liberado también pueden servir como sustrato en el higado para la ketogénesis y
gluconeogénesis respectivamente. Previamente, la lipasa sensible a hormonas (HSL) se
consideré que era la enzima limitante de la velocidad de hidrdlisis de TAG (Duncan,
Ahmadian, Jaworski, Sarkadi-Nagy, & Sul, 2007). Sin embargo, los ratones knockout para
HSL no eran obesos y acumulaban diacilglicerol (DAG) en el tejido adiposo en lugar de
TAG, implicando a HSL como una lipasa DAG y sugiriendo la presencia de nuevas lipasas
adicionales en adipocitos (Haemmerle, et al., 2002) (Ahmadian, Wang, & Sul, Lypolysis
in adipocytes, 2010).

3.3.2 LIPOGENESIS

La lipogénesis es el proceso por el cual los azucares simples como la glucosa se
convierte en acidos grasos, que posteriormente se esterifican con glicerol para formar los
triglicéridos que estan empaquetados en VLDL y secretada por el higado. Para sintetizar
los triglicéridos que el tejido adiposo utiliza como almacenaje de energia, necesita primero
acidos grasos que pueden proceder de la dieta, de los ya almacenados en las células o de
sintesisde novo. De la dieta, una vez ingeridas, las grasas son absorbidas en el intestino
delgado después de haber sido emulsionadas por las sales biliares. A continuacién las
distintas lipasas intestinales las degradan en distintos componentes que van desde los TGs
hasta FAs y glicerol. Estos componentes difunden hasta el interior de las células epiteliales
del intestino donde otra vez como TG se empaquetan junto con el colesterol de la dieta y
proteinas especificas y forman los quilomicrones yviy low density lipoproteins
(VLDL). De esta forma viajan por el torrente sanguineo hasta los capilares de los tejidos.
En la superficie de las células que van a utilizar estos TG se encuentra un enzima
denominadolipoprotein lipase(LPL) que es el encargado de hidrolizarlos de estas
estructuras en las que se transportan y convertirlos en acidos grasos y glicerol que penetran
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en la célula (Cox & Nelson, 2006). Pero ademas de los almacenados y de los obtenidos a
partir de la dieta, el organismo también puede sintetizarlos de novo.

La lipogénesis abarca los procesos de sintesis de acidos grasos y la sintesis de
triglicéridos posteriores. Se inicia con la acetil-CoA y se acumula por la adicion de dos
unidades de carbon. La sintesis se produce en el citoplasma, en contraste con la degradacion
(oxidacién) que se produce en la mitocondria. El término lipogédesiwvodesigna
especificamente la formacion de acidos grasos a partir de alguan precursor derivado del
adipocito, por ejemplo glucosa.

Acetil-CoA +ACP 2. Acetil-ACP
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Fig. 7. Lipogénesis. Elaboracion propia.

La sintesis de acidos grasos necesita de dos precursores, €Cageilel maloni
CoA. El acetidCoA utilizado en este proceso se forma fundamentabnen las
mitocondrias a partir de la oxidacion de piruvato y el catabolismo de los aminoacidos. El
gue se produce enfaoxidacion no representa una fuente significativgy@ambas rutas
se regulan reciprocamente. La membrana mitocondrial interna es impermeable-al acetil
CoA, por lo que una lanzadera indirecta transfiegugvalentes del grupo acetilo a través
de la membrana mitocondrial. El ac&libA se combina con el oxalacetato por accion de
la citrato sintasa dando citrato que por el transportador de citrato lo lleva al citosol y por
medio de la ATP citrato liasa (ACL) vuelve a transformar al citrato en @Al La
sintesis de los acidos grasos necesita de un intermediario conocido como-@adariia
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formacion de malonil COA es un proceso irreversible catalizado poradaetil-CoA
carboxilasa(ACC) a partir del acetCoA. Se trata de una reaccién de carboxilaciéon
dependiente de biotina. Se produce con consumo de ATP y el grupo carboxilo procede del
bicarbonato. La formacién del acido graso esta mediada por la fatty acid synthase (FAS) a
partir del malonHCoA y de acetdCoA. En cada paso se afiaden dos carbonos y consta de
cuatro etapas que cataliza FAS. Estos pasos son 1) condensacion de un grupo acilo activado
(un grupo acetilo procedente del ac€&dA) y dos carbonos procedentes del maiGuA,

con liberacion de C®procedente del grupo malonil; 2) el produftaceto se reduce a
alcohol; 3) la eliminacion de H2O crea un doble enlace; 4) el doble enlace se reduce para
formar el correspondiente grupo acilo graso saturado. Y asi se suceden de forma continua
estos 4 pasos Yy la sintesis del &cido graso se detiene al llegar a los 16 carbonos, dando como
resultado un acido graso conocido como palmitato. La energia quimica requerida procede
del ATP y del poder reductor del NADPH. Todo este proceso ocurre en el citoplasma (Cox

& Nelson, 2006).

Para la regulacién de la sintesis de acidos grasos, la clave reguladora es ACC, ya que
si existe un exceso de palmitato, ACC se fosforila y pasa a ser inactiva. Por la contra si
existe mucho acetil-CoA en el interior de la mitocondria se estimula la actividad de ACC.
Esta regulacion también es llevada a cabo por distintos sensores hormonales (glucagon e
insulina) y mediada por AMPK. AMPK activada fosforila e inhibe la actividad de ACC y
reduce la expresion de FAS a través de un mecanismo dependiente de SREBH-1 (
regulatory element binding proteih).

Una vez que los acidos grasos estan sintetizados el otro componente necesario para la
sintesis de TGs es el glicei®P. Casi todo el glicere8-P procede de la dihidroxiacetona
fosfato generada en la glucolisis por accion de la gli&fosfato deshidrogenasa (Cox
& Nelson, 2006).

3.3.3 LIPOLISIS

Entendemos como lipolisis la capacidad de las células para liberar acidosfatisos (
acids FA) y glicerol de los TGs, con el fin de que estén disponibles para la maquinaria
celular, y puedan ser combustible par@-laxidacion de los acidos grasos. Este proceso
genera gran cantidad de energia para la célula y, por extension, para el organismo. El
proceso de lipolisis ocurre dentro de la célula, mas concretamente en la superficie de la
gota lipidica. Unicamente los adipocitos maduros poseen un la maquinaria completa para
la metabolizaciéon de los TGs (lipolisis y sintesis de TG) y para la producciéon de adipocinas
(Cox & Nelson, 2006). Una de las principales finalidades de todos los TG almacenados en
la gota lipidica es servir de combustible a la célula o al organismo. Pero este proceso
catabdlico se encuentra fuertemente regulado por hormonas y otras sefales. Los
triglicéridos presentes en la gota lipidica necesitan ser degradados o hidrolizados hasta
acidos grasos para que estos entren @roledacion y proporcionar asi la energia que
necesita el organismo.
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ADIPOCITO

Triacilglicerol

p| Acido graso
’[‘-‘iacilgli cerol
#U-.. Acido graso

Monoacilglicerol

#/-" Acido graso

Glicerol

Fig. 8. Lipodlisis. Elaboracion propia.

El proceso de hidrélisis de triglicéridos consta de varios pasos donde podemos
encontrar varias enzimas implicadas. El primer paso sera hidrolizar los TGs presentes en
la gota lipidica a DGs. En la actualidad se sabe que este proceso es llevado a cabo por la
ATGL. El siguiente paso es el de hidrolizar el DG a monoacilglicéridos (MGs). Este paso
es catalizado por la hormone sensitive lipase o HSL.

La B-oxidacion de los acidos grasos de cadena largatis-@oé\ es una ruta central
de produccion de energia en muchos organismos Y tejidgsokalacion es un proceso
catabdlico de los acidos grasos en el cual sufren remocién, mediante la oxidacion, de un
par de atomos de carbono sucesivamente en cada ciclo del proceso, hasta que el &cido graso
se descompone por completo en forma de moléculas acetil-CoA, que seran posteriormente
oxidados en la mitocondria para generar energia quimica en forma de (ATP).

La lipolisis, se encuentra fuertemente regulada por hormonas. Durante la lipdlisis, los
triglicéridos almacenados en el tejido adiposo son hidrolizados hasta acidos grasos y
glicerol. El paso limitante de la lipdlisis esta controlado por la lipasa sensible a hormonas
(HSL). Esta enzima cataliza la hidrolisis de triglicéridos hasta monoglicéridos. Finalmente,
éstos son degradados por la monoacilglicerol lipasa. La HSL esta sujeta a una intensa
regulacion. Asi, la HSL se activa por fosforilacion controlada por la proteina quinasa A, la
cual esta asimismo activada por la via del AMP ciclico (AMPc). La lipdlisis se vera
estimulada por todas aquellas hormonas que al unirse a su receptor provoquen la activacion
de proteinas G estimulantes y, por tanto, la estimulacion de la adenilato ciclasa y la
formacion de AMPc, como ocurre por la union de catecolaminas a los recdptores
adrenérgicos. Por el contrario, la lipdlisis va a ser inhibida por aquellas hormonas cuyo
receptor se encuentra asociado a la adenilato ciclasa a través de proteinas G inhibitorias.
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Esto provoca una menor produccion de AMPc y una menor activacién de la proteina
guinasa Ay por tanto de la HSL.

El incremento en acidos grasos libres derivado del aumento en el tamafio y la actividad
lipolitica de la grasa visceral parece ser el responsable de las alteraciones metabdlicas
hepaticas, que conducen finalmente a hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, resistencia a
la insulina, etc.

El adipocito tiene la capacidad de acumular grasa cuando el aporte energético es
excesivo; y de movilizarla cuando el organismo requiere energia. Para esto, la célula
adiposa contiene todas las enzimas de la lipdlisis y de la lipogénesis y es capaz de modificar
su tamafio hasta 20 veces su didmetro y varios cientos de veces su volumen. El metabolismo
lipidico en el tejido adiposo es dependiente del requerimiento energético del organismo y
esta finamente regulado por nutrientes, sefiales hormonales y neuronales. El tejido adiposo
blanco no sélo responde a hormonas, sino que también las produce y secreta. Mediante
estas sefales moleculares el adipocito participa en la regulacién de multiples funciones
celulares y se comunica con células de otros tejidos localizadas en 6rganos distantes, como
hipotadlamo, pancreas, higado, musculo esquelético, rifién, endotelio y sistema inmune.

3.3.4 Alteraciones del tejido adiposo: LIPODISTROFIA

Paradojicamente, las anormalidades metabdlicas tipicamente encontradas en la
obesidad también estan asociadas con una lipodistrofia que es caracterizada por la pérdida
selectiva de tejido adiposo de regiones particulares del cuerpo (Bhayana & Hegele, 2002).

Hace tiempo que se ha observado que el exceso de tejido adiposo predispone hacia el
desarrollo de la resistencia a insulina. Es menos conocido, pero igual de importante, que la
perdida de relleno selectivo de grasa, o ausencia completa de tejido adiposo, también esta
asociada con formas severas de resistencia a insulina (Moitra, et al., 1998). Esto es en parte
debido a la ausencia de compartimentos especializados en el almacenamiento de lipidos
bajo condiciones normales. Esto lleva a que no se regule la sintesis de triglicéridos y acidos
grasos libres, asi como a la no regulacion de las proteinas especificas secretadas por el
adipocito, un grupo de proteinas llamadas adipoquinas o adipocinas. El tejido adiposo es
un regulador del sistema de almacenaje de lipidos y a través de la secrecion de un nimero
de adipoquinas tiene influencia en muchos procesos, incluyendo el metabolismo
energético, inflamacion y cambios patofisiologicos como cancer o enfermedades
infecciosas (Nawrocki & Scherer, 200%cherer, 2006).

Aunque los mecanismos moleculares fundamentales no estdn claros, las
complicaciones metabdlicas pueden resultar de un almacenamiento ectépico de TAG en
tejidos como el higado y el musculo. Una propiedad adecuada para el almacenamiento de
TAG en adipocitos es claramente importante para la regulacion metabdlica normal. En
vista de la amplia gama de problemas de salud asociados con inadecuada el
almacenamiento de grasa y la liberacion, es fundamental para entender la regulacion del
adipocito especifica de TAG la sintesis y la hidrdlisis (Ahmadian, Duncan, Jaworski,
Sarkadi-Nagy, & Sul, 2007).
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SENALES REGULADORAS DE LA HOMEOSTASIS
DIRECTAMENTE RELACIONADAS CON LOS OBJETIVOS
DE ESTA TESIS

4. NR4A

NR4A es una subfamilia de receptores nucleares huérfanos (NR) que en mamiferos
consta de tres isotiposur77 (NR4A1)Nurrl (NR4A2) yNor-1 (NR4AS3). Los receptores
NR4A son factores de transcripcion (contrarios a los receptores nucleares clasicos) cuya
actividad es controlada primariamente a nivel de expresion proteica y/o modificacion post-
translacional. Son factores de transcripcion pertenecientes a la superfamilia de receptores
esteroideos hormonales nucleares (Forman, Umesono, Chen, & Evans, 1995)
(Mangelsdorf, et al., 1995) (Li, Ke, Sundaram, & Wong-Staal, 2006).

4.1DESCUBRIMIENTO

Se han usado diferentes homenclaturas para describir estos genes. Por conveniencia
usamos la terminologia para genes homologos en ratoNpata yNurrl y su homologo
en humano pardlor-1. EI homdlogo de rata déur77, NGFI-B (factor de crecimiento
nervioso inducible B) fue la primera de estas proteinas descubierta, cuando fue identificada
en feocromocitoma de rata (células PC12) siguiendo la diferenciacion con el factor de
crecimiento nervioso (Milbrandt, 1988). Subsecuentemente, el homélogo e taith
(receptor nuclear 77) fue identificado en fibroblastos (Hazel, Nathans, & Lau, 1988).
(factor relacionado con Nur 1), el segundo gen en esta subfamilia fue aislado por Law y su
grupo por screening de la libreria de cDNA del cerebro de ratén con la sonda COUP-TF,
otro receptor nuclear (Law, Conneely, DeMayo, & O Malley, 1992). Tras esto, otros
homologosNurrl fueron identificados en rata (RNR-1 y Hzf-3) (Scearce, Laz, & Hazel,
1993) (Pefia de Ortiz & Jamieson, 1996) y en humanos (NOT) (Mages, Rilke, Bravo, &
Senger, 1994). El dltimo miembro de esta subclbse;1 (receptor nuclear huérfano
derivado 1), fue aislado del cultivo de neuronas de prosencéfalo de ratas sometidas a
apoptosis (Ohkura, Hijikuro, Yamamoto, & Miki, 1994) (Eells, Witta, Otridge, Zuffova, &
Nikodem, 2000) (tabla 2).

Nur77 Nurrl Nor-1
Raton Nur77; N19; TIS1 Nurrl No clonado
Rata NGFI-B RNR-1 Nor-1
Humano TR3, NAK1, ST59 NOT, Nurrl Minor, Tec, NOR-1, CHN

Tabla 2. Nomenclatura alternativa para los miembros de la subfamilia NR4A. Nur77
(NGF1B/N10/NAK-1 (Soriano, Montgomery, Geske, & Bradley, 1991) (Guichet, et al., 1997) (Zhou &
Palmiter, 1995); Nurr1 (RNR-1y NOT (Fonnum, 1975) (Yamada, Placzek, Tanaka, Dodd, & Jessell, 1991)
(Yu, et al., 1997); Nor-1 (minor/tec) (Hynes, et al., 1994) (Hyman, et al., 1991) (Knisel, et al., 1991).
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4.2ESTRUCTURA
4.2.1 Estructura génica

Los tres genes contienen 6 exones traducibles con sitios similares de corte exén/intron
conforme la regla de corte de intron GT-AG donador/aceptor (Milbrandt, 1988) (Hazel,
Nathans, & Lau, 1988) (Castillo, Xiao, Lyu, Kozak, & Nikodem, 1997) (Ohkura, et al.,
1996) (figura 9). Los genééurrl yNor-1 contienen dos exones no traducibles 5" mientras
gue el geNur77 tiene solo un exdn no traducible 5. El primer exén traducible (exén 3 de
Nurrl yNor-1y exén 2 déNur77) codifica el dominio N-terminal y el primer dedo de zinc
de la region DBD. El siguiente exdn traducible codifica el segundo dedo de zinc de DBD.
EL tercer exdn codifica una region bisagra mientras que los ultimos tres exones traducibles
codifican una region putativa de unidn/transactivacion de ligando, el codon de parada de
la traduccién, y una region no traducible 3" (Milbrandt, 1988) (Hazel, Nathans, & Lau,
1988) (Castillo, Xiao, Lyu, Kozak, & Nikodem, 1997) (Ohkura, et al., 1996). Ademas la
region no traducible de estos genes, como de otros genes inmediatos tempranos, contienen
secuencias ATTTA las cuales son caracteristicas de mMRNAs de vida corta (Eells, Witta,
Otridge, Zuffova, & Nikodem, 2000).

Una similitud entre los genes de la superfamilia de receptores nucleares es la presencia
de una union exon/intron entre dos motivos de dedos de zinc. El lugar de corte en muchos
de otros receptores nucleares esta bien conservado, localizado en los nueve nucleétidos
downstream de una region que codifica Phe-Phe-Lys-Arg (Ryseck, Macdonald-Bravo,
Mattei, Ruppert, & Bravo, 1989). Sin embargo, el lugar de corte en losgan&sNurrl
y Nor-1 tiene lugar entre los codones de lisina y argif@estillo, Xiao, Lyu, Kozak, &
Nikodem, 1997) (Ohkura, et al., 1996) (Ryseck, Macdonald-Bravo, Mattei, Ruppert, &
Bravo, 1989). Estos patrones de corte distintos promueven la diferendiati€ Nurrl
y Nor-1 como una subfamilia de receptores hormonales nucleares (Eells, Witta, Otridge,
Zuffova, & Nikodem, 2000).

MNur¥7 |
' 2 3 i 8 . r ]
e n FTETTIT ; 9 [MmE 1
Murrl [ i I':,_ﬁ:,f-.p-/.; ,?!,r j E £ L:_i_,!.__i -

on ] AT DS

Fig. 9. Estructura génica de la subfamilia NR4A y un diagrama de sus dominios proteicos estructurales.
Los exones estan numerados e ilustrados con cajas y los intrones por lineas. DBD (dominio de union a
DNA) LBD (dominio de union al ligando). Imagen adaptada (Eells, Witta, Otridge, Zuffova, & Nikodem,
2000). Con permiso de Current Genomics.
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4.2.2 Estructura proteica

Muchos investigadores han descrito la estructura de la familia NR4A (Meinke &
Sigler, 1999). Las estructuras de estas proteinas receptoras se han revisado con detalle por
Hsu y su grupo (Hsu, Zhou, & Mountz, 2004).

La estructura proteica de los receptores consiste en tres componentes estructural y
funcionalmente distintos que incluyen un dominio de activacién en su extremo N-terminal
(A/B 0 AF-1), un dominio de unién a DNA (C o DBD) (Wilson, Fahrner, Johnston, &
Milbrandt, 1991) y un dominio de unién a ligando (E, LBD o AF-2) en su extremo C-
terminal (Enmark & Gustafsson, 1996).

NR4A1, 2 y 3 son altamente homélogos en el dominio DBD (91-95%), modestamente
homologos en el dominio LBD (60%) y muy divergentes en su dominio de activaciéon. Los
tres miembros se encuentran en el ndcleo ya que su dominio DBD contiene sefales de
localizacion nucleares (NLS) (Katagiri, et al., 2000) (Li, Ke, Sundaram, & Wong-Staal,
2006).

Las funciones del dominio C-terminal como un dominio de unién al ligando también
tiene funcidon en dimerizacion, localizacion nuclear y en transactivacion o expresion-
represion de genes. Mientrisir77, Nurrl y Nor-1 comparten esta estructura tripartita,
también comparten otras homologias estructurales mucho mayores que con otros
receptores hormonales nucleares. La estructura de la region DBD altamente conservada
incluye dos dedos de zinc, cada uno con cuatro residuos de cisteina responsables de la
unioén. Dentro de la regiéon DBD hay varios motivos altamente conservados llamados cajas
P-, D-, T- y A- que son necesarios para la union a la secuencia de DNA especifica. Las
cajas P, T y A son idénticas Blur77,Nurrl y Nor-1 (Milbrandt, 1988) (Hazel, Nathans,

& Lau, 1988)(Castillo, Xiao, Lyu, Kozak, & Nikodem, 199{®hkura, et al., 1996). Estas
regiones se requieren para la unién a las secuencias especificas de DNA en genes diana.
La caja D se piensa que es necesaria para la orientacion de la proteina ya que las mutaciones
alteran la formacién de dimeros entre el receptor de estrégeno y el receptor de
glucocorticoide. La caja D eNurrl y Nor-1 son idénticas, mientras que or77 es

diferente en una posicion aminoacidica (Milbrandt, 1988) (Hazel, Nathans, & Lau, 1988)
(Castillo, Xiao, Lyu, Kozak, & Nikodem, 1997) (Ohkura, et al., 1996).

El dominio LBD de NR4AL1 contiene tres sefales de exportacion nuclear (3XNES) asi
como un dominio de union a Bcl-2 (Katagiri, et al., 2000). La union de DBD a la secuencia
consenso de DNA “AAAGGTCA” (NBRE, elemento de respuesta NGFI-B) se realiza en
forma de monémero, y a “AAAT” (G/A)(C/T)CA (NurRE, elemento de respuesta a Nur)
por interaccion de homodimeros o heterodimeros para activar diferentes expresiones del
gen diana (Perlmann & Jansson, 1995) (Zetterstrom, Solomin, Mitsiadis, Olson, &
Perlmann, 1996) (Maira, Martens, Philips, & Drouin, 1999).

Los dimeros tienen una actividad mas fuerte que los monémeros, y los diferentes
dimeros muestran preferencia por distintas secuencias de DNA diana. Las proteinas de la
familia NR4A estan implicados en una amplia variedad de procesos bioldgicos,
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especialmente estan implicados en supervivencia y apoptosis. Son genes tempranos
inducidos por suero, factores de crecimiento y el acoplamiento del receptor.

A AF-1 DBD LED AF-2

o —— p : T
N{ AB | ¢ | o | E [ F }c
B 1 265 353 598
Nur77 | ]

1 265 369 598

Nurr1 [ 28 | 95 | 65

1 202 378 526
NOR-1 | 26 94 | 58 |

Fig 10. Estructura proteica de subfamilia NR4A. A. Representacion esquematica de la secuencia
correspondiente a los genes NR4A. B. Alineacion de la secuencia aminoacidica de los genes NR4A y el
porcentaje de similitud con las regiones de Nur77. Imagen adaptada (Martinez-Gonzalez & Badimon,
2005). Con permiso de Cardiovascular Research.

4.3ISOTIPOS
4.3.1 NR4A1- Nur77

Nur77 esta implicado en la mediacion del ciclo celular, la inflamacién y la apoptosis.
La proteinaNur77 juega un papel clave en la mediacion de las respuestas inflamatorias
en los macrofagos. Ademas, la localizacion subcelular de la proteina NGFIB parece
desempeniar un papel clave en la supervivencia y muerte de las células. La expresion es
inducida por fitohemaglutinina en linfocitos humanos y por la estimulacion de los
fibroblastos retenidos en suero. La translocacion de la proteina desde el ndcleo hasta las
mitocondrias induce la apoptosis. Se han identificado multiples variantes de corte y
empalme alternativo, que codifican la misma proteina (Eells, Witta, Otridge, Zuffova, &
Nikodem, 2000).

4.3.2 NR4A2Nurrl

Nurrl juega un papel clave en el mantenimiento del sistema dopaminérgico del
cerebro. Las mutaciones en este gen se han asociado con trastornos relacionados con la
disfuncion dopaminérgica, incluyendo la enfermedad de Parkinson, la esquizofrenia y la
depresion maniaca. La regulacion deficiente de este gen puede estar asociado con la artritis
reumatoide. En este gen se han identificado cuatro variantes de la transcripcién que
codifican cuatro isoformas. Pueden existir variantes de empalme alternativas adicionales,
pero su naturaleza de longitud completa no se ha determMaxta.induce la expresion
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de la tirosina hidroxilasa, que eventualmente conduce a la diferenciacibn en neuronas
dopaminérgicasNurrl, se ha demostrado para inducir la diferenciacion en células
precursoras del SN@ vitro pero requieren factores adicionales para llegar a la plena
madurez y la diferenciacidbn dopaminérgica (Castillo, Xiao, Lyu, Kozak, & Nikodem,
1997).

4.3.3 NR4A3Nor-1

Nor-1 fue originalmente identificado en cultivo primario de células del tronco cerebral
de ratas bajo apoptosis. Su mMRNA se expresa en células neuronales apoptéticas y en el
cerebro fetal, en este ultimo con picos en el dia embrionario 17 y desciende hasta niveles
bajos en el cerebro de adultos. En otros tejidos adultos normales los niveles de expresion
no son significativos (Ohkura, et al., 1996).

4.4DISTRIBUCION/LOCALIZACION

En contraste a algunos genes tempranos inmediatos, que muestran una expresion basal
baja, Nur77,Nurrl y Nor-1 se expresan en diferentes tejidos bajo condiciones basales.
Nur77 presenta mayor distribucién en tejidos con altos niveles de expresion en la hipofisis,
cerebro, masculo, préstata, timo y adrenales y bajos pero detectables niveles en muchos
otros tejidos (Milbrandt, 1988) (Law, Conneely, DeMayo, & O Malley, 1992) (Ryseck,
Macdonald-Bravo, Mattei, Ruppert, & Bravo, 1989) (Bandoh, Tsukada, Maruyama,
Ohkura, & Yamaguchi, 1997).

Nurrl y Nor-1 se expresan en altos niveles en el cerebro y en la hipbigisl
también se expresa en timo, adrenales, bazo, epididimo y conducto deferente (Law,
Conneely, DeMayo, & O’Malley, 1992) (Bandoh, Tsukada, Maruyama, Ohkura, &
Yamaguchi, 1997) (Maruyama, Tsukada, Bandoh, Sasaki, & Ohkura, 1997). En el cerebro,
las tres proteinas se expresan en neuronas en una compleja distribucion con patrones de
expresion, espaciales y temporales, tanto Unicos como solapados (Zetterstrom, Solomin,
Mitsiadis, Olson, & Perlmann, 1996). Habria que destacar que la expre$idin7ieen el
cerebro es baja durante el desarrollo embrionario pero se incrementa con la madurez
(Zetterstrom, Solomin, Mitsiadis, Olson, & Perlmann, 1996) (Bandoh, Tsukada,
Maruyama, Ohkura, & Yamaguchi, 1997) (Maruyama, et al., 1998). Sin embargo, tanto
Nurrl comoNor-1 tienen sus picos durante el desarrollo embrionario y alcanzan niveles
de expresién mas estables en adultos (Maruyama, Tsukada, Bandoh, Sasaki, & Ohkura,
1997). Las tres proteinas se expresan en neuronas en varias areas del cerebro, en conjunto
o por alguna combinacion de los tres miembros NR4A.Mwi/ 7y Nor-1 se expresan en
el estriadoNur77 yNurrl en el bulbo olfatorio y las tres proteinas en el cerebabgnula
medialy células difusas del hipocampo. Una region cerebral con la Unica expresion de
Nurrl son las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo.

Mientras que la expresion déurrl parece estar restringida a tejido del cerebro de
raton en el estado adulto y durante su desarrollo embrionario, la expresion constitutiva de
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Nur77 yNor-1 esta distribuida ademas del cerebro en algunos tejidos periféricos (Fonnum,
1975). De este modo, mientras la expresion constitutiva de Nurrl esta restringida al tejido
cerebral en el adulto, la expresion de los tres miembros puede ser inducida en otros tejidos
en respuesta a estimulos extracelulares. Por ejemplo, se ha encontrado expkkgion de

en células de linfocitos T sufriendo apoptosis, expresidtudel en la corteza suprarrenal

en respuesta a la estimulacion por adrenocorticotropina y en células hepaticas en
regeneracion (Yamada, Placzek, Tanaka, Dodd, & Jessell, 1991). En algunos casos, se ha
demostrado que la induccidon de estos receptores nucleares esta relacionada con cambios
en el fenotipo celular mediados por sefiales extracelulares acopladas a la transcripcién de
genes regulados por receptores nucleares.

Otro mecanismo para la regulacion de la funcién de los miembros de la subfamilia
NR4A es alterando la fosforilacién. Estos tres receptores tienen una serina en la caja A de
la region DBD que tiene el potencial para ser fosforikistillo, Xiao, Lyu, Kozak, &
Nikodem, 1997) (Ohkura, et al., 1996) (Wilson, Fahrner, Johnston, & Milbrandt, 1991)
(Davis, Hazel, Chen, & Blenis, 1993). La fosforilacion de la serina de la caja A resulta en
una fuerte reduccion en la afinidad en la union al DNA y en la actividad de la activacion
transcripcional.

La expresionn vitro de los miembros de la subfamilia NR4A esta bien documentado,
sin embargo, la expresion inducida in véeha estudiado en un niamero limitado de tipos
de tejidos. NR4A se expresa ampliamente en diferentes tejidos clave de demanda
metabadlica, incluyendo musculo esquelético, higado, WAT y corazéon (Pearen, et al., 2006).
La expresion de estos tres receptores en tejidos y 6rganos varia, 10 que puede implicar
diversas funciones fisiologicas. NR4Al1 se expresa ampliamente, pero los lugares
principales de expresion son timo, osteoblasto, higado e hipdfisis (Zetterstrom, Solomin,
Mitsiadis, Olson, & Perlmann, 1996) (Hsu, Zhou, & Mountz, 2004). NR4A2 se expresa
durante el desarrollo y en el sistema nervioso central del adulto (Law, Conneely, DeMayo,
& O"Malley, 1992) (Paulsen, Granas, Johnsen, Rolseth, & Sterri, 1995).

El mRNA de NR4A3 fue detectado en bajos niveles en el corazéon adulto y en el
musculo esquelético, asi como en el cerebro del feto. Se expresa en altos niveles en la
glandula hipdfisis. La cinética de expresion de NR4A3 es similar a la de NR4A1 en células
T, y ellos parecen jugar papeles parcialmente redundantes en células T y en glandulas
adrenales (Fernandez, et al., 2000) (Li, Ke, Sundaram, & Wong-Staal, 2006).

4.5 SUPERFAMILA DE RECEPTORES NUCLEARES

Los receptores nucleares que son activados por hormonas esteroideas (estrogenos,
progesterona, glucocorticoides, mineralocorticoides y andrdgenos), tiroideas y ciertas
vitaminas solubles en grasa son un prototipo de la superfamilia de receptores nucleares.
Esta familia son factores de transcripcion que una vez se unen a su ligando, alteran el
fenotipo celular al unirse a secuencias reguladoras especificas de DNA y activan la
expresion de una serie de genes blanco. En los ultimos afios se ha obtenido informacion
importante acerca de las caracteristicas estructurales que requiere tener un receptor para
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unirse al ligando, dimerizar, unirse a secuencias de DNA especificas y activar la
transcripcion del gen blanco. La secuencia de union al DNA esta determinada por una
region de aminoéacidos fuertemente conservada que contiene dos dedos de zinc en su
estructura, que es la principal caracteristica de esta familia de factores de transcripcion. La
propiedad de los receptores nucleares de poseer una region de union al DNA y ser factores
de transcripcion, indica que todos los miembros de la superfamilia regulan la expresion de
genes, interactuando ya sea como mondmeros o dimeros con secuencias especificas de
DNA activantes en cis (sobre las regiones contiguas), de las cuales se conocen dos tipos
“AGGTCA” y “AGAACA” (Law, Conneely, DeMayo, & O"Malley, 1992) (Mangelsdorf,

et al., 1995). Aunque los factores de transcripcién activados por ligando, como por ejemplo
los receptores para esteroides y retinoides, son los miembros mas caracterizados de la
superfamilia, algunos receptores nucleares pueden unirse a dicho DNA cis-activante y
regular la transcripcion a través de estos elementos de una manera independiente del
ligando, ya sean como factores de transcripcion activos en forma constitutiva (Zetterstrom,
et al., 1997) o cuando son activados por fosforilacion (Saucedo-Cardenas & Conneely,
1996) (Zetterstrom, Williams, Perlmann, & Olson, 1996). A muchos de estos receptores se
les ha determinado cual es su ligando, sin embargo, existe un grupo de receptores cuya
funcion y ligando se desconocen todavia y a los cuales se les denomina "receptores
huérfanos"”. Algunos de los receptores huérfanos es la subfamilia NR4A. Los tres miembros
de esta subfamilia constituyen una subclase de receptores nucleares que funcionan como
factores de transcripcion y al parecer no requieren de un ligando para ser
transcripcionalmente activos (Yamada, Placzek, Tanaka, Dodd, & Jessell,(H3@dan,

et al., 1991).

4.6 SENALIZACION

Los sitios de unién en los elementos de respuestaNpaira, que son comunes a los
otros dos miembros de la familia Nur, son: NBRE - 5-A/TAAAGGTCA; NurRE - una
repeticion AAATCA y RXR - DX, un motivo. La familia NR4A une como un monémero
u homodimero de elemento de respuesta NBRE y como un homodimero de NurRE.
También es capaz de heterodimerizar con COUP-TF y el receptor retinoide X en la
mediacion de la transcripcion en respuesta a los retinoides. Las tres proteinas se unen a un
sitio llamado elemento de respuesta NGFI-B (NRBE: AAAGGTCA) como monomeros
(Philips, et al., 1997) (Wilson, Fahrner, Johnston, & Milbrandt, 1991).

Estos receptores nucleares tienen residuos aminoacidicos con homologia del 97% en
los dominios de unién al DNA, 20% en los dominios de transactivaciéon N-terminal y 60-
65% en los dominios de unién al ligando C-terminal (Maruyama, et al., 1998)

Los receptores NR4A se expresan en genes de respuesta temprana en respuesta a
estimulos fisiologicos y patolégicos incluyendo acidos grasos, estrés, prostaglandinas,
factores de crecimiento, calcio y citoquinas inflamatorias, hormonas peptidicas y
neurotransmisores (McMorrow & Murphy, 201(Pearen & Muscat, 2010).
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Aunque estos receptores factores de transcripcion son considerados como huérfanos,
pueden ser regulados por muchas hormonas por la formacién de heterodimeros con otros
receptores hormonales que se unen a ligandos hormonales. Estos receptores también
pueden influir en genes diana de otros receptores nucleares por la formacién de
heterodimeros similares (Li, Ke, Sundaram, & Wong-Staal, 2006).

Una caracteristica de los miembros de la subfamilia NR4A es su potencial para actuar
como genes inmediatos tempranos. Aunque la expresion basal considerable y la actividad
funcional de estas proteinas tienen lugar en algunos tejidos, por varios estimulos, la
expresion de los tres miembros puede ser rapida y transitoriamente inducida en muchos
tipos celulares diferentes independiente de la sintesis de proteina, criterio necesario para la
distincibn como genes tempranos. Los genes inmediatos han sido propuestos para
funcionar como enlace critico entre sefales extracelulares y expresion de genes de
respuesta tardia.

4.7 ACCIONES BIOLOGICAS

Estos receptores estdn implicados en importantes procesos biolégicos incluyendo
carcinogénesis, control apoptotico, inflamacion, enfermedad vascular, desarrollo de
neuronas dopaminérgicas y metabolismo (Pearen & Muscat, 2010).

4.7.1 Apoptosis células-T

NR4A1, 2 y 3 han sido previamente implicados en crecimiento celular, supervivencia
y apoptosis. Los tres miembros de la familia NR4A parecen tener funciones pro-
supervivencia en ciertos contextos, mientras que NR4Al1l y NR4A3 también tienen
funciones pro-apoptoticas en otros contextos (Suzuki, et al., Nur77 as a survival factor in
tumor necrosis factor signaling., 2003).

Muchos estudios describen la posible implicacion de NR4Al, 2 y 3 en varias
enfermedades humanas (Hsu, Zhou, & Mountz, 2004), incluyendo a NR4Al en
enfermedades inflamatorias, alergia y aterosclerosis, y a NR4A2 en la enfermedad de
Parkinson y en artritis reumatoide (Le, et al., 2003) (McEvoy, et al., 2002). Sin embargo,
datos acumulados también implican a esta familia de receptores en la transformacién
celular y en carcinogénesis humana (Li, Ke, Sundaram, & Wong-Staal, 2006).

NR4A1 es el miembro mejor estudiado entre esta familia de receptores. Su expresion
puede estar inducida por numerosos y diferentes estimulos, por ejemplo, estimulos de estrés
como TNF (Suzuki, et al., 2003), suero y factores de crecimiento incluyendo NGF y la
sefalizacion del receptor mediadas por células T (Li, Ke, Sundaram, & Wong-Staal, 2006).

En contraste a NR4A1, solo se han visto efectos pro-supervivencia en NR4A2, pero
no se observan efectos pro-apoptoticos.

NR4A2 se expresa altamente en tejido cerebral, con baja expresion en otros tejidos.
Los ratones KO para NR4A2 tenian impedido el desarrollo y el mantenimiento de neuronas
mesencefalicas dopaminérgicas, muriendo poco tiempo después del nacimiento (Law,
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Conneely, DeMayo, & O"Malley, 1992) (Li, Ke, Sundaram, & Wong-Staal, 2006). Los
ratones heterocigotos parecen saludables, pero eran mas susceptibles a la accion de
neurotoxinas.

Se ha visto que NR4A3 es funcionalmente similar a NR4A1 en células T apoptéticas.

El patron de tejidos de expresion de NR4A3 es también similar a NR4AL.

Por otro lado, en varios experimentos se ha observado que los ratones KO NR4A3 eran
embriones letales, similar a los ratones KO NR4A2, pero contrario a los ratones KO
NR4ALl. Resultados de estos estudios también sugieren que NR4Al y NR4A3 no tienen
funciones solapadas (Li, Ke, Sundaram, & Wong-Staal, 2006).

4.7.2 Regulacién en el eje HPA

Tanto la expresion constitutiva como la expresion inducible se ha documentado a
través del eje HPA (hipotalamo-hipdfisis-adrenal). Las neuronas CRH (hormona liberadora
de corticotropina) localizadas en PVN del hipotalamo, actian liberando CRH en el sistema
portal hipofisario el cual actia en la hipdfisis anterior lo que causa la liberacion de ACTH
y la sintesis de POMC, la proteina precursora contiene el péptido ACTH. ACTH actua en
el cértex adrenal para estimular la liberacion la sintesis de glucocorticoides. Los
glucocorticoides a su vez tienen accién inhibitoria en el hipotalamo y la hipofisis en la
liberacion y sintesis de CRH y ACTH, respectivamente. Nurll se expresa en PVN bajo
condiciones basales mientras duer77 se induce en esta area en respuesta al estrés.
Nur77, Nurrl y Nor-1 se expresan en altos niveles en la hipdfisis anterior (Bandoh,
Tsukada, Maruyama, Ohkura, & Yamaguchi, 1997) (Maruyama, Tsukada, Bandoh,
Sasaki, & Ohkura, 1997) (Saucedo-Cardenas & Conneely, 1996).

4.7.3 Acciones bioldgicas en periferia

Muchos estudios se han centrado principalmente en la accién de estos receptores en el
metabolismo de la glucosa en higado y musculo. La actividad de los receptores NR4A tiene
lugar como reguladores transcripcionales del metabolismo de la glucosa en higado
activando genes gluconeogénicos (Pei, et al., 2006), mejorando la produccion de glucosa
hepatica y elevando la glucosa en sangre. Por otra parte, en el laboratorio de Tontonoz
encontraron que la expresion de NR4A esta inducida por AMPc (Pei, et al., 2006) en
respuesta al glucagon y al ayuno. En el masculo esquelético NR4A es un regulador
transcripcional de la glucdlisis, regulando la expresion de genes relacionados con la
utilizacion de la glucosa (Chao, et al.,, 2009) y estan implicados en el metabolismo
oxidativo y la actividad mitocondrial (Chao, et al., 2012) (Chao, et al., 2007).

Observando los resultados obtenidos en roedores, varios estudios en humanos han
ligado la obesidad y diabetes con los receptores NR4A (Fu, Luo, Luo, Zhu, & Garvey,
2007) (Veum V. , et al., 2012) incrementando el interés para estos receptores nucleares
como una potencial diana terapéutica.
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Aunqgue algunos estudios muestran que NR4A se expresa en WAT vy regula el
metabolismo de la glucosa, todos estos estudios se han reatizétto. En células 3T3-

L1, NR4A se induce por insulina (Fu, Luo, Luo, Zhu, & Garvey, 2007) y su relacién con
la adipogénesis es polémico, ya que algunos grupos no encontraron ninguna implicacion
de NR4A en adipogénesis (Au, Payne, O'Rahilly, & Rochford, 2008), mientras que otros
demostraron una inhibicion de adipogénesis por NR4A (Chao, Bensinger, Villanueva,
Wroblewski, & Tontonoz, 2008).

Los datosn vivode NR4A en WAT estan limitados a un solo articulo indicando que
Nur77 modula alguna de las acciones del anal®dSH (Wang, Myers, Eriksson,
Fitzsimmons, & Muscat, 2011), sugiriendo un importante papel endégeno de NR4A en el
metabolismo del tejido adiposo blanco.

Nur77 se expresa en niveles mas altos en musculo glucolitico que en musculo
oxidativo, y su sobreexpresion en musculo de rata o células musculares induce la expresion
de multiples genes que utilizan glucosa (Chao, et al., 2007) (Kanzleiter, et al., 2010).

Ademas, la estimulacion de los receptopesdrenérgicos induce la expresion de
MRNA de Nur77 en células musculares esqueléticas C2C12 y provoca hipertrofia en
musculo esquelético (Pearen, et al., 2006).

Aunque las acciones metabdlicad\lg77 en higado y en masculo parecen claras, su
papel potencial en el tejido adiposo permanece conflictivo. Algunos esiadioso
relatan que la expresion de los receptores NR4A se inducian de forma aguda con un coctel
adipogénico en preadipocitos 3T3-L1 y estimulados a largo plazo después del tratamiento
con ligandos PPARgamma (Fu, et al., 2005). Por otro lado, en lineas celulares estables de
preadipocitos 3T3-L1 y 3T3-F442A que sobreexpresaban los tres receptores nucleares la
diferenciacion fue inhibida y este efecto no se pudo restaurar por PPARgamma (Chao,
Bensinger, Villanueva, Wroblewski, & Tontonoz, 2008) . Finalmente, otros estudios
indican que la familia NR4A no se requeria para la adipogénesis (Au, Payne, O'Rahilly, &
Rochford, 2008).

La sobreexpresion déur77 lleva a una activacion transcripcional de genes implicados
en inflamacion, apoptosis y control del ciclo celular (Pei, Castrillo, & Tontonoz, ZB96)
células cancerigenas, las funcione®Nde77 en el nucleo son de un factor oncogénico de
supervivencia, pero se convierte en un asesino potente cuando ciertos estimulos de muerte
inducen su migracion a las mitocondrias (Moll, Marchenko, & Zhang, 2006).

Los ratones deficientes &ur77 con una dieta alta en grasa (VHFD) (60% calorias)
desarrolla esteatosis hepatica y una alteracion a la sensibilidad a la insulina en masculo
esquelético e higado (Chao, et al., 2009). En musbllo/7 regula la lipdlisis, gasto
energético (Maxwell, et al., 20Q%) metabolismo de la glucosa (Chao, et al., 2007).

66



OBJETIVOS E HIPOTESIS






Objetivos e Hipotesis

OBJETIVOS E HIPOTESIS

A lo largo de los ultimos afios distintos grupos han tratado de desenmascarar distintas
dianas biolégicas que permitan un abordaje racional de la obesidad y/o de sus
comorbilidades especialmente de las metabdlicas. Esto ha abarcado a sefiales muy
diversas incluyendo hormonas esteroideas y polipeptidicas, asi como sus receptores y su
sefalizacion intracelular. En esta tesis nosotros nos planteamos esclarecer el papel de un
miembro de la familia de receptores nucleaddes/7, dada la relevancia de los receptores
esteroideos en la homeostasis metabolica.

La familia de NR4A esta implicada en una gran variedad de acciones biolégicas
incluyendo la regulacion del ciclo celular, apoptosis, inflamacion, carcinogénesis y
metabolismo.Nur77 es un miembro de la subfamilia NR4A de receptores nucleares y
que juega un papel metabdlico importante, modulando el metabolismo hepatico de la
glucosa y la lipdlisis en musculo. Por todo ello, nos propusimos investigar:

Objetivo 1. El papel endégeno d&ur77 en la homeostasis metabdlica y energética.
Objetivo 2. Investigar la regulacién de la familia NR4A bajo distintas condiciones

fisiologicas asociadas con cambios en el metabolismo como desarrollo postnatal, estado
gonadal, gestacion, cambios hormonales
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MATERIAL Y METODOS

1. Animales de experimentacion

Todos los experimentos con animales fueron revisados y aprobados por el comité
ético de la universidad de Santiago de Composteddoé los procedimientos fueron
realizados con las licenciasl1500AE/12/FUNO1/FISO2/RNP2 para ratones vy
1500AE/12/FUNO1/FISO02/RNP1 para rafade acuerdo con la normativa europea y
espafola para el uso de animales de experimentacion animal; realizado, por tanto, en
cumplimiento de lalirectiva 2010/63/UE del ParlamentoGonsejo Europeo del 22 de
septiembre de 2010 relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines
cientificos real decreto de Espafia 1201/2005, del 10 de Octudmbre proteccion de
los animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos y begalel
decreto de Espafia 296/2008 del 30 de diciendegroteccidon de los animales utilizados
para experimentacion y otros fines cientificos, incluida la docencia.

En vista de las consideraciones éticas asociadas con el uso de animales, los disefios
experimentales se realizaron teniendo en cuenta el principio de las tres R (reemplazo,
reduccion y refinamiento). En base a estos principios, durante la realizacion de esta tesis
doctoral, se asegurd que los procedimientos realizados fueran aquellos que: implicaran el
uso minimo de animales para alcanzar los objetivos; afectara lo minimo a la capacidad de
sentir dolor, sufrimiento, angustia o dafilo duradero; y, por tanto, tuvieran mayores
probabilidades de producir resultados satisfactorios. Debido a la naturaleza intrinseca de
la tesis (objetivos y perspectiva fisiologica del estudio) se limitd seriamente la posibilidad
de reemplazar el uso de animales.

La metodologia empleada permitio la recoleccion de multiples muestras de tejidos y
la realizacion de distintos analisis sobre los mismos animales siempre que fuera posible.
La experiencia adquirida permitio refinar los procedimientos experimentales a fin de
eliminar o reducir al minimo cualquier posible dolor, sufrimiento, angustia o dafo
duradero como se ha mencionado previamente. Los grupos de cada experimento
constaban de un numero de entre 6-10 individuos cada uno.

1.1 M ODELOS ANIMALES UTILIZADOS
1.1.1 Ratén C57BL/6J

La mayoria de experimentos fueron realizados con rddas (musculusde la cepa
C57BL/6J procedentes de la compa@fearles Rivers Laboratorieternational, Inc
(Delegacion en Barcelona). Segun la dieta, algunos llegaron a nuestro animalario con 15
semanas (normal diet- ND o chow diet) y permanecieron 1 semana en el animalario para
su aclimatacion y otros con 4 semanas a los que se les puso una dieta determinada (HFD-
high fat diet para engordar o LFD para algun experimento concreto) hasta las 16 semanas
(Research diets Inc, New Brunswick, USA).
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Fig 11. Composicion dietas ratones. A. Low Fat Diet (LFD). La dieta baja en grasa como control frente a la obesidad esta
compuesta del 10 Kcal % de grasa. B. High Fat Diet. La dieta alta en grasa (HFD) para la obesidad inducida por dieta (DIO)
estd compuesta del 45 kcal% de grasa).C. Very High Fat Diet (VHFD). En cuanto a la dieta con mayor cantidad de grasa
para la obesidad inducida por dieta (DIO) esta compuesta del 60 kcal% de grasa (Research diets Inc, New Brunswick, USA).

1.1.2 Ratas Sprague-Dawley

Los experimentos con ratas fueros realizados con Ra&dis§ norvegicyde la cepa
SpragueDawley, procedentes del Animalario Central de lavgrsidad de Santiago de

Compostela. Las ratas se pedian con un peso aproximado entre 200-250 g. salvo que el

experimento requiriera otras condiciones o ratas con edades concretas.
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1.1.3 Rata Dwarf

Las ratas Dwarf carecen de GH (Charlton, et al., 1988) (Carmignac & Robinson,
1990). Como controles de este experimento se utilizaron ratas Lewis. Procedentes de los
laboratoriofHarlam Ibéricay después de una semana en el animalario para su adecuacion
fueron sacrificadas y se les extrajo el tejido adiposo blanco.

1.1.4 Ratdn knockout de leptina oldob

Se trata de ratoned(s musculuscon fondo genético de la cepa C57BLI6J]
Knockoutpara el gen ob (leptina)legaron a nuestro animalario con una edad de 6
semanas y se estabularon durante una semana para su aclimatacion.

1.2.ESTABULACION

Una vez llegaban al animalario, los animales se estabulaban a una temperatura
adecuada (22-24°C) en un periodo de luz-oscuridad de 12h, con libre acceso a comida y
bebida hasta el experimento.

1.3 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Para la obtencion de las muestras de tejidos y sangre, los animales se sacrificaban
por decapitacion y a continuacion eran diseccionados rapidamente utilizando material
quirdrgico estéril, con el fin de evitar posibles contaminaciones durante la extraccion. Los
tejidos extraidos se colocaban en tubos estériles con tapa de 2ml de capacidad y se
congelaban rapidamente en £$dlido (hielo seco) contenido en un recipiente aislante.

Las muestras eran almacenadas en un congelador a -80°C hasta su procesado.

1.4.SEDACION

Para la sedacion de animales se utilizaban dos métodos: una anestesia inhalada
compuesta por isofluorano y administrada con la ayuda de una maquina de anestesia en
las proporciones indicadas para cada animal y un anestésico liquido inyectable formado
por un combinado de ketamina y xilacina en distintas proporciones segun el animal.

Anestesia inhalada: Induccién: Colocar el animal en la camara de induccién
anestésica regulando el vaporizador al 4-5% de isofluorano y flujo de oxigeno a (0.5-1.0
I/min). Cuando el animal pierda la consciencia, cerrar la llave de entrada a la misma,
sacarlo de la camara y colocarle la mascarilla. Mantenimiento: regular el vaporizador de
anestésico al 1-2% y oxigeno al 100% y un flujo de oxigeno de (0.5-1 I/min).

75



SONIA PEREZSIEIRA

Anestesia liquida:

- Para Ratas: Ketamina (hidrocloruro), 425 % Imalgene®, (Merial Laboratorios,
S.A, Sanofi Company, Barcelona). 100mg/ml; Xilazina 20% Rompun®, (Bayer
HealthCare, Germany) 0,8 mg/ml; Solucién Salina Fisiologica (0,9% saline) 37,5%.

- Para Ratén: Ketamina (hidrocloruro), 5 % Imalgene®, (Merial Laboratorios, S.A,
Sanofi Company, Barcelona). 100mg/ml; Xilazina 1,25% Rompun®, (Bayer HealthCare,
Germany) 0,8 mg/ml; Solucion Salina Fisioldgica (0,9% saline) 30%.

La dosis ketamina-xilacina utilizada para ratas fue del28fhycada 100 gramos de
peso corporal y para ratén de 10ul por cada gramo de peso corporal, considerandose una
anestesia de grado-lll durante periodos de una a dos horas, siendo deatidad
despreciable. La anestesia fue administrada intraperitonealmente.

1.5MODELOS EXPERIMENTALES IN VIVO
1.5.5 Andlisis por sistema de calorimetria indirecto, TSE

Para el estudio de los factores que regulan la particion nutricional, se utilizan sistemas
de fenotipado indirecto o sistemas de calorimetria indirecta. Este tipo de sistema nos
permite reflejar el estado nutricional del organismo en estudio bajo diferentes
condiciones. La medicién del gasto energético, ingesta, y tasa de respiracién metabdlica
(RQ) se realiza utilizando un sistema de 12 cajas con medicion simultanea de calorimetria
indirecta (PhenoMaster, Sophisticated Life Science Research Instrumentation, TSE
system, Germany). El sistema permite que se puedan medir los parametros de forma
continua y simultdneamente en un maximo de 12 animales. Se calcula de forma
simultdnea el gasto energético, la ingesta y la tasa de respiracion metabdlica. El
PhenoMaster toma medidas de ingesta, consumo>d@@) y produccion de CO
(vCOy) entre otros. Este aparato registra estos parametros a cada intervalo de tiempo
marcado (20 min), durante 48 horas. Los animales se adaptaron al nuevo tipo de ambiente
instalandolos en cajas de adaptacion durante 48 horas antes de las mediciones. Con los
valores obtenidos, se calcul6 la RQ de cada individuo durante cada medicién dividiendo
el vCOy entre el v@ (VCOx/VO») y el valor de gasto energético (EE) resultante (kcal/48h).

El cociente respiratorio es el ratio entre el volumen de dioxido de carbono que un
organismo produce y el volumen de oxigeno que consume. Tiene una relacion directa con
el nutriente metabolizado como fuente de energia por el organismo. Los valores de la
ratio nos van a determinar cual es el macronutriente preferente para realizar la oxidacion.
Asi, un RQ igual a 1 indica que el organismo esta quemando carbohidratos. Si es mayor
a 1 indica que se estan utilizando glucidos para la sintesis de lipidos. RQ inferior a 1
indica la utilizacién de otras biomoléculas como fuentes de lipidos.

76



Material y Métodos

1.5.6 Expresion de Nur77, Nor-1 y Nurrl en tejido adiposo blanco

Se utilizaron ratas Spragiawley adultas o jovenes, ratas Dwarf y ratoneskpb/o
en diferentes condiciones fisioldgicas y se les extrajo WATg (tejido adiposo blanco
gonadal).

1.5.6.1 Ayuno y realimentacion

Se utilizaron ratas adultas macho de 250 g, las cuales se mantuvieron en el animalario
durante 1 semana para su adaptacion a las condiciones estandar. Después de este periodo,
las ratas fueron divididas aleatoriamente en cuatro grupos: control alimeaddithésim
y ratas deprivadas completamente de alimento durante 48h, y un cuarto grupo con 48h de
ayuno, pero al cabo de las cuales se les repuso alimfitntumdurante otras 48h. El
agua fuead libitum en todos los grupos. Finalizados los tiempos de cada grupo, los
animales se sacrificaron y se les extrajo el WATQ para el andlisis de la expresion de
ARNmM de los genes NR4A1, NR4A2 y NR4A3.

1.5.6.2 Restriccién alimenticia créonica en machos adultos

Las ratas macho adultas se mantuvieron 1 semana en el animalario y pasado este
periodo se dividieron aleatoriamente en grupos: alimengati@#situmy sometidas a una
restriccion alimenticia del 70% a distintos dias segun el grupo. Cada dia, el alimento se
reducia en un 30% teniendo en cuenta la cantidad ingerida el dia anterior. Las ratas que
fueron deprivadas parcialmente de ingesta se mantuvieron en cajas individuales con el fin
de evitar la competencia entre varios animales. A medida que las ratas alcanzaban la edad
requerida se sacrificaban y se les extrajo el WATg para el andlisis de expresion ARNm
de los genes NR4A1, NR4A2 y NR4A3.

1.5.6.3 Ayuno y tratamiento con Leptina: Ratones ob/ob

Se utilizaron ratones machos adultos de 30 g. aproximadamente deficientes en
leptina. Los animales se dividieron en 3 grupos; uno con libre acceso a alimento y dos a
los que se sometié a un ayuno de 48h. Para el tratamiento con leptina se les administré a
uno de los grupos de ayuno una inyeccion intracerebroventricular cada 12 horas de leptina
humana recombinante @gma(disolucién segun instrucciones del fabricahi4]46
Sigma) en una dosis de Q48/g de ratdon (peso corporal) por inyeccion. A lospgs
control se les administré el mismo numero de inyecciones. Al terminar el tratamiento se
sacrificaron y se les extrajo el WATg para la posterior medicion de los niveles de la
expresion ARNm de los genes NR4A1, NR4A2 y NR4A3.
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1.5.6.4 Dieta alta/baja en grasas

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley de 250 g. aproximadamente. Se les suministraron
dos tipos de dieta: baja en grasa (LFD) y alta en grasa (HF) creando dos subgrupos. Esta
dieta se mantuvo durante 12 semanas. Se les extrajo el tejido adiposo blanco gonadal a
fin de extraer ARN para analizar la expresion de los genes NR4A1, NR4A2 y NR4AS.

1.5.6.5 Desarrollo Postnatal y Dimorfismo sexual

Se utilizaron ratas macho y hembra de la cepa Spiaguey de distintas edades:
25, 45, 60 y 90 dias postnatales. Tras mantenerlas estabuladas 1 semana se procedi6 a
sacrificarlas el dia que alcanzaban dicha edad. Se extrajo el WAT(g para el analisis de la
expresion de ARNm de los genes NR4A1, NR4A2 y NR4A3.

1.5.6.6 Efecto hormonas gonadales

Se utilizaron ratas macho y hembra de 21 dias (prepuberes). Se operaron para
extraerles las gonadas (orquidectomizadas: gonadectomizadas y ovariectomizadas).
Como control usamos un grupo al que se simul6 la operacién (Sham). Tras 15 dias de
estabulacion se sacrificaron contando 45 dias de edad (postpuberal). Se extrajeron el
tejido adiposo blanco gonadal para el analisis de la expresion de ARNm de los genes
NR4A1, NR4A2 y NR4A3.

1.5.6.7 Estado Tiroideo

Se utilizaron ratas adultas macho, las cuales se mantuvieron en el animalario durante
1 semana para su adaptacion a las condiciones estandar. Después de este periodo, las ratas
fueron divididas aleatoriamente en tres grupos: eutiroideo (grupo control), hipotiroideos
e hipertiroideos. El hipotiroidismo fue inducido por la adicién de un antitiroideo, 0.1%
aminotriazol (3amino-, 2, 4-triazole;Sgma) que disuelto en el agua de bebida junto
con albumina de suero bovina al 3% y CIH al 0,22% fue dada a los animales durante un
periodo de 3 semanas. Para evitar el deterioro, el compuesto fue guardado a 4°C y
cambiado peridédicamente a las ratas cada 2 o 3 dias. El hipertiroidismo fue inducido por
la administracion subcutdnea durante 21 dias -tieoxina (L-thyroxine sodium salt
pentahydrateSigma) a una dosis de 1mg/dia, disuelto en2@® salino (pH= 10.5).
Pasado el periodo correspondiente de tratamiento, las ratas fueron sacrificadas y se les
extrajo el WATQg.
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1.5.6.8 Gestacion

Las ratas hembras utilizadas fueron estabuladas durante 1 semana en el animalario
para que su ciclo fuese regular. Una vez transcurrido este tiempo las ratas eran sometidas
a un frotis vaginal diario para comprobar su estado estral. Este frotis se realizaba con
salino y el estadio de las células se observaba con un microscopio optico. El dia en que
las ratas se encontraban en proestro, se cruzaban con 1 rata macho durante 1 noche. A la
mafana siguiente las ratas se separaban y comenzaba a contarse este dia como el dia 1 de
gestacion.

Cuando las ratas llegaban al tiempo requerido de gestacion (12, 16, 19 y 21 dias) eran
sacrificadas para la posterior extraccion de WAT(g para el analisis de expresion ARNm
de los genes NR4Al, NR4A2 y NR4A3. Como controles se utilizaron ratas
pseudoprefiadas, es decir, hembras que fueron cruzadas con un macho pero que no
quedaron prefiadas (Gualillo O. , et al., 2002).

2. Técnicas experimentales

2.1.EXTRACCION DE ARN TOTAL
2.1.1. Extraccion de ARN de tejidos
2.1.1.1 Homogenizacion de tejido

En este procedimiento se siguié la siguiente metodologia: Se extrae un fragmento de
la muestra congelada (segun el tejido varia la cantidad que se extrae. Por ej.: 50 mg para
grasa blanca) y se coloca en un tubo de 2ml con una bola de@ue&rgen) y 1 ml de
reactivo TRIZOLle Reagent (Invitrogeniguiendo las instrucciones del fabricaritas
muestras se homogenizan mecéanicamente en un homogenerlisslo (yser, Quiagen).

El homogeneizador se usa a una frecuencia de 25.0 oscilaciones por minuto, durante 3
minutos. Todo este proceso se realiza en frio (sobre hielo) y el material usado (pinzas
para extraer el fragmento y bolas de acero) se lava previamente con agua DEPC
(preparacion: dietilpirocarbonato al 0,1% en agua MiliQ incubada toda la noche a
temperatura ambiente o a 37°C durante 2 horas y autoclavada).

2.1.1.2 Aislamiento del ARN

Una vez homogeneizadas las muestras se microcentrifugan 10 min a 13000 rpm a
4°C en una microcentrifugagntrifuge5415 R-eppenddtj y se extrae el sobrenadante,
bajo campana de extraccion de gases, a un nuevo tubo de 1,5ml autoclavado evitando la
capa superior y el pellet formado. De esta forma conseguimos separar la capa de lipidos
gue pueda existir (segun el tejido) y extraer la fase intermedia para optimizar la pureza
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del ARN extraido. A continuacion se afladen 250 ul de cloroformo en campana y se agitan
fuertemente en voOrtex durante varios segundos. Tras la agitaciéon, las muestras se
mantienen a temperatura ambiente durante 5 minutos. En este momento se empiezan a
distinguir dos fases, una transparente y una rosada. Se vuelven a centrifugar las muestras
(20 min, 13000 rpm, 4°C). Ahora claramente se observan las dos fases: una fase acuosa
donde se halla el ARN y una fase fendlica en la parte inferior que contiene las proteinas
y los lipidos. En la interfase es donde se encuentra el ADN.

Con mucho cuidado se retira la fase acuosa (extrayendo una cantidad conocida en
todos los tubos) y se pasa a otro tubo de 1,5ml autoclavado, despreciando la parte fendlica.
De esta forma separamos el ARN del resto de los componentes celulares.

2.1.1.3 Precipitacion del ARN

Posteriormente, se aflade la misma cantidad de isopropanol que de fase acuosa
retirada mas 200 ul y se agitan vigorosamente con un vortex. Los tubos se colocan en un
congelador a -20°C durante 10 min permitiendo asi la precipitacion del ARN.
Transcurrido ese tiempo, se centrifuga (10 min, 13000 rpm, 4°C). El ARN queda
concentrado en el fondo.

2.1.1.4 Lavado del ARN

Se decanta el sobrenadante con cuidado de no perder el pellet y se afiade 1 ml de
etanol al 70% en agua DEPC y se agita durante unos segundos. Las muestras vuelven a
centrifugarse (10 min, 13000 rpm, 4°C). Decantamos el sobrenadante y volvemos a
centrifugar (1 min, 13000 rpm, 4°C). Se retira el sobrenadante remanente con una
micropipeta con mucho cuidado de no llevarnos el pellet. Finalmente se resuspende el
pellet en agua DEPC (distinta cantidad segun el tejido del que extraemos el ARN) y se
disuelve el precipitado calentandolo a 60°C y agitando cada 3 minutos hasta completar
los 9 min.

2.2. CUANTIFICACION

Para determinar la concentracion de ARN se utiliza un Nanobliamo¢irop 2000
spectrophotometer, Thermo scienjific

La absorcién a 260 nm proporciona la cantidad de acidos nucleicos y a 280 nm la
cantidad de proteina. El grado de pureza de la muestra se determinaba estudiando el
cociente 260/280, considerandose aceptable una oscilacion entre 1,5y 1,8. Las muestras
fuera de ese rango fueron descartadas.
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2.3 RETROTRANSCRIPCION (RT)

La reaccion de retrotranscripcion se llevaba a cabo en un volumen total dsoB0pu
las siguientes proporciones para cada muestra:

- 10 pl de muestra concentrada 00%ul si es WAT, BAT o musculo, y 0,0l
s es hipotalamo o higado.

- 20 ul de mix: 6ul de Buffer de reversotranscripcion 56X first strand buffer”;
Invitrogen) (250mM TrisHCI, pH 8,3, 375 mM KCI, 15 mM Mg@G)); 6 ul de mix de
dNTPs (20mM) (dTTp, dCTp, dGTp, dATp); 1,5de MgChk (50mM)(Invitrogen); 0,17
ul de cebadores (Random primerspg@ul (Invitrogen); 0,251 RNAseOUT Inhibidor
recombinante ribonucleasa (40Ufjyitrogen); 1ul M-MLV Reverso transcriptasa
200Ul (Invitrogen); agua DEPC autoclavada hasta comiple$a20 |l

Una vez preparada la mezcla de reaccion, se da un spin a las muestras y a
continuacion se incuban en un termociclador (Bio-Rad T100 thermal cycler) donde se
han programado con anterioridad las siguientes condiciones: (30 ciclos) 1 hora a 37°C.
15 minutos 42°C. La enzima era inactivada calentando a 96°C durante 5 minutos.

2.4.PCR TIEMPO REAL

Estos analisis se realizaron en un aparato TagMan 73@@Méan; Applied
Biosystems Se usa como sistema de deteccion las sondas Tagman (Sondas especificas
marcadas con fluorocromos: donador y aceptador). Esta basado en la transferencia de
energia fluorescente mediante resonancia (FRET) entre las dos moléculas. El
fluorocromo utilizado para la realizacion de la PCR ha sido TAMRA que posee un
maximo de absorcion de 560 nm y un maximo de emisién de 580nm.

2.4.1 Condiciones para PCR

Los primers usados fueron disefiados segun la base de datos BLAST del NCBI. La
mezcla de reaccion de PCR cuyo volumen final era de é&aba constituida por:

- 292 d H20-MQ; 0.36 |k Oligonucledtido sentido (10M) (Tabla 3).

- 0.36 d Oligonucledtido antisentido (10v) (Tabla 3).

- 0.36 4 Sonda (5 M) (Tabla 3).

- 6 ul Tagman Universal PCR master miRpplied Biosysten)s

- 2 ul Muestra (RT).

Ademas de las muestras, se afiadié un control negativo, un blanco y 6 muestras para
la realizacion de una curva patrén tanto para el gen problema como para el housekeeping
0 gen constitutivo, todo ello por duplicado.

La curva patron consta de 6 puntos realizados por dilucion seriada (1:4) a partir de
un volumen total de 30-4d resultante de la mezcla de distintas muestrasid@ Rl de
distintos productos de RT, pero siempre del mismo tratamiento o tejido).

81



SONIA PEREZSIEIRA

Las condiciones de amplificacion fueron de: Desnaturalizacion inici@l Z01in,
seguido de otro periodo de 10 min a 95C y a continuacion 40 ciclos para el gen problema
y 35 para elhousekeeping HPRT/18S de desnaturalizacion a 95C 15 segundos e
hibridacion-extension a 60 ‘C 1 minuto.

El aparato de tagman detecta la fluorescencia al final de la fase de
hibridacion/elongacion, lo que nos permite cuantificar la cantidad de producto de PCR
formado durante ese ciclo. Los fluoréforos FAM (Fluoresé&imn el extremo 5" y
TAMRA en el extremo 3" de la sonda son los que emiten esa fluorescencia. Mientras la
sonda se encuentra libre o hibridada con la zona del gen que es homdéloga, la sefial que
emite FAM (Donante o Reporter) al ser excitada por la luz es absorbida por TAMRA
(Aceptor o Quencher). Cuando la ADN polimerasa realiza la elongacion en esta zona, la
sonda es hidrolizada por el extremo 5", degradando el quencher, que impedia la emision
de la fluorescencia de la molécula del extremo 3°. La sefial emitida es captada por los
filtros y transformada en datos por el Software Afgplied BiosystemsSequence
Detection Softward_a fluorescencia detectada en el termociclador de la PCR cuantitativa
es directamente proporcional a la del fluor6foro liberado.

Para determinar la concentraciéon de DNAc en cada muestra se analiza el valor CT.
El CT es el ciclo a partir del cual es amplificado la mitad del contenido del DNAc. El
valor del CT es inversamente proporcional a la cantidad de DNAc. Los niveles relativos
de ARN mensajero se normalizaron con un desusekeepirigo gen control: HPRT o
18s. Para el andlisis de los datos, el valor obtenido del gen de interés fue estandarizado
por el valor de HPRT o del 18S para cada muestra y fue expresado comparado en el valor
promedio del grupo control.

Nombre 5-37 Primers
FW AGCCGACCGGTTCTGTCAT
HPRT RV GGTCATAACCTGGTTCATCATCAC
PB CGACCCTCAGTCCCAGCGTCGTGA
FW CGGCTACCACATCCAAGGAA
18S RV GCTGGAATTACCGCGGCT
PB GACGGCAAGTCTGGTGCCAGCA
FW CTGTTGCTAGAGTCCGCCTTTC
NRA41 rat RV CAGGCCTGAGCAGAAGATGAG
PB CCTCCGCCTGGCCTACCGATCTAA
FW GCTGAAGCCATGCCTTGTG
NR4A2 rat RV GCTGTATTCTCCCGAAGAGTGGTA
PB TCGCCTCAAGGAGCCAGCCCC
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Nombre 5-37 Primers
FW GAAGGAAGTTGTGCGTACAGATAGTC
NR4A3 rat, mouse RV CTCGGACAAGGGCGTTCAT
PB CCACTACAACAGGAGCCCTCGCAGC
FW TCTGCCTTCCTGGAACTCTTCA
NRA41 mouse RV CAGGCCTGAGCAGAAGATGAG
PB CCTCCGCCTGGCCTACCGATCTAA
FW GCTGAAGCCATGCCTTGTG
NR4A2 mouse RV GCTGTATTCTCCCGAAGAGTGGTA
PB TCGCCTCAAGGAGCCAGCCCC
FW TGGGCGGGATGGTCTCTTT
ACCat RV AGTCGCAGAAGCAGCCCATT
PB ACCTTTGAAGATTTCGTCAGGATCTTTGATGA
FW CCCCAAGTGCTGCGATTTC
B1-adr RV AGGTACACGAAGGCCATGATG
PB TCGTCCGTCGTCTCCTTCTACGTGC
FW GTGGATCGCTATGTTGCTATCACA
B2-adr RV CACTCGGGCCTTATTCTTGGT
PB CGCCCTTCAAGTACCAGAGCCTGCT
FW CACCGCTCAACAGGTTTGATG
B3-adr RV CCCAGAAGTCCTGCAAAAACG
PB ACGTGAAGGGCCGTGAAGATCCAGC
FW TCCTCACTGACGCCGACAT
BMP7 RV GGTATCGAGGGTGGAAGAATTCT
PB TCATGAGCTTCGTCAACCTAGTGGAACATG
FW CCTACGACATCCGATGCACAA
CIDEA RV TCTGTGCAGCATAGGACATAAACC
PB CTTCAAGGCCGTGTTAAGGAATCTGCTG
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Nombre 5-3 Primers
FW TCCAAACGTCACTGCCTAAGCT
CPT1-B RV GGCCGCACAGAATCCAAGT
PB CGTGCCAGCCACAATTCACCGG
FW CGCTCCTGGAAAAGGAATCTC
CPT1-C RV CGGGACCACACCAGCAA
PB CGTGTCTGGAATGACTTT
FW CCCTGGGCATGATTGCAA
CPT1-L RV GACGCCACTCACGATGTTCTT
PB CCTAGACACCACTGGCCGCATGTCA
FW CGATCACCATATTCCAGGTCAAG
PGC1a RV CGATGTGTGCGGTGTCTGTAGT
(PPARy C1a) PB AGGTCCCCAGGCAGTAGATCCTCTTCAAGA
FW CGGTTTCAGAAGTGCCTTGCT
PPARyY RV CGCCAACAGCTTCTCCTTCTC
PB ATGTCTCACAATGCCATCAGGTTTGGGC
FW GCGGCTGTTGTCTACCATAAGC
SREBP1 RV TGTTGCCATGGAGATAGCATCTC
PB ACCAGCTGCATGCCATGGGCAAGTA
FW CGATGTCCATGTACACCAAGGA
UCP-1 RV CCCGAGTCGCAGAAAAGAAG
PB ACCGACGGCCTTTTTCAAAGGGTTTG
FASN Cepadores comerciales proporcionados por
Applied Biosystems (Ref.Mm01253292_m1)
PDRM16 Cgbado.res comerciales proporcionados por
Applied Biosystems (Ref. Mm01266512_m1)
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Nombre 5-3° Primers

Cebadores comerciales proporcionados por

bEs= Applied Biosystems (Ref Rn00565874_ml)

FW TCCACCCTGACCTATGTGTCATT
Arginase RV CCTGGTACATCTGGGAACTTTCC
PB ACATCAACACTCCCCTGACAACCAGCTCT
FW TGACGCTCGGAACTGTAGCA
NOS RV TGAAGTCATGTTTGCCGTCACT
PB CAATGGCAACATCAGGTCGGCCA
FW CCAACGCAAACAGGATTGTTCT
MAC2 RV CCTGCTTCGTGTTACACACAATG
PB ATGTTGCCTTCCACTTTAACCCCCGC
FW
PPAR RV Cebadores comerciales proporcionados por
Applied Biosystems (Ref. Mm004409939_m1)
PB
FW
IL6 RV Cebadores comerciales proporcionados por
Applied Biosystems (Ref. Mm00446190_m1)
PB
FW
INF RV Cebadores comerciales proporcionados por
o Applied Biosystems (Ref. Mm99999068_m1)
PB
FW
EMR1 RV Cebadores comerciales proporcionados por
Applied Biosystems (Ref. Mm00802529_m1)
PB

Tabla 3: Oligonucle6tidos y sondas de hidrélisis para la PCR en Tiempo Real.
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2.5.DISENO DE CEBADORES

Para el disefio de los cebadores o primers fue utilizado el programa Primer Express
3.0 (pplied Biosystems). Los disefios estan basados en las secuencias disponibles en la
pagina del pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)/).

Los primers que el programa no disefiaba se compraron ya disefapased
Biosystems.

2.6 WESTERN BLOT

El andlisis mediante western blot de las distintas proteinas estudiadas se realiza con
base en protocolos estandarizados por nuestro grupo de investigacion.

2.6.1. Extraccion de proteinaxtraccion de las proteinas totales)

El proceso de extraccion de proteinas se lleva a cabo en frio, sobre hielo.

Se corta el tejido que se hallaba conservado a -80°C (sin dejar que se descongele) y
se pesa una cantidad aproximada (que varia en funcién del tipo de tejido del que queremos
extraer las proteinas) y se colocan las muestras en tubos de 2ml con una bola de acero y
1 ml de buffer o tampdn de lisis (1ml por cada 0,5 gramos de tejido aproximadamente).

Tampon de lisis: 50mM HEPES a pH 7,4; 1% Triton X-100; 50mM NaCl; 0,1M NaF,;
10mM Ortovanadato sodicdl§3vVO4) 0,1% SDS; 10 pl de Aprotinina 10mg/ml; 2mM
Benzamidina; 2mM PMSF; rellenar con agua destilada hasta 100ml.

Se lisa el tejido por homogenizacion mecanica en un homogenizador (Tissue Lysser)
hasta su disgregacién completa.

Se microcentrifuga 20 min a 13000rpm a 4°C. Se recoge el sobrenadante pasandolo
a otro tubo de 1,5 ml autoclavado, evitando la capa superior (lipidos en el caso de algunos
tejidos) y el pellet. En el caso del tejido adiposo es necesario hacer otra centrifuga con el
fin de eliminar los lipidos que puedan quedar.

El contenido de proteinas se cuantifica mediante el método de Bradford (Bio-Rad
Protein Assay Dye Reagent Concentrate; Cat- 500-006 Bio-Rad Laboratories, Inc.) con
ayuda de un espectofotometro Multiskan Go (Thermo scientific).

Después se realizan alicuotas con una concentracion de 20ug/16ul de proteinas. Se
le afiade el tampon de carga 1x (tampon carga 5x:f208rcaptoetanob0% glicerol,

10% SDS; 0,5% azul de bromofenol, 0,25 M tris pH 6,8, completar con agua destilada)
que neutralizara la carga de las proteinas. Estas alicuotas seran utilizadas para cargar los
geles. El tampon de carga tiene un color azul caracteristico lo que nos va a permitir
observar un frente de carga.
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2.6.2. Electroforesis

La separacion de las proteinas se realiza por electroforesis en gelsASES
separandose las proteinas por peso molecular. Cuando una mezcla de proteinas ionizadas
y con carga neta es colocada en un campo eléctrico, estas experimentan una fuerza de
atraccion hacia el polo que posee carga opuesta. Los geles estan compuestos por dos fases:
una fase inferior o separadora (permite la separacion de las proteinas exclusivamente en
funcién del peso) y una fase superior o stacking (que se utiliza para homogenizar la
entrada de las proteinas en el gel separador). El porcentaje de acrilamida del gel separador
varia en funcion del tamafio de las proteinas que queremos estudiar. Los geles mas
frecuentemente utilizados tienen un porcentaje de acrilaomsdarilamida del 6,5%, 8%

0 10%.

Geles separadores:

Gel 6,5%: 2,456 ml bOd; 5,06 ml Tampon A (90,1 g Tris-HCI, 2 g SDS, 1.0Od:
pH=8.8); 2,187 ml Acrilamida (30% Acrylamide/Bis Solution 20:1; Acrylamide: N-N"-
metylene-bis-acrylamide; Cat # 161-0156; Bio-Rad); 10 pul TEMED (N,N,N",N’-
Tretamethulethylenediamine; T9281-100ml; Sigma-Aldrich) y 56,25 pl APS (amonium
persulfate, Sigma).

Gel 8%: 4,6 ml HOd; 2,5 ml (Tris-HCI 1,5M pH 8,8); 100 pl SDS 10% (sodium
dodecyl sulfate); 100 ul APS 10% (amonium persulfate, Sigma); 6 pul TEMED
(N,N,N",N"-  Tretamethulethylenediamine; T9281-100ml; Sigma-Aldrich); 2,7 ml
Acrilamida (30% Acrylamide/Bis Solution 20:1; Acrylamide: N-N"-metylene-bis-
acrylamide; Cat # 161-0156; Bio-Rad).

Gel 10%: 4 ml HOd; 2,5 ml (Tris-HCI 1,5M pH 8,8); 100 ul SDS 10% (sodium
dodecyl sulfate); 100 pul APS 10% (amonium persulfate, Sigma); 4 ul TEMED
(N,N,N",N"-  Tretamethulethylenediamine; T9281-100ml; Sigma-Aldrich); 3,3 ml
Acrilamida (30% Acrylamide/Bis Solution 20:1; Acrylamide: N-N"-metylene-bis-
acrylamide; Cat # 161-0156; Bio-Rad).

Gel concentrador (comudn a todos):

Gel concentrador: 1,4 ml2@d; 0,25 ml (Tris-HCI 1M pH 6,8); 20 pul SDS 10%
(sodium dodecyl sulfage20 pl APS 10%dmonium persulfate, Sigma); 2 ul TEMED
(N,N,N",N"-  Tretamethulethylenediamine; T9281-100ml; Sigma-Aldrich); 0,33 ml
Acrilamida 0% Acrylamide/Bis Solution 20:1; Acrylamide: N-N"-metylene-bis-
acrylamide; Cat # 161-0156; Bio-Rad).
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Segun el tejido a estudiar, la cantidad total de proteina que se carga puede variar. En
general, se cargan 20 pg de proteina total diluidos en 16 pl totales (ya incluido el tampon
de carga 1x).

Para determinar el peso de las proteinas se utilizan marcadores de pesos molecular
comercial, PageRuler Prestainded Protein Ladder (Thermo scientific. Cat# 26616).

Antes de cargar el gel, las alicuotas se colocan en un termoblock a 95°C durante 10
minutos con el fin de desnaturalizar la proteina.

El gel se coloca en una cubeta con tampon de electroforesis (running buffer) y se
corre durante 2 horas aproximadamente, primero a 80v y después a 95v, hasta que el
frente de carga llegue a la parte inferior.

Tampon de electroforesis 1X (2 L)6g Tris base; 28,8 g Glicina; 2g SDS; completar
con HO destilada.

2.6.3. Transferencia

Una vez haya corrido el gel, se coloca con mucho cuidado para evitar que se rompa
sobre unas membranas de Polivinildeno fluorado (PVDF) de@m8mmobilorf-P.
Millipore, Merck, USA) previamente colocadas sobre el aparato de transferencia y
humedecidos con tampoén de transferencia 1x. Las proteinas del gel se transferiran a las
membranas gracias a una corriente de O0B2A (100V) durante 1h 40min. La
transferencia se realiza mediante un sistema semiseco utilizando un aparato Trans-blot
SD Semi-Dry transfer celB{o-Rad).

Tampon de transferencia 1x (1L):8,41 g Tris base; 2,92 g Glicina; 0,36 g SDS,
200 ml metanol (20% (w/v), completar copCHdestilada

2.6.4. Inmunodeteccion

Se bloquea la membrana 1h a temperatura ambiente con BSA (seroalbumina bovina)
al 3% (con TBS-Tween al 1%), con BSA al 5% o con Leche al 5% para anticuerpos mas
inespecificos.

Se incuba con el primer anticuerpo toda la noche a 4°C en solucion de bloqueo o
durante 1 hora a temperatura ambiente.

Se realizan 3 lavados de 5 minutos cada uno con la solucion de lavado. Se incuba 1h
a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario en solucion de bloqueo.
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2.6.5 Soluciones usadas
Anticuerpos secundarios mas frecuentes: Referencia y Dilucion

- Polyclonal Goat Anti-Rabbit Inmunoglobulins/HRP (ref. P0448, Dako Denmark).
1:5000

- Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Inmunoglobulins/HRP (ref. P0260, Dako
Denmark). 1:5000

- Polyclonal Rabbit Anti-Goat Inmunoglobulins/HRP (ref. P0449, Dako Denmark).
1:5000

Se realizan 3 lavados de 5 minutos con solucién de lavado tras el anticuerpo
secundario.

Se deja la membrana en reposo y en oscuridad 3 minutos en el sustrato
quimioluminiscente (Kit de quimioluminiscenci®ierc€® ECL-Western blotting
substrate, Thermo scientific

Se coloca en un casete de autorradiografia con peliculas fotograficas en un cuarto
con luz roja(Fuji Medical X-Ray Film, Super HR-U) se revelaban las peliculas a
distintos tiempos en funcion de la sefial obtenida.

Cuando se incubaba la misma membrana con varios anticuerpos sucesivos era
necesario dejarla 30 minutos en una soluciéristiépping” a 55°Cpara liberar el
anticuerpo de la membrana antes de incubar con el siguiente. A continuacion se lavaba
bien con solucion de lavado (3 lavados de 5 minutos) y se procedia a bloquear de nuevo
la membrana.

Solucion de lavado (1L)- TBS-Tween
100ml TBS 1X; 1ml de Tween 20; completar ce@ Hestilada.

TBS 10X (1L): 24,2g Tris base; 80 g NaCl; completar co@Hestilada. pH 7,6.

Solucién de bloqueo (100 ml):

BSA 3%:3 g de BSA(seroalbumina bovina, Sigma Aldriclgompletar con TBS-
Tweef? 1X (Sigma, 9416).

BSA 5%: 5 g de BSA (seroalbumina bovina, Sigma Aldrichinpletar con TBS-
Tweef? 1X (Sigma, 9416).

Leche 5%35 g de leche en polvo; completar con TBS-TReeq(Sigma, 9416).

Sustrato de quimioluminiscencia (ECL-Western blotting substrate) (Termo
Fisher): solucién 1 (1/1)

Solucion de estripado (100 ml)700 ulg-mercaptoetangl20 ml SDS 10%; 6,25 ml
Tris-HCI 1M pH 6,8; completar con4@® destilada.
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Anticuerpos primarios utilizados.

* ACCu (H-76) (sc-30212), Santa Cruz Biotechnology.

* AMPKal (#07-350), Millipore, Merck.

* AMPKa2 (#07-363), Millipore, Merck.

e CPT1-L (H-95) (sc-20669), Santa Cruz Biotechnology.
* FAS (H-300) (sc-20140), Santa Cruz Biotechnology.

* GCK (Glucokinasa) (H-88) (sc-7908) Santa Cruz Biotechnology
* GLUTZ2 Abcam

* GLUT-4 (sc-7938), Santa Cruz Biotechnology.

* GP (PYGBI/L/M) (sc-46347) Santa Cruz Biotechnology
* GS2 (H-49)(sc-99029) Santa Cruz Biotechnology

* IDE (sc-27265) Santa Cruz Biotechnology

* IRS 2 (sc 8299) Santa Cruz Biotechnology

* |IRS-1 (H-165) (sc-7200), Santa Cruz Biotechnology.

* JNK 1/3 (c-17) (sc-474), Santa Cruz Biotechnology.

» LPL (sc-32885), Santa Cruz Biotechnology.
 PCK1(PEPCK1) (ab70358) Abcam

* Phospho-ACC (Ser79) (#07-303) Millipore, Merck.

* Phospho-AKT (Serd473) (#9271), Cell signaling.

* Phospho-AMPK (Thrl172) (#2535), Cell signaling.

* Phospho-IRS (Tyr612) (44-816G), Invitrogen

* Phospho-SAPK/INK (Thr183/tyr185) (#4671), Cell signaling.
 PTEN (A2B1) (sc-7974), Santa Cruz Biotechnology.
 UCP-1 (Ab10983)> Abcam

Housekeeping: p-actin  (A5316- Sigma-Aldrich, USA). GAPDH (CB1001-
Calbiochem/Millipore, Merck)-Tubulina (T-5168- Sigma-Aldrich, USA).
Los anticuerpos primarios fueron diluidos 1:1000 exceptel (1:10000).

2.6.6 Cuantificacion western blot

Para analizar los datos, se digitalizan las imagenes de las placas fotograficas mediante
un escaner de alta resolucion. Para determinar la cantidad relativa de proteina en cada
muestra, se utiliza el programa ImageJ 1.48ayne Rasband, National Institutes of
Health, USA; http://imagej.nih.gov)jjque detecta la cantidad de pixeles de la imagen de
la proteina en todas las muestras de una misma placa radiografica. El area de medicion
debe ser igual para todas las muestras. Estos valores se relativizan respecto al control
constitutivo $-actina), que debe ser detectada por cada gelceoéteesis. El valor final
es normalizado y porcentuado respecto al grupo control de cada experimento.
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2.7MEDICION DE OTROS PARAMETROS
2.7.1 Extraccion de triglicéridos (TG)

En primer lugar se extraen 50 mg de tejido del animal (higado generalmente) del total
de tejido guardado a -80°C, y se coloca en un tubo de 2ml con una bola de acero. A este
tubo se le afladen 0,5ml de una solucion triclorometano-cloroformo/metanol (2:1). Esta
solucion se realiza en recipiente de cristal. Se homogeniza mecanicamente en un
homogenizadorTissue lyser, Quiagen) y se deja rotar de 1 a 3 horas a temperatura
ambiente.

Tras este tiempo, se le afiade a cada tubo 0,3ml de agua MiliQ y se microcentrifuga
durante 20 min a 13000rpm y a temperatura ambiente (25°C). Se elimina la capa superior
gue corresponde a la inorganica, evitamos la capa del medio que se corresponde con restos
celulares y transferimos la capa inferior, que estaria compuesta por lipidos disueltos en
cloroformo, a un nuevo tubo de 1,5ml.

Esto se deja evaporar toda la noche o se evapora con el SpeedVac Plus. Cuando este
todo evaporado, se afiade una cantidad conocida de cloroformo (0,5ml o 0,8ml en el caso
de animales con dieta alta en grasa) y se agita fuertemente.

2.7.2 Analisis Triglicéridos

De esta cantidad conocida se extraen 15ul para cada tubo (por duplicado) y se deja
evaporar. Cuando estan evaporados se le afiade 150 pl de reactivo de cuantificacion de
triglicéridos colorimétrico (ref. 1001314, Spinreact, Barcelona). Con cada muestra se
carga la placa, incluyendo la recta de concentracion conocida, se incuba 5 min a 37°C y
se mide la absorbancia a 505 nm en un espectofotometro (Multiskan Go). Con los datos
de la recta de regresion se crea una ecuacion y se calcula la concentracion de los
triglicéridos. Estos datos se ajustan con la cantidad con la que diluimos el pellet y con la
cantidad de tejido pesado ddndonos una cantidad de miligramos de triglicéridos por
gramos de tejido.

Para las muestras de suero/plasma el protocolo de cuantificacion es de manera
similar. Las muestras se diluyen 1:10 (o 1:20 si son HFD) y se afiade 15 ul de esta dilucion
de cada muestra en cada pocillo por duplicado.

2.7.3 Andlisis de acidos grasos libres no esterificados (NEFAS)

El analisis de los nefas es igual que el de los triglicéridos salvo por el reactivo
colorimétrico utilizado (Wako chemicals, USA) y se usan dos reactivos que se afiaden
consecutivamente tras una incubacion de 5min a 37 °C del reactivo 1. La absorbancia se
mide a 620nm.

Para muestras de suero/plasma las muestras se diluyen 1:10. Se cargan 3,5 ul de
muestra por pocillo y por duplicado. El resto es similar a lo anteriormente explicado.
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2.7.4 Andlisis de colesterol

El andlisis del colesterol es igual que el de los triglicéridos cambiando el reactivo a
utilizar (ref. 1001093, Spinreact, Barcelona).

2.7.5 Test de tolerancia a la glucosa y Test de tolerancia a la insulina

Antes del sacrificio se realizan test de tolerancia a la glucosa (GTT) e insulina (ITT).
Los niveles basales de glucosa en sangre se miden después de un ayuno de toda la noche
(12h) con un glucémetro Accucheck (Roche). Para la realizacion del GTT e ITT se realizo
una inyeccion intraperitoneal de concentracion de 2mg/g D-glucose (Sigma) o 0.75U/kg
insulina (Sigma-Aldrich) diluidos en suero fisioldgico salino. Se hicieron medidas de
sangre a tiempos determinados tomando como punto O el momento de inyeccion. Se
determinaron valores bajo la curva (AUC).

2.7.6 Tincion Hematoxilina/eosina y Red-oill

Las muestras de tejido adiposo pardo y de higado se fijan 24 horas en un tampon 10%
formalina y se deshidratan y embeben en parafina por un procedimiento estandarizado.

Protocolo de inclusién:Una vez fijado el tejido, se deshidraté para embeberlo en
parafina para el posterior corte de secciones de 4 micrometros de grosor, que se
recogieron en portaobjetos xilanizadéks(obond Adhesion Micro Slides; Marienfield,
LaudaKonigshofen, Alemania)l.os cortes se dejaron secar una noche a 60°C. Para la
inclusién se siguid un protocolo estandar, utilizando un procesador de tejidos automatico
CitadelShandon. Deshidratacion: Alcohol de 70% (1 hora), 2 x Alcohol de 96% (1
hora), 3 X Alcohol de 100% (1X1hora, 2X2horas), 3 X Xilol (1X1hora, 2X2horas).
Inclusién en parafina: Parafina 2 (2 horas).

Con un micrétomo se hacen secciones de 3 um. Estas son tefiidas en un proceso
estandarizado con Hematoxilin/Eosin Alcoholic (BioOptica) siguiendo las instrucciones
del fabricante.

La diferenciacion adipogénica se identifica mediante la tincién estandarizada de red-
oil (0,7 mg en 100mL de propilen-glicol).

2.7.7 Determinaciones séricas: Insulina y leptina

RIA de insulina en suero.

Los niveles circulantes de insulina se determinaron mediante la utilizacion de un
radioinmunoensayo (RIA). Los reactivos utilizados forman parte de un kit comercial y se

siguieron las instrucciones del fabricante (HI-14Willipore Corporation, Billerica
Merck, MA.
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Kit Elisa insulina/leptina

Para la realizacion del kit de Elisa, tanto de leptina como de insulina necesitamos un
kit comercial. Las medidas de leptina e insulina se llevaron a cabo mediante ELISA
(EZRMI-13K Rat/Mouse Insulin ELISA y EZML-82K Mouse Leptin ELISKillipore
Corporation, Billerica, Merck, MA).EIl protocolo a seguir es el indicado en las
instrucciones del fabricante.

3. Analisis estadistico y representaciones graficas

Los test estadisticos utilizados varian en funcidén del experimento. Los datos (media
+ SEM) fueron representados con relacion a las unidades de expresion de los animales
tratados respecto al control (porcentaje). Los valores de probabilidad (p) de que la
hipétesis nula sea correcta considerados fueron representados por un asterisco en la
grafica de acuerdo al siguiente cédigo: * p<0,05, ** p<0,01 y **p<0,001. Para el
analisis, se excluyeron las muestras y/o animales cuyo valor se desviaba *+ 2 veces la
desviacion estandar, o cuando se observara un comportamiento inadecuado durante el
procedimiento experimental.

Previo al andlisis estadistico se realiza un test de normalidad que contrasta la
normalidad de un conjunto de datos. En este caso, se plantea como hipotesis nula que una
muestra del conjunto de datos proviene de una poblacién normalmente distribuida.

Cuando las poblaciones analizadas muestran una distribucién normal se realizan test
estadisticos paramétricos. Si se compara dos poblaciones empleamos el T-test (una o dos
colas, dependiendo si conocemos o desconocemos el efecto de la variable estudiada), en
caso de terminar la diferencia entre las medias de tres 0 mas poblaciones que siguen una
distribucion normal y son independientes entre si empleamos un ANOVA de una via. En
este supuesto, en caso de que si existiese diferencia significativa realizasamos,
posteriori un test de Tukey para comparar los grupos de dos en dos y comprobar cuales
son los grupos que causan significacion.

Cuando la poblacion no pasa el test de normalidad, se considera que dicha poblacion
no siguen una distribucion normal y se realizaria test estadisticos no paramétricos, evento
no ocurrido durante el andlisis de los datos de la presente tesis.

Las representaciones graficas y el andlisis estadistico fueron realizados con el
software Graphpad Instat 3 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, USA).
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RESULTADOS

OBJETIVO 1.
El papel endégeno dé&ur77 en la homeostasis metabdlica y energética

1. 1. Los RATONES HEMBRA KO PARA NUR77 ALIMENTADOS CON DIETA ALTA EN
GRASA HAN INCREMENTADO SU PESO CORPORAL Y SU ADIPOSIDAD

Lo primero que nos preguntamos y dado los antecedentes que explicamos en la
introduccidn, era si los ratones Nurr77 KO podrian tener resistencia a las dietas altas en
grasa o al contrario ser mas sensibles a la misma. Por ello comparamos ratones de la
misma edad machos y hembras WRyr77 KO que se mantuvieron con dieta alta en
grasa desde las 4 semanas de edad (45% kcal grasa, 4,73 kcal/g) y durante 16 semanas
para evaluar sus fenotipos metabolicos. Aunque no se encontraron diferencias en el peso
corporal entre los machos WTNur77 KO cuando fueron alimentados con dieta alta en
grasa (figura 12 Ay B), las hembidar77 KO ganaban significativamente mas peso que
las hembras WT alimentadas con dieta alta en grasa (figura 12 Ay B).

Cuando realizamos el andlisis de la composicion corporal mediante el NMR
cuantitativo nos encontramos que las hembi@s7 KO alimentadas con HFD durante
16 semanas acumulaban mas grasa que las WT (figura 12 C) y sin existir cambios en la
masa magra (figura 12 D). Sin embargo, al realizar el mismo analisis con los machos, no
se observaron diferencias en la composicion corporal de los machos (figura 12 C y D).
No se encontraron diferencias en la ingesta diaria de HFD medida al final del tratamiento
entre los ratones deficientes de Nur77 y los WT (figura 12 E).

1.2 LA SUPRESION DE NUR77 DISMINUYE EL GASTO ENERGETICO EN HEMBRAS
ALIMENTADAS CON HFD

Lo siguiente fue ver como podia verse afectado el gasto energético, y se encontrd que
cuando los ratones se alimentaban con dieta alta en grasa, el gasto energético era menor
en las hembras deficientesuar77 comparada con las hembras WT, mientras que en los
machos no se detectaron diferencias (figura 12 F). Los resultados son similares cuando
se corrige el gasto energético con la masa magra (figura 12 G). A pesar de esta
disminucién en el gasto energético, los niveles de actividad locomotora espontanea
permanecieron sin cambios enNer77KO y WT tanto en machos como en hembras
(figura 12H), lo que sugiere que podrian existir otros mecanismos, independientes de la
actividad locomotora que afectarian al gasto energético en los ratones NenTir&O.

El cociente respiratorio (RQ) tampoco muestra diferencias durante el ciclo circadiano
(figura 12 K), sin cambios ni durante la fase de luz (figura 12 1) ni durante la fase de
oscuridad (figura 12 J) indicando que la ausenci®Na&7 no modula el reparto de
nutrientes.
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Figura 12 (parte I). Ratones hembras deficientes de Nur77
alimentadas con dieta alta en grasa (HFD) han
incrementado su peso corporal y adiposidad disminuyendo
su gasto energético. (A y B) El peso corporal de los ratones
machos y hembras tras 16 semanas de libre acceso a HFD. (C
y D) La masa grasa y la masa magra. (E) La ingesta de alimento
acumulado durante 48 h. Se midieron ratones de
aproximadamente 5 meses de edad, n=7-8. *p<0.05, n=7-8 por
grupo. Los ratones hembra deficientes de Nur77 alimentadas
con HFD ganaban significativamente mas peso que las
controles wild type (WT).
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Figura 12 (parte Il). Ratones hembras deficientes de Nur77 alimentadas con dieta alta en grasa (HFD) han
incrementado su peso corporal y adiposidad disminuyendo su gasto energético. (F) 48 h del gasto total de energia
determinado por calorimetria indirecta. (G). El gasto de energia corregida por kg de masa libre de grasa. (H) La
actividad locomotora durante un periodo de 48 h corregida por kg de masa libre de grasa. (I, J y K) El cociente
respiratorio. Se midieron ratones de aproximadamente 5 meses de edad, n=7-8 por grupo. La disminucion del gasto
energético fue consistente con el aumento del peso y la grasa en ratones Nur77 KO después de HFD.
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1.3 LAS HEMBRAS KO NUR77 ALIMENTADAS CON HFD HAN AUMENTADO EL
ALMACENAMIENTO DE GRASA HEPATICA

Debido a los datos obtenidos en los que encontrabamos un aumento de peso corporal
y ganancia de masa grasa, quisimos averiguar si esto se relacionaba con un incremento
de almacenamiento de grasa en el higado, para ello medimos el contenido de triglicéridos
y encontramos un incremento del contenido de triglicéridos hepaticos totales en hembras
deficientes ddNur77 alimentadas con HFD en comparacion con los ratones WT (figura
13A). No encontramos diferencias significativas en el analisis de NEFAS (figura 13B).
Al realizar analisis e expresion mediante qPCR comprobamos que los niveles mas altos
de triglicéridos son consistentes con la sobrerregulacion de la expresiéon de RNA
mensajero de SREBP1 y ACCalfa (figura 13C) y a nivel proteico con la elevacién de
FAS, un marcador lipogénico (figura 13D) y con un descenso de los niveles de pJNK1
(figura 13E), una kinasa fuertemente implicada en el metabolismo de la glucosa y de los
lipidos en hembras deficientdsir77 alimentadas con HFD comparadas con las hembras
WT. Sin embargo, no se detectaron cambios en los niveles de proteina JNK1 total en
hembras (figura 13F). Vistos en conjunto, estos datos sugieren que la fBlta7de
favorece el almacenamiento de lipidos en el higado de los ratones hembra deficientes en
Nur77 alimentadas con HFD.

1.4 LAS HEMBRAS NUR77 KO ALIMENTADAS CON HFD EXHIBEN DESCENSO EN LA
LIPOLISIS EN TEJIDO ADIPOSO BLANCO

Observando una mayor cantidad de masa grasa en hembras deficieNtg3 &en
alimentadas con HFD en comparacion con sus controles WT, medimos el contenido de
triglicéridos por gramos de grasa y no encontramos diferencias entre los dos grupos
(figura 14A). Sin embargo, cuando calculamos el contenido de TG del total de masa grasa,
encontramos un aumento significativo en hemblas/7 KO comparadas con las WT
(figura 14B). Para investigar en mas detalle los mecanismos moleculares implicadas en
el metabolismo lipidico del adipocito usamos grasa epididimal en machos y grasa
parametrial en hembras y medimos expresion de proteinas y RNAm.

Encontramos un descenso significativo en la expresion de RNAmM de ACCalfay FAS
(figura 14C) y sin cambios en los niveles de los genes SREBP1 o LPL en el tejido adiposo
blanco parametrial de hembras Nur77 KO alimentadas con HFD (figura 14C).

Para profundizar en los mecanismos adyacentes implicados en el catabolismo de
lipidos, examinamos los niveles de proteinas de la lipasa sensible a hormonas (HSL), una
enzima clave en la movilizaciébn de &cidos grasos y lipolisis en WAT. Aunque la
deficiencia emMur77 no cambia los niveles de HSL fosforilado totales, el ratio pHSL/HSL
disminuye en el WAT parametrial de ratones hembra deficientes en Nur77 (figura 14D).

En conjunto, estos resultados indican que la lipolisis esta inhibida en WT de hembras
Nur77 deficientes alimentadas con HFD.
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Figura 13. Ratones hembra Nur77 KO alimentados con HFD han aumentado el almacenamiento hepatico de grasa. (A)
Contenido de triglicéridos (TG) totales en higado después de la exposicion HFD y (B) contenido de acidos grasos libres NEFAS.
(C) Niveles de expresion de ARNm de enzimas hepaticas: SREBP, CPT1 y ACC. Niveles de proteina: (D) FAS (acido graso
sintasa), (E) pJNK1 (Quinasa fosforilada c-Jun N-terminal) y (F) JNK1 en el higado de ratones WT y Nur77 KO. * p <0,05, **
p <0,01, n = 7-8 por grupo. De acuerdo con aumento del peso corporal y el aumento de la masa grasa, se encontré un mayor
contenido hepatico total de TG en ratones hembra deficientes en Nur77 alimentados con HFD en comparacion con los
ratones WT. Los niveles mas altos de TG hepaticos fueron consistentes con una sobre regulacion de los niveles de proteina
de FAS y con niveles disminuidos de pJNK1 en ratones hembra Nur77 KO alimentados con HFD en comparacion con los ratones
WT. Sin embargo, no se detectaron cambios en el total de los niveles de proteina JNK1 en las hembras. Tomados en conjunto,
estos datos sugieren que la falta de Nur77 favorece el almacenamiento de lipidos en el higado de hembras Nur77 deficientes

alimentados con HFD.
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Regulatory Element-Binding Proteins), ACCa (acetil-CoA carboxilasa), FAS, y LPL (lipoproteina lipasa) en WAT
después de 16 semanas de HFD. * p <0,05, n = 7-8 por grupo. Se encontr6 una disminucion significativa en la
expresion de ARNm de ACCa y FAS en el WAT de hembras Nur77 KO. (D) Los niveles de proteina HSL (lipasa sensible
a hormonas), pHSL, y la relacion de la pHSL / HSL. * p <0,05, n = 7-8 por grupo. En cuanto a otras enzimas, aunque
la deficiencia de Nur77 no cambi6 totalmente los niveles fosforilados de HSL, la relacion pHSL / HSL se redujo en
el WAT de hembras Nur77 deficientes. En general, estos resultados indican que la oxidacion de lipidos se inhibe
en el WAT de ratones hembras Nur77 deficientes alimentados con HFD.
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1.5LA SUPRESION DE NUR77 EN HEMBRAS INCREMENTA LOS NIVELES DE CIDEA EN
BAT

Para investigar el mecanismo potencial responsable del descenso del gasto energético
en ratones hembidur77 KO, se analizo el BAT. Los adipocitos marrones de hembras
Nur77 KO eran mas grandes que los de las hembras WT alimentadas con HFD (figura
15A y B). Contrariamente, los adipocitos de madkos/7 KO eran mas pequefios que
sus controles WT alimentados con HFD (figura 15A y B). El siguiente paso fue medir la
expresion de varios marcadores termogénicos en BAT. No habia diferencias en los niveles
de proteina de UCP1 entre hembxas77 KO y WT (figura 15C) o en la expresion de
HSL o pHSL (figura 15D).

Consistentemente, la expresion de RNAm de otros factores implicados en el
programa termogénico como UCP3, FGF21, PGO18MP7 tampoco presentaba
diferencias entre los grupos de ratones hembra (figura 15E). También observamos los
niveles de CIDEA, ya que se conoce que los ratones que carecen de CIDEA tienen una
tasa metabdlica mas alta, mayor lipolisis en BAT y la temperatura corporal cuando se
someten a tratamiento de frio (Zhou, et al., 2003). Encontramos que los niveles de RNAmM
de CIDEA se incrementaba en BAT de hemiMas77 KO (figura 15E). En machos
Nur77 KO solo detectamos un descenso significativo en la expresion del gen UCP3
cuando los comparamos con sus controles WT (figura 15E).
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Figura 15. Supresion de Nur77 en las hembras aumenta los niveles de CIDEA en BAT (Brown adipose tissue).
(A) Histologia de tejido adiposo pardo. Adipocitos. (B). Analisis representativo del tamaio de adipocitos de BAT
(C) Niveles de proteina UCP1 en BAT de ratones WT y Nur77 KO después de 16 semanas de HFD. (D) Expresion de
mRNA de los factores que intervienen en el metabolismo de los lipidos y la termogénesis: FGF21, UCP3, PGC1a,
BMP7, CIDEA y FAS. ** p <0,01, n = 7-8 por grupo. No hubo diferencias en los niveles de proteina de UCP1 entre
hembras Nur77 KO y WT. En consonancia, la expresion de mRNA de otros factores que intervienen en la
termogénesis como UCP3, FGF21, PGC1a o BMP7 también fue alterada en ratones Nur77 deficientes. Sin embargo,
los niveles de CIDEA se incrementaron en el BAT de ratones hembra Nur77 KO. En general, esto indica que los
niveles mas altos de CIDEA en hembras Nur77 deficientes alimentados con HFD podria inducir una disminucion de
la termogénesis y la disminucion de la lipdlisis
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1.6. LOS RATONES HEMBRA NUR77 KO TIENEN NIVELES SERICOS NORMALES DE
NEFAS, TG, COLESTEROL E INSULINA PERO INCREMENTAN LOS NIVELES DE LEPTINA Y
GLUCOSA BASAL

No detectamos ningun cambio significativo en los niveles circulantes de acidos
grasos no esterificados (NEFAS), TG, colesterol e insulina entre los ratoneSIWT 7
KO alimentados con HFD (tabla 4). Sin embargo, encontramos un aumento significativo
en los niveles de leptina y glucosa basal (ayuno de toda la noche) en hembras deficientes

en Nur77 comparados con las hembras WT (tabla 4).

WT machos KO machos WT hembras KO hembras

Peso inicial (g) 15,00 + 0,42 14,80 + 0,98 12,93 £ 0,23 13,56 + 0,33

NEFAs (mg/dl) 77,34 + 9,98 76,49 + 20,74 36,88 + 4,27 41,99 + 2,23

TG (mg/dl) 138,17 + 21,35 117,66 + 23,04 80,66 + 11,31 74,40 = 3,60
Colesterol (mg/dl) 363,43 £ 14,15 342,77 £ 13,08 246,52 + 18,21 253,33 + 18,96

Insulina (ng/ml) 1,71 £ 0,41 2,44 + 0,92 0,55 + 0,06 0,79 + 0,12

Leptina (ng/ml) 9,87 + 2,05 15,59 + 4,24 3,99 + 1,41 9,95 + 1,96*
Glucosa basal (mg/dl) | 93,60 + 11,47 97,83 + 12,94 53,00 + 10,79 80,60 + 5,30 *

Tabla 4. Parametros circulantes de NEFAs (non-esterified fatty acids), triglicéridos (TG),
colesterol, insulina, leptina y glucosa basal en ratones WT y Nur77 KO después de 16 semanas de HFD.
n=7-8 por grupo. *p<0,05.

1.7CONTENIDO DE TG Y SENALIZACION DE INSULINA EN MUSCULO

El contenido de TG en musculo no muestra diferencias entre los ratones macho WT
y Nur77 KO, mientras que hay un ligero incremento aunque no significativo en hembras
Nur77 KO cuando las comparamos con sus controles WT (figura 16A). Observamos
algunos factores clave que median la sefalizacion de la insulina y encontramos que los
niveles proteicos de AKT se reducen en musculo de hembras careNte3 demientras
gue no hay cambios detectables en pAKT o PTEN (figura 16B).
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1.8 HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA EN RATONES NUR77 DEFICIENTES ALIMENTADOS
CON DIETA ALTA EN GRASA

Nos parecia indispensable realizar un estudio sobre el metabolismo de la glucosa en
estos ratones, con lo que medimos parametros clave de la homeostasis de la glucosa en
ratones WT yWur77 KO. Este analisis no muestra cambios en las concentraciones de
glucosa sérica en ayuno en machos carentédsudé/ comparados con sus controles
alimentados con HFD (tabla 4). Sin embargo, las hemitag7 KO muestran un
aumento de los niveles de glucosa sérica en ayuno comparado con las hembras WT (tabla
4). Por ello decidimos realizar el test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (ipGTT) a
los ratone®ur77 KO alimentados con HFD y no encontramos diferencias en la tolerancia
a la glucosa en machos (figura 17 A, B, C y D) o en hembras (figura 17 E, F, G y H).

Para analizar su sensibilidad a la insulina lo siguiente fue realizar un test de tolerancia
a la insulina (ITT) y de nuevo no encontramos diferencias en el descenso de los niveles
de glucosa en sangre entre los dos grupos en machos (figura 17 I, J,). Sin embargo,
observamos una resistencia marcada a la insulina en hevursKO comparadas con
las hembras WT alimentadas con HFD (figura 17 M, N, O y P). Curiosamente, cuando
calculamos la glucosa como porcentaje de variacién de glucemia, encontramos que tanto
machos (figura 17 K y L) como hembras (figura 17 O y P) carentBsid& muestran
mayor resistencia a insulina que sus controles WT.
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Figura 17 (parte l). Tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina en ratones KO Nur77. (A) Representacion grafica
de los valores (mg/dL) tras un test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT) en los machos después de 16 semanas de
HFD y (B) la representacion de estos valores como area bajo la curva (AUC). (C) Representacion grafica de los valores
(porcentaje) tras un test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT) en los machos después de 16 semanas de HFD y (D)
la representacion de estos valores como area bajo la curva (AUC). (E) Representacion grafica de los valores (mg/dL) tras un
test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT) en los machos después de 16 semanas de HFD y (F) la representacion de
estos valores como area bajo la curva (AUC). (G) Representacion grafica de los valores (porcentaje) tras un test de tolerancia
a la glucosa intraperitoneal (IPGTT) en los machos después de 16 semanas de HFD y (H) la representacion de estos valores
como area bajo la curva (AUC). Valores representados Media + SEM. * p <0,05, ** p <0,01, n = 7-8 por grupo.
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Figura 17 (parte Il). Tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina en ratones KO Nur77. (I) Representacion grafica
de los valores (mg/dL) tras un test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPITT) en los machos después de 16 semanas de
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OBJETIVO 2.

Investigar la regulacion de la familia NR4A bajo distintas condiciones
fisiologicas asociadas con cambios en el metabolismo como desarrollo postnatal,
estado gonadal, gestacion, cambios hormonales

Dado que claramente Nurr77 estad implicada en el metabolismo energético y la
homeostasis de la glucosa, nos preguntamos como variaria la expresion de los distintos
componentes de la familia en diferentes condiciones fisiolégicas. Para una mejor
comprension de esta proteina, hemos estudiado los niveles de expresion de la familia
NR4A a la que pertenece Nur77 bajo diferentes condiciones fisiologicas.

2.1 NFLUENCIA DE LA PRIVACION DE ALIMENTOS , LA LEPTINA Y LA COMPOSICION
DE ALIMENTOS EN LA EXPRESION DE NR4A

Primero nos planteamos investigar los efectos del estado alimenticio en la expresion
de ARN m de NR4As: NR4AINur77), NR4A2 Nurrl) y NR4A3 (Nor-1) en el tejido
adiposo blanco de ratas.

Empezamos analizando los efectos del ayuno y encontramos que después de 24 horas
de ayuno habia un incremento en la expresion de RNA de los tres isotipos de NR4A
estudiados (figura 18 A). Este efecto se revertia cuando las ratas eran realimentadas,
produciendo un descenso de los niveles de RNA mensajero hasta niveles basales similares
a los observados en ratas alimentadas ad libitum

El siguiente paso fue investigar los efectos de la restriccion alimenticia crénica (70%
de la ingesta normal) durante 8, 12, 16 y 21 dias. Sin embargo, en este caso, no pudimos
encontrar ninguna diferencia estadisticamente significativa en la expresién de ARN m de
NR4As (figura 18 B), si bien los datos indicaban una tendencia a la disminucion de los
valores.

La leptina es una hormona principalmente liberada por el tejido adiposo blanco que
actla en el cerebro para regular la ingesta alimentaria y el peso corporal. Ademas uno de
los cambios mas importantes que suceden en un estado de ayuno es que los niveles de
leptina disminuyen. Por esto, nos preguntamos si el efecto observado durante el ayuno
podria estar mediado por la leptina. Para ello, usamos un modelo de raton deficiente en
leptina (ob). Comparamos los ratones control, los ratones ob/ob (deficientes en leptina) y
los ratones ob/ob tratados con leptina y no pudimos observar ninguna diferencia en la
expresion de ARNm en ninguna de las isoformas (figura 18 C) pudiendo indicar que el
incremento en la expresion durante el ayuno era independiente de los niveles de leptina.

Finalmente, analizamos si la composicion de la dieta podria afectar a la expresion de
NR4As. Alimentamos ratas con dieta estandar (ND) y con dieta alta en grasa durante 12
semanas. La HFD produce un aumento en la expresion de ARNiurdié yNor-1 en
WAT, mientras que no encontramos diferencias en el efecto de Nurrl (figura 18 D).
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Figura 18 (parte I). Efectos del estado nutricional y la leptina sobre la expresion de ARNm de NR4A1, NR4A2 y NR4A3 en
WAT gonadal. (A). Efectos de la alimentacion ad libitum, el ayuno de 24 horas y la realimentacion de 24h en la expresion de
ARNmM de NR4A1, NR4A2 y NR4A3 en la WATg en relacion a sus controles (alimentados) (B). Efectos de la restriccion cronica
(70%) en la expresion de ARNm de NR4A1, NR4A2 y NR4A3 en la WATg en relacion a sus controles (alimentados). La expresion
de los ARNm indicados fueron normalizada en base a HPRT y el valor resultante para cada grupo fue normalizado a la expresion
de un gen diana en el control. Los datos se expresan como media + SEM (n=7-8 animales por grupo). *p< 0,05; **p< 0,01;
***p<0,001 vs controles. $$ p<0,01 vs grupo en ayuno de 24h.
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Figura 18 (parte Il). Efectos del estado nutricional y la leptina sobre la expresion de ARNm de NR4A1, NR4A2 y NR4A3
en WAT gonadal. (C). Efectos de la leptina en ratones ob/o ben en la expresion de ARNm de NR4A1, NR4A2 y NR4A3 en la
WATg en relacion a sus controles (salinos) (D). Efectos de la dieta alta en grasa (HFD) en la expresion de ARNm de NR4A1,
NR4A2 y NR4A3 en la WATg en relacion a sus controles (dieta normal o estandar). La expresion de los ARNm indicados fueron
normalizada en base a HPRT y el valor resultante para cada grupo fue normalizado a la expresion de un gen diana en el
control. Los datos se expresan como media + SEM (n=7-8 animales por grupo). *p< 0,05; **p< 0,01; ***p<0,001 vs controles.
$S$ p<0,01 vs grupo en ayuno de 24h.
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2.2 NFLUENCIA DE LA EDAD Y EL GENERO EN LA EXPRESION DE ARNM DE NR4A

Tal como se describid en el objetivo 1 encontramos un dimorfismo sexual en relacion
a los efectos de Nu77 sobre la homeostasis energética. Ademas es bien conocido que el
tejido adiposo blanco tiene implicaciones muy importantes en el desarrollo postnatal y la
pubertad, por eso, analizamos la expresion de NR4A en WAT en diferentes estados de
desarrollo en machos y hembras. Primero, medimos la expresion de ARNm en el
desarrollo postnatal de ratas hembras de 25, 45, 60 y 90 dias. La expresion de ARNm de
Nur77,Nurrl y Nor-1 aumenta a lo largo del desarrollo. Las tres isoformas alcanzan
niveles mas altos a los 90 dias del desarrollo postnatal (figura 19 A). Puesto que a los 90
dias de edad, las ratas son adultas y el eje gonadal esta completamente desarrollado,
quisimos comprobar si las hormonas sexuales podrian estar implicadas en el incremento
de los niveles de ARNm de NR4As. Para ello, utiizamos un modelo de rata
ovariectomizada (figura 19 B) y encontramos un descenso en la expresion de ARNm en
WAT de los genes NR4As comparados con las hembras control (SHAM- controles
operados). Estos datos parecian sugerir que los estrogenos estarian implicados en la
sobrerregulacion de los genes NR4As en WAT durante el desarrollo postnatal en ratas
hembra.

Después, analizamos la expresion de ARNm de los genes NR4As de ratas macho de
25, 45, 60 y 90 dias de edad y encontramos que la expresion es similar para los tres
receptores en WAT incrementando a lo largo del desarrollo en machos con niveles mas
alto a los 90 dias (figura 20 A). Para estudiar la influencia de las hormonas sexuales, en
este caso la testosterona, en la expresion de los genes NR4As, usamos ratas macho
gonadectomizados (figura 20 B) y encontramos que la ausencia de gonadas disminuia la
expresion de ARNm de los isotipos de NR4As comparado con los controles (Sham-
controles operados). Estos parecian sugerir que la testosterona modula de manera directa
o indirecta los niveles de expresion de los genes NR4As en WAT.
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Figura 19. Efectos del desarrollo postnatal, edad y esteroides sexuales sobre la expresion de ARNm de NR4A1, NR4A2
y NR4A3 en WAT gonadal de ratas hembra. (A). Expresion de ARNm de NR4A1, NR4A2 y NR4A3 en la WATg en relacion a
sus controles (ratas de 25 dias de edad) durante el desarrollo postnatal en ratas hembra. (B) expresion de ARNm de NR4A1,
NR4A2 y NR4A3 en la WATg en relacion a sus controles (Sham) dos semanas después de la ovariectomia (OVX). La expresion
de los ARNm indicados fueron normalizada en base a HPRT vy el valor resultante para cada grupo fue normalizado a la
expresion de un gen diana en el control. Los datos se expresan como media + SEM (n=7-8 animales por grupo). *p< 0,05;
**p< 0,01; ***p< 0,001 vs controles. # p< 0,05 vs ratas de 45 dias de edad. $ p < 0,05 vs ratas de 60 dias de edad.
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Figura 20. Efectos del desarrollo postnatal, edad y esteroides sexuales sobre la expresion de ARNm de NR4A1,
NR4A2 y NR4A3 en WAT gonadal de ratas macho. (A). Expresion de ARNm de NR4A1, NR4A2 y NR4A3 en la WATg en
relacion a sus controles (ratas de 25 dias de edad) durante el desarrollo posnatal en ratas hembra. (B) expresion de
ARNmM de NR4A1, NR4A2 y NR4A3 en la WATg en relacion a sus controles (Sham) dos semanas después de la gonadectomia
(GVX). La expresion de los ARNm indicados fueron normalizada en base a HPRT y el valor resultante para cada grupo fue
normalizado a la expresion de un gen diana en el control. Los datos se expresan como media + SEM (n=7-8 animales por
grupo). *p< 0,05; **p< 0,01 vs controles. # p< 0,05 vs ratas de 45 dias de edad.
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2.3 NFLUENCIA DE LAS HORMONAS HIPOFISARIAS

Es muy conocido que alteraciones en los diversos ejes neuroendocrinos hipotalamo-
hipofisarios estan implicados en la regulacion del balance energético. Por ello, y una vez
descrito el papel del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal decidimos estudiar la expresion de
ARNmM de los genes NR4As en 2 modelos de rata: uno con alteraciones en el eje tiroideo
y otra con alteraciones en el eje somatotropo

Como las hormonas tiroideas juegan un papel crucial en la regulacion del
metabolismo, y el hipotiroidismo produce una ganancia de peso y adiposidad
descontrolada, analizamos si la deficiencia en la hormona tiroidea podria afectar a los
niveles de expresion de NR4As. El hipotiroidismo disminuyo la expresion de ARNm de
Nur77, Nor-1 y Nurrl en WAT comparado con las ratas eutiroides (figura 21 A).

La hormona del crecimiento (GH-growth hormone) juega un papel importante tanto
en el control de la homeostasis metabdlica como en la composicion corporal y el
metabolismo de la glucosa y lipidico (Rizza, Mandarino, & Gerich, 1982). Por ello
estudiamos los efectos de la deficiencia de GH (ratas Dwarf) en los niveles de NR4As en
WAT y encontramos una subrregulacion de la expresion de ARNRudé& en ratas
deficientes en GH comparadas con los controles. Los otros isdtipog, y Nor-1, no
presentan ninguna diferencia en la expresion comparados con sus controles (figura 21 B).
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Figura 21. Analisis de los factores hipofisarios en la expresion de ARNm de NR4A1, NR4A2 y NR4A3 en WAT gonadal. (A)
Efectos del estado tiroideo en los niveles de ARNm WATg de NR4A1, NR4A2 y NR4A3 relativo a sus controles (Eutiroideas). (B)
Efectos de la deficiencia de GH en los niveles de ARNm WATg de NR4A1, NR4A2 y NR4A3 relativo a sus controles (Lewis). La
expresion de los ARNm indicados fueron normalizada en base a HPRT y el valor resultante para cada grupo fue normalizado a
la expresion de un gen diana en el control. Los datos se expresan como media + SEM (n=7-8 animales por grupo). *p< 0,05;
**p< 0,01 vs controles.
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2.4EFECTOS DE LA GESTACION

Finalmente, decidimos analizar los niveles de expresion de ARNm de los genes
NR4A en un modelo fisiolégico especial asociado a cambios metabdlicos y hormonales
importantes, como incremento en la acumulacion de tejido adiposo, como es la gestacion.
Analizamos la expresion déur77,Nurrl y Nor-1 durante diferentes dias de la gestacion
(8, 12, 16 y 21 dias) y encontramos un incremento en la expresion de ARNum7de
Nurrl y Nor-1 en el dia 8 de gestacion. Esos niveles descendian a partir del dia 12 hasta
el 21 llegando a los niveles del grupo control no prefiada o siendo menores como se
observa para NR4A2 y NR4A3 (figura 22).
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DISCUSION

Nur77 participa en la regulacion de numerosas acciones biolégicas, incluyendo el
metabolismo. En particulaur77 es un regulador transcripcional del metabolismo de la
glucosa en el higado y en el masculo esquelético (Pei, et al., 2006) (Chao, et al., 2009)
(Chao, et al., 2007) (Pearen, et al., 2008¥ios estudiosn vitro también han indicado
que Nur77 esta involucrado en la adipogénesis (Chao, Bensinger, Villanueva,
Wroblewski, & Tontonoz, 2008) (Wang, Myers, Eriksson, Fitzsimmons, & Muscat,
2011). Sin embargo, no ha habido estudmsivo que clarifiquen el posible papel de
Nur77 en el tejido adiposo. En este trabajo utilizando dieta alta en grasa con un 45% de
grasa, demostramos que los ratones hembras que carddan/dealimentados con un
HFD ganaron significativamente mas peso corporal que los controles (tipo salvaje-WT).
La disminucién del gasto energético fue consistente con el aumento del peso corporal y
la masa grasa en ratondsir77 KO después de la alimentacion con HFD. A nivel
molecular, encontramos alteraciones en el metabolismo lipidico en ratones hembra, pero
no en machos. Mas especificamente, nuestros hallazgos sugieren que la deficiencia de
Nur77 disminuyd la lipolisis del tejido adiposo en las hembras en comparacion con sus
comparferos de camada alimentados con HFD. Ademas de la funcidon de almacenamiento
de los lipidos, el tejido adiposo blanco (WAT) desempefia un papel crucial en el
mantenimiento de la homeostasis energética. Por otra parte, el tejido adiposo pardo (BAT)
ha surgido como un érgano activo regulador de la termogénesis no solo en el recién
nacido, sino también en los adultos (van Marken Lichtenbelt, et al., 2009) (Virtanen, et
al., 2009). Y dado que esta bien establecido que WAT y BAT ejercen efectos relevantes
sobre la sensibilidad a la insulina decidimos seguir investigando el papeirde en
esos tejidos.

Lo primero que encontramos fue una disminucién de la ratio pHSL / HSL en WAT,
lo que estaria sugiriendo una disminucion de la lipdlisis. Esto es coherente con el efecto
de Nur77 en las células del musculo esquelético, donde la atenuacién de la expresion
Nur77 dio lugar a una disminucion de la lipolisis (Maxwell, et al., 2005). Sin embargo
estos resultados no estan en concordancia con los observados en los seres humanos, ya
gue en este caddur77 esta sobrerregulado en el WAT de los pacientes obesos extremos,
mientras que la expresion Neir77 se normaliza después de la pérdida de grasa (Veum
V., et al., 2012) . En conjunto, estos datos sugieren que el aumento de la expresion de
Nur77 en el WAT de los pacientes obesos podria ser un mecanismo compensatorio con
el fin de limitar la expansion del tejido adiposo.

En BAT, la expresion ddur77 se indujo en aquellos ratones expuestos al frio por lo
queNur77 es un regulador negativo de UCP1 inducido por frio (Kanzleiter, et al., 2005).
Sin embargo, los ratones que carecen de este receptor no muestran ninguna alteracion en
la termogénesis, lo que sugiere que existe un mecanismo compensatorio de los otros
miembros de la familia (Kanzleiter, et al., 2005).

En nuestros datos actuales no hemos podido detectar ningiin cambio significativo en
la expresion de genes que controlan la termogénesis en BAT de ratones deficientes en
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Nur77. Sin embargo, hemos encontrado mayores niveles de CIDEA en el BAT de los
ratones hembra KO pardur77 en comparacion con sus compafieros de camada
alimentados con HFD. Cabe destacar que CIDEA es un importante inhibidor de la
lipdlisis y los ratones deficientes en CIDEA son delgados y resistentes a la obesidad
inducida por la dieta y la diabetes (Zhou, et al., 20@8) lo tanto, nuestros resultados
sugieren que el aumento de los niveles de CIDEA podria contribuir a disminuir la
lipdlisis, mientras que la reduccion de la expresion de LPL en el BAT de los ratones
hembra KO pardaNur77 sugiere una menor absorcion de lipidos en BAT de ratones
hembraNur77 KO. El mayor tamafo de los adipocitos marrones de los ratones hembra
deficientes deNur77 en comparacion con los ratones hembra WT podria explicarse
probablemente por la disminucién de la lipdlisis en los adipocitos marrones en los
animales KO.

Una cuestion intrigante de este estudio es el dimorfismo sexual observado en el
fenotipo metabdlico de ratones que careceNul&7. Hay una gran cantidad de datos
clinicos y experimentales que demuestran que los esteroides sexuales y la insulina
interactlan en sus efectos en varios tejidos y ademas se sabe que la deficiencia estrogénica
se asocia a un marcado incremento en el desarrollo de obesidad inducido por diferentes
factores obesogénicos (Livingstone & Collison, 2002) (Novelle, et al., 2017). La
deficiencia de los estrégenos o sus receptores se asocia con un aumento de la adiposidad,
en particular en la grasa visceral, lo que perjudica la sensibilidad a la insulina (Shi, Seeley,
& Clegg, 2009) (Heine, Taylor, lwamoto, Lubahn, & Cooke, 2000). Los niveles de
estrogeno tienen un papel importante en la regulacion de la homeostasis energética.
Estudios experimentales han demostrado de manera concluyente que este aumento de la
adiposidad esta asociado a un estado de hiperfagia, reduccion del gasto energético y del
peso corporal. Por otra parte, la restauracion de los nivelestrdgenos en ratones
ovariectomizados disminuye este peso corporal y el resto de los parametros antes citados
hasta niveles similares a sus controles. Los estrogenos también afectan el gasto energético
y al metabolismo de los lipidos, por ejemplo los ratones deficientescem&®raron un
menor gasto de energia (Heine, Taylor, lwamoto, Lubahn, & Cooke, 2000) sidiRa
directamente la lipolisis (Barros & Gustafsson, 2011).

Un estudio anterior ha descrito que los ratones machos que caréag@ dganaron
mas peso y fueron mas resistentes a la insulina que los ratones WT (Chao, et al., 2009).
Nuestros hallazgos muestran que las hembras, pero no los ratones macho deficientes en
Nur77 ganaron méas peso cuando se alimentaron con HFD. Sin embargo, ambos ratones
deficientes erNur77, hembras y machos, mostraron una mayor susceptibilidad a la
obesidad inducida por la dieta y una mayor resistencia a la insulina. La resistencia a la
insulina observada en ratones deficienteiNar77, machos y hembras, es consistente
con la tendencia a aumentar los niveles de insulina en ayunas en ratones deficientes en
Nur77. Las discrepancias en el aumento de peso corporal entre los dos estudios podrian
explicarse por diferencias en los enfoques metodoldgicos. Alimentamos a los ratones con
un HFD con 45% de calorias de grasa, mientras que el trabajo anterior utiliz6 60% de
calorias de la grasa (Chao, et al., 2009). De hecho, el uso de dietas con un porcentaje
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diferente de grasa provoca diferentes alteraciones en el contenido de triglicéridos,
colesterol, etq(Prior, et al., 2009). Por lo tanto, esta importante variable permite detectar
diferentes acciones de un gen utilizando el mismo modelo animal. Enfrentando a los
ratones con una dieta con un menor contenido de grasa, fuimos capaces de descubrir las
diferencias de género mostradas en este trabajo. Para apoyar esto habria que destacar que
aungue no encontramos ninguna diferencia en los machos, el fenotipo metabdlico de los
ratones hembradNur77 deficientes se asemeja a lo estudiado en ratones macho con
deficiencia de Nur77.

En cualquier caso, nuestros datos sugieren que el aumento del peso corporal y el
contenido de grasa en los ratones que carecnrd@ alimentados con HFD pueden ser
causados por la disminucion del gasto energético. Ademas, esto se acompafia de un
aumento del contenido de triglicéridos en el higado y de un marcado deterioro de la
sensibilidad a la insulina. Adicionalmente, se encontré que los niveles fosforilados de
JNK1 estan disminuidos en el higado de ratones hembra deficiehtes/@ralimentados
con HFD. Dado que se demostré que la ablacion de JNK1 en los hepatocitos induce la
resistencia a la insulina y la esteatosis hepéatica (Sabio, et al., 2009) nuestros datos
sugieren que, ademas de los mecanismos descritos desencadenantes de la acumulacion de
grasa en el higado (Chao, et al., 2008)K1 también estd mediando los efectoBlder7
en el metabolismo hepatico. Por lo tanto, nuestro estudio actual apoya los resultados
anteriores y en general, se puede concluir qIMuel7 endégeno desempefia un papel
importante en el control de la homeostasis de la energia y el metabolismo de la glucosa.

Ademas de sus acciones hepaticas, cuando los ratn@3 deficientes fueron
alimentados con un HFD de 60%, también se ha observado que la ausexaid tle
aumentaba del contenido de lipidos intramuscular, la oxidacion de acidos grasos y la
resistencia a la insulina en el masculo (Chao, et al., 2009) (Chao, et al., 2007). De forma
similar, en el presente trabajo se encontré que una HFD con 45% de calorias de grasa,
indujo un aumento moderado del contenido de TG en el musculo e inhibid los niveles de
la proteina AKT en hembras que carecemNde77, lo que podria explicar parcialmente
la sensibilidad a la insulina alterada observada en estos ratones.

En general, es probable que el aumento de la adiposidad en los ratones hembra
deficientes emNur77 refleja el punto final de los cambios en los efectos metabdlicos
sistémicos relacionados con la acciomNde77 en varios tejidos metabdlicos importantes,
incluyendo no sélo el muasculo esquelético (Chao, et al., 2009) (Chao, et al., 2007) y el
higado (Pei, et al., 2006) sino también la grasa blanca y marron.

Por lo tanto, es tentador especular que el fenotipo observado en ratones hembra
deficientes eNur77 podria ser causado por alteraciones en la sefalizacion del receptor
de estrogenos a nivel hipotalamico. A este respecto datos recientes han puesto de
manifiesto que los estrogenos desempefian una buena parte de sus efectos sobre el balance
energeético a nivel central A este respecto es de destacar datos recientes que demuestran
que h accion central del estradiol (E2) inhibe seleatigate la proteina quinasa activada
por AMP (AMPK) a través del receptor de estrégeno alfaleR el nacleo ventromedial
del hipotalamo (VMH), llevando a la activacion de la termogénesis en el tejido adiposo
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pardo por el sistema nervioso (SNS) de una manera independiente de la alimentacion.
Segun un nuevo modelo, la regulacion por E2 del eje VMH AMPK-SNS-BAT es un
determinante importante del balance energético y sugieren que la desregulacion en este
eje puede explicar los cambios comunes en la homeostasis energética y la obesidad ligada
a la disfuncion del eje ovarico y del dimorfismo sexual (Morentin, et al., 2014).

Seria por tanto muy interesante el evaluar el efdetdos estrogenos a nivel
hipotalamico en este grupo neuronal y esclarec&tus/7 puede estar regulando la
activacion de AMPK y por tanto todo el eje antes descrito.

En resumen, este estudio demuestra que: a) ademas de las funciones metabdlicas
conocidas en el higado y el miUsculo esquelétvar,77 es también un importante
modulador fisiolégico del metabolismo lipidico en el tejido adiposo; Y b) la eleccién de
una HFD con 45% de calorias de grasa, demuestra que hay diferencias de género en la
sensibilidad a la deleccion de la sefaliza®ioin77. La disminucion del gasto energético
y la alteracion metabdlica en el tejido hepatico, muscular y adiposo favorecen la mayor
susceptibilidad a la obesidad inducida por la dieta en ratones que carbei tdeEstos
datos sugieren que la activacionNier77 en los tejidos periféricos metabdlicos podria
ser eficaz en el tratamiento de la obesidad y sus trastornos asociados.

Estudiando a nivel general la subfamilia NR4A, a la que pertevecé’, hemos
demostrado que los miembros de la subfamilia NR4A estan regulados, en el tejido
adiposo blanco (WAT), por diferentes condiciones asociadas con cambios metabdlicos
tales como estado nutricional, esteroides sexuales, hormonas hipofisarias y embarazo.

Varios estudios anteriores, mostrados en este trabajo, indicaron que los NR4A se
asocian con cambios en la masa grasa en ratones, ratas y seres humanos. Por ejemplo, los
ratones que carecen Ner77 ganan mas grasa cuando se alimentan con un HFD (Chao,
et al., 2009) (Perez-Sieira, et al., 2013) y adea3 7 es un mediador de la regulacion
de PPAR inducida por el ayuno en WAT (Duszka, et al., 2018)inyeccion de siRNA
deNor-1 en el hipotalamo de ratones produjo una supresion de la ingesta de alimentos y
el peso corporal (Nonogaki, et al., 2009). En los pacientes con obesidad mérbida, la
expresion de NR4As en el WAT estaba incrementada comparado con sujetos delgados
mientras que su expresion se normalizé después de la pérdida de grasa (Veum V. , et al.,
2012). Por lo tanto, primero analizamos la influencia del estado nutricional (ayuno y
restriccion cronica de alimentos) en la expresion de NR4As. En relacion con un estudio
previo (Duszka, et al., 2013) y con datos obtenidos en musculo e higado (Oita, Mazzatti,
Lim, Powell, & B.J., 2009), encontramos que el ayuno produjo una regulacién positiva
deNur77 en WAT, y este efecto se invirtié cuando las ratas volvian a ser realimentadas.
Los trabajos actuales demuestran que estos cambios no eran espediicd¥ dga que
Nurrl y Nor-1 mostraron un perfil idéntico en el WAT de ratas en ayunas y en ratas
realimentadas. Contrariamente a los hallazgos obtenidos después del ayuno, no hemos
detectado ningun cambio en la expresion de NR4As en el WAT de ratas obligadas a una
restriccion cronica de alimentos. Asi, nuestros datos indican que NR4As podria
desempeiar un papel importante en las adaptaciones metabdlicas del WAT al estado
nutricional a corto, pero no a largo plazo. Ademas, nuestros resultados indican que la
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restriccion de alimentos modula los receptores NR4A de una manera especifica de tejido
ya que previamente se habia demostrado que la expresion de NR4As se incrementaba en
el masculo esquelético de rata y en el higado durante la restriccion alimentaria (Oita,
Mazzatti, Lim, Powell, & B.J., 2009).

Como uno de los cambios mas importantes en el estado de ayuno es la disminucion
de los niveles de leptina, evaluamos si la leptina estaba mediando la expresion de NR4As
inducida por el ayuno. Para probar esta hipoétesis, analizamos la expresion de NR4As en
ratones deficientes en leptina (ob / ob) y a los que tratamos con leptina. Aunque la leptina
disminuyo la ingesta de alimentos y el peso corporal (datos no mostrados), nosotros no
encontramos ninguna diferencia en la expresion de receptores NR4A entre ratones WT y
ratones ob/ob con o sin leptina. En general, nuestros resultados indican que el efecto del
ayuno en la expresion de NR4As es independiente de la leptina. De hecho, el ayuno esta
asociado a cambios de multiples hormonas y otros factores distintos de la leptina, por lo
que seria necesario realizar mas estudios para precisar los mecanismos que controlan la
expresion de NR4S en el WAT después del ayuno.

La obesidad inducida por la dieta (DIO) en roedores representa un modelo
experimental de obesidad muy robusto. Dado que estudios previos demostraron que la
falta deNur77 hacia que los animales fueran mas susceptibles a la ganancia de grasa
cuando se alimentaban con HFD (Chao, et al., 2009) (Perez-Sieira, et al., 2013), nos
propusimos medir la expresion de NR4As en el WAT de ratas DIO. Habia sido descrito,
que los ratones obesos muestran una reduccion en la regpadstaérgica (Collins, et
al., 1994) y se demostro que la seializagiadrenérgica induce la expresion de mRNAs
de NR4As en WAT (Myers, Eriksson, Burow, Wang, & G.E., 2009). Inesperadamente,
encontramos que los niveles Mar77 yNor-1 en WAT se incrementaron en ratas DIO
en comparacion con ratas delgadas. Aungue la explicacion de estos resultados todavia no
estéa clara, podria ser posible que el aumento de los niveles de NR4As en WAT después
de tres meses en HFD represente una respuesta compensatoria.

Aunque la regulacion de estos receptores en el WAT de roedores obesos parece ser
bastante compleja dado que NR4As en WAT estaban sobreexpresadas en las ratas DIO,
mientras que la expresion de NR4As se mantuvo sin cambios en el WAT de los ratones
obesos ob/ob, vale la pena sefialar que los ratones ob/ob muestran alteraciones endocrinas
severas, incluyendo hipogonadismo, deficiencia de GH y niveles alterados de hormonas
tiroideas (Sone & Osamura, 2001), que podrian modular diferencialmente la expresion de
NR4As en WAT.

Durante el desarrollo postnatal hay un incremento significativo de la masa grasa tanto
en machos como en hembras, lo que se acompafna de importantes cambios en los niveles
de diferentes hormonas que regulan el equilibrio energético y también la resistencia a la
insulina (Nogueiras, Gualillo, Caminos, Casanueva, & Dieguez, 2003) (Chanoine, De
Waele, & Walia, 2009). Cuando medimos la expresion de NR4As en WAT de machos y
hembras a lo largo de su vida, encontramos que los niveles de ARNund&Nurrl y
Nor-1 se incrementaron a lo largo del desarrollo, con los niveles mas altos a los 90 dias
tras el nacimiento tanto en machos como en hembras. Estos resultados indican que la
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expresion de estos receptores en el WAT no se ve afectada por el género, pero que la edad
tiene una influencia importante en los niveles de NR4A de WAT. En este sentido, es bien
sabido que la deficiencia de estrogenos en hembras estd asociada con hiperfagia, aumento
de peso corporal y adiposidad (Clegg, Brown, Woods, & Benoit, 2006) y los niveles
séricos de testosterona estan inversamente asociados con el peso corporal y la masa grasa
(Marin, et al., 1993). Para probar la hipotesis de que el incremento de los niveles de
Nur77,Nurrl yNor-1 esta relacionado con esteroides sexuales, realizamos experimentos
adicionales en ratas ovariectomizadas y orquidectomizadas. En ambos casos la ausencia
de produccion enddgena de esteroides sexuales (estrogenos o testosterona) produjo una
disminucién de la expresiéon déur77,Nurrl y Nor-1 en WAT, lo que indica que los
esteroides sexuales podrian estar regulando la expresion de NR4A.

Las hormonas tiroideas y la GH son hormonas hipofisarias que juegan un papel clave

en la homeostasis metabdlica y metabolismo del tejido adiposo (Schaffler, Scholmerich,
& Buechler, 2006). Las hormonas tiroideas (T3 y T4) han sido reconocidas como
hormonas criticas para el desarrollo, la diferenciacion tisular y el mantenimiento del
equilibrio metabdlico en los mamiferos (Boelaert & Franklyn, 2005). En nuestro estudio,
encontramos una disminucion de los niveles de mMRNANwW&7,Nurrl y Nor-1 en el
WAT de las ratas hipotiroideas, lo que sugiere que las hormonas tiroideas son importantes
moduladores de NR4As. Nuestros resultados también indicarian que esta regulacion es
especifica de los tejidos, porque en un estudio anterior se demostr6 que Nrd4al se
incrementaba tanto en ratones machos como en hembras con hipotiroidismo (Dong, et al.,
2007). GH también influye en muchos procesos metabdlicos, tales como la composicion
corporal, el metabolismo de la glucosa y el metabolismo de los lipidos (Rizza, Mandarino,
& Gerich, 1982). Nosotros s6lo encontramos un descenso en la expresion en WAT de
Nur77 en ratas Dwarf en comparacién con las ratas control, mientras que las otras dos
isoformas permanecieron sin cambios. Estos hallazgos sugieren que los niveles de GH
modulan diferencialmente estos receptores.

El embarazo es un modelo fisioldgico caracterizado por una mayor ingesta de
alimentos y un aumento de la masa grasa (Garcia, Casanueva, Dieguez, & Senaris, 2000)
y durante este periodo hay claros cambios en varios mecanismos relacionados con la
homeostasis de la glucosa (Armitage, Poston, & Taylor, 2008). Utilizando ratas prefiadas
a distintos tiempos de gestacion, encontramos que los niveles de mRNA en WAT de
Nur77, Nurrl y Nor-1 se incrementaron en la primera semana de gestacion pero
disminuian a partir de entonces volviendo a los niveles observados en ratas no prefiadas.

En otros estudios se demostré ¢lwe77,Nurrl y Nor-1 modulaban la accién de la
insulina y el transporte de glucosa en roedores y en humanos (Chao, et al., 2009), (Fu,
Luo, Luo, Zhu, & Garvey, 2007). Nosotros observamos que los cambios en su expresion
en WAT se producen en la segunda semana de gestacion, cuando la sensibilidad de los
tejidos maternos para la insulina disminuye (Tamas & Kerenyi, 2001). Por lo tanto, es
posible que la alta expresion de NR4A en el inicio del embarazo y su disminucion después
de la segunda semana sea un reflejo de la sensibilidad a la insulina deteriorada durante el
embarazo y podria ser mediada, al menos parcialmente por NR4A.
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En resumen, nuestros datos demuestran que: a) la subfamilia NR4A (Nurrl
y Nor-1) se regulan de forma similar en WAT; B) la expresion en WAR@W& 7,Nurrl
y Nor-1 esté regulada por el estado nutricional y la composicion de los alimentos de una
manera independiente de la leptina; C) la expresion en WAILId& ,Nurrl y Nor-1 se
incrementa a lo largo del desarrollo postnatal y esta regulacion esta mediada por la
testosterona y los estrogenos; D) Los niveles de mRNA en WAT de NR4A estan
regulados por cambios en la funcién de la hipdfisis, especificamente la deficiencia de la
hormona tiroidea disminuye la expresion de todos los receptores NR4A vy la deficiencia
de GH sélo disminuyeNur77; E) Los niveles de mRNA en WAT de NR4A se
incrementaron en la primera semana de gestacion y disminuyeron después de la segunda
semana. Los resultados obtenidos en este estudio muestran la regulacién de los niveles de
MRNA en el tejido adiposo blanco in vivo.

No tuvimos éxito en la medicion de los niveles de proteinas para los productos
génicos Nrda, ya que los anticuerpos no detectaron los niveles enddgenos de las diferentes
isoformas NR4A. Debido a que los niveles de proteina no siempre imitan sus niveles de
MRNA, seran necesarios estudios adicionales que analicen la expresion de la proteina
para una mejor comprensiéon de los mecanismos moleculares que regulan.
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CONCLUSIONES

1. Mediante la utilizacion de un modelo de silenciamiento génico global, hemos
demostrado qudlur77 desempefia un papel fisiolégico en la homeostasis energética y
metabdlica. A nivel de homeostasis de peso corporal es de destacar el marcado efecto de
dimorfismo sexual con una mayor sensibilidad a la obesidad inducida por dieta alta en
grasa en hembras KQur77. A nivel metabolico hemos demostrado flie77 esta
implicado en la regulacion del metabolismo lipidico, especialmente inhibiendo la
lipolisis, y en la regulacion de la sensibilidad a la insulina.

2. Nuestros datos nos indican que los isotipos de la familia NR4A estan regulados de
forma tejido-especifica y en relacion al estadio de desarrollo postnatal. Ademas hemos
documentado que distintos factores hormonales, conocidos por jugar un papel relevante
en la homeostasis energética, ejercen un papel regulador sobre sus niveles de expresion.

3. Teniendo en cuenta que los isotipos de la familia NR4A son regulados de forma
precisa por distintos factores y el hecho de que el silenciamiento génico de uno de ellos,
Nur77, conlleve cambios en la homeostasis energética y metabdlica, estos datos sugieren
que la activacién ddur77 en los tejidos metabdélicos periféricos podria ser efectiva en el
tratamiento de la obesidad y de sus trastornos asociados.
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La regulacion de la homeostasis energética constituye en
realidad un complejo proceso en el que estan implicados diversos
componentes tanto de origen central (hipotalamo), como
hipofisario y periférico (tejido adiposo, estémago, higado,
pancreas, gonadas, etc.) que, en conjunto, forman un circuito
regulador integrado.

En la busqueda de la comprension de esos circuitos han ido
apareciendo nuevos candidatos objetos de estudio como NR4A,
que es una subfamilia de receptores nucleares huérfanos,
constituida por tres miembros: Nur77 (NR4A1l), Nurrl (NR4A2) y
Nor-1 (NR4A3). En este trabajo, ademas del estudio de los
distintos miembros de la subfamilia NR4A bajo distintas
condiciones metabolicas, estudiamos en concreto la influencia de
Nurr77 en el metabolismo energético.
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