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Resumo

AMPK ¢ un sensor celular que se activa en estado de baixa enerxia, aumentando a
producion e inhibindo o consumo da mesma. As evidencias actuais vinculan & AMPK
hipotaldmica coa regulacion central do balance enerxético. Sen embargo, cal é a isoforma de
AMPK e o tipo neuronal que media estes efectos ainda non se dilucidou. Nesta Tesis
demostramos que a inhibicion xenética de AMPK no VMH protexe fronte a obesidade
inducida por dieta 6 diminuir o ER estrés no hipotalamo e 6 aumentar a termoxénese do BAT
e, posteriormente, o gasto de enerxia. Este efecto depende da isoforma AMPKal nas neuronas
SF1 do VMH, xa que os ratos con ablacion selectiva SF1 Cre AMPKal mostran resistencia &
obesidade inducida pola dieta, diminucién do ER estrés e da inflamacién no VMH asociadas a
un aumento da termoxénese no BAT e do browning do WAT. Do mesmo Xxeito, tamén
presentan unha homeostase lipidica e glicidica mellorada. Estos datos suxeren que a
modulacion de AMPK en tipos neuronais especificos poderia ser unha diana terapéutica
adecuada para combater a obesidade e as complicacions metabdlicas relacionadas. Palabras
clave: AMPK, hipotalamo, ER estrés, inflamacion, BAT.

Resumen

AMPK es un sensor celular que se activa en estado de baja energia, aumentando la
produccion e inhibiendo el consumo de la misma. Las evidencias actuales vinculan la AMPK
hipotaldmica con la regulacion central del balance energético. Sin embargo, cual es la
isoforma de AMPK Yy el tipo neuronal que estd mediando estos efectos todavia no se ha
dilucidado. En esta Tesis, demostramos que la inhibicion genética de AMPK en el VMH
protege contra la obesidad inducida por dieta al disminuir el ER estrés en el hipotadlamo y al
aumentar la termogénesis del BAT vy, posteriormente, el gasto de energia. Este efecto depende
de la isoforma AMPKal en las neuronas SF1 del VMH, ya que los ratones con ablacion
selectiva SF1 Cre AMPKal muestran resistencia a la obesidad inducida por dieta,
disminucion del ER estrés e inflamacion en el VMH asociados a un aumento de la
termogénesis en el BAT y browning del WAT. Asimismo, también presentan una homeostasis
lipidica y glucidica mejorada. Estos datos sugieren que la modulacion de AMPK en tipos
neuronales especificos podria ser una diana terapéutica adecuada para combatir la obesidad y
las complicaciones metabolicas relacionadas. Palabras clave: AMPK, hipotalamo, ER estrés,
inflamacion, BAT.

Abstract

AMPK is a cellular gauge that is activated under conditions of low energy, increasing
energy production and reducing energy waste. Current evidence links hypothalamic AMPK
with the central regulation of energy balance. However, it is unclear which AMPK isoform
and which types of neurons are mediating those effects. Here, we show that genetic inhibition
of AMPK in the VMH protects against diet-induced obesity by reducing ER stress in the
hypothalamus and increasing BAT thermogenesis and subsequently energy expenditure. This
effect depends upon the AMPKal isoform in SF1 neurons of the VIMH, since mice bearing
selective ablation SF1 Cre AMPKal display resistance to diet-induced obesity, decreased ER
stress and inflammation in the hypothalamus, associated with increased BAT thermogenesis
and browning of WAT, as well as improved glucose and lipid homeostasis. This evidence
suggests that the modulation of AMPK in specifics neurons may be a suitable target to to
combat obesity and related metabolic complications. Keywords: AMPK, hypothalamus, ER
stress, inflammation, BAT.
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Abreviaturas y Acrénimos

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

AC: adenilato ciclasa, adenylate ciclase.

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

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

AMPK: proteina quinasa activada por AMP, AMP-activated protein kinase.
AP: area postrema, area postrema.

AP1: proteina activadora 1, activator protein 1.

ARC: nucleo arcuato, arcuate nucleus.

ASP: proteina estimulante de la acilacion, acylation stimulating protein.
ATF4: factor de transcripcion activador 4, activating Transcription Factor 4.
ATF6: factor de transcripcion activador 6, activating transcription factor 6.
ATGL.: lipasa adipocitica de triglicéridos, adipose triglyceride lipase.

BBB: barrera hematoencefélica, blood brain barrier.

BDNF: factor neurotrofico derivado del cerebro, brain-derived neurotrophic factor.
BMI: indice de masa corporal, body mass index.

BMP8B: proteina morfogenetica 6sea 8B, bone morphogenetic protein 8B.
BMR: tasa metabolica basal, basal metabolic rate.

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

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

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

CBL1: receptor canabinoide 1, cannabinoid receptor 1.
Cbin1: cerebelin 1, cerebellin 1.
CHOP: proteina homdloga C / EBP, homologous protein C / EBP.

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

CKK: colecistoquinina, cholescistokinin.

CKO: knockout condicional, conditional knockout.

CNS: sistema nervioso central, central nervous system.

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

CRH: hormona liberadora de corticotropina, corticotrophin-releasing hormone.
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DMH: hipotalamo dorsomedial, dorsomedial nucleus of the hypothalamus.
E2: estradiol, estradiol.
EE: gasto energético, energy expenditure.

elF2a: factor de iniciacion de traduccion eucariota 2a, eukaryotic translation initiation factor
2a.

ER: reticulo endoplasmatico, endoplasmic reticulum.
ERa: receptor de estrogenos alfa, estrogen receptor alpha.
FAS: &cido graso sintasa, fatty acid synthase.

FOXO1: Forkhead box protein O1.

GALP: péptido similar a la galanina, galanin-like peptide.
GCK: proteina glucoquinasa, glucokinase.

GE: excitadas por glucosa, glucose-excited.

GHS: receptor de secretagogos de la hormona del crecimiento, growth hormone secretagogue
receptor.

GI: inhibidas por glucosa, glucose-inhibited.

GIP: péptido inhibidor gastrico, gastric inhibitory peptide.
GLP-1: péptido andlogo de glucagén 1, glucagon-like peptide 1.
GRP: péptido liberador gastrico, gastrin-realising peptide.

GRP78/BiP: proteina chaperona regulada por glucosa 78/proteina de union a
immunoglobulina, chaperone glucose regulated protein 78/binding immunoglobulin protein).

HFD: dieta alta en grasa, high fat diet.

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

IKK: inhibidor de factor nuclear kB, IkB kinase.

IL1B: interleucina 1P, interleukine 15.

IL6: interleucina 6, interleukine 6.

1O: oliva inferior, inferior olive.

IR: receptor de insulina, insulin receptor.

IREL: proteina requerida de inositol 1, inositol - requiring enzyme-1.
ISH: hibridacion in situ, in situ hybridization.

JNK: quinasa c-Jun N-terminal, c-Jun N-terminal kinase.

KSR2: quinasa supresora de Ras, kinase suppressor of Ras.
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Abreviaturas y Acrénimos

LA: actividad locomotora, locomotor activity.

LCFA-CoA: acidos grasos de cadena larga-CoA, long chain fatty acids-CoA.

LEPR: receptor de leptina, leptin receptors.

LHA: area lateral hipotalamica, lateral hypothalamic area.

LKB1: quinasa hepética B1, liver kinasa B1.

MAPK: proteina quinasa activada por mitdgeno p38, mitogen-activated protein kinase.
MC3R y MCA4R: receptors de melanocortinas 3 y 4, melanocortin receptors 3 and 4.
MCD: malonil-CoA descarboxilasa, malonyl-CoA decarboxylase.

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

ME: eminencia media, median eminence.

MGL.: monoacilglicerol lipasa, monoacylglycerol lipase.

MRNA: RNA mensajero, messenger RNA.

a-MSH: hormona estimuladora de melanocitos alfa, alpha melanocyte stimulating hormone.
mTOR: diana de rapamicina de mamifero, mammalian target of rapamycin.

Myf5: factor miogénico 5, myogenic factor 5.

NEFA: &cidos grasos libres no-esterificados, nonesterified free fatty acids.

NF-«kB: factor nuclear kappa B, nuclear factor kappa B.

NMR: resonancia magnética nuclear, nuclear magnetic resonance.

NPY': neuropeptido Y, neuropeptide Y.

NPYR1-5: receptores de neuropeptido y 1-5, neuropeptide Y receptors 1-5.

Nr5al: receptor nuclear subfamilia5, grupo A, miembro 1 (nuclear receptor subfamily 5,
group A, member 1.

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

OMS: organizacion mundial de la salud.

OX: orexina, orexin.

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

PACAP: polipéptido activador de la adenilato ciclasa hipofisaria, pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide.

PAI-1; inhibidor del activador del plasmindgeno 1, plasminogen activator inhibitor-1.
PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 1, phosphoenolpyruvate carboxykinase.

PERK: quinasa del factor de transcripcion pancreatico del reticulo endoplasmaético iniciador
de la traduccidn eucariota, protein kinase RNA-like endoplasmatic reticulum kinase.
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PET-CT: tomografia por emision de positrones-tomografia computada, positron emission
tomography—computed tomography.

PFA: area perifornical, perifornical area.

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

PGCI1B: proteina 1 beta coactivadora del receptor activado por el proliferador de peroxisomas,
peroxisome-proliferator-activated receptor-gamma co-activator 1 beta.

PGE2: prostaglandina E2, prostaglandin E2.

PI3K: fosfatidilinositol-3-kinasa, phosphatidyl inositol 3-kinase.

PKA: protein kinasa A, protein kinase A.

POMC: proopiomelanocortina, proopiomelanocortin.

PP: polipéptido pancreético, pancreatic polipeptide.

PP2Ca.: proteina fosfatasa 2C a, protein phosphatase 2C alpha.

PR: receptor de progesterona, progesterone receptor.

PTP1B: protein kinasa fosfatasa 1B, protein tyrosine phosphatase 1B.
PVH: nucleo paraventricular, paraventricular nucleus of the hypothalamus.
PYY: péptido YY3-36, Peptide YY (PYY) 3-_3s.

ROS: especies reactivas de oxigeno, reactive oxygen species.

RPa: rafe palido, raphe pallidus.

RQ: coeficiente respiratorio, respiratory quotient.

SD: dieta estandar, standard diet.

SEM: desviacion estdndar de la media, standard error of the mean.

SF1: factor esteroidogénico 1, steroidogenic factor 1.

SNS: sistema nervioso simpatico, sympathetic nervous system.

SIRT1: sirtuina 1, sirtuin 1.

SOCS3: supresor de la sefializacion por citoquinas 3, suppressor of cytokine signaling-3.

STATS: transductor de sefial y el activador de la transcripcion 3, signal transducer and
activator of transcription 3.

SUV: valores de absorcion estandarizados, standardized uptake values.
T3: triyodotironina, triiodothyronine.

TAG: triacilglicerol, tryacilglicerol.

TAKTL: kinasa 1 activada por TGF-B, TGF-g-activated kinasa 1.
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Abreviaturas y Acrénimos

TH: hormona tiroidea, thyroid hormone.

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa, tumor necrosis factor alpha.

TRH: hormona liberadora de tirotropina, tyrotrophin-releasing hormone.

UCP1: proteina desacoplante 1, uncoupling protein 1.

ULKZ1: quinasa activadora de autofagia tipo Unc-51, Unc-51 like autophagy activating kinase.
UPR: respuesta de proteinas mal plegadas, unfolded protein response.

VGLUTZ2: transportador de glutamato vesicular 2, vesicular glutamate transporter 2.

VVMH: nucleo ventromedial, ventromedial nucleus.

WAT: tejido adiposo pardo, white adipose tissue.

XBP1: proteina de union X-box-1, X-box binding protein 1.

ANGLICISMOS

Browning: amarronamiento

Downstream: mas abajo

Knockout

Upstream: mas arriba

Wildtype

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

1 OBESIDAD Y HOMEOSTASIS ENERGETICA

1.1 OBESIDAD

La Organizacion Mundial para la Salud (OMS) define la obesidad y el sobrepeso como
una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud.
Generalmente, se utiliza el indice de masa corporal (BMI, body mass index) como un
indicador simple de la relaciéon entre el peso y la talla que se utiliza para identificar el
sobrepeso y la obesidad en los adultos. Este se calcula dividiendo la masa de una persona en
kilos por el cuadrado de su talla en metros (kg/m,). Un BMI igual o superior a 25 se
considera sobrepeso, mientras que se considera obesidad si el BMI es igual o superior a 30.
La obesidad se asocia con un grupo de desérdenes metabdlicos como son la hipertension,
dislipidemia, hipertriacilgliceridemia, resistencia a insulina, inflamacion, entre otros. Cuando
se combinan varios de estos factores este conjunto de alteraciones se denomina sindrome
metabdlico y es considerado un factor de riesgo para desarrollar diabetes y enfermedades
cardiovasculares. El aporte constante de comida con un alto contenido energético y un tipo de
vida cada vez mas sedentario ha dado lugar a un aumento de la incidencia de la obesidad en
un gran segmento de la poblacién, independientemene de la renta per capita de los paises o su
nivel de desarrollo *. Actualmente, se considera que la obesidad ha alcanzado proporciones
pandémicas a nivel mundial. En 2016, mas de 1900 millones de adultos tenian sobrepeso, mas
de 650 millones eran obesos y cada afio mueren al menos 2,8 millones de personas al afio
debido al sobrepeso o la obesidad. Segun la OMS desde 1976 a 2016 casi se ha triplicado la
prevalencia de la obesidad. Asimismo, la obesidad infantil se ha convertido en un grave
problema de salud publica. Los nifios con sobrepeso tienen mas probabilidades de convertirse
en adultos obesos, de sufrir diabetes a edades tempranas y enfermedades cardiovasculares,
gue se asocian a un aumento en la probabilidad de muerte prematura y discapacidad. La
mayor parte de los problemas de salud asociados a la obesidad son debidos a un exceso de
acumulacién de grasa en el tejido adiposo y en otros tejidos u 6rganos > 2. Debido a las
grandes complicaciones asociadas a la obesidad, como la resistencia a insulina, la diabetes
tipo 11, la enfermedad del higado graso, eventos cardiovasculares y ciertos tipos de cancer, el
gasto sanitario debido a la obesidad representa una gran carga presupuestaria en los paises
desarrollados. Debido a esto, se estd dirigiendo un gran esfuerzo a la identificacion de los
mecanismos moleculares basicos que controlan la homeostasis energética.

1.2 HOMEOSTASIS ENERGETICA

La regulacién y el mantenimiento de la homeostasis energética del organismo son
esenciales para la supervivencia. El balance energético puede ser influenciado por diversos
factores, entre ellos genéticos, hormonales y nutricionales, asi como por variables ambientales
y psicosociales del entorno. La variacion en la masa corporal es resultado de una alteracion en
el balance entre la ingesta y el gasto energético. Cuando el balance sea negativo, va a
provocar delgadez; mientras que si es positivo derivara en sobrepeso u obesidad. Asi, la
obesidad se manifiesta cuando el nimero de calorias ingeridas es superior, de manera
continuada, al nimero de calorias consumidas (Imagen 1). Los individuos con una masa
corporal equilibrada estan protegidos contra un incremento o una disminucion desmesurada
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de sus depésitos de grasa debido a cambios compensatorios del gasto energético . De esta
forma, un aumento de la ingesta asociado a un aumento de masa corporal, esta asociado a su
vez a un aumento en el gasto energético. En concordancia, una reduccion de la ingesta
asociada a una disminucion de peso promovera un menor gasto energético °.

Aporte energético Gasto energético

Mantenimiento peso

.- Ganancia Pérdida N

’ ~
N

/ de peso de peso .
\2 \Y

Tasa
Calorias metabdlica

ingeridas basal

Termogénesis

Actividad fisica

Balance energético

Imagen 1. Componentes del balance energético.

La ingesta es una conducta compleja que implica tanto al instinto de supervivencia como
a mecanismos de recompensa. Asi, areas primarias como el hipotadlamo o centros del
troncoencéfalo estdn implicados en el control de la ingesta; pero también otras &reas
superiores van a influenciar nuestra alimentacion diaria, estimuladas por el sabor, el olor y la
apariencia de la comida. Ademas, ciertos componentes psicol6gicos pueden promover la
ingesta, en parte debido a proyecciones desde el cortex .

El hipotalamo es una region capaz de regular el balance energético gracias a su capacidad
de responder a sefiales centrales, endocrinas y metabolicas; integrando estas y generando una
respuesta conductual, auténoma y/o endocrina %3,
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Hypothalamus

Modulation
of feeding
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Gut-derived
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Imagen 2. Integracion a nivel central de hormonas derivadas del tracto gastrointestinal y el tejido
adiposo '*. Imagen reproducida con permiso de Springer Nature.

De esta forma, el hipotalamo modula tanto la ingesta como el gasto de energia, asi como
la utilizacion y particionamiento de nutrientes, el metabolismo lipidico periférico y la
regulacion del homeostasis de la glucosa **. En respuesta a la entrada de alimento se originan
sefiales de saciedad a nivel gastrointestinal, como la colecistoquinina (CKK, cholescistokinin),
el péptido YY3-36 (PYY, Peptide YY (PYY);-34) 0 el péptido analogo de glucagén 1 (GLP-1,
glucagon-like peptide 1) ™ u otras sefiales periféricas procedentes del tejido adiposo o el
estomago, que son capaces de llegar al cerebro atravesando la barrera hematoencefalica
(BBB, blood brain barrier), como son la hormona anorexigénica leptina *® ', la insulina
producida por las células B pancreaticas o el péptido orexigénico ghrelin > *¥%° (Imagen 2).

1.2.1 Seiales gastrointestinales

El tracto gastrointestinal juega un papel crucial en la regulacion de la ingesta de
alimentos, informando al sistema nervioso central (CNS, central nervous system) sobre la
cantidad de alimento ingerido y la composicion nutricional del mismo. EI CNS recibe sefiales
del tracto intestinal través de innervacion sensorial y de la circulacién. Las sefiales nerviosas
son transmitidas a traves del nervio vago y convergen en el nacleo del tracto solitario (NTS,
nucleus of the solitary tract). Las proyecciones desde el NTS inervan diversas areas de CNS,
como son el hipotalamo, los nucleos centrales de la amigdala y el nicleo del lecho de la estria
terminal 2. El tracto gastrointestinal también secreta hormonas que controlan la ingesta. Estos
péptidos pueden activar el NTS o incluso actuar directamente sobre regiones como el area
postrema (AP, area postrema), localizada en el techo del cuarto ventriculo. Las neuronas de
estas regiones responden directamente a las hormonas gastrointestinales circulantes y envian
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sefiales a circuitos neuronales del troncoencéfalo y del cerebro anterior %*. En los Gltimos afios
se han identificado numerosas hormonas peptidicas procedentes del tracto gastrointestinal,
con una gran capacidad de regular la ingesta. Excepto ghrelin, que es la Gnica hormona
gastrointestinal que es orexigénica, todas las demas hormonas identificadas son
anorexigénicas. Entre ellas se encuentran el péptido YY3-36, CKK, GLP-1, péptido inhibidor
gastrico (GIP, gastric inhibitory peptide), péptido liberador gastrico (GRP, gastrin-realising
peptide), oxintomodulina y la enterostatina, entre otras ** %.

Ghrelin

Ghrelin es un polipéptido secretado principalmente por el estbmago que actla como un
ligando enddgeno natural del receptor de secretagogos de la hormona del crecimiento (GHS,
growth hormone secretagogue receptor) 2. Ghrelin puede ser secretado también en menor
proporcion por otros tejidos y érganos como son el tejido intestinal, el pancreas endocrino, el
higado, las génadas, la placenta, la hipéfisis y el hipotdlamo ?’. Los niveles de ghrelin
aumentan antes de las comidas y su funcién es clave para inducir la ingesta durante el ayuno.
Después de comer sus niveles se reducen en proporcion a las calorias ingeridas 2% 2% %°. Su
expresion y secrecion también aumenta en un estado hipoglucémico producido por la insulina
y cuando se produce una pérdida de peso ?* ¥. De este modo, los niveles circulantes de
ghrelin correlacionan inversamente con el peso corporal en humanos. Aunque los niveles
plasméaticos de ghrelin se encuentran reducidos en personas obesas, otras hormonas
gastrointestinales pueden contribuir al mantenimiento de la obesidad, como el péptido YY3-
36 0 el polipéptido pancreético (PP, pancreatic polipeptide) *’. Por el contrario, en individuos
gue padecen anorexia nerviosa o que estan sometidos a restriccion caldrica los niveles de esta
hormona se encuentran elevados “* " aunque hay autores que muestran una disminucién en
ghrelin acilada y un incremento en ghrelin no-acilada durante el ayuno prolongado *?. Estas
discrepancias posiblemente estan relacionadas con el tipo de immunoensayos usados en la
cuantificacion de ghrelin acilada y no acilada. En cualquier caso, el reciente descubrimiento
de un antagonista endégeno LEAP2 que se une al receptor de ghrelin, GHSR-1A, obligara a
reconsiderar el sistema de ghrelin en su conjunto.

La administracion central o periférica de ghrelin estimula la ingesta y el aumento del peso
corporal *, debido a que reduce el gasto energético ** % y favorece el almacenaje de grasa en
el tejido adiposo * *°. Una vez secretada, ghrelin atraviesa la BBB y activa su receptor
hipotalamico GHRS-1A, que se expresa predominantemente en neuronas del nucleo arcuato
(ARC, arcuate nucleus) y en el nacleo ventromedial del hipotdlamo (VMH, ventromedial
nucleus). Al activarse su receptor se induce la sobreexpresion de péptido relacionado con
aguti (AgRP, agouti-related peptide) y el neuropeptido Y (NPY, neuropeptide Y) en el ARC,
19.33,31.3% Ghrelin ejerce sus efectos sobre el tejido adiposo blanco a través de los receptores
de melanocortinas del hipotalamo, transmitiendo la sefial a la grasa a través del sistema
nervioso simpético (SNS, sympathetic nervous system) . Ademas, ghrelin también ejerce su
efecto orexigénico a través de su efecto hormonal en el tronco encéfalo “° o a través de sefiales
de nervio vago activadas por la secrecion de ghrelin en el estémago *'.

1.2.2 Senales pancreaticas

El pancreas tiene un papel clave en la regulacion de la digestion de macronutrientes y en
la homeostasis metabdlica/energética mediante la liberacion de diversas enzimas digestivas y
hormonas pancreaticas. Juega un papel fundamental en la homeostasis de la glucosa
secretando distintas hormonas como el glucagdn que aumenta los niveles de glucosa en sangre
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o la insulina y la amilina que la disminuyen. La somatostatina inhibe tanto la liberacion de
glucagén como la insulina, mientras que PP regula la actividad de secrecion exocrina y
endocrina del pancreas *.

La insulina es una hormona producida por los islotes de Lagerhans en las células  del
pancreas en respuesta a elevadas concentraciones de glucosa en sangre. Es la principal
hormona encargada de captar la glucosa circulante para los tejidos actuando a través del
receptor de insulina tirosin-quinasa (IR, insuline receptor), lo que provoca una activacion de
la via fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K, phosphatidyl inositol 3-kinase)/AKT en tejidos
periféricos como el misculo esquelético, el tejido adiposo o el higado **. Asimismo favorece
la sintesis y almacenamiento de carbohidratos, lipidos y proteinas; ademéas de inhibir la
degradacion vy liberacion de acidos grasos y glucosa al torrente sanguineo, favoreciendo, por
lo tanto, el almacenamiento energético en tejidos periféricos ****. La insulina puede también
estar vinculada a las reservas de grasa en el cuerpo, al igual que sucede con otras hormonas
como la leptina **>“°.

La insulina circulante atraviesa la BBB en proporcion a su concentracion plasmatica por
un mecanismo de transporte saturable mediado por un trasportador *“%. El IR est4 distribuido
de forma dispersa por todo el cerebro, pero presenta altas concentraciones en determinadas
zonas, entre ella el hipotdlamo ** *°. Las neuronas de proopiomelanocortina (POMC,
proopiomelanocortin) y AgRP en el ARC, son dianas clave de la sefializacién por insulina >,
En estas neuronas la insulina disminuye la produccion y expresion de NPY, favoreciendo la
de POMC; y por tanto activa la ruta de las melanocortinas produciendo una reduccion de la
ingesta °>*, Ademas del efecto anorexigénico, la accién de la insulina en el hipotalamo
modula el metabolismo de la glucosa, aumentando la sensibilidad a la insulina en los tejidos
periféricos y disminuyendo la gluconeogénesis hepética >°. Finalmente, la insulina también
puede regular a nivel central los depdsitos de grasa disminuyendo la lip6lisis en el tejido
adiposo blanco, de forma independiente a su efecto anorexigénico °°.

1.2.3 Sefales del tejido adiposo

Como drgano endocrino, el tejido adiposo blanco (WAT, white adipose tissue) es
responsable de la sintesis y secrecion de varias hormonas que ejercen un fuerte impacto en el
metabolismo corporal. Las hormonas secretadas por el WAT son activas en una gran variedad
de procesos, como la ingesta calérica mediada por leptina y angiotensina, la regulacién de la
sensibilidad a insulina y como mediadores del proceso inflamatorio por el factor de necrosis
tumoral o (TNFa, tumor necrosis factor alpha), interleucina 6 (IL6, interleukine 6), resistina,
visfatina o adiponectina; o de otras vias como el sistema fibrinolitico mediado por el inhibidor
del activador del plasminogeno 1 (PAI-1, plasminogen activator inhibitor-1) o la sintesis de
triacilglicerol (TAG, tryacilglicerol) en los adipocitos por la proteina estimulante de la
acilacion (ASP, acylation stimulatins protein).

La leptina es una adipoquina producida mayoritariamente por el tejido adiposo, que
ejerce sus efectos a nivel central y periférico y su principal funcién es regular la ingesta y el
gasto energético °" . Se considera la principal hormona moduladora de energia, puesto que
posee una funcién de retroalimentacion negativa que mantiene constante la masa del tejido
adiposo. Los niveles de leptina en sangre son proporcionales al contenido en grasa, y varian
en funcion de gasto energético y de la ingesta de alimentos; de forma que aumentan después
de comer y disminuyen durante el ayuno **°%%2. En consecuencia, la deficiencia en leptina
provoca obesidad severa con marcada hiperfagia > %
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La leptina atraviesa la BBB mediante un mecanismo saturable y dependiente de receptor
% Los receptores de leptina (LEPRs, leptin receptors) se expresan en distintas regiones del
cerebro, incluyendo el ARC ® %, donde la activacién de los LEPRs induce la expresién de
neuropéptidos anorexigénicos POMC vy el transcrito regulado por cocaina y anfetamina
(CART, cocaine- and amphetamine-regulated transcript) e inhibe la de los orexigénicos NPY
y AgRP produciendo la disminucion de la ingesta °®. La leptina también puede estimular el
tejido adiposo pardo (BAT, brown adipose tissue) y la expresion de la proteina desacoplante 1
(UCP1, uncoupling protein 1) a través del SNS ® °.

2 GASTO ENERGETICO Y TERMOGENESIS

El gasto energético (EE, energy expenditure) total engloba varios factores: la tasa
metabolica basal (BMR, basal metabolic rate), la actividad fisica y la termogénesis. La BMR
representa aproximadamente el 80% del gasto de energia en humanos sedentarios, de este
porcentaje dos terceras partes son para el mantenimiento de la homeotermia y
aproximadamente una tercera parte para el metabolismo celular. Otro 10% del EE es debido a
la actividad fisica en humanos muy sedentarios, y comprende tanto la actividad fisica
intencional como la no intencional (incluida la postura bipeda erguida). EI 10% restante se
debe a la termogénesis, produccion de calor no relacionada con la actividad fisica "*. Cabe
resaltar, que en individuos activos la combinacion de actividad y termogenesis representa
aproximadamente el 44% del EE total en promedio, de forma que la BMR solo constituiria el
56% del EE ™72,

La termogénesis es un proceso fundamental para el mantenimiento de la temperatura en
organismos homeotermos. EI BAT es un tejido especializado cuya funcion principal es
producir calor ", es especialmente importante en mamiferos pequefios, ya que les permite
generar calor de forma independiente de la termogénesis mediada por temblor, que genera
calor derivado de los musculos " 7. En roedores, el BAT se encuentra en las regiones
interescapular, subescapular, axilar, perirrenal y periadrtica °, mientras que en los humanos
se localiza en las zonas subescapular, cervical, peri-espinal, mediastinica, periadrtica, regiones
pericardicas y perirrenales "> "> >0,

Los adipocitos del BAT, llamados adipocitos marrones se diferencian de los adipocitos
blancos de WAT. Muestran una forma poligonal con gotas lipidicas multiloculares rodeadas
por numerosas mitocondrias bien desarrolladas !, que contienen citocromos pigmentados con
hierro que son en gran parte responsables del color marrén de BAT. Estan ricamente
inervados por fibras eferentes nerviosas simpaticas > "84 que aseguran el control central
de la termogénesis. En las mitocondrias la energia resultante del movimiento de los electrones
a través de la cadena respiratoria es utilizada por la ATP sintasa para producir ATP a partir de
ADP %% sin embargo, este proceso en las mitocondrias del BAT se ve modificado por
UCP1, que proporciona una via opcional para que los protones vuelvan a la matriz
mitocondrial, eludiendo la ATP sintasa y produciendo calor ™ % 8 por su parte, los
adipocitos blancos se consideran principalmente depositos de grasa que contienen pocas
mitocondrias y una Unica gota grande de lipidos para almacenar el exceso de calorias. En el
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WAT se pueden desarrollar adipocitos similares a los adipocitos marrones en un proceso
denominado "beiging" o “browning” del WAT % (Imagen 3). Los adipocitos marrones y los
blancos no so6lo se diferencian morfoldgicamente, sino que también se ha observado que
provienen de distintas células precursoras *°. En efecto, los adipocitos marrones provienen
de células que expresan el factor miogénico 5 (Myf5, myogenic factor 5), que también son
precursoras de miocitos " % . Los adipocitos beige provienen de un origen distinto del
linaje Myf5 y estan mas cerca del linaje celular de los adipocitos blancos, pero aun asi
exhiben las mismas propiedades que BAT con respecto a la termogénesis “® % . Sin
embargo, la capacidad termogenica de las células beige/brite (brown-in-white) in vivo es
mucho menor en comparacién con los adipocitos marrones *%+%,
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Imagen 3. Adipocitos marrones, beige y blancos '°°. Imagen reproducida con permiso de Elsevier.

Hasta hace pocos afios el BAT era considerado un tejido relevante sélo en roedores,
mamiferos hibernantes y en humanos recién nacidos " " % % Sin embargo, mediante
tomografia por emision de positrones-tomografia computerizada (PET-CT, positron emission
tomography—computed tomography) se localiz6 BAT funcional en humanos adultos. Se
observo que estaba distribuido en areas definidas, pero dispersas; principalmente en el cuello,
zona supraclavicular, perirrenal, &reas intercostales y regiones periaérticas "®®°. En sucesivos
estudios, se comprobo que el BAT del area supraclavicular en humanos adultos presentaba un
perfil de expresién mas similar a los adipocitos beige/brite que a los adipocitos marrones * .
En humanos se ha estimado que un BAT completamente activado contribuye al 5% de la
BMR %", En roedores se estima tedricamente que la termogénesis puede llegar a aumentar el
EE diario hasta en un 20% % 1%,

El BAT puede ser regulado tanto a nivel central como periférico. Para la activacion de la
termogénesis es fundamental el SNS. Al aumentar el tono simpético que inerva el BAT da
lugar a la liberacion de norepinefrina en las terminaciones nerviosas y a la activacion de los
receptores adrenérgicos 3 en los adipocitos marrones, principalmente el receptor adrenérgico
B3. Estos receptores estan acoplados a proteinas G, y una vez estimulados, esta activa la
adenilato ciclasa (AC, adenylate ciclase), lo que provoca un aumento del CAMP, que a su vez
activa la protein quinasa A (PKA, protein kinase A), induciendo la termogénesis y
posteriormente la activacion de la proteina quinasa activada por mitogeno p38 (MAPK,
mitogen-activated protein kinase) " 1% 1% PKA puede ejercer efectos agudos o crénicos
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sobre el BAT. Los efectos agudos de PKA aumentan la lipdlisis y se producen por la
activacion de la lipasa adipocitica de triglicéridos (ATGL, adipose triglyceride lipase), la
lipasa sensible a hormonas (HSL, hormone-sensitive lipase, la forma activada es pHSL) y la
monoacilglicerol lipasa (MGL, monoacylglycerol lipase), que van a hidrolizar los TAG para
liberar acidos grasos libres no-esterificados citosolicos (NEFA, nonesterified free fatty acids).
Después la carnitina palmitoiltransferasa 1a (CPTla carnitine palmitoyltransferase l1a)
introduce los NEFA-CoA en la mitocondria, donde se oxidaran y daran lugar a NADH y
FADH, que seran oxidados en la cadena de transporte de electrones '° %13 (Imagen 4).
Estudios recientes han cuestionado si este modelo explica completamente el mecanismo de
activacion de la termogénesis. En el modelo estandar, UCP1 esta en estado inactivo debido a
su union a ATP y ADP (o GDP) y esta inhibicion es anulada por los NEFAs liberados desde
la gota lipidica a través de la actividad de ATGL. Nuevas evidencias han demostrado que
incluso en ausencia de ATGL o de enzimas activadas por ésta, la termogénesis es posible ya
que el BAT capta NEFAs liberados por el WAT ** ° que son utilizados como sustratos y
activadores de UCP1. En este modelo la importancia a corto plazo del SNS se pierde. Se ha
postulado entonces otro modelo en el que es necesario un activador “no acido graso” inducido
por norepinefrina que active UCP1 y permita el desacoplamiento para que los NEFA externos
puedan ser utilizados para la termogénesis **°. Por otra parte, los efectos crénicos debidos a la
estimulacion prolongada del BAT aumentan los niveles proteicos de UCP1, la biogenesis
mitocondrial e hiperplasia e hipertrofia del BAT 3 10 106117,
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Imagen 4. Mecanismo de regulacién de la termogénesis en el BAT '8, Imagen reproducida con permiso
de Springer Nature.

El BAT no solo incrementa el gasto de energia, sino que también provoca la eliminacion
de TAG plasmaticos y mejora la homeostasis de la glucosa ****?* debido a su capacidad de
captacion y eliminacion de grandes cantidades de lipidos y glucosa de la circulacion para
emplearlos como sustratos para la termogénesis % 100 120.122
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3 HIPOTALAMO Y REGULACION DE LA HOMEOSTASIS
ENERGETICA

El hipotalamo desempefia un papel fundamental en la integracion de las sefiales aferentes
que llegan al CNS y activa respuestas autonémicas, endocrinas y conductuales ‘%3, Esta
situado bajo el talamo, abarcando la mayor parte del diencéfalo ventral y es un area
especializada formada por varios nucleos, o clusteres de neuronas que contiene circuitos
neuronales altamente conservados que controlan las funciones basicas de la vida, entre las que
se incluyen el metabolismo energético, el control metabdlico y el gasto de energia 2% 1% el
balance hidrico y electrolitico, la termorregulacion, los ciclos de vigilia-suefio y respuestas a
estrés del medio ambiente y la reproduccion ?* ', La parte rostral del hipotdlamo (4rea
predptica) contiene circuitos integradores para la termorregulacion, fiebre, equilibrio
electrolitico, vigilia-suefio, ritmos circadianos y comportamiento sexual. La parte media (&rea
tuberal) contiene un circuito integrador para la alimentacién y la termorregulacion, y circuitos
de salida para el comportamiento sexual, la agresividad y muchas respuestas autbnomas y
endocrinas. La parte posterior (area posterior) proporciona salidas al sistema de excitacion
hipocampo, que se cree que juegan un papel en la regulacion de la vigilia y las respuestas al
estrés % (Imagen 5).

Preoptic area Tuberal hypothalamus Posterior hypothalamus

Current Biology

Imagen 5. Distribucién de los distintos nlcleos hipotalamicos 2.

Elsevier.

Imagen reproducida con permiso de

A continuacion, profundizaremos en los nucleos hipotalamicos que juegan un papel
importante en la regulacion de la homeostasis energetica.

3.1 NUCLEO ARCUATO

El ARC es uno de los nlcleos mas importantes en la regulacion de la ingesta. Se localiza
en la parte inferior del hipotdlamo a ambos lados del tercer ventriculo, préximo a la eminencia
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media, que es una region del cerebro donde la BBB permite el paso de las sefiales circulantes
del estado nutricional como son la leptina, ghrelin o la insulina, entre otras > ®, Estudios de
lesiones en el ARC mostraron su implicacion en la homeostasis energética ya que estas
lesiones inducian obesidad e hiperfagia ",

La poblacion neuronal del ARC es heterogénea, distinguiéndose dos poblaciones
primarias de neuronas que integran las sefiales del balance energético, y que ejercen efectos
opuestos. Una de estas poblaciones de neuronas responde a sefiales orexigénicas, estimulando
la ingesta a través de la expresion de NPY y AgRP, se encuentra en la zona ventromedial del
ARC vy proyecta sus axones mayoritariamente a otras neuronas de segundo orden localizadas
en otras areas hipotaldmicas como el nucleo paraventricular (PVH, paraventricular nucleus of
the hypothalamus). Otra gran poblacion responde a sefiales anorexigénicas, inhibiendo la
ingesta a traves de la expresion de los neuropéptidos POMC y CART. Se encuentra en la zona
ventrolateral del ARC y proyecta a zonas mas amplias del CNS, a nucleos hipotalamicos
secundarios, como el hipotdlamo dorsomedial (DMH, dorsomedial nucleus of the
hypothalamus), el area lateral hipotalamica (LHA, lateral hypothalamic area, LHA) y el area
perifornical (PFA, perifornical area), asi como al PVH. Normalmente, las neuronas
AgRP/NPY y CART/POMC acttan como el primer sitio de accion de las hormonas
periféricas, como insulina y leptina. Dependiendo de las sefiales que reciban desde el ARC,
las neuronas de segundo orden modulan la liberacion de neuropéptidos para la regulacion de
la ingesta 2.

e Neuronas AgRP/NPY: las neuronas AgRP se definen por la co-expresion de los
neuropéptidos orexigénicos AgRP y NPY. Se ha observado que la administracion
central de AgRP 0 su sobreexpresion genética incrementa la ingesta y disminuye el
gasto energético, dando lugar asf a un fenotipo obeso *?* *2°. Esto ocurre debido a que
AgRP actia como un agonista inverso de los receptores de melanocortinas 4%, La
estimulacion de este grupo neuronal, tanto de forma farmacolégica como con técnicas
como la optogenética, estimula rapidamente la ingesta en ratones ** *2, mientras que
su inhibicién reduce la ingesta en ratones en después del ayuno **2. Por otra parte,
NPY se expresa en todo el CNS, pero la mayoria de las neuronas que expresan NPY
se encuentran especialmente en el ARC ***, donde actlia sobre sus receptores 1-5
(NPYR1-5, neuropeptide Y receptors 1-5). La expresién de NPY se ve modulada por
cambios en el estado energético, siendo incrementada durante el ayuno y disminuida
durante la ingesta =** **. NPY también esta implicado en el metabolismo energético,
la inyeccion de NPY intracerebroventricular (ICV) estimula la ingesta **® e induce una
disminucion de la termogénesis en el BAT 13 efecto que se comprobé asociado a
la inhibicién del eje tiroideo %4,

e Neuronas POMC/CART: La excitacion de las neuronas POMC reduce la ingesta **,
mientras que su ablacién da lugar a hiperfagia y obesidad *****. Esto es debido a la
accion de la hormona estimuladora de melanocitos alfa (a-MSH, alpha melanocyte
stimulating hormone), que es el producto proteolitico de POMC, y que se une a los
receptores de melanocortinas 3 y 4 (MC3R y MC4R, melanocortin receptors 3 and 4).
Los ratones deficientes para MC4R son obesos, debido a que presentan hiperfagia y
gasto energético disminuido *> **’. La ingesta modula la expresion de POMC y a-
MSH, de modo que sus niveles aumentan durante la ingesta y se reducen durante el
ayuno **. La mayoria de las neuronas POMC en el ARC co-expresan CART, el cual
se expresa por todo el cerebro, pero es especialmente abundante en el hipotalamo. La
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administracion de CART inhibe la ingesta, mientras que la inyeccion ICV de antisuero
de CART produce hiperfagia 149151 “gys niveles se correlacionan con los niveles de
leptina circulante “**° de forma que se incrementan al administrar leptina periférica
149,152,153 * Asimismo, se ha descrito también la capacidad de CART para estimular la
termogénesis en el BAT **,

3.2 NUCLEO VENTROMEDIAL

El VMH es un grupo de células bilaterales situado en el hipotdlamo mediobasal
adyacente al tercer ventriculo, con forma eliptica situado lateralmente al ARC. EI VMH fue el
primer nucleo considerado como regulador del peso corporal y la homeostasis energética y se
mantiene como un ndcleo con gran importancia en la regulacion del peso corporal y la
homeostasis de la glucosa **>®!. Estudios de lesiones mostraron el gran impacto que tiene
este nicleo en el peso corporal predominantemente a través de SNS *°. Ademés, el VMH se
ha relacionado con un gran nimero de funciones homeostaticas y conductuales, como son la
regulacion del comportamiento sexual femenino y la funcién cardiovascular %% 3,

El VMH esta compuesto de varios tipos celulares con patrones de expresion génica muy
variados y ampliamente expresados por toda su extension (Imagen 6), entre ellos el receptor
canabinoide 1 (CB1, cannabinoid receptor 1), el polipéptido activador de la adenilato ciclasa
hipofisaria (PACAP, pituitary adenylate cyclase activating polypeptide), el factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, brain-derived neurotrophic factor) y cerebelin 1
(Cbln1, cerebellin 1)****%”. Otros genes como el receptor de estrégenos alfa (ERa, estrogen
receptor alpha) y el receptor de progesterona (PR, progesterone receptor) presentan un patron
de expresion restringido a la parte ventro-lateral del VMH. Asimismo, LEPR e IR se expresan
abundantemente en el VMH ® !y al igual que se observa en las neuronas POMC, las
neuronas sensibles a leptina e insulina se encuentran segregadas en un tipo neuronal
especifico del VMH que expresa el factor esteroidogénico 1 (SF1, steroidogenic factor 1) °*
168,189 "que es un factor de transcripcion requerido tanto para el desarrollo como para la
mediacion de procesos fisiolégicos modulados por el VMH %1% 11 SE1 es el dnico gen
expresado en el VMH que es especifico y exclusivo de este nicleo dentro del SNC 8 €,
Debido a la importancia de las neuronas del VMH que expresan SF1 en este trabajo, este tema
se desarrollaré en un epigrafe aparte.

Imagen 6. Grupos neuronales del VMH '¢°, Licencia Creative Commons.

El VMH recibe numerosas proyecciones de neuronas NPY, AgRP y POMC desde el
ARC 212y en ¢l se expresan los receptores de NPY Y1y Y5 asi como MC4R 317, Posee
también numerosos receptores que responden a dopamina, serotonina, GABA e histamina **.

El VMH contiene una gran poblacion de neuronas capaces de responder a la glucosa, y que
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median los efectos de la leptina, la insulina y ghrelin **°. Estas neuronas responden a las
sefiales de las poblaciones POMC/CART y AgRP/NPY del ARC sintetizando BDNF, que
actlia como efector directo de la anorexia mediada por leptina *® ", asi como regulador de la
masa corporal en roedores y humanos ' 8 1 "E| VMH presenta numerosas conexiones
neuronales con otras areas del cerebro implicadas en la homeostasis energética. Desde el
VVMH se proyectan aferencias al ARC, DMH y LHA, asi como al tronco cerebral, la amigdala,
la eminencia media; entre otros %% 18,

La primera demostracion de que el VMH era una region importante en la regulacion del
metabolismo de la glucosa, se obtuvo por estimulacion eléctrica en conejos que daba lugar a
un aumento de los niveles de glucosa en sangre, asi como a un incremento de la
glucogenolisis en el higado y la consiguiente disminucion del contenido de glucdgeno
hepético . Asimismo, se demostré que la hiperglucemia producida por la estimulacién de
VMH estaba mediada por hormonas gluconeogénicas como el glucagon, y por la inervacion
simpética del higado **%, En contraste con estos resultados, la estimulacion eléctrica del
VMH generaba también un aumento de utilizacion de la glucosa en los tejidos periféricos,
incluidos el musculo esquelético, el corazon y el BAT 87188

En VMH expresa el LEPR y ademaés es diana de la leptina y la insulina para la regulacion
de la homeostasis energética ®. Al administrar leptina directamente en este nicleo se
incrementa la captacion de glucosa en el BAT, corazon, musculo esquelético y en el bazo,
pero no en el tejido adiposo blanco, sin que observen cambios significativos en los niveles
plasmaticos de glucosa o insulina " **° efecto que se abole al denervar el SNS, lo que indica
la importancia de la sefalizacion de leptina en el VMH en la modulacion del tono simpatico
desde el VMH a los tejidos periféricos 9 191 169189, 192194 "Eqtqq efectos son, por lo tanto,
esencialmente similares a los de la estimulacién eléctrica o quimica del VMH. El importante
papel que juega el VMH en la regulacién de la homeostasis de la glucosa mediada por leptina
se observo cuando la inyeccion de esta hormona en el VMH aumentaba la captacion de
glucosa en musculo esquético, BAT y corazon, mientras que la inyeccion de leptina el ARC
solo aumentaba la captacion de glucosa en en el BAT y su inyeccion en el nicleo DMH o
PVH no tenia efecto '*. La regulacién de la absorcién de glucosa por los tejidos periféricos
estd mediada en gran medida por el efecto sinérgico de leptina e insulina en el hipotdlamo a
través del eje VMH-SNS %12 por una parte, el VMH incrementa la produccién de glucosa
hepéatica y regula la respuesta contrarreguladora frente a la hipoglucemia estimulando la
produccion de glucagdn; por otra aumenta la utilizacion de glucosa por los tejidos periféricos
y aumenta los niveles de insulina manteniendo asf los niveles de glucosa en sangre ¢,

El VMH ha sido relacionado también con la regulacion del gasto energético. Las
primeras sefiales de esto se obtuvieron cuando al estimular eléctricamente este nucleo
aumentaba la temperatura del BAT escapular y que este efecto era abolido al bloquear los
receptores adrenérgicos B '*°. EI VMH integra sefiales periféricas para coordinar la respuesta
termogénica, mediante la modulacion del tono simpatico al BAT y WAT, gracias a la
conexion anatémica con estos tejidos X" 1% a través del rafe palido (RPa, Raphe pallidus) y la
oliva inferior (10, inferior olive) en el troncoencéfalo, que son areas involucradas en la
regulacion de la termogénesis del BAT 9% 199205 A rajz de las evidencias acumuladas a lo
largo del tiempo, se propuso que este nucleo forma parte de un eje entre VMH-SNS-BAT, en
donde la inhibicion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK, AMP-activated protein
kinase) en el VMH activa el programa termogénico 124 203, 204, 206-212
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Diversas sefiales periféricas, como las hormonas tiroideas (TH, thyroid hormone) o el
estradiol (E2, estradiol) actian en el VMH induciendo la termogénesis en el BAT, un efecto
que es abolido por el bloqueo de los receptores adrenérgicos p3 2% 2% 22 Asimismo, la
administracion de agonistas de GABA en el VMH bloquea la activacion simpatica del BAT
dependiente de prostaglandina E2 (PGE2, prostaglandin E2) " *3, La administracién de
glutamato, norepinefrina, serotonina y triptéfano en el VMH también activa la termogénesis
en el BAT 721218 En consonancia con esto, ratas hembra en las se ha silenciado en el ERo
en el VMH, desarrollaban obesidad debido a un gasto energético y termogénesis del BAT
deficiente *°. Recientemente se ha postulado que regulacién de la termogénesis por el VMH
estd mediada por los ritmos circadianos, ya que ratones que carecen del gen Bmall en el

VMH muestran una inhibicién de la termogénesis durante la fase nocturna 2> 2% (Imagen 7).
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Imagen 7. Circuitos hipotalamicos que regulan la termogénesis del BAT y el browning del WAT 2%,
Licencia Creative Commons.

Otras sefiales como las ceramidas hipotalamicas, se han visto relacionadas con la
modulacion de la termogeénesis, de modo que al aumentar su concentracion provocan
lipotoxicidad y esto da lugar a estrés de reticulo endoplasmatico (ER, endoplasmic reticulum)
y a una reduccién del tono simpatico al BAT. Esto puede ser revertido mediante la
sobreexpresion de la proteina chaperona regulada por glucosa 78 (GRP78/BiP, chaperone

gzgzllucose regulated protein 78/binding immunoglobulin protein) especificamente en el VMH
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En relacién al browning del WAT, apenas se ha investigado, pero si se ha demostrado
que la administracion de liraglutide (un analogo de GLP-1) en el VMH no sélo induce la
termogénesis del BAT, sino que también activa el programa termogénico en el WAT a través
de Iazilrllhibicién de AMPK en el VMH 2%, Un efecto similar ha sido descrito también para las
THs “*.

3.3 NUCLEO DORSOMEDIAL

El DMH esta implicado en un amplio nimero de procesos fisioldgicos tales como apetito,
termorregulacion, estrés y ritmos circadianos 2. Al nicleo DMH también se le atribuyen
capacidades de integracion y procesamiento de sefiales procedentes de otras areas de
hig)otélamo, ya que recibe proyecciones del ARC y manda proyecciones hacia el PVH y LHA
228 Estas proyecciones del ARC son terminales de neuronas NPY/AgRP y POMC/CART “.
Ademas, las neuronas del DMH expresan NPY y CART, asociado a la respuesta hiperfagica
tipica de la gestacion #** y en respuesta al ayuno ?®. NPY en el DMH también se ve
incrementado en ratones obesos y en ratones deficientes en MC4R % 22°. Ademas, el NPY en
el DMH modula el gasto de energia probablemente al afectar la formacion de adipocitos
marrones y la actividad termogénica #?’. Sin embargo, mientras que NPY en el ARC es
modulado por los niveles de leptina, la regulacion de NPY en el DMH es independiente de
esta hormona. Ademas, la expresion del gen de Npy en el DMH esta regulada por la CKK 'y
otras moléculas atn por identificar 2. Desde el DMH también se proyectan fibras a-MSH al
PVH, terminando en neuronas de hormona liberadora de tirotropina (TRH, thyrotropin-
releasing hormone) 2?°. En la zona caudal del ndcleo se encuentra también una poblacion de
neuronas que expresan el péptido similar a la galanina (GALP, galanin-like peptide)'"* %

3.4 NUCLEO PARAVENTRICULAR

El PVH se sitta en los lados superiores del tercer ventriculo en el hipotalamo anterior. Se
caracteriza por ser un centro integrador, en el cual convergen numerosas vias neurales que
modula la homeostasis energética. Esta protegido por la BBB, pero sus células
neuroendocrinas se extienden hasta regiones mas alla de esta, como la eminencia media (ME,
median eminence) y la hipéfisis posterior %%, Recibe un gran niimero de aferentes desde otras
areas hipotalamicas, del tronco cerebral, del hipocampo, asi como de sefiales de sensores del
estado fisiolégico del organismo #*2. Las neuronas sensibles a leptina presentes en el ARC
proyectan sus axones a este nlcleo %% 24 La ruta de las melanocortinas estd muy
estrechamente ligada a la funcion de este nucleo y en el existe una densa expresion de
receptores de melanocortinas ** 2. Esta fuertemente inervado por axones que proyectan
desde las neuronas NPY/AgRP y POMC/CART del ARC y asi como de neuronas orexina
(OX, orexin) del hipotalamo lateral > 2**2% 237 E| PVH es un nicleo en el que abundan las
terminales nerviosas que sintetizan neuropéptidos muy vinculados a la regulacion de la
ingesta, como son NPY, a-MSH, serotonina, galanina, noradrenalina y péptidos opioides, y el
PVH es un ndcleo especialmente sensible a los efectos de estos neurotransmisores sobre la
ingesta y el gasto energético “®. El PVH de rata contiene dos grandes regiones, la
parvocelular y la magnocelular. Las neuronas autondémicas de la region parvocelular
proyectan al NTS, al nicleo motor dorsal de vago y a la columna celular intermediolateral de
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la médula espinal *®. De esta forma, regula la secrecién pancreética, el almacenamiento
graso, la termogénesis, la captacion de glucosa periférica y el flujo de glucosa hepatico 2%,
Las neuronas parvocelulares también pueden liberar péptidos sefializadores en la ME
regulando asi la produccion de hormonas hipofisarias. Concretamente, la hormona liberadora
de corticotropina (CRH, corticotrophin-releasing hormone), que regula el eje adrenal y TRH,
que regula el eje tiroideo. Las neuronas CRH y TRH, estan implicadas en la regulacion de la
ingesta y del balance energético que reducen la ingesta, por lo que son estimuladas por las
neuronas POMC/CART e inhibidas por las neuronas NPY/AgRP de ARC & 7% 242 | a5
neuronas magnocelulares liberan tanto vasopresina como oxitocina en la circulacién

sistémica, la segunda de las cuales ha sido también implicada en la regulacién de la ingesta
243

La CRH, TRH y oxitocina en el PVH juegan un papel importante en la regulacion de la
ingesta y el gasto energético. Responden a déficit de energia, primero alterando el eje
neuroendocrino, y segundo, modulando el tono simpatico o parasimpatico e influenciando la
funcion de los 6rganos periféricos % #** 2% Asi, lesiones en este nlcleo dan lugar a un
aumento de la ingesta, seguido del desarrollo de obesidad *® ?*'. En este sentido, la
administracion de un agonista de receptor de melancortinas produce un aumento en el gasto
energético 2% 2%,

3.5 AREA LATERAL HIPOTALAMICA

La LHA es una regién del hipotdlamo que comprende una gran y difusa poblacion de
neuronas que incluye subpoblaciones definidas que expresan OX y la hormona concentradora
de melanina (MCH, melanin-concentrating hormone), ambas poblaciones se inhiben por
leptina y se estimulan por ghrelin, por lo tanto, estimulan la ingesta. La LHA recibe e integra
numerosas sefiales que modulan la ingesta, la actividad y el estado de alerta segun las
condiciones ambientales y nutricionales 2*® *°. Presenta numerosas terminales de neuronas
NPY, AgRP y a-MSH que estan en contacto con células que expresan OX y MCH 248220231,
La region perifornical de la LHA contiene una gran densidad de receptores de NPY-Y5, que
median los efectos estimulantes de NPY sobre la ingesta 2. Este niicleo también presenta un
gran nudmero de neuronas sensibles a glucosa, que responden a sus niveles circulantes,
probablemente mediante vias ascendentes del hipotalamo 2.

La regulacién de la ingesta por este nucleo, se observd con estudios donde su
estimulacidn incrementaba la ingesta, mientras que su lesion la atenuaba llegando a provocar
incluso afagia o ausencia de ingesta 1"*?** y la consiguiente disminucién del peso corporal.
Las lesiones en este nicleo producen graves alteraciones metabdlicas y endocrinas, como son
problemas de crecimiento, disfuncién del eje tiroideo y de la homeostasis de la glucosa %% %%,
Desde la LHA, las neuronas proyectan a otras regiones del cerebro, como el ARC y otros
nucleos hipotalamicos y al sistema mesolimbico, encargado del control hedonico del
comportamiento de la ingesta ®* 7.

-Neuronas OX: la OX, también llamada hipocretina, presenta dos isoformas que derivan
del mismo precursor: OX A y OX B; que actdan a través de dos receptores de OX 1y 2
(OX1R y OX2R, orexin receptor 1 and 2). La leptina es un modulador clave de la OX, ya que
inhibe la activacion de estas neuronas 2*® > 2® | a administracién central de este
neuropéptido promueve a su vez la ingesta 2°* %*’. Otro papel importante de la OX es en la
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regulacién de los ciclos de suefio, de forma que su ausencia provoca narcolepsia. Esto se ha
5’50%}3“%?0 como una posible explicgcién a los efectos que este neuropéptido tiene en la inge_s,ta

12 2% Por otra parte, es necesario resaltar el papel de las neuronas OX sobre la modulacién
de la tasa metabolica, la actividad fisica y la termogénesis . Las neuronas OX proyectan
desde el LHA al RaP del tronco encéfalo, estimulando la termogénesis en ratas 2°.

-Neuronas MCH: son neuronas productoras de MCH vy se localizan exclusivamente en el
LHA, pero realizan proyecciones por diferentes &reas del cerebro 2°. En humanos se han
identificado dos receptores de MCH (Mchrl y Mchr2), sin embargo, en roedores solo se ha
identificado Mchrl. Los ratones deficientes en este receptor muestran un aumento del gasto
energético, de la actividad locomotora y presentan resistencia a la obesidad inducida por dieta
25263 gjn embargo, la sobreexpresién de MCH en ratones induce obesidad y resistencia a
insulina (Chen et al., 2002). En consonancia con esto, la inyeccién de MCH en la LHA
promueve un aumento de la ingesta en ratas y un incremento de la lipogénesis hepatica
medizgglg}a2 5or el sistema nervioso parasimpatico (PSNS; parasympathetic nervous system) y el
SNS 7,

4 PAPEL DE LAS NEURONAS SF1 EN LA REGULACION
HOMEOSTATICA

4.1 LAS NEURONAS SF1 EN LA REGULACION DE LA HOMEOSTASIS
ENERGETICA

Las neuronas SF1 del VMH son una poblacion heterogénea implicada en diversos
aspectos de la regulacion metabdlica. La primera vez que se relacion6 a las neuronas SF1 en
este papel fue cuando se observé que ratones deficientes en SF1 en la linea germinal
presentaban una insuficiencia adrenal que les provocaba la muerte *"°, mientras cuando se les
trasplantaban glandulas adrenales de ratones wildtype (WT) desarrollaban obesidad **°. Para
discernir si esto era debido a la implicacion de SF1 en la inhibicién de la ganancia de peso o a
un efecto secundario de un defecto en citoarquitectura del VMH 7% 26627 ‘generaron ratones
deficientes para SF1 en el VMH en la etapa postnatal, una vez finalizado el desarrollo del
VMH 2%y se comprobé que de hecho SF1 es necesario para la homeostasis energética
mediante la modulacién de gasto energético, especialmente bajo condiciones de exposicion a
una dieta alta en grasa *> %8 De hecho, los ratones deficientes para SF1 en el VMH
presentan niveles de expresién de UCP1 reducidos en el BAT 268270.270

Una vez identificadas las neuronas SF1 como responsables de la modulacion de la
homeostasis energética, han aparecido numerosos estudios que han mostrado como diversas
modificaciones en estas neuronas dan lugar a alteraciones en el balance energético. Asi, se
demostro que la eliminacion del LEPR en las neuronas SF1 del VMH provocaba un aumento
en la ganancia de peso corporal, efecto que era similar en la regulacion del peso corporal al
observado cuando se elimina este receptor de las neuronas POMC de ARC % 2™ Mediante la
eliminacién en las neuronas SF1 del supresor de la sefializacion por citoquinas 3 (SOCS3,
suppressor of cytokine signaling-3), que actia como un regulador negativo de la accién de la
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leptina, apenas se producia efecto sobre el peso pero se aumentaba la sensibilidad a insulina
272

De igual modo, se realizaron estudios en relacion con la sefializacion de la insulina en
estas neuronas. La primera evidencia directa de la sefializacion por esta hormona en el VMH
se observé mediante la generacién de knock-out (KO) para el IR en las neuronas SF1 *°%.
Estos ratones en dieta alta en grasa (HFD, high fat diet) presentaban un aumento en la
excitacion neuronal de las proyecciones a las neuronas POMC, lo que protegia a los animales
frente a un aumento de peso inducido por HFD %% %8 Ademas, se observé que la eliminacion
de la subunidad catalitica de PI3K, p110a, en las neuronas SF1 aumentaba la sensibilidad a la
obesidad inducida por dieta >”®. Resulta interesante que la eliminacién en las neuronas SF1 del
factor de transcripcion FOXO1 (Forkhead box protein O1), que actia como efector
downstream de PI13K, mostr6 un fenotipo delgado debido al aumento del gasto energético y a
una mejora en la sensibilidad a insulina debido a un incremento de la disposicién de la
glucosa estimulada por insulina en musculo cardiaco y esquelético ** 1,

Ademas, tanto estudios de inhibicion como de activacion de sirtuina 1 (SIRTZ, sirtuin 1)
en las neuronas SF1, han mostrado el rol protector de SIRT1 contra el desequilibrio
energético inducido por la dieta *™*, asi los ratones a los que se le inhibié SIRT1 eran
hipersensibles a la obesidad inducida por dieta debido a un gasto energético ineficiente,
mientras que aquellos en los que se sobreexpresé SIRT1 eran mas resistentes. En parte esto
era debido a la disminucién de las acciones metabélicas de OX y leptina 2’*. Por otra parte, la
eliminacion de ERa, especificamente en la zona ventro-lateral del VMH en las neuronas SF1
en hembras dio lugar a la reduccién del gasto energético y obesidad abdominal %% 2%°,

4.2 LAS NEURONAS SF1 EN LA REGULACION DEL METABOLISMO DE LA
GLUCOSA

En el VMH existe un subconjunto de neuronas, entre ellas las que expresan SF1, que
detectan cambios en la concentracién de glucosa y se clasifican como excitadas por glucosa
(GE, glucose-excited) o inhibidas por glucosa (GI, glucose-inhibited), cuya frecuencia de
potencial de accién aumenta y disminuye, respectivamente, segin los niveles de glucosa
aumentan (Imagen 8). Los grupos de neuronas GE y GI, constituyen cada uno
aproximadamente el 10% de todas las neuronas de SF1 del VMH 2”°. Ademas, recientemente
se ha observado que los programas transcripcionales de SF1 son necesarios para la
homeostasis de la glucosa en roedores, especialmente en grupos de edad avanzada (Kim et al.,
2012). Asi pues, la estimulacion de las neuronas SF1 mediante optogenética indujo
hiperglucemia y mejor6 la respuesta contrarreguladora a la glucopenia ** 2'°. Recientes
estudios han demostrado el rol clave que desempefia el transportador de glutamato vesicular 2
(VGLUTZ2, vesicular glutamate transporter 2) en la accion contrarreguladora de la glucemia
inducida por insulina en las neuronas SF1 del VMH 2", Ratones deficientes para el
transportador en estas neuronas presentaban mayor peso corporal que sus controles,
especialmente cuando se exponian a HFD. Exhibian también, alteracion de la homeostasis de
la glucosa en ayuno junto con una menor respuesta contrarreguladora a la hipoglucemia
inducida por la insulina. Asi como una funcion alterada de efectores contrarreguladores como
el glucagén o la epinefrina . La eliminacién de LEPR en células que expresan SF1 provoca
un aumento de adiposidad y un metabolismo alterado de la glucosa **®**°, lo que sugiere que
los receptores de leptina expresados en neuronas SF1 son esenciales para la accion reguladora
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de la leptina en el metabolismo energético. De esta forma leptina, insulina y sus efectores
downstream también actdan como reguladores de la homeostasis de la glucosa en las neuronas
SF1.

Hypothalamus

&

Third ventricle Le pt'i n '

VMH ; 'l :
‘ Glucose SF1 neurons ‘ Glucose t
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Imagen 8. Modelo que muestra las funciones de las neuronas GE y Gl del VMH en la glucorregulacion
sistémica y la posible relacion de estas neuronas con las neuronas que responden a SF1 y leptina "%,
Licencia Creative Commons.

De hecho, se ha sugerido como una potencial via de sefializacion para la homeostasis
glucémica a la ruta leptin-PI3K-FOXO1 en las neuronas SF1 *** 220 junto con la via
leptin-PI3K-FOXO1, un estudio efectuado con ratones KO sugirié que el transductor de sefial
y el activador de la transcripcion 3 fosforilado (pSTAT3, phosphorilated signal transducer
and activator of transcription 3) también esta relacionado con la regulacién glucémica en las
neuronas SF1 del VMH *** 2”2 En los ratones en los que se inhibié SIRT1 en las neuronas
SF1 presentaban una mayor susceptibilidad a desarrollar diabetes tipo 2 inducida por la dieta,
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debido a la resistencia a insulina mostrada por el masculo esquelético. Contrariamente, al
sobreexpresarse SIRT1 los ratones mostraban una sensibilidad a insulina aumentada en este
musculo 2’4, También se ha visto que UCP2 ejerce un rol fisiolégico en las neuronas SF1 del
VMH en la regulacion de la homeostasis de la glucosa. Este mecanismo es regulado por la
dindmica mitocondrial y la excitabilidad de las neuronas sensibles a glucosa del VMH, lo que
permite una respuesta apropiada al aumento en los niveles de glucosa, dando lugar a una
mejora de la sensibilidad a insulina en los 6rganos periféricos *'°.

5 ESTRES DEL RETICULO ENDOPLASMATICO E INFLAMACION
HIPOTALAMICA

Numerosos estudios han demostrado que una dieta rica en acidos grasos de cadena larga
y/o la obesidad provocan cambios en los centros de regulacién de la homeostasis energética,
lo que da lugar al desarrollo de resistencia a insulina y leptina. Estos cambios en los centros
reguladores incluyen el aumento del estrés oxidativo, ER stress, inflamacién y cambios en la
tasa de apoptosis y regeneracion neuronal. También se ha observado que la obesidad y sus
procesos metabolicos asociados pueden inducir una autofagia deficiente; aunque
paraddjicamente la inhibicion de la autofagia, en contextos especificos, produce de forma
indirecta efectos beneficiosos que reducen las consecuencias adversas de la obesidad 2% 282,
Todos los cambios hipotalamicos inducidos por una dieta alta en grasas parecen estar
relacionados causalmente y los inhibidores de la inflamacion, el ER estrés y una autofagia
deficiente pueden prevenir o revertir el desarrollo de la obesidad apuntando a potenciales
dianas farmacoldgicas en la prevencion de la obesidad y la disfunciéon metabélica **. La
inflamacion y el ER estrés estan vinculados en muchos niveles: ambos son sistemas
adaptativos a corto plazo necesarios para la funcién y la supervivencia del organismo, y
ambos son perjudiciales cuando estan comprometidos crénicamente 2%,

5.1 ER ESTRES

En respuesta a una nutricién excesiva se produce en el hipotdlamo y en los érganos
periféricos ER stress *®*. El ER es el organulo celular responsable del plegamiento de
proteinas, la maduracién, el control de calidad y el trafico de estas al aparato de Golgi.
Cuando el ER se “estresa” debido a la acumulacion de proteinas mal plegadas, se activa la
respuesta adaptativa de proteinas mal plegadas (UPR, unfolded protein response) 2. Esta
presenta tres ramas gque se cruzan a su vez con los sistemas de sefializacion inflamatoria y de
estrés, que incluyen las vias factor nuclear kappa B (NF-xB, nuclear factor kappa B)/-
inhibidor de factor nuclear kB (IKK, IkB kinase) y quinasa c-Jun N-terminal (JNK, c-Jun N-
terminal kinase)- proteina activadora 1 (AP1, activator protein 1), asi como vias activadas por
estrés oxidativo, que pueden influir en el metabolismo.

En condiciones que alteran la funcion del ER, particularmente un aumento en proteinas
recién desarrolladas y sintetizadas en la luz del ER, este organulo activa la UPR 2*°. Esta esté
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mediada por tres ramas canonicas, conservadas en todas las células eucaridticas, que incluyen
las proteinas ER asociadas a la membrana, la quinasa del factor de transcripcidon pancreético
del reticulo endoplasmatico iniciador de la traduccion eucariota (PERK, protein kinase RNA-
like endoplasmatic reticulum kinase), proteina requerida de inositol 1 (IRE1, inositol -
requiring enzyme-1) y el factor de transcripcion activador 6 (ATF6, activating transcription
factor 6). En un estado normal estas proteinas estdn inactivas gracias a la union a una
chaperona, denominada GRP78/BiP %% 2. En un estado de ER estrés se activan por la
liberacion de BIP o también por otros mecanismos, y van a mitigar el ER estrés reduciendo la
sintesis de proteinas, facilitando la degradacion de proteinas mal plegadas y aumentando la
produccion de chaperonas que ayudan a las proteinas en el lumen de la ER a plegarse (Imagen
9).

e ATF®6: requiera la translocacion de ATF6 al agarato de Golgi donde serd procesado
para producir un factor de transcripcion activo 2.

e IRE1: la actividad endoribonucleasa de IREla escinde un segmento del ARN
mensajero (MRNA, messenger RNA) de la proteina de union X-box-1 (XBP1, X-box
binding protein 1), lo que se traduce en la forma activa de XBP1 %, XBP1s, sélo o
junto con ATF6a, inicia un programa de transcripcion para producir chaperonas y
proteinas implicadas en la biogénesis de ER, la sintesis de fosfolipidos, la degradacion
de protefnas asociada a ER y la secrecion desencadenada durante la UPR 2.

e PERK: La activacion PERK da como resultado la fosforilacion del factor de iniciacion
de traduccion eucariota 2a (elF2a, eukaryotic translation initiation factor 2a), que
convierte elF2a en un competidor de elF2b, lo que reduce la sintesis global de
proteinas y por tanto la carga de trabajo del ER **" 22 Esta rama también esta
involucrada en la regulacién de la activacion NF-«xB, implicado en la respuesta
inflamatoria o del factor de transcripcion activador 4 (ATF4, activating transcription
factor 4) que es un inductor de la expresion de genes implicados en la apogtosis, tales
como proteina homéloga C / EBP (CHOP, homologous protein C / EBP) 2.
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Imagen 9. Transduccién de sefial de estrés del reticulo endoplasmatico 2°°. Imagen reproducida con
permiso de Elsevier.

Si aun asi el ER estrés no se resuelve y la celula esta comprometida funcionalmente, se
desencadenan mecanismos de apoptosis y muerte celular, como en el caso de la diabetes tipo
2, donde al incrementarse la demanda en las células 3 })ancreéticas para producir insulina, la
UPR conduce finalmente a la muerte de estas células “**. Este mecanismo de regulacion del
ER estrés también interfiere con la sefializacion de insulina en el higado 2%.

En el hipotdlamo, en respuesta a una dieta alta en grasa, se activa la UPR y se ha
demostrado que es causa y consecuencia de la via inflamatoria de NF- kB *®. El ER estrés
también esta relacionado con la inhibicion de la sefializacion de leptina e insulina a través de
la induccion de la protein quinasa fosfatasa 1B (PTP1B, protein tyrosine phosphatase 1B) %",
La administracion central de farmacos que inducen estrés ER recapitula los efectos de una
dieta alta en grasa en la via IKKp / NF-kf > y las chaperonas que revierten el UPR cuando se

administran centralmente inhiben el aumento de peso ?* 2.

5.2 INFLAMACION HIPOTALAMICA

Aunque el papel de la inflamacion relacionada con la obesidad en los tejidos periféricos,
particularmente en el WAT vy el higado ha sido muy bien documentado **, sélo recientemente
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se ha comenzado a entender el importante rol que desempefia la inflamacion hipotalamica en
la regulacion de la homeostasis energética. De hecho, se ha demostrado que la inflamacion
produce dafio hipotalamico a partir del primer dia de exposicién a dieta alta en grasa *® y que

esta inflamacion inducida por dieta difiere de la causada por enfermedad **.

Numerosos factores influyen en la estimulacion de las vias inflamatorias. Entre ellos se
encuentran citoquinas proinflamatorias, virus y componentes bacterianos y factores como el
estrés oxidativo y el ER estrés '*. Estos pueden estimular a IKKP, que es una parte
fundamental del complejo regulador encargado de la activacién de la via inflamatoria de NF-
kB. Asi, IKKP favorece la liberacion de NF-kB, que entonces se dimeriza y entra en el nucleo
donde regula la transcripcién de varios genes relacionados con la inflamacion ** *°. La
actividad de IKKP y la prevencion del desarrollo de ER estrés es fundamental para el
mantenimiento de la sensibilidad a la leptina 2. IKKp es expresado en niveles relativamente
altos en el hipotalamo y se activa bajo la exposicion a obesidad, tanto inducida por dieta como
genética, o a la estimulacion de nutrientes como glucosa o lipidos. De hecho, se ha
comprobado que la estimulacion de la via IKKf / NF-kB, tanto por activacion farmacolodgica
como por la introduccion de IKKp constitutivamente activa, causa obesidad e insensibilidad a
la insulina y la leptina, mientras que su inhibicion mantiene la sensibilidad a la insulina y la
leptina y protege contra la obesidad *°.

Otra via inflamatoria es la mediada por JNK y TNFa. Se ha observado en roedores
expuestos a dieta alta en grasa una regulacion positiva de las citoquinas inflamatorias TNFa,
interleucina 1P (IL1p, interleukine 1) e IL6 asociado a resistencia a insulina en el hipotalamo
%01 "E| bloqueo de la via inflamatoria en el hipotalamo con un inhibidor especifico de JNK
inhibi6 el aumento de masa grasa asociado a una dieta alta en grasa y restablecio las vias de
sefializacion de insulina, de forma independiente de ingesta. Sin embargo, la inhibicion de la
sefializacion por JNK no fue suficiente para revertir la insensibilidad a leptina en los
individuos alimentados con dieta alta en grasa ** ***. También se ha demostrado que TNFa
inhibe en el hipotdlamo los efectos anorexigénicos de la insulina y la leptina, de forma
dependiente de dosis 32 A través de TNFaq, la inflamacién aumenta los niveles de PTP1B
hipotalamico, que es un importante regulador negativo de la sensibilidad a la insulina y la

leptina 3%%3%,

5.3 AUTOFAGIA HIPOTALAMICA

La autofagia es un proceso por el cual los componentes de la célula en exceso o
defectuosos se degradan para mantener la actividad esencial y la viabilidad celular en
respuesta a la limitacion de nutrientes 0 como respuesta al estrés celular, particularmente, ER
estrés y estrés oxidativo, ambos inducidos por sobrenutricion, para su descomposicion y
eventual reciclado de las macromoléculas resultantes *°® %’ En el desencadenamiento de la
autofagia en respuesta a la sefializacion de nutrientes juega un papel muy importante AMPK,
gue actia como sensor de energia y regula el metabolismo celular para mantener la
homeostasis energetica. Por el contrario, la diana de rapamicina de mamifero (MTOR,
mammalian target of rapamycin) que es regulador central del crecimiento celular, inhibe la
autofagia (Imagen 10). Recientemente se ha demostrado que AMPK promueve la autofagia
activando por fosforilacién a la quinasa activadora de autofagia tipo Unc-51 (ULK1, Unc-51
like autophagy activating kinase), que es una quinasa iniciadora de la autofagia en mamiferos
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en estado de hipoglucemia. Sin embargo, durante un estado nutricional adecuado mTOR
previene la activacion de ULK1, interrumpiendo la interaccion entre AMPK y ULK1 3%,

‘ High nutritional state ’ l Starvation/exercise l

Inactive mTOR

P 14-3-3 7 RAPTOR -
mTOR
Inactive AMPK Active mTOR l/ //‘/
i[ATP]/[ADP]

- 5

Active AMPK

Active ULK
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Imagen 10. Regulacion de ULK por AMPK y mTOR en funcién del estado nutricional 3%, Licencia STM
Permissions.

La autofagia también puede ser inducida por las especies reactivas de oxigeno (ROS,
reactive oxygen species) que si contintdan durante largos periodos de tiempo dan lugar a
defectos en el mecanismo de autofagia, lo que anula la capacidad de la célula para eliminar el
dafio y puede activar la via de sefializacion de IKKpB / NF-kB °. Esto se comprobé mediante
la eliminacién de un gen clave para la autofagia (Atg7) en el hipotdlamo mediobasal de
ratones, que por defecto comian mas y aumentaban de peso. Asociado a ello, presentaban una
mayor activacion hipotalamica de la via IKKB / NF-kB. La evidencia que demostro la
relacién entre el mecanismo de autofagia deficiente y la inflamacion hipotalamica fue que al
inhibir IKK en estos ratones se revertia el efecto de la autofagia defectuosa 3.

6 AMPK COMO SENSOR ENERGETICO

AMPK es una serina/treonina quinasa muy conservada desde levaduras a mamiferos. Es
una proteina heterotrimérica que presenta una subunidad catalitica o y dos subunidades
reguladores B y y. En mamiferos, cada subunidad es codificada por multiples genes (al, a2,
B1, B2, v1, v2, v¥3) que resulta en 12 posibles combinaciones de complejos AMPK *'2. La
subunidad o contiene el dominio serina/treonina quinasa N-terminal y un dominio regulador
carboxi-terminal, involucrado en la formacion del complejo con las subunidades B y y. La
subunidad B contiene un dominio C-terminal que actla como un andamio para unir la
subunidad y y contiene un dominio de union al glucégeno. Por ultimo, la subunidad y contiene
un dominio de unién al AMP y ATP, que son los efectores alostéricos de la AMPK 3%,

AMPK es un regulador fundamental de la ruta de sintesis de los acidos grasos. Una vez
activada, AMPK fosforila ACC, lo que produce su inhibicién, y previene asi la produccion de
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malonil-CoA. Esto estimula a CPT1 favoreciendo asi la oxidacién de los acidos grasos
mitocondriales ***!® (Imagen 11).

Cuando aumenta el ratio AMP:ATP, porque el consumo de ATP es mayor que su sintesis,
el AMP se une alostericamente a AMPK y se produce la fosforilacion de la treonina de la
subunidad o, llevada a cabo por AMPK quinasas como la quinasa hepatica B1 (LKB1, liver
quinasa B1), la calcio/calmodulina quinasa quinasa 2 (CaMKK2, calcium/calmodulin-
dependent protein kinase kinase 2) o la quinasa 1 activada por TGF-p (TAKI1, TGF-g-
activated kinase 1)*% 3. Cuando AMPK es fosforilada (PAMPK), se activa e inhibe los
procesos anabolicos, que consumen energia, como la sintesis de &cidos grasos,
gluconeogénesis, sintesis de protefnas, sintesis de colesterol y sintesis de triacilglicéridos 3"
320y promueve los procesos catabélicos como la oxidacion de los 4cidos grasos y aumenta la
expresion de genes glucoliticos 3" 3% para producir ATP y asi restablecer el equilibrio del
ratio AMP/ATP 3'?, Ademas, AMPK recibe sefiales hormonales y nutricionales y mantiene la
homeostasis energética al regular la ingesta, los ritmos circadianos y el gasto de energia tanto
a nivel celular como de organismo completo *® 32*3% De hecho, alteraciones en las
funciones de AMPK se asocian con desordenes metabdlicos y hormonales, resistencia a
insulina, obesidad y enfermedades cardiovasculares. 3 31> 327329
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Imagen 11. Regulacién de la lipogénesis de novo **°. Imagen reproducida con permiso de Elsevier.

6.1 REGULACION DE AMPK

La actividad AMPK estd determinada por la relacion AMP: ATP. Puede ser regulada
también por la activacion alostérica directa de AMP, la fosforilacion reversible, ADP o la
degradacion por ubiquitinaciéon. La activacion alostérica de AMPK se ve afectada
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especificamente por AMP y sus analogos " 32, AMPK es regulada principalmente por
fosforilacion, es necesaria la fosforilacion en un residuo de treonina (Thr-172) en la
subunidad catalitica o por una quinasa upstream sensible a AMP para su activacion **. Se han
identificado dos principales quinasas upstream involucradas en la fosforilacion de AMPK: la
quinasa supresora tumoral, LKB1 la principal quinasa para la fosforilacion de AMPK en
condiciones de estrés energético 3% %33 y Jas CaMKKa 0 CaMKKf también llamadas
CaMKK1 y CaMKK?2, respectivamente; aumenta la fosforilacion de AMPK en Thr-172 3%
329,334 “aunque in vivo, la isoforma 2 parece ser mas importante **°. Se han identificado otros
activadores de AMPK, como TAKZ 338 339.3%9.340 |3 quinasa supresora de Ras (KSR2,
kinase suppressor of Ras) que interactia con la subunidad ol de AMPK, regulando su
actividad ***. Al mismo tiempo, se ha observado que la proteina fosfatasa 2C o (PP2Ca,
protein phosphatase 2C alpha) inhibe AMPK mediante una desfosforilacion ##3* (Imagen
12).

= o @
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®ﬁ 4+ AMP:ATP
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Imagen 12. Mecanismos de regulaciéon de AMPK 3%, Licencia STM Permissions.

Se han propuestos varios mecanismos de modulacion de la actividad de AMPK: (1) Un
mecanismo de regulacion dependiente de AMP mediante el cual AMPK es activado
alostericamente por AMP, que a su vez inhibe PP2Ca , lo que produce un aumento en la
fosforilacién en Thr-172 y por tanto su activacion 2 %®; (2) un mecanismo dependiente de
Ca2" e independiente de AMP, por el cual el aumento de Ca2" induce la activacion de
CaMKKZp, que incrementa la fosforilacion en Thr-172 y se activa AMPK 6. v (3) un
mecanismo inhibidor mediado por ubiquitinacién, que conduce a la degradacion de AMPK
después que se forme un complejo entre el efector A inductor de muerte celular por
fragmentacion de DNA (CIDEA, cell death-inducing DNA fragmentation factor-a-like

effector A) y la subunidad reguladora 3 (Qi et al., 2008).
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6.2 AMPK EN EL HIPOTALAMO

AMPK esta presente en los principales ndcleos hipotalamicos encargados del balance
energético *2*, las subunidades al, a2, 1 y y1 de AMPK estan altamente expresadas en el
ARC, PVH, VMH y LHA **°. La modulacién de la actividad de AMPK en el hipotalamo es
uno de los cambios moleculares mas evidentes observados durante los mecanismos
fisiologicos de la regulacion de la ingesta. El ayuno incrementa su actividad, mientras que la
ingesta la reduce 1% %2% 3% Asimismo, la activacion de AMPK en el hipotadlamo incrementa la
ingesta y la ganancia de masa corporal, mientras que su inhibicién promueve la hipofagia y la
pérdida de masa 1232332 Estos efectos estan relacionados con las variaciones en los niveles
circulantes de nutrientes y de las hormonas involucradas en la regulacién de balance
energético. Asi, en condiciones de ayuno, la activacion de AMPK por ghrelin o hipoglucemia,
provocard la fosforilacion y consiguiente inactivacion de ACC, inhibiendo asi la sintesis de
4cidos grasos *°. Ademas, las alteraciones en la actividad de esta enzima estan asociadas a
cambios en la expresion de los neuropéptidos hipotaldmicos *2. La activacién de AMPK en el
VMH, el ARC y el PVH parece desempefiar un papel importante en la deteccién de los
niveles de glucosa induciendo su regulacién 3*'. Numerosos metabolitos modulan la funcién
de AMPK en el hipotalamo. La glucosa 3*3% el 4cido lipoico, los &cidos grasos, el citrato, el
lactato y aminoacidos disminuyen la ingesta inhibiendo la actividad de AMPK, ACC y
provocando un aumento en la concentracion de malonil-CoA, que actia como sefial
anorexigénica en el hipotalamo *'°.

La actividad de AMPK también puede ser modulada por hormonas anorexigénicas y
orexigénicas. Supresores de apetito como leptina, insulina, glucagon, GLP1, E2, CKK, factor
neurotréfico ciliar y proteina relacionada con la angiopoyetina inhiben AMPK en el
hipotalamo 3. Sin embargo los inductores de la ingesta como ghrelin, adiponectina,
glucocorticoides, canabinoides y AgRP *!® activan AMPK. En cambio, la resistina que tiene
efecto anorexigénico, activa AMPK en el hipotalamo 31634,

La ingesta también puede ser regulada por agentes farmacoldgicos como los agonistas de
los receptores de melanocortina, el inhibidor de FAS C75 y la nicotina a través de la
inhibicion de AMPK hipotalamica 2% 298 32 3% por @] contrario, farmacos como el
antipsicotico olanzapina, que ejerce efectos orexigénicos e induce obesidad, activa AMPK
hipotalamica 3%,

La inhibicion de AMPK en el hipotdlamo usando isoformas dominante negativas
disminuye la expresion de mRNA de AgRP y NPY en el ARC. Mientras que su
sobreexpresion aumenta todavia mas los niveles de AgRP e NPY en el ARC y MCH en el
LHA durante el ayuno **3. Estos resultados sugerian que la modulacién de AMPK en el
hipotalamo podria mostrar efectos nucleo-especificos, lo que se demostro con la observacion
de que ratones deficientes de la isoforma 02 en las neuronas POMC exhibian obesidad
provocada por hiperfagia 32 En cambio, la deficiencia de esta isoforma en neuronas AgRP
inducia un fenotipo delgado que era ademés dependiente de la edad **°.
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Imagen 13. Estructura, regulacion y rol de AMPK en el balance energético 3>3. Licencia Creative
Commons.

6.3 AMPK Y GASTO ENERGETICO

En los Gltimos afios se ha acumulado una gran cantidad de evidencia que sugiere el papel
regulador de AMPK sobre la termogénesis del BAT a través de la modulacién del SNS.
Estudios realizados con ratones KO han mostrado la implicacion de la isoforma o2 en la
regulacion de la activacion del BAT. Asi, los ratones KO para o2 mostraban niveles de
secrecién urinaria de catecolaminas elevados, lo que es indicativo de hiperactividad del SNS
34 A su vez se observo que o2 mediaba la disminucion de peso corporal y protegia frente a la
obesidad inducida por dieta en ratones deficientes para la tirosina fofatasa 1B *>°, que es un
inhibidor de la sefalizacion de los IR e LEPR, probablemente debido al aumento de la
activacion de la termogénesis (aunque no fue demostrado), de la biogénesis mitocondrial y
oxidacion muscular, que contribuyen al aumento del gasto energético, la delgadez y la
resistencia a la obesidad inducida por la dieta **°.
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AMPK también media los efectos de las TH en el gasto energético. Se ha observado que
la inyeccion de triyodotironina (T3, triiodothyronine) directamente en el VMH inhibe AMPK
en este nucleo, promoviendo un aumento en la termogenesis y un incremento en la actividad
del SNS al BAT 2* %2 |gualmente, se ha observado un efecto similar producido por el E2,
que actua en del VMH inhibiendo AMPK a través del ERa, lo que da lugar a la activacion de
la termogénesis 2**. Al sobreexpresar AMPK en animales tratados centralmente con T3 0 E2
se reducia la activacion del BAT y se prevenia la pérdida de peso 2°*?°*. Parece que este es un
mecanismo candnico para la modulacion del gasto energético, ya que otras sefiales como la
proteina morfogenetica 6sea 8B (BMP8B, bone morphogenetic protein 8B), % 206 210.3%. aqj
como la leptina *’ ejercen sus efectos a través del eje AMPK(VMH)-SNS-BAT *®. La
adiponectina v la resistina activan AMPK vy reducen la termogénesis del BAT 3435832 harg
si lo hacen a través de AMPK en el VMH todavia no se ha comprobado. De manera similar,
la administracion de nicotina induce un aumento de la termogénesis y una pérdida de peso
mediante el mismo mecanismo %" ?®, Liraglutide, un analogo de GLP1, también inhibe la
actividad de AMPK en el hipotdlamo y activa el BAT vy el browning del WAT a través de

SNS, disminuyendo el peso corporal %%,

6.4 AMPK Y HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA

En situacion de hipoglucemia AMPK ;uega un papel fundamental en la homeostasis
energética actuando como sensor de glucosa **?. La administracion ICV de glucosa disminuye
la actividad hipotalamica de AMPK, mientras que la inhibicion de la utilizacion de glucosa
intracelular en el cerebro la aumenta 3**** AMPK esta implicada en la respuesta hormonal
contrarreguladora a través del glucagén, la epinefrina y la corticosterona " %43% en cambio
al inhibir AMPK en el hipotdlamo mediobasal se altera la secrecion de estas sefiales lo que
produce una hipoglucemia grave y prolongada **":*®>. Por el contrario, la activacion de AMPK
en VMH reduce la sensibilidad a la insulina **°, aumenta los niveles de las hormonas
contrarregggladoras y estimula la actividad neuronal en las neuronas sensibles a la glucosa en
el VMH ',

Asimismo, AMPK en el hipotalamo también media otras sefiales que controlan la
produccion de glucosa, como la leptina que normaliza los niveles de glucosa en sangre en
modelos de roedores de diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2 y en pacientes con lipodistrofia 2 38
o la fructosa, que estimula AMPK en la LHA, ARC y PVH y aumenta la gluconeogénesis 3.
Por otra parte, estudios realizados con clamps hiperinsulinémicos-glucémicos se ha observado
que la inhibicion de AMPK hipotaldmica reduce la produccion de glucosa sin que haya
cambios en su captacion 3"°. Ademas, se observé que ratones deficientes en LKB1 en las
neuronas POMC mostraban una deficiente homeostasis de la glucosa **. AMPK no sélo
modula la homeostasis de la glucosa en el hipotdlamo. Las neuronas GABAGérgicas que
expresan el transportador de glucosa 2 en el NTS, responden a la hipoglucemia al aumentar la
actividad de AMPK 3™, Estas neuronas envian proyecciones al nicleo motor dorsal del vago,
lo que aumenta el tono del PSNS y consecuentemente la secrecion de glucagén para
contrarrestar la hipoglucemia .

A nivel periférico, farmacos como la metformina induce la activacion de AMPK vy actla
reduciendo los niveles de glucosa en sangre, principalmente mediante la inhibicion de la
gluconeogénesis 3’2, pudiendo interactuar con GLP1 para reducir la produccién de glucosa
hepética *%. Finalmente, la metformina también ayuda a restablecer la sensibilidad a insulina
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debido a que produce alteraciones en el metabolismo lipidico hepatico, ya que la activacion de
AMPK inhibe la ACC hepética *"*.

La evidencia actual indica que AMPK como sensor de energia desempefia en el
hipotdlamo un papel fundamental en la regulacion del balance energético modulando la
ingestas, el gasto energeético y la homeostasis de la glucosa, asi como la resistencia a la leptina
375,376 | a via de AMPK hipotalamica se ha propuesto como una via canénica que regula el
metabolismo corporal, mediante la integracion de sefalizacion periférica y central. Es
importante resaltar que varios tratamientos antiobesidad y / o antidiabéticos, como la
metformina y la liraglutida, llevan a cabo algunas de sus acciones a traves de AMPK. Esto,
convierte a esta enzima en una interesante diana para el desarrollo de farmacos, debido a su
potencial para modular ambos lados de la ecuacidn del balance energético, es decir, la ingesta
de alimentos y el gasto energético **°. Sin embargo, hasta ahora no esta claro 1) si la
inhibicién especifica de la AMPK hipotalamica podria aliviar la obesidad, 2) qué isoforma
AMPK seria el mejor objetivo, y 3) qué poblacion neuronal que expresa AMPK deberia ser el
objetivo.
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Dado el relevante papel de AMPK hipotaldmica como sensor de energia modulando el gasto
energético y la ingesta, asi como la homeostasis de la glucosa, los objetivos de este trabajo fueron:

1) Estudiar el efecto de la manipulacién de las distintas isoformas de AMPK en el hipotalamo
sobre la masa corporal en machos, tanto en modelos normopeso como en modelos de obesidad
inducida por dieta

2) Estudiar la relevancia de AMPK en distintas poblaciones hipotaldmicas en relacion con la
regulacion del balance energético

3) Generar y caracterizar fenotipicamente un ratdn deficiente de AMPKal en neuronas SF1 del
VMH, tanto en dieta hormal como en dieta rica en grasa
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7 MODELOS ANIMALES Y CUIDADOS

7.1 CONSIDERACIONES LEGALES Y ETICAS

Todos los procedimientos experimentales y protocolos de manipulacion de animales
efectuados durante la realizacion de esta tesis se llevaron a cabo bajo la supervision del
Comité ético de la Universidad de Santiago de Compostela y han sido aprobados previamente
por el jefe del servicio provincial de ganaderia del departamento territorial de la Conselleria
do Medio Rural e do Mar de la provincia de La Corufia (competente para dictar dicha
resolucion en base al Decreto 245/2009 del 3 de abril por el que se regulan las delegaciones
territoriales da Xunta de Galicia y el Decreto 46/2012 del 19 de enero por el que se establece
la estructura organica de la Conselleria do Medio Rural e do Mar e do Fondo Galego de
Garantia Agraria) cuya persona responsable es Miguel A. Lopez Pérez y realizados bajo los
nameros de procedimientos: 1D 15005AE/10/FUN/FISIO2/MLP2 (bajo el cumplimiento del
RD 1201/2005 del 10 de octubre, sobre la proteccion de los animales utilizados para la
experimentacion y otros fines cientificos) y el ID 15010/14/006 (bajo el cumplimiento del
actual y vigente RD 53/2013 del 1 de febrero, por el que se establecen las normas béasicas
aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia), de acuerdo a la legislacion vigente: Ley 30/1992 del 26
de noviembre del régimen juridico de las administraciones publicas y del procedimiento
administrativo comun, modificada por la Ley 4/1999, del 14 de enero, por la que se establece
que la resolucién que proponga fin al procedimiento decidira todas las cuestiones expuestas
por los interesados y aquellas otras derivadas de este; el Decreto 296/2008 del 30 de
diciembre, de proteccion de los animales utilizados para la experimentacion y otros fines
cientificos, incluida la docencia, y por el que se crea el ‘Rexistro de centros de cria’, de
suministradores y usuarios y la ‘Comision Galega de Benestar de los Animales de
Experimentacion’; orden del 15 de septiembre de 2006 por la que se crea el ‘Comité de
Bioética da Conselleria Rural’; Decreto 153/1998 del 2 de abril por lo que se aprueba el
reglamento que desarrolla la Ley 1/1993 del 13 de abril (proteccion de animales domésticos y
salvajes en cautividad); Ley 32/2007 del 7 de noviembre, para el cuidado de los animales en
su explotacion, transporte y sacrificio; siguiendo también la Directiva Europea de
Experimentacion Animal (2010/63/UE).

Durante la realizacion de esta tesis se tuvo en cuenta el articilo 4 del real decreto 53/2013
(Principio de reemplazo, reduccion y refinamiento) que tiene como finalidad principal
asegurar que el nimero de animales utilizados en los procedimientos se reduzca al minimo y
que no se les cause innecesariamente dolor. En consecuencia, se intentd evitar la duplicacion
innecesaria de experimentos y reducir al maximo dentro de cada grupo experimental sin llegar
a comprometer la finalidad del estudio, teniendo en cuenta posibles resistencias a tratamientos
y la variabilidad intraespecifica y poniendo especial cuidado en el bienestar animal para
reducir el estrés causado por dolor, sufrimiento o dafio duradero en los animales.

7.2 MODELOS ANIMALES

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron:
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1) Rata macho comun (Rattus Norvergicus) de la cepa Sprague-Dawley suministrados
por el Animalario General de la Universidad de Santiago de Compostela, con una masa
corporal de unos 250 gramos aproximadamente (9-11 semanas).

2) Ratones macho knock-out para el gen AMPKal en tejidos que expresan SF1
generados expresamente para esta tesis (ver detalle en Procedimientos no quirdrgicos)

Los animales fueron estabulados en condiciones estables de temperatura (21+£2°C), con
ciclos de luz-oscuridad de 12 horas (8:00 horas-20:00 horas) y con un periodo de aclimatacion
a las instalaciones de unos 7 dias aproximadamente, previo a cualquier procedimiento.

Durante todo este tiempo, los animales fueron mantenidos en condiciones de acceso libre
a dieta estandar y a agua, con excepcién de aquellos procedimientos experimentales en los
que se especifique. Para verificar el correcto bienestar de los animales, estos fueron
monitorizados periédicamente mediante un seguimiento controlado de masa corporal e
ingesta, ademas de valorar su correcto aspecto fisico, acostumbrarlos al manejo por el
personal de laboratorio para reducir en todo lo posible el estrés generado durante los
experimentos llevados a cabo.

La estabulacion de los animales fue colectiva o individual en funcion de las
caracteristicas de cada procedimiento y siempre teniendo en cuenta el comportamiento social
de estos animales. Asi en la mayoria de los experimentos en los que se requirié un
seguimiento de la masa corporal o0 ingesta, se estabularon individualmente, pero nunca por
periodos superiores a 10 dias.

8 ANESTESIA Y ANALGESIA

Como paso previo a cada procedimiento quirdrgico, se inoculdé a los animales anestesia
general intraperitoneal (IP). La composicién de la anestesia fue de 42.5% de ketamina
(Imalgene 1000 inyectable, Merial, Barcelona, Espafia), 20% de xilacina (Rompun 2%, Bayer
Health Care, Berlin, Alemania) y 37.5% de suero fisiolégico (Suero fisioldgico isoténico,
Physan, Madrid, Espafia) para rata. Se utiliz6 una dosis de 200 pl/100 g para rata. Para raton
la composicion de la anestesia fue 13.8% de ketamina, 3.45% de xilacina y 82.75% de suero
salino y la dosis fue de 100 ul/10 g de masa corporal. Para comprobar el estado de anestesia
de cada individuo, se determin0 el reflejo podal y palpebral, su ausencia indica que se puede
proceder al procedimiento quirtrgico. Tras los procedimientos quirtrgicos los animales
fueron tratados con ketoprofeno como medida de analgesia (Ketoprofeno-Orudis 100 mg,
Sanofi-aventis, Barcelona, Espafia) por via subcutanea (SC), administrando unos 2,5 mg por
Kg de masa corporal.
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9 VIAS DE ADMINISTRACION DE SUSTANCIAS

9.1 VIAINTRAPERITONEAL (IP)

Esta via fue utilizada para la administracion de la anestesia (dosis detallada en la seccion
anterior) y otros reactivos como glucosa e insulina. La administracion intraperitoneal se
realiza en la parte ventro-caudal de la rata por debajo de peritoneo. Se sujeta al animal por la
espalda oprimiéndole ligeramente las extremidades anteriores para inmovilizarlo. Se inclina la
cabeza del animal ligeramente hacia abajo para minimizar el riesgo de desgarro en visceras y
se inserta la aguja (BD Microlance, 25G 5/8” 0,5x16mm, BD Medical Surgicals Systems)
acoplada a una jeringa (1 ml BD slip-tip siringe, bulk, non-sterile, BD Medical Surgicals
Systems) practicamente de manera perpendicular a este, preferiblemente por su costado
derecho.

9.2 VIASUBCUTANEA (SC)

Esta via de administracion no requiere anestesia y se realiza por la zona lateral dorso-
caudal del animal, por encima de la pata. Se pellizca la piel del lomo del animal y con la
misma mano se inmoviliza este, con la otra mano se introduce la aguja (BD Microlance, 25G
5/8” 0,5x16mm, BD Medical Surgicals Systems) acoplada a una jeringa (1 ml BD slip-tip
siringe, bulk, non-sterile, BD Medical Surgicals Systems) de forma paralela a la columna
vertebral.

9.3 VIA NUCLEO-ESPECIFICA

Esta via de administracion requiere anestesia general del animal. En este caso, la
administracion se realiza bilateralmente en diferentes nucleos hipotaldmicos mediante el uso
de coordenadas concretas para cada nucleo, utilizando el bregma como punto de referencia
para la obtencion de las coordenadas estereotaxicas antero-posterior (AP), lateral (L) y dorso-
ventral (DV), seleccionadas siguiendo las indicaciones del atlas estereotaxico de cerebro de
rata y de ratén ¥ 38 Siguiendo las indicaciones del atlas, las coordenadas de los nicleos
hipotalamicos estudiados fueron las siguientes:

- Nducleo ventromedial en rata: -2,85 mm AP; + 0,6 mm L; 10,1 mm DV.
- Ndcleo ventromedial en ratén: -1,7 mm AP; £0,5 mm L; -5,5 mm DV.

Una vez anestesiado el animal se inocula la sustancia de interés mediante la utilizacion de
un aparato de estereotaxia (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA) (ver en mas detalle
en Procedimientos quirdrgicos) y jeringuillas de microinyeccion (Hamilton, Serie 700,
modelo 7001, 1ul calibre 25 para rata y Hamilton, NeuroHamilton Modelo 7001KH Neuros
Syringe, en el caso de raton), con un flujo de inyeccion de 200 nl/min durante 5 minutos en el
caso de ratas y 10-15 minutos en el caso de raton.
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10 PROCEDIMIENTOS NO QUIRURGICOS

10.1 GENERACION DE RATONES KNOCK-OUT CONDICIONALES SF1 AMPKal

Para generar el ratén knock-out de AMPKal especifico en las neuronas positivas para el
factor esteroidogénico 1 (SF1, steroidogenic factor 1) (SF1-Cre AMPKal""%) se cruzaron
ratones SF1 Cre (Tg(Nr5al-cre)Lowl/J, nUmero de stock 012462; The Jackson Laboratory,
Bar Harbor, ME, USA) con ratones AMPKa1 floxeados (AMPKa1"™/"* Prkaaltm1.1Sjm/J;
numero de stock 014141; The Jackson Laboratory; Bar Harbor, ME, USA) que poseen sitios
loxP flanqueando el exdén 3 del gen Prkaal. Se establecio una colonia de cria manteniendo
cruces entre ratones SF1 Cre AMPKo1"/1% yy AMPK o1 719¥/flox,

Los ratones SF1 Cre expresaban Cre recombinasa bajo la direccion del promotor de ratén
del receptor nuclear subfamilia5, grupo A, miembro 1 (Nr5al, nuclear receptor subfamily 5,
group A, member 1). El patron de actividad de Cre recombinasa, en estos ratones, imitaba el
patrén endogeno de expresion génica (MRNA) y era detectada en neuronas positivas para SF1
en el nacleo VMH, asi como en la hipofisis, génadas y tejido adrenal. Los animales
empleados eran homocigotos para el inserto transgénico, viables y fértiles, de tamafio normal
y no mostraban ninguna anomalia fisica o de comportamiento grave. Al cruzar con una cepa
de ratones mutantes para el gen de la subunidad catalitica alfa 1 de la proteina AMPK
(Prkaal) que poseian secuencias loxP que flanquean el exon 3 de este gen, la recombinacion
mediada por Cre resulto en la eliminacion tejido-especifica del exon 3 en la descendencia. Se
utilizaron ratones mutantes homocigotos para el alelo Prkaal, los cuales eran viables, fértiles,
normales de tamafio y no mostraban ninguna anomalia fisica 0 de comportamiento grave.

Para los estudios realizados en esta tesis se emplearon los ratones CKO macho y como
como controles se usaron los hermanos de camada con el mismo fondo genético mixto. Para
seleccionar el genotipo apropiado como control se realizd un seguimiento de todas las
combinaciones genéticas para descartar posibles efectos sobre los parametros estudiados de
los distintos genotipos generados en la descendencia. Una vez descartadas posibles anomalias
se selecciond el genotipo AMPKa1"/"% hasandonos en su amplio uso como control en este
tipo de modelo en la bibliografia **® 2" 3" Se genotiparon por PCR (Ver PCR para
genotipado en seccion Materiales y Métodos). El alelo eliminado produce un producto de
amplificacion de 530 pb.

10.2 MONITORIZACION DE LA INGESTA Y DE LA MASA CORPORAL

La determinacion de la masa corporal y la ingesta se realiz6 mediante una balanza de
precision, las medidas se realizaron diariamente en la misma franja horaria (aproximadamente
8-10 a.m), excepto el registro de masa corporal de ratones durante 20 6 34 semanas, que se
registr6 semanalmente. Para el control de ingesta en este caso, los ratones se estabularon
individualmente durante la décima semana y la ingesta se midio diariamente durante 7 dias.
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10.3 MONITORIZACION DEL GASTO ENERGETICO, COEFICIENTE RESPIRATORIO Y
ACTIVIDAD LOCOMOTORA

El fenotipado metabdlico se llevo a cabo mediante un sistema de calorimetria indirecto.
Este sistema esta compuesto de jaulas individuales con un sistema de ventilacién cerrado y
sensores que registran el EE, el coeficiente respiratorio (RQ, respiratory quotient) y la
actividad locomotora (LA, locomotor activity) (LabMaster; TSE Systems; Bad Homburg,
Germany). El sistema fue calibrado con gases de referencia (20.9% 02, 0.05% CO2 y 79.05%
N2) y se introdujo a los animales en una caja con temperatura controlada (24°C) en la que se
bombeaba el aire. Los animales estuvieron en adaptacién una semana antes de comenzar las
mediciones. La tasa metabdlica se midié durante 2-3 dias. El EE, RQ (VCO2/V0O2) y la LA
se registraron cada 30 min.

10.4 DETERMINACION DE LA COMPOSICION CORPORAL

Para la medicion de la composicion corporal, se usé resonancia magnética nuclear (NMR,
nuclear magnetic resonance) (Whole Body Composition Analyzer; EchoMRI; Houston, TX).
EchoMRI es un analizador de composicion corporal para sujetos vivos que mide la masa
grasa y magra con tiempos de escaneado cortos para mantener el bienestar animal. Los
animales no necesitan ser anestesiados ni ninguna otra preparacion especial antes de la
medicién. Se introdujeron en un adaptador apropiado para el tamafio de animal para realizar la
medicion (tiempo de medicion-. 0.5-3.2 minutos). Se tomaron 2 mediciones por animal y se
utilizé la promedio de ellas para el célculo del porcentaje de masa grasa y magra por peso

total de animal.

10.5 MEDICION DE LA TEMPERATURA CORPORAL

Para el registro de la temperatura corporal se utiliz6 una sonda rectal conectada a un
termémetro (BAT-12 Microprobe-Thermometer; Physitemp, Clifton, NJ). Las medidas se
tomaron con el animal despierto y parcialmente inmovilizado.

10.6 MEDICION DE LA TEMPERATURA DEL BAT

Para adquirir imagenes de temperatura del BAT se afeitd la zona interescapular del
animal el dia anterior. La temperatura de la piel de la zona del BAT se midié con una camara
infrarroja (B335: Compact-Infrared-Thermal-Imaging-Camera; FLIR; West Malling, Kent,
UK) y analiz6 con un software especifico (FLIR-Tools-Software, FLIR; West Malling, Kent,
UK). Para cada imagen, se delimito el area del BAT y temperatura media del BAT se calculo
como el promedio de 2 imagenes por animal.

10.7 TEST DE DISIPACION DE TEMPERATURA

Para estudiar la posible implicacién de la disipacién de temperatura por la cola en la
regulacion de la temperatura, se midio la temperatura maxima de la base de la cola a ratones
aclimatados a una temperatura inferior a la termoneutralidad (25°C), en termoneutralidad
(30°C) o superior a la termoneutralidad (34°C) en dias separados (3-4 dias de intervalo)
utilizando una cdmara térmica. Asimismo, se midi6 la temperatura rectal utilizando una sonda
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rectal conectada a un termémetro. Para la aclimatacion a la temperatura indicada se introdujo
a los animales en una plataforma con paredes elevadas con la temperatura controlada, en la
cual los animales se podian mover libremente. Después de 10 minutos de aclimatacion se
tomaron las imagenes térmicas y la temperatura rectal. La media de temperatura del BAT se
calculo como la media de la temperatura maxima de dos imagenes por cada animal.

10.8 TEST DE TOLERANCIA AL FRIO

El dia del experimento se estabul6 los animales en una camara fria a 4°C durante 6 horas.
Se midio la temperatura rectal basal antes de introducirlos en la cAmara (BAT-12 Microprobe-
Thermometer; Physitemp, Clifton, NJ) y posteriormente cada 60 min. Cuando se observaron
diferencias de temperatura rectal se obtuvieron imagenes térmicas del area del BAT.

10.9 TEST DE TOLERANCIA A GLUCOSA E INSULINA

Para conocer la capacidad del metabolismo de los ratones para tolerar la glucosa y el
grado de resistencia a insulina se realizaron test de tolerancia a glucosa e insulina. Para el test
de tolerancia a glucosa se sometié a los animales a un ayuno 12h, pero no asi para el test de
tolerancia insulina. Antes de comenzar el test se recogieron los valores basales mediante la
toma de una muestra de sangre de la cola, usando una tira reactiva conectada a un glucémetro.
Posteriormente se inyecto IP segln el peso del animal, D-glucosa (2 mg/kg para animales en
dieta estandar- 1mg/kg para animales en dieta alta en grasa) o insulina (0.75U/kg). Se midio la
glucosa circulante a través de la cola a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos después de la
inyeccion. Con los datos obtenidos se construy6 una curva de la cual se calculd el Area Bajo
la Curva (AUC) de los distintos grupos experimentales como el promedio del AUC de cada
individuo.

10.10 PET-CT

Reactivos

La 2-18F-Fluoro-2-Deoxy-2-Glucosa (18F-FDG) se sintetiz6 en un sintetizador
TRACERIab MX synthesizer (GE Healthcare; Little Chalfont, UK) siguiendo el método
estandar proporcionado por el proveedor (sustitucién nucleofilica) utilizando casetes y Kits de
reactivos ABX (Advanced Biochemical Compounds, Radeberg, Germany). El producto final
presentd una pureza radioquimica de mas del 95% con una especificidad préxima a 1000
Mbg/ml y una osmolaridad alrededor de 200-300 mOsm/kg.

Adquisicion de imagenes

Se anestesio a los animales en una camara de anestesia con una mezcla gaseosa de
isofluorano 2.5% en oxigeno previo a la inyeccion de (7.4+1.85) MBq of 18F-FDG en la vena
de la cola. Se interrumpio la anestesia inmediatamente después de la inyeccion y durante el
periodo de absorcion los animales se mantuvieron despiertos en su caja de estabulacion. Se
realizd la adquisicion de imagenes 45+10 minutos después de la inyeccion de 18F-FDG.
Nuevamente se anestesio a los animales con isofluorano 2.5% en oxigeno en una camara de
anestesia, aproximadamente durante 2 minutos y después se transportaron a la cama del
escaner, donde se mantuvieron dormidos bajo una concentracion de isofluorano 2% en
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oxigeno. Se escane0 el cuerpo entero del animal durante 30 min y se obtuvieron iméagenes de
2 posiciones del animal. Las imagenes se generaron usando el software Bruker Albira Suite
Software Version 5.0. Las coincidencias dispersas y aleatorias fueron corregidas usando
algoritmos proporcionados por el fabricante. No se realizaron correcciones de atenuacion. Las
imagenes se reconstruyeron usando el algoritmo de Maximum-likelihood expectation-
maximization (MLEM): se realizaron 6 interacciones con un tamafio de pixel de salida de
0.4x0.4x0.4 mma3.

Analisis de imagenes y estadistica

Para calcular los valores de absorcion estandarizados (SUV, standardized uptake values)
se delined el area del BAT usando herramientas implementadas en el software AMIDE
Software (http://amide.sourceforge.net/) para generar un volumen tridimensional esférico de
interés con un radio de 6 mm y centrado en el area del BAT. (Protocolo experimental
realizado por Unidad de Imagen Molecular del departamento de medicina Nuclear de la
Universidad de Santiago de Compostela).

11 PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

11.1 ESTEREOTAXIA NUCLEO-ESPECIFICA

Esta técnica se realizd en aquellos animales donde el procedimiento experimental
requeria la inoculacion de sustancias en nucleos especificos del hipotalamo.

Tras la anestesia general de los animales se les realizé un corte transversal en la piel de la
cabeza para exponer el craneo. Se separ0 la piel con la ayuda de una pinza mosquito para
mantener visible el plano quirdrgico y se eliminé el tejido subcutaneo para exponer la zona
circundante al bregma. Se tomaron las coordenadas del bregma como punto de referencia para
la posterior localizacion de las coordenadas estereotaxicas y se posicion6 al animal en el
equipo de estereotaxia (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA). Usando las
coordenadas del bregma como referencia se calcularon para los distintos nucleos de la
siguiente manera:

* En el caso de rata: en el VMH se realizaron dos inyecciones en cada hemisferio
cerebral siguiendo las siguientes coordenadas: eje antero-posterior: 2,4-3,2 mm; eje lateral:
0,6 mm; eje dorso-ventral: 10,1 mm.

* En el caso de ratén: en el VMH se realizo una inyeccién en cada hemisferio cerebral
siguiendo las siguientes coordenadas: eje antero-posterior: 1,7 mm; eje lateral: 0,5 mm; eje
dorso-ventral: 5,5 mm.

Posteriormente, se perforo el craneo en cada punto de las coordenadas con una broca
quirdrgica y se procedio a la inyeccion del tratamiento. En cada inyeccion se inoculd 1ul de
sustancia durante 5 minutos para el caso de ratas y 10-15 minutos para el caso de ratones
(velocidad de administracion: 200 nl/min). Una vez realizada la inoculacién se procedio a
suturar el corte en la piel con seda de sutura (Ethicon Mersilk Soie, Special 2-0 (para ratas) o
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4-0 (para ratén), Johnson and Johnson Company, Alemania) y se estabularon los animales de
forma individual.

11.2 REGISTRO DE LA ACTIVIDAD SIMPATICA

El registro multi-fibra de la actividad de los nervios simpaticos se obtuvo del nervio que
inerva el BAT. Para ello se anestesié a los animales mediante administracién i.p. ketamina
(91mg/kg) vy xilacina (9.1 mg/kg) y posteriormente se mantuvieron anestesiados con o-
cloralosa (dosis inicial: 25mg/kg, dosis sostenida: 50 mg/kg/h) mediante un catéter insertado
en la vena femoral. Se canul6 la trdquea para que los animales pudiesen respirar
espontaneamente aire enriquecido en oxigeno. La temperatura rectal se mantuvo en 37.5°C
usado una mesa de cirugia con temperatura controlada y una lampara. Bajo un microscopio de
diseccion, se identificaron fibra de inervacion del BAT y se colocaron cada una en un
electrodo bipolar de platino-iridio. Cada electrodo fue anclado a una sonda de alta impedancia
(HIP-511, Grass Instruments, Warwick, RI, USA) y la sefial del nervio fue amplificada 10°
veces con un pre-amplificador (HIP-511, Grass Instruments, Warwick, RI, USA). Después de
la amplificacion, la sefial nerviosa fue filtrada a 100- y 1000-Hz con un sistema de analisis de
sefiales nerviosas (nerve traffic analysis system) (Model 706C, University of lowa
Bioengineering; lowa City, IA, USA). La sefial nerviosa fue entonces dirigida a un
osciloscopio (Model 54501A, Hewlett-Packard; Palo Alto, CA, USA) para monitorizar la
calidad del registro nervioso simpatico y a un integrador de reseteo de voltaje (Model B600c,
University of lowa Bioengineering, lowa City, IA, USA). Las mediciones basales se
realizaron cada 30 min. Para asegurar que el ruido eléctrico fue excluido de la valoracion del
flujo simpatico, se corrigié cada registro por la actividad de fondo post-mortem. (Protocolo
experimental realizado por el Dr. Kamal Rahmouni, Departments of Internal Medicine,
University of lowa Carver College of Medicine, lowa City, lowa, 52242, USA)

11.3 DISECCION Y EXTRACCION DE TEJIDOS

Al término de cada procedimiento experimental se sacrificaron los individuos por
luxacién cervical y decapitacion posterior segin las normas y leyes de experimentacion
animal. Se extrajeron los tejidos y se conservaron a -80°C hasta su procesamiento y analisis.
En los casos en los que se requiriera hacer microdiseccion, se llevo a cabo bajo una lupa
Optica de 20 aumentos.
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12 DISENOS EXPERIMENTALES

12.1 INOCULACION DE ADENOVIRUS AMPKAl1A2-DN EN RATAS ALIMENTADAS
CON HFD

Para determinar el efecto de la inhibicion de AMPKa en el VMH en ratas alimentadas
con HFD, después de una semana de adaptacion de los animales tras su llegada al animalario,
las ratas fueron divididas en 2 grupos (n =20) con acceso libre a comida, un grupo fue
alimentado con comida HFD (45% de las Kcal provenientes de grasa, 4.73 Kcal/g; Research
Diet Inc, New Brunswick, NJ) y otro grupo fue alimentado con comida estandar (SD,
standard diet) durante 8 semanas. Transcurridas 7 semanas de alimentacion con HFD se
procedié a la inoculacion por estereotaxia de los adenovirus AMPKaloa2-DN o GFP en el
VMH. Las ratas durante este procedimiento fueron estabuladas en cajas de 4-5 ratas durante la
exposicion a HFD y posteriormente a la operacion con estereotaxia fueron estabuladas de
forma individual. Al comienzo de la fase luminosa se procedi6 al pesado del animal y de la
ingesta diariamente. Después de 6 dias y previo a la finalizacion del experimento se procedio
a la toma de iméagenes termograficas de la zona del BAT.

Se establecieron 4 grupos:
- SD GFP.

- SD AMPKaloa2-DN.

- HFD GFP.

- AMPKala2-DN.

Estereotaxia

Ad AMPKala2-DN Sacrificio
Peso/ingesta semanal l Pesolingesta diario l
o
7 semanas 5 dias T
Termografia

12.2 INOCULACION DE ADENOVIRUS AMPKA1-DN o AMPKA2-DN Y SR59230A
SC

Para determinar la isoforma de AMPKa que mediaba el efecto regulador de la
homeostasis energética en el VMH, despues de una semana de adaptacion de los animales tras
su llegada al animalario, se procedi6 a la inoculacién por estereotaxia de los adenovirus
AMPKal-DN, AMPKo2-DN o GFP en el VMH vy a la inyeccion SC del antagonista de los
receptores adrenérgicos 3 SR59230A o su vehiculo (DMSO) en un dosis de 1,5 mg/kg cada
12 horas. Posteriormente a la operacion con estereotaxia las ratas se estabularon
individualmente. Al comienzo de la fase luminosa se procedio al pesado del animal y de la
ingesta diariamente. Despues de 5 dias y previo a la finalizacion del experimento se procedio
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a la toma de iméagenes termogréaficas de la zona del BAT y a la medicion de la temperatura
corporal.

Se establecieron 4 grupos:

- GFP

- AMPKal-DN

- AMPKal-DN + SR59230A
- AMPKoa2-DN

Estereotaxia
Ad AMPKal-DN o Tratamiento SC SR59230A
AMPKa2-DN 1,5 mg/kg * 12h §acrificio

e A .

& l Peso/ingesta diario l

Py @ °
@ 5 dias

f

Termografia
Temperatura corporal

12.3 INOCULACION DE ADENOVIRUS AMPKA1-DN EN RATAS ALIMENTADAS CON
HFD

Para determinar si la inhibicién de la isoforma de AMPKal en el VMH era suficiente
para contrarrestar la obesidad inducida por dieta, después de una semana de adaptacion de los
animales tras su llegada al animalario, las ratas tuvieron acceso libre a comida HFD (45% de
las Kcal provenientes de grasa, 4.73 Kcal/g; Research Diet Inc, New Brunswick, NJ) durante
8 semanas. Transcurridas 7 semanas de alimentacion con HFD se procedi6 a la inoculacion
por estereotaxia de los adenovirus AMPKal-DN o GFP en el VMH. Posteriormente a la
operacion con estereotaxia las ratas se estabularon individualmente. Al comienzo de la fase
luminosa se procedid al pesado del animal y de la ingesta diariamente. Después de 5 dias y
previo a la finalizacion del experimento se procedid a la toma de imagenes termogréficas de la
zona del BAT.

Se establecieron 2 grupos:
- HFD GFP.
- HFD AMPKa1-DN.

Estereotaxia

HFD Ad AMPKal1-DN Sacrificio
l Peso/ingesta semanal l Peso/ingesta diario l
A o M
' 7 semanas 5 dias T
Termografia
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12.4 INOCULACION DE ADENOVIRUS AMPKA1l-CA EN RATONES SF1 CRE
AMPKAlFLOX/FLOX

Para determinar si la sobreexpresion del AMPKal en el VMH de ratones SF1 Cre
AMPKal revertia el fenotipo observado se procedid a la inoculacion por estereotaxia de los
adenovirus AMPKal-CA o GFP en el VMH. Posteriormente a la operacion con estereotaxia
los ratones se estabularon individualmente. Al comienzo de la fase luminosa se procedi6 al
pesado del animal y de la ingesta diariamente. Despues de 5 dias y previo a la finalizacion del
experimento se procedié a la toma de imagenes termograficas de la zona del BAT.

Se establecieron 2 grupos:
- SF1 Cre AMPKoal GFP.
- SF1 Cre AMPKal AMPKal-CA.

Estereotaxia
Ad AMPKal-CA

C-KO 20 semanas Sacrificio
Peso/ingesta diario l
o
5 dias T
Termografia

13 TECNICAS ANALITICAS

13.1 ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

Extraccion de proteina

Durante su manipulacion las muestras de tejido estas se mantuvieron en hielo seco. El
tejido cortado se introdujo en un tubo de seguridad de 2 ml con una cantidad apropiada (Tabla
1) de tampon de lisis (Tabla 2) que contiene inhibidor de proteasas (Complete TM, Roche,
Mannhein, Alemania) y una bolita de acero. Durante todo el proceso se mantuvieron las
muestras y el tampon de lisis en hielo. Para su homogenizacion se utiliz6 un homogeneizador
mecanico (TissueLyser Il, Quiagen, Germantown, MD, USA) durante 4 min a 30Hz.
Posteriormente se centrifugaron en frio (4°C) a 13200 rpm durante 30 min. Una vez
centrifugadas las muestras se extrajo el sobrenadante y se introdujo en otro tubo descartando
el precipitado.

VMH (rata/raton) 190/90 pl
BAT (rata/raton) 0,6/1 ml
Liver 1 ml

Tabla 1. Cantidades de tampon de lisis para cada tejido.
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Tris-HCL pH 7,5 2,5 ml
EGTA 0,2 M (pH8) 2,5 ml
EDTA 0,2 M (pH8) 2,5 ml
Triton X-100 5 ml
Ortavanadato Sodico 0,1 M 5 ml
Fluoruro Sodico 1g
Pirofosfato Sadico 1,1¢g
Sacarosa 46 g

Ajustar pH a 7,5 y H20 destilada hasta 500 ml
Coctel inhibidor de proteasas (ROCHE) 1 pastilla por cada 50 ml

Tabla 2. Composicion tampoén de lisis.
Cuantificacion de proteina

A partir del sobrenadante anterior se prepararon alicuotas para cuantificar la
concentracion de proteina en el homogeneizado. Para ello se extrajeron 10 pl de muestra a los
que se les agreg6 250 ul de agua destilada y se mezclaron adecuadamente. Se preparé una
recta de calibrado con siete puntos de soluciones estdndar de albumina de suero bovino (BSA,
Albumin, from bovine serum, Sigma-Aldrich, San Luis, MI, USA) (0’03125 mg/ml, 0’0625
mg/ml, 0’125 mg/ml, 0°25 mg/ml, 0’5 mg/ml, 0’7 mg/ml, 1mg/ml).

La placa de lectura para el espectrofotometro (Multiskan Go Microplate
Spectrophotometer, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) se prepar6 cargando en cada
pocillo y por duplicado 10 pl de cada uno de los puntos de la recta de calibrado en
concentracion ascendente y de cada una de las muestras. Posteriormente se agregaron en cada
pocillo 250 ul de solucion Bradford (dilucion 1:4, Bio-Rad Protein Assay, Protein Assay Dye
Reagent, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) previamente incubada a 37°C durante 10 min
protegida de la luz. Para la cuantificacion de la concentracion de proteina de las muestras se
empled el software Magellan 6.

Western blot
Preparacion de geles

Para la separacion de las proteinas se utilizaron geles de electroforesis Tris/glicina SDS-
Poliacrilamida en distintas concentraciones. En primer lugar, se prepararon las carcasas
verificando que no existiera fuga de liquido. Posteriormente se prepararon los geles
separadores (Tabla 3a-b), para eliminar las burbujas de la superficie y nivelar el borde
superior se agregd isopropanol al 60% en la parte superior del gel separador. Una vez
gelificados se eliminé el isopropanol y se lavé con agua destilada. Los geles concentradores
se prepararon (Tabla 4a-b) después de secar el exceso de agua destilada de lavado y se
agregaron sobre los geles separadores. Inmediatamente se colocaron peines para formar
pocillos, que se extrajeron posteriormente después de que polimerizaran los geles.

H,0 destilada 2,45 ml
Acrilamida/bisacrilamida (30%) 2,18 ml
Tampon A 5,06 ml
APS 10 % 56,2 pl
TEMED 28,1 pl

Tabla 3a. Preparacion gel separador de electroforesis.
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H,0 destilada 4,6 ml 4,0 ml 3,2 ml
Acrilamida/ 2,7 ml 3,3ml 4 ml
Bisacrilamida (30%)

1,5M Tris (pH 8,8) 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml
SDS 10 % 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
APS 10 % 0,11 0,1 ml 0,1 ml
TEMED 6 pl 4 ul 4 ul

Tabla 3b. Preparacion gel separador de electroforesis.

H,0 destilada 1,77 ml  H,0 destilada 3,4ml
Acrilamida/bisacrilamida (30%) 0,65 ml Acrilamida/bisacrilamida (30%) 0,83 ml
Tampon B 2,5ml 1M Tris (pH 6,8) 0,63 ml
SDS 10 % 50 ml
APS 10 % 25 pl APS 10 % 50 pt
TEMED 12,5pul  TEMED 4 ul

Tabla 4a. Preparacion gel concentrador de electroforesis.

Tris-HCL 90,1¢g Tris-HCL 30,2 ¢
SDS 2g SDS 2g
Ajustar pH a 8,8 y H,0 destilada hasta 1 | Ajustar pH a 6,8 y H,0 destilada hasta 1 |

Tabla 4b. Preparaciéon de tampon A y tampon B.
Preparacion de muestras para electroforesis

A partir de los datos extraidos de la espectrofotometria se calcularon las proporciones de
muestra, tampdn de carga 1x (Tabla 5) y tampon de lisis con inhibidor de proteasa necesarias
para la preparacion de las alicuotas que se cargaron posteriormente en cada pocillo del gel,
teniendo en cuenta las diluciones previamente realizadas. Para cada tipo de tejido se ajusto la
cantidad de proteina adecuada para el analisis por western blot (Tabla 6).

VMH 10 pg
BAT 15 pg
Liver 20 pg

Tabla 5. Proporcion de proteina cargada en cada pocillo.

SDS 2g
Trizma-base 8 ml
B-mercaptoetanol 1 ml
Azul de bromofenol 4 mg
Glicerol 10 ml

Ajustar pH a 6,8 y H20 miliQ hasta 1L
Tabla 6. Tampon de carga 5X.

Electroforesis

Para proceder a la separacion de las proteinas en el gel, se colocaron los placas con los
geles en las carcasas de electroforesis y se agregaron 500 ml de tampdn de electroforesis 1X
(100ml de tampédn de electroforesis 5X (Tabla 7) en 400 ml de agua destilada) asegurandonos
de que los geles queden sumergidos en el tampdn. Se incubaron las muestras a 95°C durante 5
min y se llenaron los pocillos con 16 pl de muestra, dejando el primer pocillo para cargar 5 pl
de marcador de pesos estandar para gel (Precision Plus Protein, cat 161-0374 Bio-Rad). Se
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colocé la tapa de la carcasa con los electrodos y se conecto la fuente a un voltaje constante de
130V vy se dejo transcurrir la electroforesis hasta que el frente de migracion lleg6 hasta 1 cm
antes de borde inferior de gel.

Glicina 72 g
Tris-HCL 15¢
SDS 5¢

Ajustar H,0 destilada hasta 1 |
Tabla 7. Composicion del tampén de electroforesis 5X.

Transferencia del gel de electroforesis a una membrana

El siguiente paso consistio en pasar las proteinas del gel a un medio sélido como es una
membrana de PVDF (Polyvinylidene Fluoride Immobilon-P membrane, Millipore,
Burlington, MA, USA). Para ello se prepard papel absorbente (Extra thick Blot Paper, Bio-
Rad) y se sumergié en tampdn de transferencia 1X (Tabla 8a-b). Se cortaron las membranas
PVDF con una medida proporcional al tamafio de gel (8,5x7,1 c¢cm) y se activaron,
sumergiéndolas en depoésitos con metanol, agua y tampon de transferencia 1X.
Posteriormente, se coloco el papel absorbente en el Trans-Blot Semy-dry Transference, se
agregaron las membranas de transferencia y sobre ellas los geles y se coloco otra pieza de
papel absorbente sobre ellos, eliminando en cada paso las burbujas de aire. Se cerr6 el Trans-
blot y se conect6 a una fuente de corriente manteniendo el amperaje constante a 0°25A
aproximadamente durante 1’40 horas.

Glicina 36,5¢g
Tris-HCL 72,5¢g
SDS 4,5¢g

Ajustar H,0 destilada hasta 500 ml
Tabla 8a. Composicion tampon de transferencia 5X.

Tampon transferencia 25X 40 ml
Metanol 200 ml
Ajustar H20 destilada hasta 1 |

Tabla 8b. Composicion tampon de transferencia 1X.
Inmunodeteccion

Una vez finalizada la transferencia se retiraron las membranas y se bloguearon con BSA
en un depdsito que contenia BSA 3% (3g de BSA en 100ml de TBS-TWEEN (Tabla 9a-b)
durante 1 hora en agitacion a temperatura ambiente. Posteriormente, se cortaron las
membranas para aislar las proteinas de interés usando como guia el marcador de pesos
moleculares. En el caso de que las proteinas a estudiar tuvieran un peso molecular muy
aproximado y no se pudiesen separar cortando la membrana, se procedio al proceso de
stripping de la membrana explicado méas adelante. Cada fragmento de membrana fue
incubado con su correspondiente anticuerpo primario diluido en BSA-TWEEN (Tabla 10)
durante 1 hora en agitacion y temperatura ambiente (en el caso s6lo de UCP1, a-tubulina y B-
actina) o durante toda la noche a 4°C.

Una vez transcurrida el tiempo de incubacion con anticuerpo primario, se retir0 y se
procedid a realizar 3 lavados de 5 minutos con TBS-TWEEN, para eliminar el exceso de
anticuerpo. A continuacion, se incubaron los fragmentos de membrana con el anticuerpo
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secundario diluido en BSA-TWEEN (Tabla 10), durante 1 hora en agitacion a temperatura
ambiente. Finalmente, se elimind el anticuerpo secundario y se realizaron tres lavados de 5

minutos con TBS-TWEEN.

Tris-HCl
NaCl
Ajustar pH 7,6 y H,0 destilada hasta 1 |

Tabla 9a. Composicion TBS 10X.

Rabbit  polyclonal
Carboxylase (Ser79)

Rabbit monoclonal Anti-AcetylCoA Carboxylase 1:

1
Rabbit
(Trh172)

monoclonal

Rabbit polyclonal Anti-AMPKa1
Rabbit polyclonal Anti-AMPKa2

TBS 10X
TWEEN-20

24,2 ¢
80¢g

100 ml

1 ml

Ajustar H20 destilada hasta 1 |
Tabla 9b. Preparacion TBS-TWEEN.

Anti-Phospho-AcetylCoA 1

Anti-phospho-AMPK  a 1:

Mouse monoclonal Anti-Fatty Acid Synthase 1

Rabbit Anti-Phospho-IRE1 a (Ser724)

Rabbit Anti-IRE1 a (14C10)

Rabbit Anti-Phospho-PERK (Thr981)

Rabbit monoclonal Anti-PERK (C33E10)

Rabbit polyclonal to ATF6 beta
Rabbit Anti-GADD 153 (R-20)

Rabbit Anti-GRP78

Rabbit Anti-Phospho-elF2 a (Ser52)

Rabbit
(T183/Y185)

monoclonal

Rabbit Anti-ATF6 a (H-280)

Rabbit polyclonal Anti-JNK1/3 (C-17)

Rabbit Anti-Phospho-HSL (S660)

Anti-p-SAPK/JNK  1:

:2000

1000

2000

11000
11000
11000
11000

:1000

:500

:1000

11000
11000

11000

11000

1000

11000

11000

11000

Cell
Technology

Signaling

Merck Millipore

Cell
Technology

Signaling

Merck Millipore
Merck Millipore

BD Biosciences

Abcam

Cell Signaling
Technology

Santa Cruz

Biotechnology

Cell Signaling
Technology

Abcam

Santa Cruz

Biotechnology

Cell Signaling
Technology
Santa Cruz

Biotechnology

Cell Signaling
Technology
Santa Cruz

Biotechnology

Santa Cruz

Biotechnology

Cell Signaling

3661; RRID: AB_330337

04-322; RRID: AB_673047

2535S; RRID: AB_331250

07-350; RRID: AB_310542
07-363; RRID: AB_310553
610963; RRID: AB_398276

ab48187;
RRID: AB_873899

3294S; RRID: AB_823545
sc-32577;

RRID: AB_2293243

3192S; RRID: AB_2095847

ab26085, RRID:AB_448977
sc-793; RRID: AB_2242950

3183S; RRID: AB_10695864
sc-101670;

RRID: AB_631364

4671S; RRID: AB_331338
sc-22799;

RRID: AB_2242950

sc-474; RRID: AB_632383

4126S; RRID: AB_490997
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Technology
Rabbit polyclonal Anti-Hormone sensitive lipase  1:1000  Abcam ab45422;
RRID: AB_2135367
Rabbit polyclonal Anti-UCP1 1:10000 Abcam ab10983;
RRID: AB_2241462
Rabbit polyclonal Anti-UCP3 1:1000  Abcam ab3477;
RRID: AB_2304253
Rabbit monoclonal TNF alpha (Mouse Specific) 1:500 Cell Signaling  11948S; RRID:AB_2687962
Technology
Rabbit polyclonal to IL1 beta 1:1000  Abcam ab9722; RRID:AB_308765
Rabbit polyclonal Anti-NFkB p65 (C-20) 1:1000  Santa Cruz sc-372; RRID: AB_632037
Biotechnology
Rabbit polyclonal Anti-p-IKKa/B 1:1000 Santa Cruz sc-23470-R;
Biotechnology RRID: AB_2122159
Rabbit polyclonal Anti-IL6 1:1000  Abcam ab6672;
RRID: AB_2127460
Rabbit monoclonal Anti-pULK (Ser555) 1:1000 Cell Signaling  5869; RRID:AB_10707365
Technology
Rabbit polyclonal Anti-GCK (H-88) 1:1000  Santa Cruz sc-7908; RRID:AB_2107620
Biotechnology
Rabbit polyclonal PECK1 1:1000  Abcam ab70358; RRID:
AB_1925305
Mouse monoclonal Anti-a-tubulin 1:5000 ~ Sigma-Aldrich T5168; RRID: AB_477579
Mouse monoclonal Anti-B-Actin 1:5000  Sigma-Aldrich A5316; RRID: AB_476743
Polyclonal Goat Anti-Rabbit 1:5000 Dako P0448; RRID:AB_2617138
inmunoglobulins/HPR
Polyclonal Rabbit Anti-Mouse 1:5000 Dako P0260; RRID:AB_2636929

inmunoglobulins/HPR
Tabla 10. Relacion de anticuerpos utilizados y sus diluciones
Revelado

Para proceder al revelado de las membranas se prepard el sustrato de revelado (Pierce
ECL Western Blotting substrate, Thermo Scientific) en una dilucion 1:1. Se extrajeron las
membranas del TBS-TWEEN vy se incubé cada fragmento en 1 ml de ECL durante 4 min en
oscuridad, ya que el sustrato es fotosensible. Posteriormente, se colocaron los fragmentos de
membrana en un casete (Hypercassette, Amersham biociences GE Healthcare Life Sciences,
Buckinghamshire, UK) entre papel de acetato transparente, procurando eliminar las burbujas
que se formaran encima de las membranas. Se procedié entonces al revelado en camara
oscura. Para ello se coloco una pelicula (Fuji Medical X-Ray Film, Fujifilm Corporation,
Tokio, Japan) de revelado sobre el papel de acetato y se expuso entre 30 segundos y 5
minutos, dependiendo de la proteina a estudiar. Una vez expuestas la peliculas se sumergieron
en solucion reveladora (dilucion 1:10) (Developer G150, AGFA Healthcare NV) y
seguidamente en solucion fijadora (dilucién 1:5) (Manual fixing bath, AGFA Healthcare NV)
y finalmente en agua para humedecer.
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Antes de retirar las membranas del casete, se copiaron los marcadores de pesos
moleculares en las peliculas de revelado, para poder identificar las proteinas estudiadas. Las
membranas se extrajeron y se conservaron entre papel Whatman (3MM Chromatography
paper, GE Healthcare 3030-931).

Stripping

Cuando dos proteinas a estudiar tenian un peso molecular muy similar y no podian ser
separadas cortando las membranas, se realiz6 un stripping del fragmento de la membrana
correspondiente, para eliminar el anticuerpo primario y secundario y poder incubar de nuevo
esa membrana para detectar una nueva proteina. Se realiz6 una incubacion a 55°C solucion de
stripping (Tabla 11) durante 40 minutos y posteriormente 3 lavados de 15 minutos con TBS-
TWEEN en agitacion fuerte. Al finalizar el stripping se bloqued de nuevo la membrana.

Tris-HClL 0,75 ¢
SDS 2g
B-mercaptoetanol 0,7 ml

Ajustar H,0 destilada hasta 100 ml
Tabla 11. Componentes solucion de stripping.

13.2 PCR PARA GENOTIPADO

Extracciéon de DNA

Todo el proceso se realiz6 manteniendo las muestras en hielo y centrifugando a 4°C con
el fin de evitar la degradacion del DNA.

Se obtuvo una seccion de cola (de aproximadamente 2-3 mm) de los ratones y se
introdujo en tubo estéril al cual se le afiadié 0,5 ml de Tampdn de lisis de cola (Tabla 12) con
10 pl de proteinasa K (Proteinase K 600U/ml, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) y se
dejaron en agitacion a 55°C toda la noche para su digestion. Posteriormente se centrifugaron a
13200 rpm durante 10 minutos para precipitar los restos de cola no digeridos y se transfirio el
sobrenadante a un nuevo tubo. Para precipitar los acidos nucleicos se afiadié 0,5 ml de 2-
propanol y se invirtieron los tubos varias veces. Se volvieron a centrifugar 13200 rpm durante
10 minutos. Posteriormente se descartd el sobrenadante y se lavé el precipitado con 1 ml de
etanol 70%. Para fijar el precipitado se centrifugaron las muestras de nuevo a maxima
velocidad durante 10 minutos. Se descarto el sobrenadante y se seco el precipitado antes de
resuspender en 100 pl de H,0 autoclavada calentandolo a 55 °C durante 10 minutos.

1M Tris-HCL pH 8 50 ml
500mM EDTA pH 8 5 ml

SDS 10% 10 ml
5M NaCl 20 ml

Ajustar H,0 destilada hasta 500 ml
Tabla 12. Composicion del tampdn de lisis de cola.

Amplificacion por PCR convencional

Para el genotipado de las distintas colonias de ratones empleamos el método de PCR
estdndar. Mediante un set especifico de cebadores (Tabla 13), unas condiciones de
temperatura y numeros de ciclos determinado para el alelo a estudiar, se amplifica la region
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de DNA de interés. Posteriormente, se separan los fragmentos de DNA por electroforesis en
un gel de agarosa. Los tamafios de los productos de PCR se determinan por un marcador de
peso molecular de DNA conocido que se corre en el gel junto con los productos de PCR de
las muestras a estudiar. Los cebadores especificos utilizados fueron sintetizados con una
purificacion tipo HPSF y un concentracion de 0.01 ul (Eurofins, Thermofisher).

Sitio AMPKa1 loxP
Alelo eliminado AMPKa1

Transgen SF1 Cre

Control positivo transgen SF1 Cre

Forward 11528

Reverse 11529

Reverse

Reverse
olMR6244

Forward 11528

Forward olMR6243

Forward olMR8744

Reverse olMR8745
Tabla 13. Set de cebadores de genotipado.

5’-
5’-
5’-
5’-
5’-
5’-

5’-
5’-

CCCACCATCACTCCATCTCT-3’
AGCCTGCTTGGCACACTTAT-3’
CCCACCATCACTCCATCTCT-3’
CCCACATAGGAAAGCGTGTT-3’
CTGAGCTGCAGCGCAGGGACAT-3’
TGCGAACCTCATCACTCGTTGCAT-3’

CAAATGTTGCTTGTCTGGTG-3’
GTCAGTCGAGTGCACAGTTT-3’

e En las siguientes tablas se detallan las condiciones para el genotipado de los ratones
AMPKal floxeados:

H,0 destilada

5 mM Tampon carga

para DNA

2,5 mM dNTPs (dTTp,

dCTp, dGTp, dATp)
Tampoén DreamTaq
(20 mM MgCl,)

Desnaturalizacion inicial
Desnaturalizacion
Alineamiento

Extension

Elongacion final

Thermo

Scientific,
Waltham, MA, USA
Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA
10X Thermo Scientific,

Waltham,MA, USA

94
94
62
72
72

Cebador forward 11528
Cebador forward 11529

DreamTaq
polimerasa (5U/ pl)

Eurofins Genomics,
Ebersberg,Alemania
Eurofins Genomics,
Ebersberg, Alemania
Thermo Scientific,
Waltham,MA, USA

3 min

30s
30s
30s

2 min
Tabla 14. Condiciones de la PCR para el genotipado de los ratones AMPKa1 floxeados.

1
35
35
35
1

- 4,92
0,69 mM 1,66
0,20 mM 0,96
1X 1,2 pl
1 pM 0,6

1 pM 0,6
0,03 U/1 pl 0,06

Anadir 10 pl de mezcla de PCR y 2 pl de ADN genomico

Tabla 15. Composicion de la mezcla de PCR para genotipar los ratones AMPKa1 flox.

e En las siguientes tablas se detallan las condiciones para para la deteccion del alelo

recombinado:

Desnaturalizacion inicial 95
Desnaturalizacion 95
Alineamiento 62
Extension 72
Elongacion final 72

5 min
30s
1 min
15s
5 min

1
35
35
35
1

Tabla 16. Condiciones de la PCR para el para para la deteccion del alelo recombinado
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H,0 destilada

5 mM Tampdn carga
para DNA

2,5 mM dNTPs (dTTp,
dCTp, dGTp, dATp)
Tampoén DreamTaq 10X
(20 mM MgCl,)

Cebador forward 11528

Cebador deleted alele

Taqg DNA polimerasa
(5U/ py)

Thermo

Scientific,
Waltham, MA, USA
Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA
Thermo Scientific,

Waltham, MA, USA
Eurofins Genomics,
Ebersberg, Alemania
Eurofins Genomics,
Ebersberg, Alemania
Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA

(-),69 mM
0,20 mM
1X

1 UM

1 uM

0,03 U/1 pl

Anadir 10 pl de mezcla de PCR y 2 pl de ADN genémico
Tabla 17. Componentes de la reaccion de PCR para genotipado de alelo eliminado AMPKa1.
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3,96
1,66

0,96
1,2 pl
0,6
0,6

0,06

e Los componentes de la reaccion PCR para el genotipado del transgen SF1 Cre fueron

los siguientes:

Desnaturalizacion inicial 94

Desnaturalizacion 94
Alineamiento 53
Extension 72
Elongacion final 72

3 min
30s

1 min
1 min
2 min

1
40
40
40
1

Tabla 18. Condiciones de la PCR para el genotipado de los ratones portadores del transgen SF1 Cre.

H,0 destilada

5 mM Tampon carga
para DNA

25mM MgCl,

2,5 mM dNTPs (dTTp,
dCTp, dGTp, dATp)
Tampodn de PCR 10X

Cebador
0lMR6243
Cebador
0lMR6244
Taqg DNA polimerasa
(5U7/ py)

forward

reverse

Thermo

Scientific,
Waltham, MA, USA
Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA
Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA
Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA
Eurofins Genomics,

Ebersberg, Alemania
Eurofins Genomics,
Ebersberg, Alemania
Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA

(-),69 mM
2 mM
0,20 mM
1X

1 uM

1 uM

0,03 U/1 pl

Anadir 10 pl de mezcla de PCR y 2 pl de ADN genémico
Tabla 19. Composicion de la mezcla de PCR de los ratones con el transgen SF1 Cre.

3,96
1,66

0,96
0,96
1,2 pl
0,6
0,6

0,06

Como esta PCR solo detecta presencia o ausencia de amplificacion, fue necesario
realizar un control interno positivo. Los componentes de la reaccion PCR para el
control positivo fueron los siguientes:
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Desnaturalizacion inicial 94 3 min 1
Desnaturalizacion 94 30s 40
Alineamiento 64 30s 40
Extension 72 1 min 40
Elongacion final 72 2 min 1

Tabla 20. Condiciones de la PCR para el genotipado del control interno positivo.

H,0 destilada - - 3,96

5 mM Tampdn carga Thermo Scientific, 0,69 mM 1,66

para DNA Waltham, MA, USA

25mM MgCl, Invitrogen, Carlsbad, 2 mM 0,96
CA, USA

2,5 mM dNTPs (dTTp, Invitrogen, Carlsbad, 0,20 mM 0,96

dCTp, dGTp, dATp) CA, USA

Tampoén de PCR 10X Invitrogen,  Carlsbad, 1X 1,2 ul
CA, USA

Cebador forward Eurofins Genomics, 1 UM 0,6

olMR8744 Ebersberg, Alemania

Cebador reverse Eurofins Genomics, 1 UM 0,6

olMR8745 Ebersberg, Alemania

Taq DNA polimerasa Invitrogen, Carlsbad, 0,03 U/1 pl 0,06

(5U/ pl) CA, USA

Anadir 10 pl de mezcla de PCR'y 2 pl de ADN genémico
Tabla 21. Composicion de la mezcla de PCR para el genotipado del control interno positivo.

Electroforesis de agarosa

La separacion de los fragmentos de ADN correspondientes a los alelos estudiados se
realizd6 mediante electroforesis en gel de agarosa. El gel se prepard a una concentraciéon de
agarosa del 1,5% en tampdn de electroforesis TAE (TRIS 40mM pH 7,6; Acido acético
20mM y EDTA 1mM) para permitir la visualizacion del ADN se incluyd Red Safe (iNtRON
biotechnology, 21141) al gel. Tras cargar el marcador de peso molecular de 100 pares de
bases (Invitrogen ,15628-019) y las muestras, se aplico un voltaje de 90 V durante una hora
sumergido en el tampdn de electroforesis. Para la visualizacion de los fragmentos de DNA se
utilizé un transiluminador de luz ultravioleta Gel Doc 1000 de BIO-RAD.

13.3 ANALISIS DE RNA MENSAJERO POR PCR EN TIEMPO REAL

Extraccion de RNA.

Todo el proceso se realizé manteniendo las muestras en hielo y centrifugando a 4°C con
el fin de evitar la degradacion del RNA.

Para extraer el RNA se homogeneizd mecanicamente un pequefio fragmento de las
muestras congeladas en 1 ml de Trizol (TRIZOL Reagent; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
durante 3 min (TissueLyser Il, Quiagen, Germantown, MD, USA) a 30Hz. Posteriormente se
centrifugo6 las muestras a 12000 rcf durante 10 minutos y se aspiré la fase intermedia. A esta
fraccion se le afiadié 200 pl de cloroformo (Chloroform, Sigma-Aldrich, St Louis, USA) y se
mezcld durante al menos 15 segundos para asegurar que se estaba mezclando correctamente.
Se dejo reposar durante 3 minutos a temperatura ambiente y se volvio a centrifugar a 12000
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rcf durante 15 minutos. Se observaron claramente 2 fases: una fase superior acuosa (donde se
halla el RNA) y una fase inferior organica (que contiene las proteinas y los lipidos). Entre
ambas se sitla una inter-fase (donde estd el DNA). Se aspird la fase superior (de esa manera
se separO el RNA del resto de los componentes celulares) y a esta se le afiadio 500 pl de 2-
propanol y se mezclo asegurando que la mezcla se realizaba correctamente. Luego estas
muestras se dejaron reposar 10 minutos a -20°C para favorecer que el RNA precipite y se
volvieron a centrifugar a 12000 rcf durante 10 minutos. Al acabar la centrifugacion se observo
si habia precipitado y se elimind el sobrenadante y posteriormente se le afiadié a cada muestra
1 ml de etanol (Ethanol absolute PA, Applichem/Pancreac, Darmstadt, Alemania) al 70% en
agua DEPC. Se mezcl6 bien para lavar el precipitado y se volvio a centrifugar a 12000 rcf
durante 5 minutos. Se eliminé el sobrenadante y para eliminar la mayor cantidad posible de
etanol, se volvio a centrifugar 1 minuto a 16100 rfc y se elimind el sobrenadante con una
pipeta. Finalmente, se resuspendi el precipitado en agua DEPC calentandolo a 60 °C durante
10 minutos.

Cuantificacion de RNA

La cuantificacibn de RNA de cada muestra se determind en un espectrofotometro
ajustado a 2 longitudes de onda: 260 y 280 nm. La absorbancia a 260 nm proporcioné la
cantidad de acidos nucleicos y a 280 nm la cantidad de proteina. EI grado de pureza de la
muestra se determind estudiando el ratio 260/280, considerandose el valor de 2 como valor
ideal de pureza. Las muestras se alicuotearon a una concentracion de 500 ng/ul (para BAT,
VMH, cértex, higado) o 1 pug/ul (para WAT).

Retrotranscripcion (RT)

La reaccion de retrotranscripcion se realizo en un volumen total de 30 pl. Se realizé una
un control negativo (RT-) (30 ul de mezcla de reaccion excepto M-MLYV, cuyo volumen fue
sustituido por H,0 MilliQ). Una vez preparadas las mezclas de reaccion, se incubaron en un
termociclador, con los siguientes parametros: 50 minutos a 37°C, 15 minutos a 42°C, 5
minutos a 95°C. Finalmente, las muestras se mantuvieron a 4°C o bien congeladas -20°C hasta
Su uso.

Componentes de la reaccion de retrotranscripcion:

e 6 ul de tampdn de reversotranscripcion (5X first strand tampon; 250 nM Tris-HCI, pH
8.3, 375nM KCl, 15mM MgClI, 50nM DDT) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

e 1.5 ul Mg,CIl 50 mM (Mg,Cl 50 mM, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

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

e (.17 ul de Random primers (Random primers, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

e (.25 pl inhibidor de RNasa (RNaseOUT, 40 U/ul Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

e | ul de M-MLYV reversotranscriptasa (M-MLV, 200 U/ul, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA).

e Ajustar con de H,0 DEPC (agua destilada con dietilpirocarbonato al 0.1%., dejar una
noche a T2 ambiente) para un volumen final de 30 pl.

PCR en Tiempo Real (TagMan)

Se empled como sistema de deteccion las sondas TagMan, que son sondas especificas
marcadas con fluorocromos (donador y aceptor). Este sistema estd basado en la transferencia
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de energia de fluorescencia mediante resonancia FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer) entre los dos fluorocromos. El fluorocromo empleado para la PCR fue TAMRA,
que posee un maximo de emision de 580 nm. EI volumen final de reaccion de PCR utilizado
fue de 12 pl.

Componentes de la reaccion de PCR en tiempo real:

e 2.92 ul H,O-MQ.

e (.36 ul Oligonucledtido sentido (10 uM) (Eurofins Genomics, Ebersberg, Alemania).

e 0.36 ul Oligonucledtido antisentido (10 pM) (Eurofins Genomics, Ebersberg,
Alemania).

e 0.36 ul Sonda (5 uM) (Eurofins Genomics, Ebersberg, Alemania).

e 6 ul Tagman Universal PCR master mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

e 2 ul de muestra (RT).

En la placa de medicidn se cargd por duplicado, ademas de las muestras, una curva patron
para el gen estudiado, un control negativo (-RT) y un blanco. La curva patron const6 de 6
puntos obtenidos por dilucién seriada (1:4) a partir de un volumen total de 30-40ul resultante
de la mezcla de distintas muestras de RT (2ul producto de RT de cada muestra, siempre del
mismo tratamiento o tejido). Las condiciones de amplificacion fueron de 50°C (2min), 95°C
(10min), 95°C (15seg) y 60°C (1min) durante 40 ciclos, en un sistema de PCR Tiempo Real
(7500 Real Time PCR System, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). El andlisis de los
datos se realiz6 comparando el ratio entre un gen de referencia (Hprt o 18S) y el gen problema
entre los diferentes grupos experimentales.

18S M11188.1 Sentido 5’-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3’
Antisentido  5’-GCTGGAATTACCGCGGCT-3’
Sonda 5’-GACGGCAAGTCTGGTGCCAGCA-3’
Adbr3 NM_013108 Sentido 5’-TGCTAGATCTCCATGGTCCTTCA-3’
Antisentido  5’-AAATCACCGCTGAACAGGTTTGATGCC-3’
Sonda 5’-TCCCTTACGGACAGCTTACCTTT-3’
Prkaa1 NM_001013367 Sentido 5’- GTACCAGGTCATCAGTACACCATCT-3’
Antisentido 5’- GTCCAACCTTCCATTTTTACAGA-3’
Sonda FAM-5’-TGGTGATGGAATATGTCTCTGG-3’-TAMRA
Cidea Assay ID Applied Biosystems TagMan® Gene Expression Assays
Assay ID Rn04181355_m1
Hprt NM_012583 Sentido 5’-AGCCGACCGGTTCTGTCAT-3'
Antisentido 5’-GGTCATAACCTGGTTCATCATCAC-3'
Sonda 5’- CGACCCTCAGTCCCAGCGTCGTGAT-3’
Ppargcia NM_031347 Sentido 5’-CGATCACCATATTCCAGGTCAAG-3’
Antisentido  5’-CGATGTGTGCGGTGTCTGTAGT -3’
Sonda 5’-AGGTCCCCAGGCAGTAGATCCTCTTCAAGA -3’

Ppargc1tb NM_176075.2 Assay ID Applied Biosystems TagMan® Gene Expression Assays
Assay ID Rn00598552_m1

Ucpt NM_012682 Sentido 5'-CAATGACCATGTACACCAAGGAA-3'
(rat) Antisentido  5-GATCCGAGTCGCAGAAAAGAA-3'
Sonda FAM-5’-ACCGGCAGCCTTTTTCAAAGGGTTTG-3'-TAMRA
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Ucpt NM_009463 Sentido 5'-CGATGTCCATGTACACCAAGGAA-3'
(mouse) Antisentido  5-GACCCGAGTCGCAGAAAAGAA-3'

Sonda FAM-5’-ACCGACGGCCTTTTTCAAAGGGTTTG-3'-TAMRA
Lpl NM_012598.2 Sentido 5’-TGGAGAAGCCATCCGTGTG-3’

Antisentido  5’-TCATGCGAGCACTTCACCAG-3’

Sonda FAM-5’- TGCAGAGAGAGGACTCGGAGACGTGG-3’-TAMRA
Pparg NM_013124 Sentido 5'-TGGGCCAGAATGGCATCTC-3'

Antisentido  5-CTGATGCACTGCCTATGAGCACTTCACA-3'

Sonda FAM-5'-CTAACTCCCAGAAAAGCAAGCAA-3-TAMRA
Ucp3 NM_013167.2 Assay ID Applied Biosystems TagMan® Gene Expression Assays

Assay ID Rn00565874_m1

Prdm16 NM_001177995.1 Assay ID Applied Biosystems TagMan® Gene Expression Assays
Assay ID Mm01266512_m1

Cpt1b NM_013200.1 Assay ID Applied Biosystems TagMan Gene Expression Assays
Assay ID Rn00566242_m1
Dio2 NM_031720.3 Assay ID Applied Biosystems TagMan Gene Expression Assays

Assay ID Rn00581867_m1
Tabla 22. Primers y sondas para RealTime PCR.

13.4 INMUNOHISTOQUIMICA

Se utilizé6 inmunohistoquimica (ICH, immunohistochemistry) para detectar en el propio
tejido la presencia y localizacion de determinadas proteinas. En este trabajo se realizd
inmunohistoquimica de WAT SC de ratdn sobre muestras parafinadas. Para ello se extrajeron
los tejidos y se fijaron mediante su inmersion en formalina 10% durante 24 horas.
Posteriormente se trataron para estudio histolégico mediante deshidratacion (aumento de las
concentraciones de alcohol), montaje en xileno e inmersion en parafina. Los bloques de
parafina se cortaron en rodajas en secciones de 3 um que se procesaron, se desparafinizaron
en xileno, se rehidrataron y enjuagaron en agua destilada y luego se tifieron para
inmunohistoquimica de UCP1. Para la inmunohistoquimica UCP1, las rodajas se incubaron
durante la noche con el anticuerpo primario (UCP1, Abcam, Cambridge, RU), se lavaron e
incubaron con el anticuerpo secundario (ENVISION, capaz de detectar anti-raton y anti-
conejo de DAKO; Glostrup, Dinamarca). Se tomaron imagenes con una camara digital
Olympus XC50 (Olympus Corporation; Tokyo, Japan) a 20x. Las imagenes se cuantificaron
con el software Frida Software: FRamework for Image Dataset Analysis (The Johns Hopkins
University; Baltimore, MD, USA).

13.5 HIBRIDACION IN SITU

Para la realizacion de la hibridacion in situ (ISH, in situ hybridization) se cortaron
secciones de cerebro de 16 um y se almacenaron inmediatamente a -80°C hasta el momento
de hibridacion. Las secciones congeladas se fijaron con paraformaldehido al 4% en tampdn
fosfato 0.1M (pH 7.4) a temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente, se
deshidrataron usando distintas concentraciones de etanol (70, 80, 90, 95% y etanol absoluto)
durante 5 minutos cada una. La hibridacién se llevo a cabo durante la noche a 37°C en camara
hiimeda usando una solucién de hibridacién que contenia 0.5x10° cpm de la sonda marcada
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por seccion, tampdn citrato-salino 4x, formamida desionizada al 50%, solucién de Denhardt
1X, dextransulfato al 10% y 10 pg/ml de DNA cortado de cadena sencilla de esperma de
salmén (todo de Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA). Las secciones se hibridaron con un
oligonucleoétido especifico para AMPKal (GenBank Accession Number: NM_001013367; 5°-
GCT CTC CTC CAG AGA CAT ATT CCA TCA CCA TGA-3’). La sonda estaba marcada
en el extremo 3’ con 35S-adATP (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) usando transferasa
deoxynucleotil terminal (New England Biolabs; Ipswich, MA). La especificidad de la sonda
se confirmd mediante la incubacion de las secciones con un exceso de sondas no marcadas.
Posteriormente, las secciones hibridadas fueron lavadas secuencialmente 1) en tampén citrato-
salino 1X a temperatura ambiente, 2) cuatro veces en tampdn citrato-salino 1x a 42°C (30 min
por lavado) y 3) una vez en tampon citrato-salino 1X a temperatura ambiente durante 1 hora
seguido de aclarado en agua y etanol. Finalmente, las secciones se secaron al aire y fueron
expuestas a una pelicula autorradiografica Hyperfilm p-Max (KODAK; Rochester, NY, USA)
durante 14 dias. Las secciones de cada grupo experimental fueron expuestas a la misma
pelicula autorradiogréfica y reveladas en revelador (Developer G150, AGFA HealthCare:
Mortsel, Belgium) y fijador (Manual Fixing G354; AGFA HealthCare: Mortsel, Belgium).

13.6 DOBLE HIBRIDACION IN SITU/INMUNOHISTOQUIMICA

Para la validacion de la eliminacion del exon 3 del gen Prkaal en las neuronas SF1, se
realizd un protocolo de doble hibridacion in situ/inmunohistoquimica para detectar por un
lado, la region eliminada del mMRNA Pkraal y por otro, la proteina SF1. Para la hibridacion in
situ se cortaron secciones coronales del cerebro de raton (20 pum) abarcando desde el
hipotalamo rostral al caudal y se montaron en un portaobjetos Super-Frost Plus (Thermo
Fisher Scientific Inc.; Waltham, MA, USA) y fueron almacenados a -80°C hasta su posterior
analisis. Para el andlisis por hibridacion in situ se generd una ribosonda antisentido
complementaria especifica para la secuencia que codifica el exon 3 del gen Pkraal de raton
(ribosonda PrKaal-ex3) **. El exén 3 se extiende desde la posicién 278- a la 371- de la
secuencia de cDNA (GenBank NM 001013367.3). La secuencia de cebadores fue la
siguiente:

Cebador forward 5’-CAGAGATGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAGA
T3-AMPKex3 sentido GTACCAGGTCATCAGTACACCATCT-3’

Cebador reverse 5’-CCAAGCCTTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAC
T7-AMPKex3 antisentido CTTCCATTTTTACAGATATAATCA-3’

Tabla 23. Cebadores empleados para hibridacién in situ.

Las secciones de tejido fueron fijadas en parafolmaldehido 4%, acetiladas en tampon
trietanolamina, deshidratados en concentraciones crecientes de etanol y deslipidados con
cloroformo. Después de estos pasos, se hibridaron con la ribosonda PrKaal-ex3 durante 16 h
a 55°C. La ribosonda PrKaal-ex3 fue diluida en tampon de hibridacion para una
concentracion final de 0,03 pmol/ml junto con RNA de transferencia de levadura.
Posteriormente, se lavaron los cortes, se trataron con RNasa-A y se deshidrataron en
concentraciones ascendentes de etanol **°. Finalizada la hibridacién, los cortes fueron
procesados para la inmunodeteccion de SF1. En este punto, se bloqueo la actividad enddgena
de la peroxidasa mediante la incubacion con perdxido de hidrdgeno. Después las secciones
fueron incubadas toda la noche con anticuerpo anti-SF1 (1:500; Abcam; Cambridge, UK) y
lavadas previamente a su incubacion con un anticuerpo secundario biotinilado de mono anti-
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conejo (dilucién 1:500; Jackson Immunoresearch Laboratories; West Grove, PA, USA)
durante 90 minutos. La reaccion de la peroxidasa se llevo a cabo empleando un kit de
VECTASTAIN Elite ABC-HRP Kit (Vector Labs; Burlingame, CA, USA) y se us6 3,3’-
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) como cromdgeno. Posteriormente a la tincion de
SF1, las secciones fueron sumergidas en emulsion autorradiografica tipo NTB (Kodak
Autoradiography Emulsion type NTB, Kodak; Rochester, NY, USA) y expuestas durante 3
semanas a 4°C en oscuridad. Una vez transcurrido este tiempo, las secciones se revelaron y
fijaron siguiendo las recomendaciones del fabricante (Kodak; Rochester, NY, USA): (1) 4
minutos en revelador Kodak D-19; (2) 10 segundos en agua destilada; (3) 5 minutos en fijador
Kodak; y (4) 5 minutos en agua destilada. Para el montaje, las secciones fueron previamente
deshidratadas y aclaradas con medio de depuracion Sub-X (Leica Bio-systems; Wetzlar,
Germany) y cubiertas con medio de montaje Sub-X (Leica Bio-systems; Wetzlar, Germany).
Se analizaron 4 secciones representativas de cada animal que incluyesen el VMH. Las células
se consideraron doblemente marcadas si el nimero de granos de plata contenidos en el
citoplasma de las neuronas positivas para SF1 era al menos 3 veces mayor que el nivel de
fondo.

13.7 HISTOLOGIA

Para determinar la morfologia y contenido de grasa de distintos tejidos en los modelos
estudiados, se realizaron dos técnicas histoldgicas: Oil-red O (higado) y hematoxilina-eosina
(higado y WAT).

Tincion hematoxilina/eosina.

Empleamos esta técnica para estudiar las estructuras celulares mostrando de forma
general la estructura del tejido. Para ello se utilizaron muestras parafinadas que fueron
tratadas con xilol para eliminar los excesos de parafina. Después se sometieron los cortes a un
proceso de rehidratacion, consistente en una bateria de alcoholes a concentraciones
decrecientes (100°, 95° y 70°). Tras lavar una vez con H,O destilada se sumergieron en
hematoxilina durante 10 minutos, se lavaron e inmediatamente se pasaron por un alcohol
acido. Tras el lavado, las muestras se sumergieron 30 segundos en eosina. A continuacion se
deshidrataron los cortes pasandolos por los mismos alcoholes en graduacién creciente.
Finalmente, antes del montaje, se dejaron sumergidos en xilol 10 min. Se tomaron iméagenes
con una camara digital Olympus XC50 (Olympus Corporation; Tokyo, Japan) a 20X. Las
imagenes se cuantificaron con el software ImageJ-1.33 (NIH; Bethesda, MD, USA).

13.8 ANALISIS DE METABOLITOS

Extraccion de grasa hepatica

Para cuantificar la cantidad de lipidos presentes en el higado se realiz6 un protocolo e
extraccion de grasa consistente en homogeneizar 0,1 g de higado de rata o raton en una
solucion 2:1 vol/vol de cloroformo-metanol (volumen total empleado por muestra: 1 ml), con
el mismo procedimiento de disgregacion que el empleado para la extraccion de proteina
explicado anteriormente. Tras la homogeneizacion, se mantuvieron las muestras en rotacion
orbital durante tres horas, esto facilitaria la disolucion de la grasa en el disolvente orgénico. A
continuacion se afiadieron 0,3 ml de agua destilada y se centrifugaron los tubos a 13000 rpm
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durante 30 minutos a temperatura ambiente, lo que va a dar lugar a la separacion de las
muestras en distintas. Se descartd la fase organica superior y se colectd la fase organica
inferior, que se dejé evaporar dejando los tubos abiertos bajo una campana de extraccién de
gases durante un periodo de aproximadamente 8 horas, para obtener de esta manera el
precipitado con la parte grasa del tejido extraido.

Determinacion en extractos grasos de tejido

La cuantificacion de triglicéridos, colesterol y &cidos grasos libres no esterificados se
realizd mediante una cuantificacion colorimétrica en un espectrofotdmetro mediante el uso de
un kit especifico para TAG vy colesterol (Spinreact S.A., St. Esteve de Bas, Espafia) o para
NEFA (Wako Chemicals GmbH, Germany). Para ello se diluyd el precipitado obtenido
anteriormente en cloroformo y se mezcldé hasta la completa disolucion del precipitado.
Posteriormente se transfirieron 15 pl de esta mezcla a otro tubo y se dejaron evaporar para
acto seguido mezclarlos con el reactivo indicado en el kit comercial siguiendo las
instrucciones del fabricante. Finalmente, se cargaron por duplicado en una placa las muestras
y una recta patron; y se leyd en el espectrofotometro. El resultado final se corrigio por el peso
del fragmento usado en la extraccion.

Determinacion en suero de triglicéridos, colesterol y acidos grasos libres

Los niveles de triglicéridos, colesterol y NEFAs se determinaron mediante el uso de kits
especificos en una reaccién colorimétrica, siguiendo las instrucciones de la casa comercial
(TAG, colesterol, Spinreact; NEFAs, WAKO).

13.9 ANALISIS DE NIVELES HORMONALES

Para la determinacién de los niveles circulantes de hormonas se empled la técnica
ELISA. En este trabajo se cuantificaron los niveles de insulina (Rat/Mouse Insulin ELISA
EZRMI-13K, Merk-Millipore, Burlington, MA, USA) y leptina (Mouse Leptin ELISA EZML-
82K, Merk-Millipore, Burlington, MA, USA) en suero siguiendo el protocolo recomendado
por el fabricante.

14 ESTADISTICA

Los datos obtenidos tras los procedimientos experimentales in vivo e in vitro, se
presentaron como porcentaje en funcion del control, tomandose como valor la media (M) y la
desviacién estandar de la media (SEM) (mediaxtSEM). En los experimentos en los que se
monitorizaron parametros como la ingesta de alimento y masa corporal, estos datos se
representaron brutos sin realizar ningun tipo de relacion porcentual de comparacién. El
tamafo muestral de las poblaciones de cada experimento se detalla en los pies de figura de los
resultados. Para el analisis de los resultados se excluyeron las muestras y/o animales atipicos
empleando la calculadora GraphPad Software Outlier calculator que realiza la prueba de
Grubbs para determinar si uno de los valores en la lista que se ingresa es un valor atipico
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significativo del resto; o cuando se observara un comportamiento inadecuado durante el
procedimiento experimental.

De forma previa al andlisis estadistico se realizd un test de normalidad. Para ello se
utilizo el test Shapiro-Wilks Jpara conjuntos de muestras de n <20y >7, y el test Kolgomorov-
Smirnof cuando el n < 6 **"*¥2_ Cuando las poblaciones analizadas mostraron una distribucién
normal se realizaron test estadisticos paramétricos. En caso de que la poblacion no superase el
test de normalidad se realizarian test estadisticos no paramétricos, lo que no ocurrié durante el
analisis de los datos de esta tesis.

14.1 TEST PARAMETRICOS

Se realizaron sobre aquellos experimentos cuyos grupos experimentales siguiesen una
distribucion Gaussiana (normal).

14.1.1 ANOVA de una via

El anélisis de la varianza (ANOVA) se utiliza para determinar si existen diferencias entre
las medias de tres 0 més grupos que siguen una distribucion normal y son independientes
entre si. Existen varios test que se pueden realizar: uno de ellos es el Tukey test que compara
dos medias simples cada vez y ejecuta todas las posibles comparaciones; el Dunnett test se
realiza cuando se comparan todas las medias con el grupo control, por lo que no es un
procedimiento tan exhaustivo y por Gltimo, la correccion o test de Bonferroni que es el
procedimiento mas potente; y su uso se recomienda cuando se realizan comparaciones entre

més de tres grupos experimentales %,

14.1.2 T-test

Compara las medias de dos poblaciones desapareadas asumiendo que siguen una
distribucion normal. Es un test robusto, puesto que es capaz de comparar poblaciones con un
n <5343 En un contraste de hipétesis bilateral (2 colas), se estudia la desigualdad entre las
medias, siendo la region critica del estadistico ambas regiones correspondientes a la cola
inferior y superior de la distribucion. En un contraste unilateral (de una cola) la desigualdad
en la hipétesis sefiala en una sola direccion. En esta tesis, se utilizo t-test de una y dos colas,
detallado en los pies de figura de los resultados. Cuando estudiamos variables de las cuales no
conocemos su efecto o no existe una evidencia previa, realizamos t-test de dos colas; sin
embargo, al analizar una premisa ya evaluada, realizamos t-test de una cola. El uso de una
cola ofrece un test estadistico mas robusto ya que aumenta la sensibilidad para detectar

efectos fisiologicos .

14.2 TEST NO PARAMETRICOS

Se realizan sobre aquellos experimentos cuyos grupos experimentales no siguen una
distribucion Gaussiana (normal).
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14.2.1 Test Kruskal-Wallis

Al igual que con el ANOVA, se emplea para comparar multiples poblaciones que no siguen
una distribucion normal, se realiza el analisis de la varianza mediante el test de Kruskal-
Wallis seguido de un post hoc test de Dunn para determinar entre qué poblaciones existe la
significancia %73,

14.2.2 Test Mann-Whitney

Se utiliza para comparar dos poblaciones cuya alguna distribucién no sea paramétrica .

En todos los analisis, se considera una diferencia estadisticamente significativa a partir de
la probabilidad de error p < 0,05. Los datos obtenidos en los experimentos se analizaron
mediante el paquete estadistico GraphPad Prism (GraphPad Instad Software, v5, La Jolla,
CA, USA).
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1. LA INHIBICION DE AMPKa EN EL VMH REVIERTE LA OBESIDAD INDUCIDA
POR DIETA

Para dilucidar el efecto de la inhibicion de AMPK en el VMH en la obesidad, inyectamos
estereotaxicamente en el VMH una combinacion de adenovirus que expresan isoformas
dominantes negativas de las subunidades cataliticas AMPKal ¢ AMPKo2 (AMPKala2-DN)
en ratas macho obesas alimentadas con HFD. El tratamiento con AMPKala2-DN indujo una
pérdida de peso independiente de la ingesta en ratas HFD (Figura 1A-B) y sus controles SD
(Figures 1C-D).
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Figura 1. Efecto de la microinyeccion de AMPKa1a2-DN en el VMH en el balance energético en ratas
HFD. (A-C) Ganancia de masa corporal (n= 9 ratas/grupo), (B-D) ingesta diaria (n= 9 ratas/grupo), en ratas
alimentadas HFD (A-B) o SD (C-D) tratadas en el VMH con adenovirus GFP o AMPKa1a2-DN. Test t-student (2
colas), *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. GFP VMH. Los datos estan expresados como media+SEM.

Este efecto se asocié con un descenso de los niveles de acetyl-CoA carboxilasa a
fosforilada (Figuras 2A y B) y/o de los marcadores de ER en el VMH en ratas HFD (Figura
2C).

93



PATRICIA SEOANE COLLAZO

[ HFD GFP VMH

= Bl HFD AMPKa1a:2-DN VMH
LL
& 1507
N
@
c
5 1001
A g
GFP AMPKa1a2-DN % jokl
PACCa | s -—|-* bt -% 50+
; IS
ACCa '-l-- =
pactina [N ©
()
T 0
2 PACCo, ACCq
[ SD GFP VMH
-~ Bl SD AMPKala2-DN VMH
& 1501
S
@
£
B 2 1001
G
GFP AMPKa1a2-DN % **
g 2
pACCa ““l“ — % 50-
Acca [ ﬁ-l“ = S
: o
B-actina “*- E 0
2 PACCy  ACCa

N
a
S

C

DIRE i 4 s s

pPERK [ ﬁ g& m |
ATF6B

CHOP e e o

B-actina

GFP AMPKa1a2-DN

=
o
2

a
o
1

*
**
*kx

pIRE ~ pPERK ATF63 CHOP

o

Niveles proteicos/B-actina (% GFP)

Figura 2. Efecto de la microinyeccion de AMPKa1a2-DN en el VMH en la ruta de AMPK hipotalamica en
marcadores de ER estrés en ratas HFD.(A) Niveles proteicos de pACCa y ACCa en el VMH (n= 7 ratas/grupo),
(C) niveles proteicos de pACCa y ACCa en el VMH (n= 7 ratas/grupo) y (B) niveles proteicos de la ruta de ER
estrés en el VMH (n= 7 ratas/grupo), en ratas alimentadas HFD (A-B) o SD (C) tratadas en el VMH con adenovirus
GFP o AMPKa1a2-DN. Test t-student (2 colas), *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. GFP VMH. Los datos estan
expresados como media+SEM. Las bandas de los geles de los paneles A, B y C han sido cortadas del mismo gel
original.

Analisis mas exhaustivos de la funcion de BAT demostraron que AMPKala2-DN facilita
un aumento en la temperatura de BAT (Figura 3A), asi como en los niveles de proteina y/o
expresion del mMRNA de UCP1 y de las proteinas 1 alpha y beta coactivadoras del receptor
activado por el proliferador de peroxisomas (PGCla y PGCI1p, peroxisome-proliferator-
activated receptor-gamma co-activator 1 alpha and beta) en el BAT de ratas alimentadas con
HFD (Figures 3B-C). En conjunto, estos datos indican que la inhibicion de AMPKa en el
VMH protege frente a la obesidad inducida por dieta.
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Figura 3. Efecto de la microinyeccion de AMPKa1a2-DN en el VMH en la termogénesis del BAT en ratas
HFD. (A) Temperatura del area del BAT (n= 7 ratas/grupo), (B) niveles proteicos de UCP1 en el BAT (n=7
ratas/grupo), (C) niveles de mRNA de marcadores termogénicos en el BAT (n= 9 ratas/grupo) en ratas
alimentadas HFD (A-B) o SD (C) tratadas en el VMH con adenovirus GFP o AMPKa1a2-DN. Test t-student (2
colas),*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. GFP VMH. Los datos estan expresados como media+SEM. Las bandas de
los geles del panel B han sido cortadas del mismo gel original.

2. LA INHIBICION ESPECIFICA DE LA ISOFORMA AMPKal EN EL VMH REGULA
EL GASTO ENERGETICO

Para investigar cual isoforma catalitica de AMPK, AMPKal o AMPKa2, era la
implicada en la modulacion de la termogénesis del BAT mediada por el VMH, tratamos ratas
macho estereotdxicamente en el VMH con adenovirus que expresan AMPKal-DN o0
AMPKa2-DN. Es necesario remarcar que, aunque ambas isoformas inducen un descenso
significante del peso corporal, AMPKal-DN, pero no AMPKo2-DN, provoca un descenso del
peso corporal de forma independiente de la ingesta (Figures 4A-C).

95



PATRICIA SEOANE COLLAZO

A Tiempo (dias) B Tiempo (dias)
s Q &
T 5 E
8 -10- 8.
S 3
° -15- o-
3 @
8 -20+ Q-
< ©
'S 254 =
% *% %
5 07 * 1 £ 307 P01 plgy
O .35 O .35
-O- GFP VMH O GFP VMH
O AMPKa1-DN VMH @ AMPKa2-DN VMH
204
* 3 GFP VMH
15- ] AMPKal1-DN VMH
3 Bl AMPKa2-DN VMH
S
] 10+
8
g
54
0

Figura 4. Efecto de la microinyeccion de AMPKa1-DN o AMPKa2-DN en el VMH en el balance
energético en ratas. (A-B) Ganancia de masa corporal (n= 14-17 ratas/grupo) (C) ingesta diaria (n= 14-17
ratas/grupo) de ratas tratadas en el VMH con adenovirus GFP (n= 17) o AMPKa1-DN (n= 14) o AMPKa2-DN (n=
17). Test t-student (1 cola), *P<0.05, **P<0.01 vs. GFP VMH. Los datos estan expresados como media+SEM.

Estos datos sugieren que el efecto de AMPK en el BAT probablemente implique a la
isoforma AMPKal. Dado que la termogénesis en el BAT es mayoritariamente controlada por
el SNS a través de los receptores adrenérgicos beta 3 ”* '%°, decidimos investigar si el aumento
de la actividad del BAT posterior a la administracion de las particulas adenovirales AMPKal-
DN o AMPKa2-DN en el VMH era mediado por el SNS. Para ello, inactivamos
farmacoldgicamente los receptores B3 con el antagonista especifico SR59230A 203,204,212, 390y,
observamos que el tratamiento con SR59230A prevenia el efecto sobre el BAT (Figure 5A) y
la temperatura corporal (Figure 5B) asociada a la inyeccion de AMPKal-DN en el VMH. En
consonancia, el tratamiento con SR59230A cancelo el efecto reductor de peso de AMPKal-
DN (GFP VMH: -9.76+2.62 g; AMPKal-DN VMH: -21.86+3.71 g, P<0.01 vs. GFP VMH;
AMPKal-DN VMH + SR59230A SC: -12.71+£2.93 g, P<0.05 vs. AMPKa1-DN VMH).
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Figura 5. Efecto de la microinyeccion de AMPKa1-DN o AMPKa2-DN en el VMH en la termogénesis del
BAT en ratas. (A) Temperatura del area del BAT (n= 14-17 ratas/grupo) y (B) Temperatura corporal (n= 14-17
ratas/grupo) de ratas tratadas en el VMH con adenovirus GFP (n= 17) o AMPKa1-DN (n= 14) o AMPKa2-DN (n=
17) y SC con SR59230A (n= 14). Test t-student (1 cola), **P<0.01, ***P<0.001 vs. GFP VMH; #P<0.05, ### P<0.001
vs. AMPKa1-DN. Los datos estan expresados como media+SEM.

3. LA INHIBICION ESPECIFICA DE LA ISOFORMA AMPKal EN EL VMH REVIERTE
LA OBESIDAD INDUCIDA POR DIETA

El siguiente objetivo fue evaluar el impacto de AMPKal-DN en ratas alimentadas con
HFD. Observamos que la administracion de adenovirus que expresan AMPKal-DN en el
VMH de ratas macho obesas induce pérdida de peso independientemente de la ingesta
(Figures 6A-B), asociados con un aumento de la temperatura del BAT (Figure 6C).

97



PATRICIA SEOANE COLLAZO

Tiempo (dias) 20-
a 0(\ T T
=~ 2 3
S _ 15 =
2107 g T
o)
(8] ~=
104
3 -20- 2
2 g
o
© < gl
g -301 ** *x >
3 ok
3 0
O 404
-O- HFD GFP VMH
O~ HFD AMPKo1-DN VMH
C HFD GFP VMH
e
= 37.51
<
[a]
[
f-; 37.04
= T
-
o 36.51
26°C =
.

w
o
o

[ HFD GFP VMH
O HFD AMPKa1-DN VMH

Figura 6. Efecto de la microinyeccion de AMPKa1-DN en el VMH en el balance energético en ratas
HFD. (A) Ganancia de masa corporal (n= 10-21 ratas/grupo), (B) ingesta diaria (n= 10-21 ratas/grupo) y (C)
temperatura del area del BAT (n= 8 ratas/grupo) de ratas tratadas en el VMH con adenovirus GFP (n=21) o

AMPKa1-DN (n=10). Test t-student (1 cola), *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. GFP VMH. Los datos estan
expresados como media+SEM.

En conjunto, estos datos indican que AMPKal, pero no AMPKa2, es la isoforma clave
que modula la termogénesis del BAT en el VMH y que su inhibicion protege frente la
obesidad inducida por dieta.

4. CARACTERIZACION DE LA ELIMINACION DE AMPKal EN LAS NEURONAS SF1
DEL VMH

La demostracion de que la inyeccion de adenovirus AMPKal-DN en el VMH activa la
termogénesis de BAT y protege frente la obesidad inducida por dieta nos impulso a identificar
la poblacion neuronal especifica que estaba mediando estos efectos en el VMH. Las neuronas
SF1 del VMH juegan un papel muy importante en la regulacion del balance energético. Estas
neuronas integran sefiales periféricas (como leptina, insulina e estradiol) % 2% 1 ¢on
mediadores centrales (como glutamato) %’ y proyectan a los centros autondmicos que
modulan el SNS %% Debido a ello, generamos una linea de ratén deficiente en AMPKal
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especifica de tejido que expresan SF1 (SF1-Cre AMPKal™"M%) mediante el cruce de ratones
floxeados para AMPKal con ratones SF1 Cre, los cuales expresan Cre recombinasa bajo el
promotor SF1, por lo tanto dirigiéndolo a este subconjunto de neuronas del VMH .

La efectividad de la eliminacion del alelo AMPKal en las neuronas SF1 del VMH fue
demostrada por una combinacién de ensayos de PCR, ISH, doble hibridacion in situ
/inmunohistoquimica (IHC/ISH), RT-PCR y WB. Usando PCR especifica para AMPKal
pudimos demostrar que este alelo estaba suprimido en el VMH, asi como en otros tejidos que
expresan de forma enddgena SF1, tales como la glandula adrenal, testiculos e hipdfisis
(Figure 7A). En contraste, otros tejidos examinados, incluidos el cerebelo, cortex cerebral e
higado no mostraron recombinacion mediada por Cre (Figura 7A). Ademas, también
medimos los niveles de AMPKal usando RT-PCR y encontramos un descenso significativo
de la expresion de AMPKal en el VMH pero no en el cortex cerebral o el higado (Figure 7B).
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Figura 7. Estudio de la eliminacion de AMPKa1en tejidos que expresan SF1. (A) PCR para la deteccion
del alelo recombinado del gen Prkaal en los siguientes tejidos de ratones AMPKa1™@/f* y SFiCre
AMPKa1o¥/flox: WMH, cortex, cerebelo, glandula adrenal, hipofisis, testiculos u higado, (B) RT-PCR del exon 3
del gen Pkraal en el VMH de ratones en los siguientes tejidos de ratones AMPKa1™"/f* (n=7) y SF1Cre
AMPKa1™¥/fox (n=7): VMH, cértex e higado. Test t-student (1 cola),***P<0.001 vs. AMPKa1™"/"* |os datos
estan expresados como media+SEM.
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Para complementar la verificacion de la eliminacion de AMPKal en el VMH, realizamos
ISH empleando una sonda especifica para la secuencia suprimida. La sefial del mRNA de
AMPKal estaba reducida especificamente en el VMH de los ratones SF1 Cre
AMPKa1"¥M%%  confirmando la eliminacién especifica en el VMH (Figura 8A). Para
caracterizar mas profundamente la eliminacioén especifica de AMPKal en las neuronas SF1
del VMH en el modelo KO condicional (CKO, conditional knockout), realizamos una técnica
dual para la deteccion simultanea de inmunoreactividad de SF1 (por IHC) y del mRNA de
AMPKal (por ISH). Para esta tltima técnica empleamos una sonda dirigida selectivamente
contra la secuencia eliminada del alelo (es decir, la secuencia flanqueada por los sitios lox-P).
Detectamos co-localizacion del mRNA de AMPKal en una proporcion substancial de
neuronas SF1 en el VMH. En claro contraste, esta proporcion descendia significativamente a
casi niveles despreciables en los ratones SF1-Cre AMPKal1"°* confirmando de esta manera
la eliminacion efectiva de AMPKal en las neuronas SF1 del VMH (Figure 8B).

SF1 Cre AM PKq:-Lfl)ox/flo’x B

L E Ly

SF1 Cre AMPKqZ1floxflox
. ‘ :

Figura 8. Estudio de la eliminacion de AMPKa1en tejidos el hipotalamo. (A) Hibridacion in situ para el
mRNA del exén 3 del gen Pkraa? en el cerebro de ratones SF1Cre AMPKa1™/"** 'y (B) doble
inmunohistoquimica/hibridacion in situ para SF1 y AMPKa1, respectivamente en el VMH de ratones
AMPKa1m¥/foxy SF1-Cre AMPKa1™®/™°% | as flechas blancas y rojas indican la presencia o ausencia de
colocalizacion, respectivamente. Barra de escala: 20 pm.
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5.  LAELIMINACION DE AMPKal EN LAS NEURONAS SF1 DEL VMH DISMINUYE
EL PESO CORPORAL Y AUMENTA EL GASTO ENERGETICO

Basandonos en el efecto previamente observado que produce la inhibicion de AMPKal
en el VMH de rata, el siguiente paso de este trabajo consistio en investigar el efecto de la
eliminacion de AMPKal en las neuronas SF1 del VMH en la homeostasis energética. Lo que
observamos es que los ratones macho SF1 Cre AMPKal"/"* mostraban menor peso
corporal (Figura 9A) y adiposidad (Figura 9B), mientras que no se observaban diferencias
comparables en la Iongitud corporal (Figura 9C), ni en la ingesta (Figura 9D) entre los ratones
SF1 Cre AMPKal1™"™y sus hermanos de camada.
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Figura 9. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en las neuronas SF1 en el balance energético. (A)
Ganancia de masa corporal (AMPKa1"%/1%*n= 12, SF1Cre AMPKa 1"/ n= 23), (B) masa de depésitos grasos
(AMPKa1™/fX n= 12 SF1Cre AMPKa1™®/ n=23), (C) longitud corporal (AMPKa1™/fn="7 SF1Cre
AMPKa1™¥/fox n= 8) (D) ingesta diaria (n= 8 ratones/grupo) de ratones AMPKa1™®/f*y SF1Cre AMPKa1fox/flox,
Test t-student (1 cola),*P<0.05, **P<0.01 vs. AMPKa 1"/ | os datos estan expresados como media+SEM.

En concordancia con estos datos, los analisis de western blot de la ruta de AMPK
hipotalamica en el VMH mostraron un descenso de los niveles proteicos de pAMPK,
AMPKal (pero no AMPKa?2) y pACC (Figure 10). Por el contrario, los niveles de FAS, la
cual es inhibida por AMPK, estaban elevados en el VMH de los ratones SF1-Cre
AMPKa1"¥% (Figure 10).
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Figura 10. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en las neuronas SF1 en la ruta de AMPK hipotalamica.
Niveles proteicos de la ruta de AMPK (n=7 ratones/grupo; excepto AMPKa1 n=14 ratones/grupo) en el VMH de
ratones AMPKa1"%/fo%y SF1Cre AMPKa1™¥/x Test t-student (1 cola),*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs.
AMPKa1o¥/flox | os datos estan expresados como media+SEM. Las bandas de los geles han sido cortadas del
mismo gel original.

Para caracterizar el efecto en el VMH que la eliminacion de AMPKal en las neuronas
SF1 podia estar ejerciendo en otras rutas clave en la modulacion del balance energético, como
son el ER estrés y la inflamacion. Lo que observamos fue que los ratones SF1 Cre
AMPKa1"¥M%% ‘presentaban un descenso significativo de estrés del RE (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la eliminacién de AMPKa1 en las neuronas SF1 en el ER estrés hipotalamico.
Niveles proteicos de la ruta de ER estrés (n= 14 ratones/grupo, excepto PERK n=7 ratones/grupo) en el VMH de
ratones AMPKa1™/f1Xy SF1Cre AMPKa1™®/fo%, Test t-student (1 cola),*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs.
AMPKa17o¥/flox | os datos estan expresados como media+SEM. Las bandas de los geles han sido cortadas del
mismo gel original.
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Por otro lado, el analisis de los niveles plasmaticos mostrd que los ratones SF1 Cre
AMPK 1" mostraban menores niveles de triglicéridos, NEFAs y leptina, mientras que
los niveles de colesterol no estaban modificados (Tabla 1).

AMPKq1ftox/Ttox 170,3+17,9  221,5+28,15 15,6+2,21 15,9+1,8
SF1 Cre AMPKa1™¥/M*  117,2+14,0*  225,3+15,6  10,1+1,3* 8,17+1,8*

Tabla 1. Niveles séricos en ratones alimentados SD.

De acuerdo con estos datos, los ratones SF1 Cre AMPKa 1" mostraron un mayor EE
(Figura 12A) y menor LA (Figura 12B), mientras que no se observaron cambios en el RQ
(Figura 12C) en comparacion con sus controles.
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Figura 12. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en las neuronas SF1 en gasto energético. (A) Gasto
energético (EE, energy expenditure), (B) actividad locomotora (LA, locomotor activity), y (C) coeficiente
respiratorio (RQ, respiratory quotient) de ratones AMPKa1"%/1° (n=5) y SF1Cre AMPKa1"%/*(n=6). Los datos
estan expresados como media+SEM. Test t-student (1 cola), *P<0.05, **P<0.001 vs. AMPKa1™/f°% os datos
estan expresados como media+SEM.

Debido a estos resultados, el siguiente paso fue estudiar el efecto de la eliminacion de
AMPKal en las neuronas SF1 del VMH en el BAT. En concordancia con los datos obtenidos
hasta el momento, los ratones SF1 Cre AMPKa 1"/ mostraban mayor activacién del BAT,
como lo demuestra la observacién mediante PET-CT de una mayor captacién de **F-FDG por
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este tejido analizado (Figure 13A), una mayor temperatura del BAT (Figure 13B) y un mayor
“firing” de los nervios simpaticos que inervan el BAT (Figure 13C) que sus controles.
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Figura 13. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en las neuronas SF1 en la activacion del BAT. (A)
Escaner PET-CT (AMPKa1"%/1%*n= 5 SF1Cre AMPKa1™/"® n= 6), (B) temperatura del area del BAT
(AMPKa1™/fox n= 12 SF1Cre AMPKa1™®/"* n=17) y (C) registro de la actividad nerviosa del SNS al BAT (n= 8
ratones/grupo), de ratones AMPKa1"%/1¢y SF1Cre AMPKa1™®/"%%, Test t-student (1 cola),*P<0.05, **P<0.01,
*+P<0.001 vs. AMPKa1™™/"%* | os datos estan expresados como media+SEM.

En concordancia con estos datos, el andlisis molecular del BAT mostraba niveles
elevados de mRNA y/o expresion proteica de todos los marcadores termogénicos examinados
(Figures 14 A-B).
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Figura 14. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en las neuronas SF1 en la termogénesis del BAT. (A)
Niveles de mRNA de marcadores termogénicos en el BAT (n= 8 ratones/grupo) y (B) niveles proteicos de UCP1y
marcadores de actividad del BAT (n= 7 ratones/grupo) de ratones AMPKa 1"/ y SF1Cre AMPKa1"o¥/fox Test t-
student (1 cola),*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. AMPKa1™"/"%* Los datos estan expresados como media+SEM.

Las bandas de los geles del panel B han sido cortadas del mismo gel original.

Sin embargo, bajo inactivacion farmacologica del receptor adrenérgico f3 mediante el
tratamiento SC con el antagonista especifico SR59230A 2%% 204 3% ga revertia la pérdida de
peso y el incremento en la temperatura del area del BAT en los ratones macho SF1 Cre
AMPKa1"1°% (Figura 15A-C).

105



PATRICIA SEOANE COLLAZO

o
s B ..
5 -
> 2l
5 ~ |
o (=)
2
> : |
2 E
<
@ .
©
© 0 1 2 3 4 5 6 7 0
Tiempo (dias)
flox/flox flox/flox SF1 Cre AMPKq1flox/flox .
C AMPKal SF1 Cre AMPKal SR59230A 39°C

S 26°C
g) 39.0
- CJAMPKatfoxfox \eh < 2007
- M SF1 Cre AMPKa1fioxflox \eh 3804
-~ Il SF1 Cre AMPKa1fo¢fox SR59230A e s
— 37.51
(]
a
Q 37.07
£
(]
= 36.5-

Figura 15. Efecto del bloqueo del SNS en ratones deficientes en AMPKa1 en las neuronas SF1. (A)
Ganancia de masa corporal, (B) ingesta diaria, y (C) temperatura del area del BAT de ratones AMPKa1/1ox/flox
(n=6) y SF1Cre AMPKa 1™/ (n=6) tratados SC con SR59230A (n=6). Test t-student (1 cola),*P<0.05, vs.
AMPKa11o¥/flox: #p<0,05, ##P<0.01, ### P<0.001 vs. SF1 Cre AMPKa 1"/ | os datos estan expresados como
media+SEM.

A pesar de la activacion de BAT, al medir la temperatura corporal con una sonda rectal,
no pudimos observar diferencias en los ratones SF1 Cre AMPKal1"™M% respecto a sus
controles (Figura 16A).

Para identificar el mecanismo mediante el cual los ratones macho SF1 Cre
AMPK 1" estaban minimizando el efecto termogénico del BAT en la temperatura
corporal decidimos realizar un procedimiento para observar la posible regulacion de la
vasoconstriccion y vasodilatacion de la vascularizacion de la cola, el cual es un mecanismo de
regulacion de temperatura muy importante en roedores 3*2. Lo que observamos fue que los
ratones SF1 Cre AMPKa1"M° presentaban una mayor disipacién de temperatura por la base
de la cola cuando se encontraban en termoneutralidad (30°C) o por debajo de la
termoneutralidad (26°C) (Figura 16B-C) lo que derivaba en una regulacion eficiente de su
temperatura corporal (Figura 16D). Sin embargo, al encontrarse por encima de la

106



Resultados

termoneutralidad (34°C) (Figura 16B-D), este mecanismo dejaba de ser eficiente (Figura 16B-
C) y los ratones SF1 Cre AMPKa1"/" mostraban un aumento de temperatura corporal
caracteristico de una mayor activacion de BAT, en comparacion con sus controles en la
misma situacion (Figura 16D).
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Figura 16. Efecto de la aclimatacion a distintas temperaturas en la regulacion de la temperatura
corporal en ratones deficientes en AMPKa1 en las neuronas SF1. (A) Temperatura media corporal a RT, (B)
imagenes térmicas de la base de la cola, (C) temperatura de la base de la cola, y (D) temperatura corporal de
ratones AMPKa1™%/1¢ (n=6) y SF1Cre AMPKa1"®/f°* (n=6) aclimatados a 26°, 30° 0 34°C. Test t-student (1 cola),

*P<0.05, **P<0.01 vs. AMPKa1™®/"°% | os datos estan expresados como media+SEM.

Finalmente, los ratones SF1 Cre AMPKal"° fueron expuestos a frio (4°C) durante 6
horas. Este procedimiento demostrd que estos ratones defienden su temperatura corporal
(Figura 17E) y la temperatura del area del BAT (Figura 17A-C) mejor que sus hermanos de
camada AMPKa 1"/ En estas condiciones ambientales no encontramos diferencias en la
disipacion de la temperatura por la base de la cola (Figura 17D).

107



PATRICIA SEOANE COLLAZO

A

AMPK a1

SF1 Cre
AMPK a1/

v/
@

* O 38.07
38.0 9 ~
—~ <
(3')/ 37.54 * % S
- * % * c
< 37.01 _ 37.5-
0 < * *
© 36.54 * )
o ©
© 36.0 o
2 @ 37.01
= -
35.5 o
o a 1T
o 35.01 o
— €
34.5 T T T T T 1 ﬁ 36.5
0 1 2 3 4 5
Tiempo (horas)
O L AMPKa1floxflox g 40C
® EE SF1 Cre AMPKalfloxflox g 40C
25 - E
__ 38.07
~ o
o 20 < * % * x
-~ = 37.54
m —_
S 157 a
© S 37.01
1 o
@ [
m —_
o 10 S 36.57
o ©
£ P
(] 5 a -
- = 36.0
()
'_
0 35.5 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Tiempo (horas)

Figura 17. Efecto de la exposicion a 4°C en la regulacion de la temperatura corporal en ratones
deficientes en AMPKa1 en las neuronas SF1. (A) Imagenes térmicas del area de BAT, (B) temperatura del area
del BAT, (C) temperatura media del area del BAT en 6h, y (D) temperatura de la base de la cola, y (E)
temperatura corporal de ratones AMPKa1%o/f%% (n=5) y SF1Cre AMPKa1™"®/"°% (n=5) expuestos a 4°C durante 6h.
Test t-student (1 cola),*P<0.05, **P<0.01 vs. AMPKa1"®/1%* 3 4°C. Los datos estan expresados como media+SEM.
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6. LA ELIMINACION DE AMPKal EN LAS NEURONAS SF1 DeL VMH
INCREMENTA EL BROWNING DEL WAT

A continuacion, decidimos investigar si este aumento de gasto energético también podia
ser debido a un aumento de la capacidad termogénica del WAT. Para ello analizamos
marcadores termogenicos en el WAT SC, ya que este ha sido descrito como el deposito
adiposo con mayor capacidad de browning **%3%:3% | o que observamos fue que los ratones
SF1 Cre AMPKal1™"™M mostraban una mayor expresion de estos marcadores en la grasa SC
(Figura 18), lo que seria indicativo de browning del WAT.
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Figura 18. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en las neuronas SF1 en el browning del WAT. Niveles
de mRNA de marcadores termogénicos en el WAT de ratones AMPKa1™/f%* (n=8) y SF1Cre AMPKa1™®/f%% (n=8).
Test t-student (1 cola),*P<0.05, **P<0.01 vs. AMPKa1"¥/X | os datos estan expresados como media+SEM.

7. LA SOBREEXPRESION DE AMPKal REVIERTE EL BALANCE ENERGETICO EN
LOS RATONES SF1 AMPK g 17-0X/F-0x

Aparte de en el VMH, SF1 también es expresado en drganos periféricos, como la
glandula adrenal y los testiculos. Por ello, es posible que el fenotipo de los ratones SF1 Cre
AMPK 1" geq debido a la pérdida de AMPKal en esos tejidos. Para investigar esta
posibilidad, los ratones macho SF1 Cre AMPKa 1"/ fyeron tratados estereotaxicamente en
el VMH con adenovirus que expresa una isoforma constitutivamente activa de AMPKal
(AMPKa1-CA). Esto promovi6 un aumento en el peso corporal de forma independiente a la
ingesta en los ratones SF1 Cre AMPKal1"®/*/AMPKa1-CA (Figures 19A-B), asociado con
un descenso de la temperatura del area del BAT (Figura 19C) y de la expresion de UCP1
(Figures 19D).
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Figura 19. Efecto de la sobreexpresion de AMPKa1-CA en el VMH de ratones decientes en AMPKa1 en
las neuronas SF1 en el balance energético. (A) Ganancia de masa corporal (n= 8 ratones/grupo), (B) ingesta
media diaria (n= 8 ratones/grupo), (C) temperatura del area del BAT (n= 8 ratones/grupo), (D) niveles
proteicos de UCP1 en el BAT (n= 7 ratones/grupo) de SF1Cre AMPKa1"*/* tratados en el VMH con GFP o
adenovirus AMPKa1-CA. Test t-student (1 cola), *P<0.05, *P<0.01 vs. GFP VMH. Los datos estan expresados
como media+SEM. Las bandas de los geles del panel D han sido cortadas del mismo gel original.

En conjunto, estas evidencias demuestran que la eliminacion especifica de AMPKal en
las neuronas SF1 del VMH promueve un balance energético negativo a través de un proceso
que implica la activacién de la termogénesis en el BAT y el subsecuente aumento en EE.

8. LA ELIMINACION DE AMPKal EN LAS NEURONAS SF1 MODULA EL
METABOLISMO LIPIDICO HEPATICO

En relacion a higado, estudios previos #*# demostraron que la inhibicion de AMPKo en el
VMH mediada por las THs modula el metabolismo lipidico hepéatico a través de la
sefializacion de JNK en el VMH, lo que aumenta la sefializacion del PSNS hacia el higado %2,
Para corroborar si este efecto estaba mediado por la isoforma AMPKal, analizamos los
niveles de expresion proteica de pJNK en el ndcleo VMH y observamos un aumento de esta
protefna en los ratones SF1 Cre AMPKal"/"* (Figura 20A) respecto a sus hermanos de
camada AMPKa1""% Esto iba acompafiado por un descenso en la activacion de la ruta de
AMPK en el higado (Figure 20B), lo que es indicativo de un aumento de la lipogénesis, como
lo demuestra el aumento de los niveles que TAG hepaticos (Figure 20C).
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Figura 20. Efecto de la eliminacién de AMPKa1 en las neuronas SF1 en la lipogénesis hepatica. (A)
Niveles proteicos de pJNK y JNK en el VMH, (B) niveles proteicos de la rutas de AMPK en el higado, y (C)
contenido hepatico en TAG de ratones AMPKa1"%/f% (n=7) y SF1Cre AMPKa1%®/"°% (n=7). Los datos estan
expresados como media+SEM. Test t-student (1 cola),*P<0.05, **P<0.01 vs. AMPKa1™"¥/"* | os datos estan

expresados como media+SEM. Las bandas de los geles de los paneles A y B han sido cortadas del mismo gel
original.

9. LOS RATONES DEFICIENTES EN AMPKal EN LAS NEURONAS SF1 DEL VMH
SON RESISTENTES A LA OBESIDAD INDUCIDA POR DIETA

Una vez demostrado que la eliminacion especifica de AMPKal en las neuronas SF1
inducen un balance energético negativo mediado por el aumento de termogénesis, evaluamos
si los ratones macho SF1 Cre AMPKal"™M% estaban protegidos frente al desarrollo de
obesidad. Al compararlos con sus hermanos de camada, los ratones CKO alimentados con
HFD mostraban un menor peso corporal y adiposidad, independientemente de la ingesta
(Figura 21A-D).
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Figura 21. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en las neuronas SF1 en el balance energético en
ratones HFD. (A) Imagenes representativas, (B) ganancia de masa corporal, (C) masa de depoésitos grasos (D)
ingesta diaria de ratones AMPKa1"®/" (n=11) y SF1Cre AMPKa1"®/"* (n=10) alimentados con HFD. Test t-
student (1 cola),*P<0.05, **P<0.01 vs. HFD AMPKa 1%/ | os datos estan expresados como media+SEM.

En consonancia con estos resultados, los ratones deficientes en AMPKoal en las neuronas
SF1 del VMH mostraban un aumento de EE (Figura 22A) y una ligera tendencia a presentar
mayor actividad locomotora (Figura 22B), sin cambios en el RQ (Figura 22C).
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Figura 22. Efecto de la eliminacién de AMPKa1 en las neuronas SF1 en el gasto energético en ratones
HFD. (A) gasto energético (EE, energy expenditure), (B) actividad locomotora (LA, locomotor activity), y (C)
coeficiente respiratorio (RQ, respiratory quotient) de ratones AMPKa1"/f% (n=5) y SF1Cre AMPKa1ox/foX (n=8)
alimentados con HFD. Test t-student (1 cola), *P<0.05 vs. HFD AMPKa1™/°% | os datos estan expresados como
media+SEM.

A su vez, los niveles plasmaticos de NEFAS y leptina, pero no los de triacilglicéridos y
colesterol, estaban disminuidos en los ratones SF1 Cre AMPKa1 1% alimentados con HFD
(Tabla 2).

AMPKq 110X/ flox 145,74+27,76 17,22+2 1 336,28+34,74 71,37+5,3
SF1 Cre 148,22+18,49 9,42+1,25* 303,06+31,02 57,05+5,11*
AMPKG1flOX/fl0X

Tabla 2. Niveles séricos en ratones alimentados con HFD.

10. LA ELIMINACION DE AMPKal EN LAS NEURONAS SF1 DEL VMH REDUCE EL
ER ESTRES Y LA INFLAMACION HIPOTALAMICA EN RATONES OBESOS

El analisis del VMH de los ratones SF1 Cre AMPKal™"°% alimentados con HFD
demostrd un descenso de los niveles de pACCa (Figure 23A), como era de esperar debido a la
eliminacion de AMPKal. Datos recientes demostraron que la inflamacion hipotalamica y el
estrés de ER induce obesidad e inhibe la termogénesis del BAT vy el browning del WAT #*#
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fosforilada ULK (Figura 23D).
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Figura 23. Efecto de la eliminacién de AMPKa1 en las neuronas SF1 en el hipotalamo de ratones HFD. (A)
Niveles proteicos de pACCa y ACCa en el VMH (n= 7 ratones/grupo), (B) niveles proteicos de la ruta ER estrés
en el VMH (n= 7 ratones/grupo), (C) niveles proteicos de marcadores de inflamacion en el VMH (n=7
ratones/grupo), y (D) niveles proteicos de pULK en el VMH (AMPKa1%/1%* n= 6 SF1Cre AMPKa1M¥/ox =7
ratones/grupo) de ratones AMPKa1">/"°y SF1Cre AMPKa1"/"°* alimentados con HFD. Test t-student (1
cola),*P<0.05, ***P<0.001 vs. AMPKa 1/ | o5 datos estan expresados como media+SEM. Las bandas de los
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Notablemente, estos resultados estaban asociados a una mayor temperatura del area del
BAT (Figure 24A) y a elevados niveles de mRNA y/o expresion proteica de marcadores
termogénicos, tales como UCP1, PGCla, PGCIP y la forma fosforilada de la hormona
sensible a lipasa (pHSL) (Figure 24B-C) en el BAT, asi como también browning del WAT
SC, como se comprobd por un descenso del area de los adipocitos (Figure 25A) y un aumento
en la inmunoreactividad de UCP1 (Figure 25B).
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Figura 24. Efecto de la eliminacién de AMPKa1 en las neuronas SF1 en BAT de ratones HFD. (A)
Temperatura del area del BAT (n=10 ratones/grupo), (B) niveles de mRNA de marcadores termogénicos en el
BAT (n= 9 ratones/grupo), (C) niveles proteicos de UCP1 y marcadores de actividad del BAT (n=7
ratones/grupo) de ratones AMPKa1™®/"%¢y SF1Cre AMPKa1™¥/®°% alimentados con HFD. Test t-student (1
cola),*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. HFD AMPKa1™>/"°% | os datos estan expresados como media+SEM. Las
bandas de los geles del panel C han sido cortadas del mismo gel original.
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Figura 25. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en las neuronas SF1 en WAT de ratones HFD. (A)
Tincion hematoxilina-eosina (panel izquierdo; 20X, barra de escala: 100 pm) y area de los adipocitos (panel
derecho) en WAT subcutaneo (AMPKa1™/®% n= 11, SF1Cre AMPKa1"®/"* n=15), y (B) inmunohistoquimica de
UCP1 (panel izquierdo; 20X, barra de escala: 100 ym) y area inmunorreactiva a UCP1 (panel derecho) en WAT
subcutaneo (AMPKa1™¥/fX n= 11, SF1Cre AMPKa1"'"** n=8) de ratones AMPKa1"®/°*y SF1Cre AMPKa1"o/flox
alimentados con HFD. Test t-student (1 cola), ***P<0.001 vs. HFD AMPKa1™¥/f°%Los datos estan expresados
como media+SEM.

11. Los RATONES DEFICIENTES EN AMPKal EN LAS NEURONAS SF1 DEL VMH
MUESTRAN UNA MEJORA EN LA HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA

Finalmente, evaluamos el impacto de la eliminacion de AMPKal en las neuronas SF1 en
la homeostasis de la glucosa periférica en el contexto de la obesidad. Los ratones SF1 Cre
AMPKa1"M°% glimentados con HFD mostraban un descenso en los niveles circulantes de
glucosa, tanto alimentados ad libitum como en ayuno (Figura 25A), mayor tolerancia a la
glucosa (Figura 25B-C) sin cambios en la sensibilidad a insulina ni en los niveles de insulina
circulantes (Figures 25D-F).
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Figura 26. Efecto de la eliminacion de AMPKa1 en las neuronas SF1 en la homeostasis de la glucosa en
ratones HFD. (A) Niveles de glucosa circulantes (AMPKa1™/™® n= 9. SF1Cre AMPKa1"®/"* n=11), (B-C) test de
tolerancia a la glucosa (GTT, glucose tolerance test) y area bajo la curva (AMPKa1"%/* n=11, SF1Cre
AMPKa1™¥/Mx n=10), (D-E) test de tolerancia a la insulina (ITT, insulin tolerance test) y area bajo la curva
(AMPKa1®X/fx n= 11, SF1Cre AMPKa1%®/"°% n=10), y (F) niveles de insulina en suero (n= 9 ratones/grupo) de
ratones AMPKa1™/1*y SF1Cre AMPKa1™®/"°* alimentados con HFD. Los datos estan expresados como
media+SEM. Test t-student (1 cola),**P<0.01 vs. HFD AMPKa1"¥/f* | os datos estan expresados como
media+SEM.

En concordancia con estos resultados, en el higado de los ratones SF1 Cre
AMPK 1" 3limentados con HFD se observé una disminucién de los niveles proteicos de
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 1 (PEPCK, phosphoenolpyruvate carboxykinase), que
sugeriria una inhibicion de la gluconeogénesis hepatica (Figura 26), asi como un aumento de
los niveles de la proteina glucoquinasa (GCK, glucokinase) (Figura 26) que ejerce un papel
clave en la captacion de glucosa y sintesis de glucégeno en el higado 3% %%,
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Figura 27. Efecto de la eliminacién de AMPKa1 en las neuronas SF1 en la gluconeogénesis y sintesis
de glucégeno hepatico en ratones HFD. (A) Niveles proteicos hepaticos de GCK y PEPCK1 ratones
AMPKa 11/ (n=7)y SF1Cre AMPKa 1™/ (n=7) alimentados con HFD. Los datos estan expresados como
media+SEM. Test t-student (1 cola), *P<0.05 vs. HFD AMPKa1"®/"°% | os datos estan expresados como
media+SEM. Las bandas de los geles han sido cortadas del mismo gel original.

En conjunto, estos hallazgos indican que la eliminacion de AMPKal en las neuronas SF1
no sélo mejora la obesidad, sino que revierte el deteriorado metabolismo de la glucosa que
Ileva asociado.
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Discusion

La obesidad es una de las méas importantes causas de mortalidad en el mundo debido a
sus comorbilidades asociadas, incluidas ciertas formas de céancer, enfermedades
cardiovasculares y diabetes tipo 2 #°. La progresién de la obesidad se basa en un estado
persistente de balance energético positivo. Por esta razon, parece razonable que muchas
estrategias para tratar la obesidad se hayan centrado so6lo en la disminucion de la ingesta de
alimentos . Sin embargo, hasta la fecha todas las drogas que apuntan de forma exclusiva y
directa al apetito han fracasado, entre otras razones debido a las disminuciones
compensatorias en EE °. Por lo tanto, es imprescindible tener una comprensién mas profunda
de los principales mecanismos homeostaticos que modulan la homeostasis energética.

La evidencia acumulada durante la Gltima década ha apuntado a la via AMPK central
como una Vvia canonica que regula la homeostasis energética, al integrar sefiales periféricas,
como hormonas y metabolitos, con redes neuronales > %' %% | a AMPK hipotalamica ha sido
implicada en la regulacion de la alimentacion, la termogeénesis del BAT y el browning de
WAT, el metabolismo muscular, la funcién hepatica y la homeostasis de la glucosa * 3¢ 3%
39 ademas de participar en la resistencia a la leptina inducida por la dieta 3™ ¥, La
activacion del programa termogeénico en el BAT a través de SNS depende de la activacion de
la lipogénesis de novo en el hipotalamo, mediante la inhibicién de AMPK 2%, De forma mas
especifica, el VMH esta involucrado en la integracion de sefiales periféricas, como ghrelin,
leptina y hormonas tiroideas 2** 32, en la deteccién de los niveles de glucosa y en los
mecanismos de respuesta a la hipoglucemia *®*. Evidencias previas demostraron que la
inhibicién global de AMPKal y AMPKoa2 en el VMH mejoraba la obesidad inducida por
ovariectomia en ratas hembras ***. Pero si este efecto se mantenia en un modelo de obesidad
todavia estaba por dilucidar. Nuestros datos muestran que la inhibicion global de AMPKal y
AMPKoa2 en el VMH en ratas macho obesas debido a una alimentacion con dieta alta en
grasa, disminuye el peso corporal, sin que se observen cambios en ingesta. Esto esta asociado
a un aumento en el programa termogénico en el BAT, como se observd con el aumento de la
temperatura generada por el BAT y la elevacion de los marcadores moleculares de
termogénesis en este tejido. Ademas, se ha reportado que la ablacion especifica de AMPKa2
en neuronas POMC o AgRP del ARC produce fenotipos opuestos en términos de equilibrio
energético. De hecho, mientras que los ratones deficientes en AMPKa2 POMC exhiben
hiperfagia y obesidad, los ratones deficientes en AMPKa2 en las neuronas AgRP son
hipofégicos y flacos **2. Por otra parte, se ha observado también que las THs actuando en el
nacleo VMH incrementan el gasto energético modificando los niveles de AMPKal, pero no
de AMPKa2 2%, 1o que sugiere que los efectos de la modulacion de AMPKa en el hipotalamo
pueden ser especificos de isoforma. Para dilucidar esto, inhibimos AMPKal o AMPKoa2 en el
VMH de ratas macho y observamos que s6lo AMPKoal producia una disminucion del peso
corporal independientemente de la ingesta, mientras que AMPKoa2 inducia pérdida de peso,
pero también disminucion de la ingesta. Ademads, el efecto de AMPKal sobre la masa
corporal era dependiente de la activaciéon del BAT a través de SNS, ya que el bloqueo de los
receptores adrenérgicos B3 revertia los marcadores de activacion del BAT a nivel de las ratas
control o de las inhibidas s6lo con AMPKo2. Asimismo, los efectos de la inhibicion de
AMPKal sobre el balance energético se mantenian en ratas alimentadas con dieta alta en
grasa.

Las neuronas SF1 son una poblacion neuronal del VMH, que se sabe que juega un papel
importante en el trafico simpético de la termogénesis mediada por BAT %% #1229 y |5
respuesta contrarreguladora frente la hipoglucemia 2””. Aunque una gran proporcién de
neuronas en el VMH expresan SF1, se pueden distinguir numerosas subpoblaciones segun su
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expresion diferencial de proteinas, incluido BDN , receptores de insulina y leptina
ERa *®° y VGLUT2 #’. Ademas de eso, las neuronas SF1 proyectan ampliamente dentro del
SNC. Envian axones al nucleo parabraquial, al locus ceruleus, al nucleo retrotapezoidal, asi
como al grupo de células de catecolamina C1 de la médula ventrolateral rostral, que controla
el flujo simpatico a BAT 2% y al NTS .. Las fibras neuronales que se originan en las
neuronas VMH SF1 también alcanzan otras regiones hipotaldmicas implicadas en el flujo de
salida de SNS y PSNS, que incluyen el ARC y el PVH *"2%2_ En particular, se ha demostrado
que la ablacion especifica de VGLUT2 en neuronas SF1 afecta la activacion neuronal en el
DMV 7, un sitio clave que da lugar a las fibras PSNS que inervan el higado ®. Esa
heterogeneidad podria explicar la capacidad de estas neuronas para controlar tanto el SNS
como el PSNS, aunque es probable que los circuitos neuronales que modulan ambas ramas
del sistema nervioso autonomo puedan implicar subpoblaciones separadas de neuronas SF1.
Notablemente, el efecto de la inhibicidn en todo el VMH se recapitula mediante la ablacion
selectiva de AMPKal en neuronas SF1. Los ratones macho SF1 Cre AMPKal"1%Mox
presentan una menor masa corporal, sin que se aprecien diferencias en la longitud de los
animales, menor adiposidad y niveles de leptina circulantes, asi como de TAG y NEFA. Del
mismo modo que con la inhibicion de AMPKal en todo el VMH, no se observan cambios en
la ingesta y asociado a la pérdida de peso, los ratones CKO presentan un aumento el gasto
energético y una activacion constitutiva de BAT. Igualmente a lo observado en estudios
previos 20 204 207. 212 o| NS también media la activacion de BAT debida a la inhibicion de
AMPKal en las neuronas SF1. Asi, el tono simpatico al BAT de estos ratones esta
incrementado y al bloquearlo con el antagonista de los receptores adrenérgicos B3 se revierte
el efecto sobre el balance energético de la inhibicion de AMPKal en las neuronas SF1. Sin
embargo, tras sobreexpresar AMPK en el VMH de ratones SF1 Cre AMPKal"®/"* se
observa una ganancia de peso y los efectos activadores del BAT se revierten. Méas aun, el
aumento de termogénesis en los ratones CKO no derivaba en un aumento de temperatura o
“fiebre” debido a que presentaban una mayor disipacion de temperatura a través de los vasos
de la cola. Este mecanismo de regulacion de la temperatura por la cola, les permitia defender
su temperatura corporal de forma mas eficiente cuando eran expuestos a bajas temperaturas.

En relacién con el mecanismo mediante el cual AMPK en el VMH regula la activacién de
BAT, se han descrito recientemente, que las ceramidas son importantes reguladores del
balance energético y el metabolismo “*“%. La acumulacion ectdpica de lipidos en tejidos
periféricos, como células B pancreaticas, higado, corazon y musculo esquelético puede derivar
en lipotoxicidad, que favorece la resistencia a insulina, diabetes tipo 2, esteatosis hepatica e
insuficiencia cardiaca **°. Tanto la inflamacién como el ER estrés estan estrechamente
relacionados con la lipotoxicidad “***%. El ER estrés y la UPR pueden ser activados por
exceso o privacion de nutrientes, o por el estrés oxidativo “°"“%® y han sido vinculados con el
desarrollo de la obesidad, la resistencia a insulina y la consiguiente diabetes tipo 11 “%°,
Estudios recientes han mostrado que la accion de las TH en la activacion del BAT vy la
termogénesis es modulada por los niveles de ceramidas y ER estrés hipotalamicos 2.
Nuestros resultados mostraron gue la eliminacion de AMPK en el VMH reduce los niveles de
ER estrés en este nicleo. Esto se observa por los bajos niveles de pIRE, pPERK y ATF6f en
el hipotalamo de las ratas alimentadas con HFD a las que se les inhibi6 AMPKala2 en el
VMH. Estudios recientes han relacionado también la disminucion del ER estrés en el VMH
con la disminucién del peso corporal, asociado con la activaciéon del BAT y el browning del
WAT, independientemente de ingesta y leptina *®°. Los ratones deficientes en AMKal en las
neuronas SF1 mostraban, una marcada disminucién del ER estrés en el VMH, seguido de
aumento de la activacion del BAT y browning del WAT incrementado, lo que se observo por
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un aumento de los marcadores de programa termogénico en la grasa subcutanea. El
mecanismo mediante el cual el ER estrés y las ceramidas podrian ejercer efectos en la
actividad neuronal todavia no esta claro, pero podria ser debido al efecto alterador de la
sefializacion de calcio que ejerce el ER estrés, ya que altera la actividad de los canales de
liberacion de calcio presentes en el ER asi como al receptor de inositol 1,4,5-trisfosfato; las
chaperonas como GRP78 juegan un papel protector en este proceso *** **. También se ha
observado que la interaccion entre ER y mitocondrias puede modular la actividad neuronal,
puesto que la eliminacion de mitofusina 2 (MFN2), provoca la pérdida de los contactos entre
el ER y las mitocondrias, aumenta el estrés ER y disminuye el disparo neuronal 3" %2,

La obesidad induce un estado de inflamacidn sistémica de bajo grado que contribuye al
desarrollo de sus numerosas comorbilidades “* ***. La activacion de las vias inflamatorias por
un excesivo aporte calérico se ha observado en las células ubicadas en el hipotdlamo
mediobasal, cuando esto sucede las citoquinas proinflamatorias, como el TNFa, promueven la
resistencia a la insulina y a la leptina mediante la activacion de vias de transduccién de
sefiales como JNK / AP1 y NF-kB 3% o a través de PTP1B, un importante regulador negativo
de la sefializacion de insulina y leptina, a través de la activacion de NF-xB ***** Ademas, la
activacion de la microglia hipotalamica esta influenciada por la composicién de la dieta y por
las hormonas secretadas por el tejido adiposo y el tracto gastrointestinal *** y produce una
variedad de citoquinas proinflamatorias tales como TNFa, IL1B e IL6 “® 4. Ademas, la
inflamacion hipotaldamica conduce a la desregulacion de la accion de la insulina periférica *°
y una reduccién en la termogénesis adaptativa “'* %° ya que altera la sefializacion a través del
SNS vy los receptores adrenérgicos B “**. En consonancia con esto, las vias inflamatorias
relacionadas con el desarrollo de resistencia a la insulina también estdn fuertemente
vinculadas al ER ?®3, de manera que los sensores de la respuesta de ER estrés, como IRE1 g/
PERK pueden modular los reguladores positivos y negativos de la via IKKp / NF-kB 421-423
Por otra parte, estudios en ratones con sobrenutricion han revelado un mecanismo de
retroalimentacion positiva en el que la activacion hipotalamica de IKKp / NF-kB promueve la
induccion del ER estrés neuronal 2% #%%* 'E] vinculo entre ER estrés e inflamacion todavia
no esta completamente clarificado, pero en general el ER estrés puede activar la sefializacion
de NF-«xB, que posteriormente puede modular mediadores inflamatorios, y estos pueden
inducir estrés de ER “%. Por otra parte, se ha demostrado la implicaciéon de AMPK en la
activacion de la autofagia mediante la activacion de la proteina ULK1 %, pero la autofagia
también puede ser inducida en respuesta al estrés celular, particularmente ER y estrés
oxidativo, que si continlan durante largos periodos de tiempo dan lugar a defectos en el
mecanismo de autofagia, lo que anula la capacidad de la célula para eliminar el dafio, esto
puede activar la via de senalizacion de IKKf / NF-xB W 1o que observamos en nuestro
modelo de ratones deficientes en AMPKal en las neuronas SF1 alimentados con HFD fue que
estos ratones presentaban niveles de ER estrés reducido, asi como los niveles proteicos de
ULKI1 y de varios marcadores de inflamacion, especialmente pIKKaf3 e NF-«xB, lo que
sugiere una posible interaccion entre las tres rutas de sefializacion. En concordancia con las
evidencias que vinculan la implicacién del ER estrés y la inflamacion en el hipotalamo con la
regulacion de la homeostasis energética, los ratones SF1 Cre AMPKa1"%* alimentados con
HFD eran mas delgados y presentaban una menor adiposidad y niveles circulantes de NEFAS
y leptina que los ratones control. Esto era independiente de la ingesta y estaba asociado a un
aumento del EE, mayor activacién del BAT y browning del WAT.

Durante la Gltima década, varios estudios han asociado AMPK en el VMH con la
regulacion de la homeostasis de la glucosa. De hecho, la activacion farmacolédgica de AMPK
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por AICAR en ratas conduce a un aumento en la contrarregulacion de hormonas y una
produccion de glucosa endégena elevada *?% . Ademas, la inhibicién de AMPK en el VMH
reduce los niveles de glucagén y adrenalina en respuesta a la hipoglucemia *®°. Dentro del
hipotadlamo, el VMH juega un papel clave en la respuesta contrarreguladora de la glucosa. Se
ha demostrado que el VMH regula la secrecion de glucagon por el pancreas en respuesta a los
niveles locales de glucosa. Por lo tanto, los niveles bajos de glucosa en VMH conducen a un
aumento en la secrecion de glucagon, mientras que la infusion de glucosa en el VMH suprime
la secrecién de glucagén en respuesta a la disminucion de la glucosa en sangre “%*?°. Por lo
tanto, VMH estd implicado en la deteccién de hipoglucemia y en la generacién de una
respuesta contrarreguladora, en la que AMPK desempefia un papel importante **> %, Cuando
analizamos los niveles de glucosa circulantes en los ratones deficientes en AMPKal en las
neuronas SF1 alimentados con HFD, estos presentaban una disminucion de la glucosa en
sangre tanto en ayuno como alimentados ad libitum y eran mas tolerantes a la glucosa cuando
los sometiamos a un test de tolerancia a la glucosa. Sin embargo, no presentaban diferencias
en los niveles de insulina en sangre ni presentaban mayor sensibilidad a esta hormona.
Hubiese sido interesante estudiar el ratio insulina/glucagon en estos ratones pero el método de
obtencion de muestras no nos permitio el poder hacerlo. El efecto observado en la mejora del
metabolismo de la glucosa puede ser debido en parte a la proteccion de la inhibicién de
AMPKal en las neuronas SF1 frente a la ganancia de peso inducida por la dieta alta en grasa.
En consonancia con esto, el BAT esta captando mas glucosa en los ratones CKO lo que podria
ayudar a explicar los menores niveles de glucosa observados. La conversion de glucosa en
glucogeno es una via principal que contribuye a la eliminacién de la glucosa de la vena porta
por el higado en el estado posprandial. Esta regulado en parte por el aumento en la
concentracion de glucosa en sangre en la vena porta, que activa la GCK, la primera enzima en
la via de sintesis de glucdgeno, de hecho defectos en la activacion de esta enzima son
considerados potenciales factores para el desarrollo de diabetes tipo Il 3. Los niveles
elevados de esta proteina en el higado de los ratones deficientes en AMPKoa1 en las neuronas
SF1 alimentados con HFD podrian estar facilitando los menores niveles de glucosa
observados. En consonancia con esto, la enzima PEPCK es una enzima de la primera reaccion
de la gluconeogénesis hepatica, y su inhibicion se ha visto que mejora la regulacion de la
glucemia, la sensibilidad a insulina y la dislipidemia en obesidad inducida por dieta **° y en
modelos genéticos, como los ratones db/db **’. En nuestro modelo, los ratones CKO muestran
una disminucion de PEPCK hepatica. En conjunto, el menor peso corporal, el posible
incremento de la sintesis de glucogeno y la disminucion de la gluconeogénesis hepatica
pueden estar favoreciendo la homeostasis de la glucosa en los ratones deficientes en AMPKal
en las neuronas SF1 alimentados con HFD. Para dilucidar la posible implicacién de la
respuesta contrarreguladora, o si existen otros factores regulando los niveles de glucosa, seria
necesaria la realizacion de mas estudios en profundidad, que realizaremos en breve.

El efecto positivo de JNK1 en la activacion neuronal se ha descrito previamente en
neuronas AgRP (Tsaousidou et al., 2014). Recientemente, se demostro que la sefializacion de
JNK1 desempefia un papel crucial en el SNC y en la hipdéfisis para controlar el metabolismo
sistemico de glucosa y lipidos parcialmente a traves de la regulacion de las hormonas
involucradas en el crecimiento y el gasto energético (Belgardt 2010). La isoforma JNK1 esta
implicada en el mecanismo de resistencia a la insulina inducida por la obesidad. La dieta alta
en grasa provoca la activacion de la via de sefializacién JNK1, la resistencia a la insulina y la
obesidad en ratones. Sin embargo, la ablacion en linea germinal de Jnk1 previene la obesidad
inducida por la dieta y la resistencia a la insulina ***. Estudios a nivel periférico en ratones
deficientes en JNK mostraron que controla la acumulacion y la captacion de lipidos en el
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higado “*2. En modelos de hipertiroidismo, la activacion de JNK en el VMH induce la
lipogénesis de novo hepética a traves del PSNS, y estos niveles se revierten al sobreexpresar
AMPK en ratas hipertiroideas o tratadas con T3 centralmente, lo que indica que AMPK esta
upstream a JNK 2?2, La accién central de JNK es especifica sobre el higado, ya que no se
observan cambios en el metabolismo del BAT 2. El efecto sobre a lipogénesis hepatica
parece estar mediado por JNK1, pero no se puede excluir una implicacién de JNK3 2% %33,
Basandonos en esto, decidimos comprobar este mecanismo en nuestro modelo de inhibicién
de AMPKal en las neuronas SF1. Lo que observamos fue que la sehalizacion por JNK 1/3 en
el hipotdlamo estaba incrementada en los ratones CKO, y en los ratones alimentados con dieta
estandar se observaba un aumento en la lipogénesis de novo, como se puede comprobar con la
inhibicidn de la ruta de AMPK hepatica y la acumulacion de TAG en el higado.

En conclusién, nuestros datos muestran que la ablacién de la isoforma AMPKal en las
neuronas SF1 de la VMH mejora la obesidad de forma independiente de la ingesta, pero de
forma dependiente de la termogénesis. Ademas, mejora la homeostasis de la glucosa alterada
tras HFD. El efecto de la eliminacion de AMPKal en las neuronas SF1 del VMH esté ligado
a la reduccion de ER estrés e inflamacion hipotaldmica. Estos resultados sugieren que
modulacion de las distintas isoformas de AMPK en tipos neuronales especificos podria ser
una diana terapéutica adecuada para combatir la obesidad y las complicaciones metabdlicas
relacionadas.
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Los resultados obtenidos durante la realizacion de esta tesis nos permiten establecer las
siguientes conclusiones:

e La inhibicion de AMPKal y no AMPKa2 en el VMH de ratas macho regula la
activacion del BAT, de forma independiente de la ingesta, a través del SNS.

e La deficiencia de AMPKal en las neuronas SF1 en ratones macho induce un
marcado incremento en la lipogénesis de novo especificamente en el hipotdlamo
lo que lleva a un incremento en la actividad del BAT a través del SNS
conduciendo a una pérdida de peso.

e En ratones macho expuestos a dieta alta en grasa, AMPKal en las neuronas SF1
regula el ER estrés y la inflamacion hipotalamica y mejora la intolerancia a la
glucosa inducida por HFD.

e Estos resultados sugieren que AMPKal en el VMH podria ser una posible diana
terapéutica para la obesidad y comorbilidades asociadas.
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ANEXO 1

Lista licencias imagenes introduccion:

Imagen 2. Integracion a nivel central de hormonas derivadas del tracto
gastrointestinal y el tejido adiposo. Ref 13

Imagen 3. Adipocitos marrones, beige y blancos. Ref 105.

Imagen 4. Mecanismo de regulacion de la termogénesis en el BAT. Ref
118.

Imagen 5. Distribucion de los distintos nacleos hipotalamicos. Ref 123.

Imagen 9. Transduccion de sefial de estrés del reticulo endoplasmatico. Ref
293.

Imagen 11. Regulacion de la lipogénesis de novo. Ref 330.
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