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LA LACTANCIA MATERNA PROLONGADA PROTEGE CONTRA LA OBESIDAD
INDUCIDA POR LA DIETA A TRAVES DE LA INTERACCION ENTRE FGF21Y EL
SISTEMA DOPAMINERGICO EN EL HIPOTALAMO

RESUMEN

Los eventos que tienen lugar en periodos tempranos de la vida podrian ser determinantes en el
desarrollo de obesidad. Mientras que el efecto de la nutricion materna sobre las crias ha sido
ampliamente estudiado, los efectos de la nutricion de las crias, especialmente de la lactancia
materna en la reprogramacion del metabolismo en la infancia/adultez siguen siendo
desconocidos. Partiendo del disefio de un modelo animal de lactancia materna prolongada,
investigamos si ésta provocaria cambios persistentes en la homeostasis energética, e
investigamos los mecanismos moleculares subyacentes. Los resultados indican que el destete
retrasado en las crias las protege contra la obesidad inducida por la dieta en la edad adulta, a
través de un aumento de la termogénesis del tejido adiposo marrdn y del gasto energético. Estos
efectos de la lactancia prolongada estan mediados por el aumento en la produccion hepética de
FGF21y de su acceso al hipotalamo. A nivel central, FGF21 activa las neuronas GABAérgicas
que expresan el receptor 2 de la dopamina en el nucleo lateral hipotalamico y la zona incerta.
Concluimos que la lactancia materna prolongada protege frente a la obesidad a través de
cambios fisioldgicos duraderos que involucran la comunicacion entre higado, hipotdlamo y
tejido adiposo marron.
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PROLONGED BREASTFEEDING PROTECTS AGAINST DIET-INDUCED OBESITY
THROUGH THE INTERACTION BETWEEN FGF21 AND THE DOPAMINERGIC
SYSTEM IN THE HYPOTHALAMUS

ABSTRACT

Events occurring early in life may be determinants in the development of obesity. While the
effect of maternal nutrition on offspring has been extensively studied, the effects of offspring
nutrition, especially breastfeeding, on metabolic reprogramming in childhood/adulthood
remain unknown. Based on the design of an animal model of prolonged breastfeeding, we
investigated whether prolonged breastfeeding would lead to persistent changes in energy
homeostasis and investigated the underlying molecular mechanisms. The results indicate that
delayed weaning in offspring protects them against diet-induced obesity in adulthood through
increased brown adipose tissue thermogenesis and energy expenditure. These effects of
prolonged lactation are mediated by increased hepatic production of FGF21 and its access to
the hypothalamus. Centrally, FGF21 activates GABAergic neurons expressing dopamine
receptor 2 in the lateral hypothalamic area and zona incerta. We conclude that prolonged
breastfeeding protects against obesity through long-lasting physiological changes involving
communication between liver, hypothalamus and brown adipose tissue.
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A LACTACION MATERNA PROLONGADA PROTEXE CONTRA A OBESIDADE
PRODUCIDA POLA DIETA O TRAVES DA INTERACCION ENTRE FGF21 E O
SISTEMA DOPAMINERXICO NO HIPOTALAMO.

RESuUMO

Os eventos que tefien lugar nos periodos temperans da vida poderian ser determinantes no
desenvolvemento da obesidade. Mentres que o efecto da nutricion materna sobre as crias foi
ampliamente estudado, os efectos da nutricion das crias, especialmente da lactancia materna na
reprogramacion do metabolismo infancia/adultez seguen sendo descofiecidos. Partindo do
desefio dun modelo animal de lactacion materna prolongada, investigamos se esta produciria
cambios persistentes na homeostase enerxetica, e investigamos 0s mecanismos moleculares
subxacentes. Os resultados amosan que o destete retrasado nas crias protéxeas fronte a
obesidade inducida pola dieta na idade adulta, a través de un aumento da termoxénese do tecido
adiposo marron e do gasto enerxético. Estes efectos da lactacion prolongada estan mediados
polo aumento da producion hepética de FGF21 e do seu acceso 6 hipotadlamo. A nivel central,
FGF21 activa as neuronas GABAérxicas que expresan o0 receptor 2 da dopamina na area
hipotaldmica lateral e na zona incerta. Concluimos que a lactacion materna prolongada protexe
fronte & obesidade a través de cambios fisioloxicos duradeiros que involucran a comunicacion
entre figado, hipotalamo e tecido adiposo marron.
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ABREVIATURAS, ACRONIMOS Y ANGLICISMOS

AAV: adenovirus adeno-asociado, adeno-associated viruses

ABCD: enfermedad cronica basada en la adiposidad, adiposity based chronic disease
Ad: adenovirus, adenovirus

ADN: acido desoxirribonucleico
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AgRP: péptido similar a agouti, a agouti related protein
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AMP: adenosin monofosfato, adenosine monophosphate

AMPK: proteina kinasa activada por AMP, AMP-activated protein kinase
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transcript
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of obesity
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ENT: enfermedades no transmisibles
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FDG: fluorodesoxiglucosa, fluorodeoxyglucose

FGF21: factor de crecimiento de fibroblastos 21, fibroblast growth factor 21

FGFR1: receptor 1 de FGF21, FGF21 Receptor 1

FOV: campo de vision, field of view

FRET: resonancia de transferencia de energia fluorescente, Resonance Energy Transfer
GABA: acido gamma aminobutirico, gamma amino butyric acid

GFP: proteina fluorescente verde, green fluorescent protein

GTT: prueba de tolerancia a la glucosa, glucose tolerance test

HDACS3: histona desacetilasa 3, histone deacetylase 3

HFD: dieta alta en grasa, high fat diet

HPRT1: fosforribotransferasa hipoxantina 1, hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
ICV: intracerebroventricular

IMC: indice de masa corporal

IL6: interleuquina 6, interleukin 6

IP: intraperitoneal

ITT: prueba de tolerancia a la insulina, insulin tolerance test

IV: intravenoso

JAK-STAT: Janus quinasa -transductor de sefial y activador de la transcripcién, Janus kinase
-signal transducer and activator of transcription

KD: silenciado, knockdown

KO: delecionado, knockout

L: mediolateral

LA: actividad locomotora, locomotor activity

LEPR: receptor de leptina, leptine receptor

LHA: nlcleo lateral hipotalamico, lateral hypothalamic nucleus

MBH: nucleo mediobasal (VMH+ARC) hipotalamico, mediobasal hypothalamic nucleus
MCH: hormona concentradora de melanina, melanin concentrating hormone
MCHRL1/2: receptor de MCH 1/2, MCH receptor 1/2

MC3/4R: receptores de melanocortinas 3/4, melanocortin receptors 3/4

ME: eminencia media, median eminence

microARN: micro &cido ribonucleico

MLEM: maximizacién de la expectativa de maxima verosimilitud, maximum likelihood
expectation maximisation

NE: norepinefrina, norepinephrine

NEFA: &cido graso no esterificado, non-esterified fatty acid

NPY: neuropéptido Y, neuropeptide Y

OCDE: organizacion para la cooperacion y el desarrollo econémico

OMS: organizacion mundial de la salud (WHO “world health organization”)

OX: orexina, orexin

OX-A/B: orexina A/B, orexin A/B

OX-1R: receptor de orexina 1, orexin 1 receptor

OX-2R: receptor de orexina 2, orexin 2 receptor

PBS: solucion salina tamponada con fosfato, phosphate buffered saline

PBST: solucion salina tamponada con fosfato, 0,1% detergente Tween® 20, phosphate-
Buffered Saline, 0,1% Tween® 20 detergent

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, polymerase chain reaction
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PET: tomografia por emision de positrones, positron emission tomography

PET-CT: tomografia por emision de positrones-tomografia computarizada, positron emission
tomography-computed tomography

PFU: unidades formadoras de placa, plate-forming units

PGCla: coactivador 1a de PPARYy, PPARYy coactivator I alpha

POMC: proopiomelanocortina, proopiomelanocortin

PPARa: receptor activado por proliferador de peroxisomas o, peroxisome proliferator-
activated receptor a

PTT: prueba de tolerancia al piruvato, piruvato tolerance test

PVDF: fluoruro de polivinilideno, polyvinylidene fluoride

PVH: ndcleo paraventricular hipotaldmico, paraventricular hypothalamic nucleus

gPCR: PCR cuantitativa, PCR quantitative

RIPA: tampon de lisis de radioinmunoprecipitacion, radioimmunoprecipitation lysis buffer
ROS: especies reactivas del oxigeno, reactive species of oxygen

RQ: tasa de respiracién metabolica, respiratory quotient

SB: tampon de carga, sample buffer

SC: subcutaneo, subcutaneous

SDS: dodecil sulfato sédico, sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis

SEM: error estandar de la media, standard error of the mean

SF1: factor esteroidogénicol, steroidogenic factor-1

shRNA: &cido ribonucleico de cadena corta, short hairp ribonuclei acid

SIRTL: sirtuina 1, sirtuin 1

SNC: sistema nervioso central

SNS: sistema nervioso simpético

SUV: valor de absorcion estandarizado, standardised uptake value

SW: lactancia estandar y destete estandar, standard weaning

TEMED: tetrametiletilendiamina, tetramethylethylenediamine

TG: triglicéridos, triglycerides

TNFa: factor de necrosis tumoral o, tumor necrosis factor a

TRH: hormona liberadora de tirotropina, thyrotropin-releasing hormone

Tris: Hidrocloruro de tris (hidroximetil) aminometano, tris(hydroxymethyl)aminomethane
hydrochloride

T3: triyodotironina, triiodothyronine

UCPL1: proteina de desacoplamiento 1, uncoupling protein-1

UE: union europea

vCO:: volumen de didxido de carbono

VMH: nlcleo ventromedial hipotaldmico, ventromedial hypothalamic nucleus

vO2: volumen de oxigeno

WAT: tejido adiposo blanco, white adipose tissue

WT: fenotipo salvaje, wild type

Z1: zona incerta, zona incerta

B3-ARs: receptores adrenérgicos B3, f3-adrenergic receptors

18F-FDG: fluorodesoxiglucosa (2-[18F]-fluoro-2-deoxi-D-glucosa)
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1. OBESIDAD

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la obesidad como una acumulacion
anormal y excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud. Actualmente la obesidad
es prevalente tanto en paises desarrollados, como en los paises en vias de desarrollo. La
obesidad es uno de los mayores desafios de salud publica del siglo XXI, ya que el nimero de
afectados continta aumentando a un ritmo alarmante, provocando al menos 2,8 millones de
muertes cada afo.

Segun la OMS se ha estimado que entre 1975y 2016, la prevalencia mundial de la obesidad
se ha casi triplicado, en 2016 méas de 1900 millones de adultos tenian sobrepeso, de los cuales,
mas de 650 millones eran obesos. En general, en 2016 alrededor del 13 % de la poblacion adulta
mundial (un 11 % de los hombres y un 15 % de las mujeres) eran obesos.

En la sociedad actual se ha producido un aumento a la accesibilidad de los alimentos
ultraprocesados e hipercaldricos, junto con un bajo gasto energético (EE) caracteristico del
estilo de vida moderno, donde encontramos cada vez mas sedentarismo debido a muchas formas
de trabajo, nuevos modos de transporte y la creciente urbanizacion. Por todo ello desde la OMS
se han realizado acuerdos para intentar frenar el sobrepeso y la obesidad a nivel mundial. Ya
en 2004 la Asamblea Mundial de la Salud adopt? la “Estrategia Mundial de la OMS sobre Dieta,
Actividad Fisica y Salud” y en 2011 se reconocié de nuevo en una declaracién politica sobre
las enfermedades no transmisibles (ENT). Esta estrategia describe las acciones necesarias para
apoyar las dietas saludables y la actividad fisica regular, e insta a tomar medidas a nivel
mundial, regional y local para mejorar las dietas y los patrones de actividad fisica a nivel
poblacional. Ademas, el “Plan de accion mundial sobre la actividad fisica 2018-2030: personas
mas activas para un mundo mas saludable” proporciona acciones politicas eficaces y factibles
para aumentar la actividad fisica en todo el mundo.

A nivel europeo este aumento también se refleja, donde la prevalencia de sobrepeso y
obesidad en el afio 1975 eran aproximadamente del 10 y el 5 % respectivamente, mientras que
en 2016 estos valores se han triplicado [1]. La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico (OCDE) en 2019 publico un informe titulado “The heavy burden of obesity”, en el
que se presentan los datos de prevalencia de sobrepeso y obesidad de 52 paises, ordenados en
rankings, en la que se informa que en Espafia la prevalencia de obesidad y sobrepeso en adultos
es del 53 % [2].

La obesidad es por tanto un proceso de enfermedad frecuente, grave, complejo, recurrente
y crénico que representa un importante problema de salud publica. La acufiacion de la obesidad
como una enfermedad cronica basada en la adiposidad (ABCD) es de particular relevancia en
linea con la propuesta de “The European Asociation for the Study of Obesity” (EASO) de
mejorar los criterios diagnodsticos de la Clasificacion Internacional de Enfermedades para la
obesidad en funcion de tres dimensiones: etiologia, grado de adiposidad, y riesgos para la salud.
El indice de masa corporal (IMC) como medida unica de la obesidad no refleja toda la
complejidad de la enfermedad. Las complicaciones de la obesidad estan determinadas
principalmente por dos procesos patoldgicos, es decir, las fuerzas fisicas (enfermedad de la
masa grasa) y las respuestas endocrinas e inmunitarias (enfermedad de la grasa enferma), que
estan incrustadas en un contexto cultural y fisico que conduce a una etapa ABCD especifica

[3].
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1.1. OBESIDAD INFANTIL

La obesidad infantil es un problema ain méas impactante, ya que aparte de ser un problema en
la infancia, constituye en si misma un factor de riesgo para ser un adulto con obesidad. Ademas
de estos mayores riesgos futuros, los nifios obesos sufren dificultades respiratorias, mayor
riesgo de fracturas e hipertension, y presentan marcadores tempranos de enfermedades
cardiovasculares, resistencia a la insulina y efectos psicologicos. Por lo que es importante la
deteccion precoz del exceso de peso y su prevencién durante la infancia para lograr mayor
impacto en la salud.

Se ha estimado que 41 millones de nifios menores de cinco afios, y mas de 340 millones de
nifios y adolescentes (de 5 a 19 afios) tienen sobrepeso u obesidad. La prevalencia del sobrepeso
y la obesidad en nifios y adolescentes aument6 de manera similar en ambos sexos: un 18 % de
nifias y un 19 % de nifios con sobrepeso en 2016, y si se mantienen las tendencias actuales, se
prevé que aumentara a 70 millones para 2025 [4].

En este contexto, la Region Europea de la OMS, tras la Conferencia Ministerial Europea
contra la Obesidad en 2006, la “Childhood Obesity Surveillance Initiative” (COSI), promovid
un sistema concordado de vigilancia de la obesidad infantil [5]. Espafia participa en la iniciativa
COSI a través del “Estudio de ALimentacion, Actividad fisica, Desarrollo INfantil y Obesidad”
(ALADINO) impulsado por el Observatorio de la Nutricion y de Estudio de la Obesidad en
cuatro rondas (2011, 2013, 2015 y 2019). Después de los realizados en 2011, 2013 y 2015, en
el Gltimo trimestre de 2019 se realiz6 un estudio descriptivo transversal de las medidas
antropométricas obtenidas por medicion directa y de factores asociados obtenidos mediante
cuestionarios en una muestra de 16.665 escolares, representativa de la poblacion escolar de 6 a
9 afios residente en Espafa, obtenida de forma aleatoria [6].

En este informe se presenta la prevalencia de sobrepeso y obesidad en los escolares de 6 a
9 afios en Espafia en 2019, segln edad y sexo y la descripcion de la situacién ponderal de los
escolares en funcién del nivel socioecondmico, la actividad fisica y los habitos alimentarios.
Los resultados muestran una estabilizacion dentro de la tendencia descendente de la prevalencia
de exceso de peso infantil y subrayan la necesidad de seguir impulsando politicas para promover
habitos saludables entre los escolares y su entorno, tanto familiar como escolar, contando con
toda la sociedad, para mejorar la salud de los ciudadanos, y muy especialmente de los méas
jovenes [6].

1.2. ETIOLOGIA DE LA OBESIDAD

Se considera a la obesidad como un trastorno metabolico que conduce a una excesiva
acumulacion de energia en forma de grasa corporal. Este desequilibrio energético puede ser
resultado de la ingesta de energia excesiva a través de la alimentacion y/o de la reduccién del
EE, como consecuencia de un estilo de vida sedentario, por ejemplo, por exceso uso de
televisién, del ordenador o de los videojuegos, y una actividad fisica insuficiente. Ademas de
la energia ingerida, cabe tener en cuenta también la calidad nutricional de los alimentos
ingeridos.

La obesidad se ha considerado durante mucho tiempo como el resultado de una falta de
disciplina y esfuerzo para reducir la ingesta de calorias y aumentar la actividad fisica, lo que ha
llevado a una estigmatizacion social relacionada con el peso de las personas afectadas [7]. Sin
embargo este es un problema de salud importante porque predispone a los individuos a
desarrollar comorbilidades, una serie de ENT, incluyendo hipertension, dislipidemia,
enfermedad coronaria, diabetes mellitus de tipo 2 (DMT?2), accidente cerebrovascular, cancer
y osteoartritis y una esperanza de vida acortada mientras afecta la calidad de vida [8].
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Una amplia investigacion tanto en humanos como en varios sistemas de modelos murinos
en las ultimas décadas ha revelado que existe una interaccion compleja de genes y factores
ambientales que impactan el control del sistema nervioso central (SNC) de la ingesta de
alimentos y la energia, siendo la obesidad una patologia multifactorial. EI SNC desempefia un
papel clave en la deteccion y el control del estado energético del organismo [9], y el hipotalamo
en particular, que es el mayor regulador e integrador de la homeostasis energética de todo el
cuerpo.

1.3. TRATAMIENTO DE LA OBESIDAD

La prevalencia de sobrepeso y obesidad en nuestra sociedad causa un efecto importante en la
salud y representa una importante carga socioecondmica [10]. Por lo que la primera estrategia
se basa en la modificacion del estilo de vida, adquiriendo habitos de vida saludable, lo cual
implica seguir dietas equilibradas que reduzcan la ingesta calorica, acompafado de ejercicio
fisico que reduzca el sedentarismo caracteristico de la sociedad actual. Es fundamental que
todas las estrategias de tratamiento que se apliquen vayan acompafiadas de esta primera linea
de intervencion [11-15]. La finalidad del cambio en el estilo de vida es reducir la ingesta de
energia y aumentar el EE, este nuevo estilo de vida debe mantenerse en el tiempo para que sea
efectivo. Sin embargo, estas directrices son dificiles de llevar a cabo para la poblacién con
obesidad y generalmente terminan con un efecto rebote y consiguiente aumento de peso
adicional [16].

La segunda estrategia es la farmacoterapia, pero su éxito hasta el momento ha sido limitado,
ya que una intervencion farmacoldgica efectiva debe proporcionar una pérdida de peso
sustancial y evitar efectos adversos. En la actualidad se esta trabajando en el desarrollo de
nuevos farmacos que actten a nivel del SNC y/o sobre sefiales periféricas procedentes del tejido
adiposo y del tracto gastrointestinal, y se esta centrando en terapias combinadas prometedoras,
pero aun es necesario mas ensayos controlados formales, siendo el eje intestino-cerebro uno de
los objetivos mas prometedores en el tratamiento de la obesidad [17-20].

La tercera estrategia son las intervenciones de cirugia bariatrica y metabolica que son
respaldadas por muchas sociedades internacionales para ser un tratamiento eficaz para la
pérdida de peso, que también ofrece una mejora significativa en las comorbilidades asociadas
como DMT?2. Esta estrategia se reserva tan solo para los casos de obesidad morbida. Dado que
la cirugia bariatrica es el tratamiento que presenta mayor efectividad frente la obesidad esto
sugiere que las sefiales procedentes del tracto gastrointestinal son cruciales para la regulacion
del balance energético del organismo [20-22], aunque los enfoques quirdrgicos son métodos
eficaces para combatir la obesidad, las limitaciones de estas intervenciones hacen que estén
restringidas a una pequefia porcién de la poblacion obesa [21, 23]. Todos estos hechos
promueven la bisqueda de nuevos tratamientos farmacologicos.

En cuanto a la obesidad infantil la terapia farmacoldgica es limitada y solo esta permitida
en nifios con edades superiores a 10-12 afios, dependiendo del farmaco empleado, mientras que
la cirugia bariatrica se realiza tan solo en adolescentes y en casos de obesidad severa, por lo que
es fundamental combatir la obesidad infantil con un cambio en el estilo de vida [15, 24, 25].

En consonancia con el papel esencial que se cree que desempefian los acontecimientos
neonatales en el neurodesarrollo y en las respuestas conductuales posteriores en la edad adulta,
el rapido aumento de la prevalencia de la obesidad también puede ser el resultado de
determinantes de la vida temprana [26]. Entre estos determinantes se encuentran la dieta
materna y la alimentacién neonatal.
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2. HOMEOSTASIS ENERGETICA

En 1860 el fisidlogo Claude Bernard (1813-1878) describi¢ la capacidad que tiene el organismo
para mantener y regular sus condiciones internas, fue la primera vez que aparecié el concepto
de equilibrio del medio interno de un organismo. Este equilibrio es critico para asegurar el
funcionamiento adecuado del cuerpo, puesto que si las condiciones internas estan desreguladas,
el individuo puede sufrir grandes dafios o inclusive la muerte [27].

Posteriormente, en 1929 Walter B. Cannon (1871-1945) acufi¢ la palabra “homeostasis”
(homeo- constante + stasis- mantener) para describir los mecanismos que mantienen constantes
las condiciones del medio interno de un organismo, a pesar de grandes oscilaciones en el medio
externo. Esto lo encontramos en funciones como la presion sanguinea, temperatura corporal,
frecuencia respiratoria y niveles de glucosa sanguinea, entre otras, son mantenidas en un
intervalo restringido alrededor de un punto de referencia, sin que influya los cambios de las
condiciones externas [28].

La homeostasis es la tendencia de
un organismo a mantener un estado (-o-)
interno estable, esto supone que el
equilibrio energético entre la energia

- o GASTO
suministraday d|S|pada_es _es_table. Para ENERGETICO
algunos autores, esto significa que las INGESTA TERMOGENESIS
reservas de energia se mantienen ENERGETICA EJERCICIO

METABOLISMO BASAL

constantes a lo largo de la vida util.
Este sistema es perfectamente
apropiado en las  condiciones @
ambientales que los seres humanos
encontraron durante la mayor parte de
su historia. Sin embargo, en las

caracteristicas  actuales  favorecen » .
Imagen 1. Balance energético y regulacion de la masa

aIteram_ones de la _h_orr_leosta3|s, corporal. Esquema general del balance energético. Cuando
produciendo un desequilibrio en el se produce un desequilibrio se origina la obesidad (mayor

balance energético del organismo y ingesta energétical) o desnutricion (mayor EE).

. . Fuente: elaboracion propia con licencia de BioRender.
dando origen a la obesidad (Imagen 1)
[29, 30].

3. REGULACION DE LA HOMEOSTASIS ENERGETICA POR EL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

La homeostasis energética, crucial para el mantenimiento de la salud en un organismo, esta
controlada con precision por el SNC que recibe e integra sefiales de estado energético de la
periferia y elabora una respuesta modulando la ingesta de alimentos y el EE [31].

El mantenimiento del peso corporal dentro de los limites saludables, implica el
establecimiento del equilibrio entre la energia derivada de la ingesta de alimentos y el EE,
regulado por la funcién homeostatica. Esta coordinacién requiere un manejo complejo e
integrado de las diferentes sefiales periféricas que estan activadas por neurocircuitos ubicados
en diferentes areas del cerebro esenciales para la regulacion de la homeostasis energética [32].
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El metabolismo energético y la ingesta estan regulados por redes neuronales en el SNC,
que responden a las sefiales metabdlicas circulantes [33-36].

El principal centro regulador de la homeostasis energética es el hipotalamo que actia como
coordinador en la regulacion del metabolismo energético, integrando sefiales periféricas,
sefiales neuronales de saciedad y del estado nutricional, ademas de la propia deteccién de
nutrientes. A continuacion, procesa estas sefiales y genera respuestas adecuadas dependiendo
del estado energético del organismo [37].

Existen sistemas de regulacion a corto y largo plazo para el control de la ingesta. Los
sistemas a corto plazo controlan la cantidad de alimento ingerido y el nimero y duracion de las
comidas; las sefiales indicadoras de apetito (ghrelina) y de saciedad (colecistoquinina, péptido
similar al glucagén tipo 1, el péptido Y, etc.) son producidas por el tracto gastrointestinal. Por
el contrario, las sefiales indicadoras del estado nutricional a largo plazo permiten asegurar el
mantenimiento de los depdsitos de energia del organismo y son producidas por el tejido adiposo
(Ieptina, adiponectina, resistina, etc.) [38-40].

El hipotadlamo es una pequefia region diencefalica que se localiza debajo del talamo y que
esta considerada como el centro neuroendocrino, coordinando comportamientos anorexigénicos
y orexigénicos a través de interconexiones de sus poblaciones neuronales con otras regiones
cerebrales implicadas en el apetito y la saciedad. Ademas, regula otras funciones como la
temperatura corporal, la secrecion hormonal, la reproduccion, la lactancia, el ciclo suefio-
vigilia, y la funcién cardiovascular, entre otros [41-43].

3.1. NUCLEOS HIPOTALAMICOS

Desde el punto de vista anatémico, el hipotdlamo esta organizado en poblaciones neuronales
definidas llamados nucleos (Imagen 2). Los nucleos hipotalamicos estan interconectados entre
si a través de proyecciones axonales, formando una red de circuitos neuronales que permite
realizar un control muy riguroso del metabolismo energético del organismo.

3.1.1. Nducleo arcuato hipotalamico

El nacleo arcuato (ARC) esté situado en la zona ventral del hipotalamo préximo a la
eminencia media (ME) donde la barrera hematoencefalica (BHE) es semipermeable. Este hecho
permite el paso de numerosas sefiales circulantes periféricas transportadas por el fluido
cerebroespinal, pudiendo asi responder rapidamente a fluctuaciones hormonales y nutricionales
en el organismo [44].

Este nucleo esta constituido por las neuronas anorexigénicas y las neuronas orexigénicas
[45]. En términos generales, las neuronas anorexigénicas proopiomelanocortina (POMC) vy las
neuronas orexigénicas péptido similar a agouti (AgRP) tiene funciones fisioldgicas opuestas y
la interaccion entre ambas poblaciones neuronales regula el sistema de melanocortinas,
responsable de la regulacion del apetito y del EE [46]. POMC activa los receptores de
melanocortinas mientras que AgRP los inactiva. Ademaés, la mayoria de las neuronas del ARC
expresan los receptores de la leptina (LEPR) [47] y de la insulina [48] y ambas hormonas
inhiben la actividad de las neuronas NPY (Neuropéptido Y)/AgRP [49]. Por el contrario, estas
neuronas son estimuladas por ghrelina [50, 51]. En sentido opuesto, las neuronas
POMC/transcrito regulado por cocaina y anfetamina (CART) son activadas por leptina e
insulina [52, 53] e inhibidas por ghrelina [54].

Las neuronas del ARC estan estrechamente conectadas a otras subpoblaciones neuronales
especializadas dentro del hipotalamo, pero también a varias regiones cerebrales extra-
hipotalamicas, lo que permite una respuesta conductual coordinada [36].

37



VERONICA LORENA PENA LEON

3.1.2. Nucleo ventromedial hipotalamico

El ntcleo ventromedial (VMH) fue denominado como “centro de la saciedad” en los afios
40, al comprobarse que lesiones bilaterales en este ndcleo causaban hiperfagia y obesidad. El
VMH se caracteriza por ser un elemento integrador de sefiales periféricas ya que tiene
numerosas conexiones neuronales con otros nucleos hipotalamicos y con otras areas del cerebro
implicadas en el comportamiento alimenticio (amigdala, nucleo anterior, ME) y también recibe
proyecciones axonales del nicleo ARC [44, 55]. Ademas, estd implicado en un gran nimero de
funciones homeostaticas y comportamentales como el comportamiento sexual femenino, la
alimentacion, el balance energético y la funcién cardiovascular [56]. En el VMH se expresa el
factor esteroidogenico 1 (SF1) y se ha visto que ratones knockout (KO) en este factor de
transcripcion presentan obesidad e incluso pueden llegar a tener el doble de su masa corporal
normal [57]. Asimismo, en el VMH existen neuronas sensibles a la glucosa que responden en
situaciones de hipoglucemia y se ha descrito también una elevada expresion de LEPR [56, 58].
Ademas, en este nucleo se expresa el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) que
también esta implicado en la regulacion de la ingesta y la masa corporal [59, 60], la expresion
de este factor esta regulada por los nutrientes y por sefiales asociadas a éstos, como son la
glucosa y la leptina [61, 62]. Este nucleo ademas se considera uno de los principales nicleos
reguladores del control del EE mediante la modulacion de la termogénesis en el tejido adiposo
marrdn (BAT) por la inhibicion de la quinasa activada por AMP (AMPK) [31, 63, 64].

3.1.3. Nucleo dorsomedial hipotalamico

El ndcleo dorsomedial (DMH) esta implicado en maltiples procesos fisioldgicos tales como
el apetito, la termorregulacion, los ritmos circadianos y el estrés [37, 65-67]. Desde el ARC,
este nucleo recibe terminaciones axonales de neuronas NPY/AgRP y envia proyecciones al
nucleo lateral hipotaldmico (LHA), VMH vy nucleo paraventricular hipotalamico (PVH) [68,
69].

Las neuronas de este ndcleo hipotaldmico expresan NPY, y su expresion se incrementa en
situaciones de hiperfagia como es la obesidad inducida por dieta (DIO) [70-72]. Recientemente
un grupo demostrd que el DMH es clave en la respuesta a la obesidad crénica inducida por la
dieta [73].

3.1.4. Nucleo paraventricular hipotalamico

El PVH esté situado en el hipotdlamo anterior, en la parte superior del tercer ventriculo.
Recibe numerosas proyecciones desde otras regiones hipotalamicas, como de las neuronas
AgRP y POMC del ARC [74]; y manda proyecciones hacia el tronco encefalico jugando un
papel importante en la modulacion de la ingesta. Este nucleo tiene gran importancia como
integrador de la homeostasis energética y controla el eje hipotalamo-hipoéfisis-tiroides mediante
la produccién de la hormona liberadora de tirotropina (TRH), la cual presenta propiedades
anorexigénicas y participa en la regulacion del balance energético [75]. Entre los neuropéptidos
sintetizados en el nucleo PVH vinculados con el control de la ingesta destaca la hormona
liberadora de corticotropinas (CRH), que tiene efectos anorexigénicos [55]. Ademas, las
neuronas de este nucleo expresan niveles elevados de los receptores de melanocortinas 3y 4
(MC3/4R) [75].

3.1.5. Nucleo lateral hipotalamico

El LHA es central para la orquestacion de estados de suefio-vigilia, alimentacion, equilibrio
energético y comportamiento motivado. Ya desde los afios 50 se considera el “centro del
hambre” del hipotalamo, ya que lesiones en esta area hipotaldmica provocan una reduccion en

38



INTRODUCCION

la ingesta conduciendo en algunos casos a inanicion y muerte [76]. Este nucleo se caracteriza
por estar formado por poblaciones neuronales que secretan neuropéptidos orexigenicos, tiene
gran importancia ya que ademas de estar implicados en la regulacién de la ingesta y el peso
corporal, también intervienen en el sistema mesolimbico de recompensa modulando la parte
hedonica de la ingesta [77]. Los principales neuropéptidos orexigénicos que se localizan en el
LHA son orexina (OX) [24] y la hormona concentradora de melanina (MCH).

Neuronas OX: la OX es un neuropéptido orexigénico que se origina de una preproorexina,
que da lugar a dos isoformas, la orexina A (OX-A) y la orexina B (OX-B). Se han identificado
dos receptores de OX acoplados a proteina G, el receptor de orexina 1 (OX-1R) y el receptor
de orexina 2 (OX-2R) [78]. Se ha descrito que la administracion de OX-A y OX-B incrementa
la ingesta y que el ayuno produce un incremento en la expresion de preproorexina [42, 78].
Ademas, la leptina juega un papel muy importante en la regulacion de OX, ya que inhibe su
actividad [79, 80]. Estas neuronas representan un modulador crucial de la tasa metabdlica y de
la termogénesis [81], ya que proyectan hacia las neuronas simpaticas del nacleo del rafe palido
incrementando la termogénesis del BAT en ratas [82, 83].

Neuronas MCH: estas neuronas son las encargadas de producir la MCH. En humanos se
han identificado dos receptores de MCH, MCHR1 y MCHR2, mientras que en roedores
solamente se expresa el MCHR1. Se ha demostrado que tanto los animales sometidos a ayuno
como animales ob/ob (roedor genéticamente que no produce la hormona leptina 1, es
extremadamente obeso y tiene muchos de los defectos metabdlicos [84]) presentan niveles
elevados de MCH y que la inyeccion de esta hormona en este nucleo incrementa la ingesta de
alimentos en ratas [85, 86]. Estos efectos son revertidos por la administracion de leptina.
Ademas, se ha descrito que los ratones KO para MCHRL tienen el EE y la actividad locomotora
(LA) incrementados y que son resistentes a la DIO [44, 86, 87], mientras que los ratones que
sobreexpresan este neuropéptido son obesos y resistentes a insulina [88].

La MCH es un neuropéptido ciclico de 19 aminoacidos que se sintetiza exclusivamente en
el nucleo lateral hipotalamico y en la zona
incerta (ZI) y que se ha implicado en la
regulacion del equilibrio energético [89]. La
Zl es una region subtalamica, contigua o ¢
LHA ,que tiene amplias conexiones en todo el 7 B I

cerebro [90]. eI e
Colectivamente, el LHA actla como un e
centro para la integracion de diversas sefiales
centrales y periféricas y, a través de
complejos circuitos de salida locales y de
largo alcance, coordina las respuestas de
comportamiento  adaptativas al medio
ambiente. A pesar de los enormes progresos
en nuestra comprension del LHA, definir la
identidad de los tipos de células LHA VMH VMH
funcionalmente discretos, y sus roles en la

conduccién de comportamientos complejos,
siguen siendo desafios significativos en el /3y
campo [91-94]. | 2. Nicleos hipotal ARC, VMH, DMH
: : magen 2. Nucleos hipotalamicos: R , R
El LHA es un centro de varios tipos de PVH. LHA) junto con la ZI.

células, dividido a grandes rasgos en doS  Fuente: elaboracién propia con licencia de
grandes poblaciones relacionadas con la  BioRender.

PVH W PVH

DMH DMH
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alimentacion: las neuronas que productoras de glutamato (glutamatérgicas) y las neuronas
productoras de acido gamma aminobutirico (GABAEérgicas) [92, 95]. La activacion de las
neuronas glutamatérgicas conduce a la reduccion de la ingesta de alimentos y es aversiva [96].
Por el contrario, la estimulacion de las neuronas GABAGérgicas es gratificante y produce una
ingesta voraz tanto de alimentos con valor nutricional [96, 97], aumentan la percepcion del
estimulo mas cercano e inducen la recompensa [98]

Cabe destacar que tal como hemos explicado el hipotdlamo controla el metabolismo
energético de los tejidos periféricos, por lo que es importante seguir investigando sobre los
diferentes mecanismos por los que realiza esta funcion. En este sentido, se ha observado que,
en diferentes nucleos del hipotalamo, entre ellos el LHA, se expresan receptores de dopamina.
La sefializacion de la dopamina es una parte crucial del sistema de recompensa del cerebro y
puede afectar al comportamiento alimentario.

La dopamina tiene la capacidad de modular el consumo de alimentos tanto por la via de la
recompensa (heddnica) como por la via hipotalamica (homeostatica) [99]. EI aumento de la
sefializacion dopaminérgica central se asocia a menudo con la estimulacion de la alimentacion,
mientras que su disminucion tiene el efecto contrario; sin embargo, en el hipotalamo, los efectos
sobre la ingesta de alimentos dependen del area hipotaldmica a la que se dirija [100, 101].

3.2. SISTEMA DOPAMINERGICO EN EL METABOLISMO ENERGETICO

El sistema dopaminérgico desempefia papeles importantes en la neuromodulacién, como el
control motor, la motivacién, la recompensa, la funcién cognitiva, los comportamientos
maternos y reproductivos. Las vias de sefializacion dopaminérgicas son cruciales para el
mantenimiento de procesos fisiol6gicos y una actividad desequilibrada puede conducir a
disfunciones relacionadas con distintas patologias [102].

La dopamina es un neurotransmisor sintetizado tanto en el SNC como en la periferia. Los
receptores de dopamina se expresan ampliamente en el organismo (cerebro, rifion, glandulas
suprarrenales, ganglios simpaticos, tracto gastrointestinal, vasos sanguineos, corazon) y pueden
actuar a través de diversos mecanismos de sefializacion que implican acoplamiento alternativo
de proteina G o a través de mecanismos independientes de proteinas G, a través de interacciones
con canales de iones o proteinas que estan caracteristicamente implicados en la
desensibilizacion de receptores, como B-arrestinas [103].

Existen cinco tipos de receptores de dopamina: D1R, D2R, D3R, D4R y D5R [99, 104]
implicados en las diferentes funciones desempefiados por el sistema dopaminérgico. La
regulacién de la ingesta es una de las funciones reguladas por la sefializacion de dopamina a
través de D1R [105-107] y D2R [99, 104, 108, 109]. El aumento de la sefalizacion
dopaminérgica central a menudo se asocia con la estimulacién de la alimentacidn, mientras que
su disminucion tiene el efecto contrario; sin embargo, en el hipotalamo, el efecto sobre la
ingesta de alimentos depende de la zona hipotalamica implicada [100].

3.3. RECEPTOR DE DOPAMINA 2

Uno de los receptores en el que nos centramos en la presente tesis doctoral es D2R. Estudios
previos han descrito que el bloqueo cronico del D2R produce un incremento en la ingesta 'y en
el peso corporal en ratas hembray se ha visto que pacientes tratados con farmacos antipsicoticos
bloqueantes del D2R presentan un incremento del apetito, ganancia de peso y desarrollo de
DMT2 [110, 111]. También se ha reportado que individuos obesos e individuos con obesidad
morbida poseen niveles inferiores de D2R, asi como de sus funciones [112]. Pero, sobre todo,
tanto el D2R como sus agonistas, la bromocriptina (BC) y la cabergolina, presentan una gran
relevancia clinica, ya que han sido ampliamente usados en el tratamiento de prolactinomas. En
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concreto, desde el afio 2009, la BC ha sido aprobada en Estados Unidos como terapia
complementaria para la DMT2 [113]

Recientemente en otra investigacion de nuestro grupo revelamos que la estimulacion
farmacologica o quimio-genética de las células que expresan el receptor de D2R en el LHA y
la ZI disminuye el peso corporal y estimula la actividad del BAT en roedores de una manera
independiente de la ingesta [101]. Mas concretamente, estas acciones estdn mediadas por la
estimulacion del D2R en las neuronas GABAGérgicas localizadas en el LHA y la ZI, lo que
activa el sistema nervioso simpatico (SNS) y, en ultima instancia, conduce al aumento de la
actividad termogénica del BAT y el EE. Estos resultados proporcionan informacion sobre el
lugar del cerebro y los mecanismos por los que la masa grasa disminuye en respuesta a la
estimulacion de la actividad del D2R del SNC, independientemente de las acciones
anorexigénicas [101].

En consonancia con los hallazgos realizados en roedores, en estudios retrospectivos y
prospectivos de pacientes con hiperprolactinemia, que fueron tratados con cabergolina
(agonista dopaminérgico) se muestra una reduccién del peso corporal y una mejora en el
metabolismo de la glucosa y los lipidos. La pérdida de peso se acomparfi6 de una reduccion de
la grasa corporal total y de la adiposidad visceral. Es interesante el hecho de que el agonismo
dopaminérgico logrado por el tratamiento con cabergolina en pacientes con hiperprolactinemia
dio lugar a un aumento del EE, que esta positivamente correlacionado con la pérdida de peso.
Estos resultados pueden proporcionar una explicacion mecanicista de como los agonistas D2R
usados clinicamente acttan en el SNC para regular el equilibrio energético (Imagen 3) [101].

Bromocriptina %
(agonista de D2R) %
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HIPOTALAMO

-
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Imagen 3. Efecto de agonistas de D2R en LHA/ZI sobre el EE. Efecto de agonistas D2R en ratas y humanos
sobre el peso corporal, termogénesis y el EE.
Fuente: elaboracion propia con licencia de BioRender.
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3.4. TRANSPORTE DE HORMONAS Y METABOLITOS AL HIPOTALAMO

La BHE proporciona una interfaz fisiologica entre el SNC y la circulacion sistémica que permite
la entrada de nutrientes y ciertas moléculas de sefializacion y restringe la entrada de
microorganismos y particulas que pueden dafar el cerebro. Este limite permeable eficiente
permite el mantenimiento de la homeostasis del SNC y la correcta funcién de los circuitos
cerebrales. La BHE permite interacciones dindmicas entre los capilares sanguineos y la red
neuronal para proporcionar un control adecuado de las moléculas que se transporta. Aunque las
caracteristicas anatomicas de la BHE proporcionan una funcién protectora para el SNC contra
las neurotoxinas transmitidas por la sangre, limita en extremo la eficacia terapéutica de los
farmacos en el SNC, lo que dificulta enormemente el tratamiento de las principales
enfermedades cerebrales [114].

La BHE esta formada por la combinacion de células endoteliales cerebrales no fenestradas
que recubren las paredes de los vasos sanguineos del SNC, que, junto con los pericitos, las
neuronas y la glia constituyen la unidad neurovascular y confieren integridad a la BHE.

Anivel de la ME, la BHE esté& formada por capilares fenestrados que permiten un transporte
mas rapido de sustancias hacia los nucleos hipotaldamicos sensibles a los nutrientes que se
encuentran adyacentes. Ademas, en la ME también se encuentra un tipo de células
especializadas de la glia, denominadas tanicitos, que forman una barrera fisica para controlar el
trasporte correcto de nutrientes y hormonas metabolicas al parénquima cerebral [115, 116].

Diversas sefiales de la periferia directamente relacionadas con la regulacion de la
homeostasis energética atraviesan la BHE a través de diferentes mecanismos. Asi, la insulina
sistémica atraviesa la BHE mediante un sistema saturable [117] y se concentra principalmente
en el bulbo olfatorio y el hipotdlamo [118]. De manera similar, la leptina llega al cerebro a
través de un sistema saturable, que es independiente de la insulina y es altamente detectable en
el plexo coroideo, la ME y el ARC [119].

Las células endoteliales de la BHE también cuentan con sistemas de transporte de glucosa
[120]; &cidos grasos [121] y aminoacidos [122], y las variaciones en el estado energético del
organismo, como en el ayuno/alimentacion o enfermedades metabdlicas, pueden afectar la
funcion de tales sistemas de transporte [123].

Mientras que las sefiales metabolicas como la leptina y la ghrelina entran en el parénquima
de la ME por difusion pasiva a través de los capilares fenestrados [124, 125] para llegar a las
estructuras hipotalamicas mas profundas, estas sefiales requieren un transporte activo por parte
de los tanicitos [125, 126].

Los tanicitos forman la pared del tercer ventriculo y envian largas extensiones al
parénquima para contactar con los vasos sanguineos y las neuronas hipotalamicas. La formay
la ubicacion de los tanicitos los sitdan en una posicién ideal para conectar la periferia con los
compartimentos nerviosos centrales. En este sentido, los tanicitos controlan el transporte de
hormonas y metabolitos clave dentro y fuera del hipotalamo. Funcionan como sensores de la
homeostasis periférica para las redes reguladoras centrales [127, 128].

En este contexto, durante los Gltimos afios se ha logrado un importante avance en el
conocimiento del transporte de distintas sefiales desde la periferia al SNC mediante la
exploracién del mecanismo involucrado en la regulacion de los tanicitos. Los primeros datos
obtenidos de estudios centrados en los tanicitos hipotaldmicos han demostrado su papel en el
transporte de sustancias entre el tercer ventriculo y la ME [129]. Ademas, se demostrd que los
tanicitos responden a la produccién de hormonas y al suministro directo de hormonas a ciertos
sitios anatébmicos y a la circulacion sistémica [130]. Curiosamente, los tanicitos responden
rapidamente a la estimulacion sistémica, lo que sugiere que este tipo de célula en particular
podria desempefiar un papel en el control dinamico de la ME y la exposicién de areas
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adyacentes a factores sistémicos [131]. Recientemente se ha avanzado en la comprension de las
funciones que desempefian los tanicitos en la ME y el ARC [132, 133].

Estudios recientes han demostrado que, para responder a los constantes cambios en la
disponibilidad de nutrientes y hormonas en la circulacion, los tanicitos pueden modificarse
debido a su notable plasticidad. Durante los ciclos fisiolégicos de ayuno y alimentacion, estas
células sufren cambios tanto morfoldgicos como funcionales [132]. También en ciclos
patologicos como la DIO, la cantidad de gotas de lipidos aumenta considerablemente en los
tanicitos [134].

En la obesidad y en las condiciones metabolicas asociadas con el fenotipo obeso, las
neuronas hipotalamicas se ven afectadas por una respuesta inflamatoria local que se
desencadena en respuesta a los niveles excesivos de acidos grasos en la dieta. Recientes
evidencias sugieren que, al menos en parte, la actividad anomala de los tanicitos hipotalamicos
puede desempefiar un papel en la actividad neuronal defectuosa en la obesidad y afecciones
asociadas. Los estudios futuros deben centrarse en la identificacion de los mecanismos que
pueden proteger a los tanicitos de las anomalias inducidas por la dieta y el impacto de dicha
proteccion en la progresion de las enfermedades metabolicas [127, 135, 136].

A pesar de la evidencia acumulada que muestra que los tanicitos cuentan con los
componentes moleculares para participar en la deteccion y respuesta de nutrientes, no hay
suficientes estudios funcionales que relacionen la deteccion de nutrientes por los tanicitos con
las funciones hipotaldmicas, ni que resalten la relevancia de este proceso en un contexto
fisiol6gico y patologico [34, 137].

4. REGULACION DE LA HOI\/IEOSTASIS,ENERGETICA POR
HORMONAS PERIFERICAS QUE ACTUAN SOBRE EL SNC

4.1. TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo fue considerado inicialmente, un tejido pasivo con la funcion exclusiva del
almacenamiento energético, sin embargo, diversos estudios han demostrado que en realidad es
un 6rgano endocrino dinamico que regula activamente el comportamiento y el metabolismo.

La generacion y el mantenimiento del tejido adiposo son fundamentales para muchos
procesos metabdlicos y bioldgicos, como la regulacién del apetito, la homeostasis de la glucosa,
la sensibilidad a la insulina, la temperatura corporal y el equilibrio del peso corporal [138].

El tejido adiposo se encuentra en diversas localizaciones del cuerpo y comprende varios
depdsitos de grasa que pueden agruparse en subcutaneos (interescapulares o inguinales) y
viscerales (rodean los 6rganos internos, como los depdsitos retroperitoneales o gonadales) [138,
139]

Existen dos tipos de tejido adiposo, el tejido adiposo blanco (WAT) y BAT. EI WAT
funciona como un deposito de energia clave para otros 6rganos, mientras que el BAT consume
lipidos para la termogénesis adaptativa inducida por el frio. Los tejidos adiposos secretan varias
hormonas, citoquinas y metabolitos (denominados adipoquinas) que controlan el equilibrio
energético sistémico regulando las sefiales de apetito del SNC vy la actividad metabdlica de los
tejidos periféricos [140].

En respuesta a los cambios en el estado nutricional o necesidades metabdlicas, el tejido
adiposo experimenta una remodelacion dindmica, que incluye alteraciones cuantitativas y
cualitativas en las células del tejido adiposo. La remodelacion del tejido adiposo es un
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mecanismo complejo, pero bien orquestado, modulado por mdltiples tipos de células del tejido
adiposo que permiten la adaptacion a los cambios ambientales externos [140]. En este sentido,
los adipocitos blancos pueden tener caracteristicas termogénicas tipicas de los adipocitos
marrones mediante el browning (capacidad de transformar los adipocitos blancos en beige), y
también los adipocitos marrones acumular mas lipidos mediante el “blanqueamiento”. Ademas,
se ha observado otras propiedades de remodelacion como por ejemplo durante el embarazo y
la lactancia en la que WAT se trans-diferencia en glandulas que segregan la leche, compuestos
por células con abundantes lipidos citoplasmaticos (adipocitos rosados) y en el periodo de post-
lactancia los adipocitos rosados se trans-diferencian de nuevo en WAT. También se han
observado evidencias de liposecrecion in vitro donde adipocitos maduros se trans-diferencian
a células similares a los fibroblastos capaces de dar lugar a diferentes fenotipos [141].

Durante las Gltimas décadas, la investigacion sobre tejido adiposo se ha incrementado en
paralelo con la creciente incidencia de la obesidad. En este contexto, se ha hecho necesario el
estudio en profundidad sobre el desarrollo y la biologia de este tejido para poder explicar la
patogénesis de la obesidad. Estudios recientes muestran que los factores ambientales durante
las etapas prenatales y tempranas del desarrollo posnatal tienen la capacidad de programar la
estructura y funcion del tejido adiposo, con implicaciones para el desarrollo de la obesidad
[142]. A continuacion, explicaremos las caracteristicas del WAT y el BAT, asi como la
termogeénesis y el browning.

4.1.1. Tejido adiposo blanco

El WAT estad compuesto por los adipocitos blancos, que son células uniloculares con una
gran gota de lipidos y poco nimero de mitocondrias [143]. Aunque su desarrollo comienza
prenatalmente, de forma bastante singular, tiene la capacidad de crecimiento ilimitado a lo largo
de la edad adulta. Se distribuye en depdsitos localizados en distintas zonas del cuerpo que
presentan diferencias estructurales en cuanto a organizacion, tamafio celular y actividad
biologica. En funcion de su localizacion se clasifica en diferentes tipos como el visceral,
subcutaneo, perirrenal y perigonadal. Entre ellos destacan el visceral y el subcutdneo por su
papel en el desarrollo de la obesidad [144]. Asimismo, la distribucién del tejido adiposo
presenta dimorfismo sexual [145, 146].

El WAT juega un papel importante en el mantenimiento del balance energético. Los
triglicéridos (TG) pueden almacenarse en los adipocitos blancos durante la fase postprandial
por la lipogénesis o la captacion de lipidos, mientras que en situaciones de disminucion del
suministro de nutrientes o en estado de ayuno, los TG se movilizan por lipolisis [143, 147]

El WAT secreta hormonas implicadas en la regulacién de la homeostasis energética
denominadas adipoquinas, asi como proteinas capaces de coordinar el sistema inmune
conocidas como citoquinas. Ambas estan implicadas en el desajuste metabolico caracteristico
de la obesidad. Estas sefiales tienen accion endocrina, paracrina y autocrina, actuando por tanto
este tejido como un verdadero 6rgano endocrino [148-152]. La secrecion de adipoquinas se
encuentra regulada, entre otros factores, por el ayuno, la ingesta y la obesidad. Entre las
adipoquinas secretadas por WAT encontramos la adiponectina, la resistina, irisina, factor de
necrosis tumoral oo (TNFa) y la mas estudiada hasta el momento, la leptina.

En 1994 el grupo de Jeffrey Friedman identificé el gen de la leptina que codifica un
compuesto de polipéptido de 16 kDa (167 aminoacidos), llamado leptina [153]. La principal
fuente de leptina circulante son los adipocitos. La leptina esta presente en suero a niveles
directamente proporcionales a la cantidad de tejido adiposo [154, 155].

Se ha mostrado que la leptina presenta un efecto anoréxico, lo que la hace un factor de
saciedad en la regulacion de la homeostasis energética. Ademas, se ha demostrado que tiene
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otros efectos, como la regulacion de la homeostasis de glucosa, la regulacion de la respuesta
neuroendocrina a la inanicion estimula la produccion o supresion de otras hormonas y tiene un
impacto en la actividad del SNS y la funcion reproductiva [156-161].

La via de sefializacion de leptina comienza con la union de leptina a su receptor, situado
en oOrganos centrales y periféricos. Posteriormente, se describié el LEPR, expresado
abundantemente en el SNC, principalmente en el hipotalamo. Los receptores de leptina se
expresan en regiones cerebrales importantes para el equilibrio energético, como en
practicamente todos los ndcleos hipotalamicos. [162].

La sefializacion hipotalamica de leptina desempefia un papel central en el mantenimiento
de la homeostasis del peso corporal, ya que informa al cerebro del estado energético del cuerpo
y media sus efectos catabolicos a través de la transduccion de la sefial en areas hipotaldmicas.

Alteraciones en la sefializacion y sintesis de la leptina se han relacionado con la obesidad
y fallo en el metabolismo de la glucosa. Por ejemplo, la produccion deficiente de leptina
conduce a un fenotipo dramatico de obesidad como el mostrado en ratones ob/ob. De la misma
manera alteraciones en el receptor de la leptina dan lugar a fenotipo obeso en ratones db/db. En
humanos, la deficiencia de leptina, aunque no es muy comdn, resulta en hiperfagia, obesidad
grave y deterioro de la funcion inmune y retraso en la pubertad, que son tratados con
reemplazamiento de leptina [47, 163-165].

Los casos més frecuentes de obesidad humana se caracterizan por un estado de resistencia
a la leptina, en el cual, a pesar de presentar unos niveles elevados de leptina circulante, esta
leptina no ejerce su accion anoréxica. Esta resistencia no se explica claramente, pero las
hipdtesis generales sugieren que puede deberse a varios mecanismos tales como el transporte
reducido de leptina al cerebro consecuencia de una disminucion de la expresion del receptor o
sefializacion post-receptor deteriorada, sefializacion alterada de leptina en neuronas y circuitos
hipotaldmicos debido a la inactivacion de la via Janus quinasa -transductor de sefial y activador
de la transcripcion (JAK-STAT), estrés del reticulo endoplasmatico, e inflamacion, asi como
modificaciones epigenéticas [125, 166, 167].

4.1.2. Tejido adiposo marron

El BAT estd compuesto por adipocitos marrones, que son células adiposas multiloculares
con un contenido variado de gotas de lipidos y poseen un elevado nimero de mitocondrias
[168]. Este tipo de tejido es bien conocido por ser un 6rgano termorregulador clasicamente
importante en pequefios roedores y humanos neonatos, sin embargo, se descubri¢ recientemente
la importancia de este tejido a nivel metabolico también en humanos adultos. Asi se ha visto
que las regiones definidas de BAT funcionalmente activo estan presentes en los seres humanos
adultos, son mas frecuentes en las mujeres que en los hombres, y se ha determinado que la
cantidad de BAT esta inversamente correlacionada con el IMC, especialmente en los adultos,
lo que sugiere un papel potencial del BAT en el metabolismo humano adulto (Imagen4)[169,
170].

El BAT es un 6rgano especializado responsable de la termogénesis, un proceso necesario
para mantener la temperatura corporal. EI BAT esta regulado por el SNS, que activa la lipolisis
y el desacoplamiento mitocondrial en los adipocitos marrones [171]. La termogénesis sin
escalofrios es el proceso por el que el BAT aumenta la temperatura mediante la produccion de
calor [168]. Este ultimo proceso depende principalmente de la actividad de la proteina de
desacoplamiento 1 (UCP1) y de la actividad mitocondrial. Tanto la glandula suprarrenal como
los nervios simpaticos producen norepinefrina (NE), un tipo de catecolamina que es capaz de
estimular los receptores B3-adrenérgicos (B3-ARS) que se encuentran predominantemente en
los adipocitos [172]. La estimulacion de los B3-ARs conduce a la termogénesis en el BAT [168].
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Ademés de la NE, la hormona tiroidea triyodotironina (T3) activa desempefia un papel
importante en la regulacion de la termogénesis del BAT [173]. La T3 activa regula la
transcripcion de la transcripcion de UCP1 en los adipocitos marrones. Dado que el IMC se
correlaciona de forma inversa con la actividad del BAT, la capacidad de este 6rgano de disipar
energia en forma de calor se sugirié como un potencial terapéutico para tratar la obesidad [174]

La activacion del BAT ocurre durante la aclimatacion al frio e incluye la secrecion de
factores, conocidos como batoquinas, que se dirigen a varios tipos de células diferentes y
promueven diferentes acciones como la adipogénesis, la angiogénesis, las interacciones de las
celulas inmunitarias y el crecimiento de neuritas [175]. Estudios recientes también han
proporcionado datos interesantes sobre la regulacion metabdlica de todo el cuerpo con un
amplio espectro de mecanismos que involucran la comunicacion entre el BAT y el higado, el
musculo esquelético y el intestino, asi como con el SNC. Estas interacciones generalizadas
podrian reflejar la propiedad de BAT de cambiar entre un estado termogénico activo donde la
energia se consume y drena en gran medida de la circulacion, y el estado pasivo termoneutral,
donde el consumo de energia se apaga [176].

La capacidad protectora del BAT frente a la enfermedad metabolica cronica se ha atribuido
tradicionalmente a su capacidad para utilizar glucosa y lipidos en la termogénesis. Sin embargo,
su papel secretor de batoquinas, podria también contribuir a las consecuencias sistémicas. Se
han identificado varias moléculas derivadas del BAT que actlan de manera paracrina o
autocrina. Se cree que esta capacidad secretora de BAT esta involucrada en los efectos
beneficiosos del trasplante de BAT en roedores. Factor de crecimiento de fibroblastos 21
(FGF21), interleuquina 6 (IL6) y neuregulina 4 se encuentran entre los primeros factores
endocrinos derivados del BAT que se han identificado [175].

En la presente tesis doctoral FGF21 es una hormona de gran interés, que esta implicada en
la regulacion la homeostasis energética y se ha observado que en depdsitos de tejido adiposo
promueve la termogénesis y el browning [177-180], que los explicaremos mas en detalle en el
apartado 4.2. En los neonatos humanos, tanto el FGF21 como la UCP1 se expresan en la grasa
visceral e interescapular, y sus niveles de expresidbn muestran una correlacién positiva
significativa, teniendo un papel importante en el browning [181]. FGF21 puede regular al alza
la expresion de UCP1 y otros genes de termogénesis, regulando asi el equilibrio entre la
temperatura corporal y la energia [177-179]. También se ha descrito que FGF21 regula la
interaccion entre AMPK vy sirtuina 1 (SIRT1), mecanismo esencial para que se produzca la
termogénesis [180]. Explicaremos mas sobre FGF21 en el apartado 4.3.

4.2. TERMOGENESIS Y BROWNING
La termogénesis es la capacidad de disipar cantidades significativas de energia a través de la
respiracion no acoplada y la produccion de calor, esta capacidad esta atribuida al BAT. La
capacidad del BAT activa para gastar altas cantidades de energia ha aumentado el interés en
estimular la termogénesis terapéuticamente para tratar enfermedades metabolicas relacionadas
con la obesidad y la DMT2 [182].

El interés en la termogénesis del BAT y adipocitos beige tiene su origen en las
observaciones clasicas de que sus mitocondrias poseen un mecanismo inusual para desacoplar
la respiracion de la sintesis de adenosin trifosfato (ATP). La identificacion de la proteina UCP1,
la proteina responsable de este fendmeno ha mejorado enormemente nuestra comprension de
como estas células participan en la termogénesis [183-185], lo que ha estimulado el interés por
dirigirlas terapéuticamente para combatir la obesidad y mejorar el control glucémico [186-189].

La distincion de color entre un adipocito “marron” y uno “blanco” refleja en gran medida
la gran cantidad de mitocondrias en los adipocitos marrones en comparacion con los adipocitos
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blancos. Un adipocito marrén estimulado que genera calor de forma activa también contiene
muchas gotas lipidicas pequefias y se denomina multilocular, mientras que los adipocitos
blancos, como los de los depdsitos subcutaneos y viscerales, suelen tener una sola gota lipidica
grande y unilocular. El hecho de tener muchas gotas lipidicas pequefias aumenta la superficie
de las gotas lipidicas y presumiblemente promueve el intercambio de metabolitos con las
mitocondrias [190, 191]. Un adipocito marrén menos activo que no participa en la termogénesis
(por ejemplo, después de la aclimatacion a la termoneutralidad) adopta una morfologia mas
similar a la de un adipocito blanco, aunque conserva una identidad celular epigenética que lo
diferencia de un adipocito blanco [192].

Aunque el BAT ha sido considerado como el principal 6rgano termogénico responsable
del mantenimiento de la temperatura corporal mediante la produccion de calor, en los Gltimos
afios se ha caracterizado un nuevo tipo de grasa termogénica, la grasa beige, que también
expresa la UCP1, y es un posible objetivo terapéutico en la obesidad y las enfermedades
metabolicas [193, 194]. Los adipocitos beige se desarrollan a partir del WAT en respuesta a
diferentes estimulos mediante un proceso conocido como browning. Los depositos de WAT
poseen la capacidad de adquirir caracteristicas del BAT en respuesta a estimulos termogénicos
(Imagen 4).

Diversos estudios sugieren que los adipocitos de tipo marron positivos para UCP1
purificados de los depdsitos BAT supraclaviculares humanos tienen un patron de expresion
genética similar al de los adipocitos beige murinos [195-201]. La primera teoria postula que los
adipocitos beige se forman de novo tras la estimulacion a partir de un conjunto de células
precursoras [202]; la segunda sostiene que se interconectan a partir de los adipocitos existentes
entre un estado inactivo y activo dependiendo de la presencia de estimulos [203, 204]. Una
tercera posibilidad es que ambos mecanismos se produzcan, tal vez de forma dependiente del
contexto y de muchos factores, como el tipo de estimulacion, su duracién, el depdésito analizado
y la proximidad a la entrada del SNS.

La promocion de la actividad del browning del WAT se asocia con una tolerancia in vivo
al frio, un aumento del EE y proteccion contra la obesidad y la DMT2.

El coactivador 1a de PPARy (PGCla) también participa en este mecanismo Yy activa la
regulacion transcripcional de la UCP1 [205]. PGCla es indispensable para la activacion de los
adipocitos marrones tras el estrés por frio o la estimulacion con B-agonistas asi como para el
browning del WAT [168]. También proporciona a los adipocitos blancos algunas de las
caracteristicas del BAT, como la biogénesis mitocondrial y el desacoplamiento termogénico
[143].

Dado que UCP1 en BAT y WAT ha evolucionado como un actor predominante en el
control de la termogénesis adaptativa, la mayoria de los estudios sobre termogénesis se han
centrado en las acciones en la termogénesis mediada por UCPL1. Sin embargo, se ha observado
la existencia de mecanismos termogénicos compensatorios, independientes de UCP1, lo que
ofrece nuevas oportunidades para mejorar la obesidad y la DMT2, particularmente en grupos
como las poblaciones de ancianos y obesos que no poseen adipocitos positivos para UCP1 [206]
[207-209].

Estos estudios enfatizan la necesidad de una mejor comprensién de los mecanismos
termogeénicos (dependientes e independientes de UCP1) que gobiernan el EE en los adipocitos
y sus posibles aplicaciones en la prevencion de la obesidad humana y las enfermedades
metabolicas [208, 210].
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Imagen 4. Termogénesis y browning. Esquema de la termogénesis y browning, por accion del SNS.
Fuente: elaboracion propia con licencia de BioRender.

4.3. EL FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS 21

FGF21 es una hormona peptidica, miembro de la superfamilia FGF [179], que es sintetizada
por varios organos como en el pancreas, WAT, BAT, y fundamentalmente el higado (Imagen
5) [211-215]. FGF21 sefiala a través de receptores de la superficie celular compuestos por los
receptores clasicos del FGF (FGFR), que son tirosina quinasas, asociados en complejos con f3-
Klotho, una proteina transmembrana con 2 dominios de glicosidasa [216-218]. Los estudios in
vitro indican que el FGF21 tiene mayor afinidad por el complejo receptor 1 de FGF21
(FGFR1)/B-Klotho que por otros isotipos del FGFR [216, 219]. Sin embargo, hay pruebas de
que el FGF21 puede actuar a través de los 4 isotipos del FGFR. Mientras que los FGFR se
expresan ampliamente, B-Klotho se expresa en un conjunto mas selecto de tejidos que incluyen
entre otros, el higado, el WAT, el pancreas y los testiculos [219, 220]. WAT y BAT vy, en cierta
medida, el hipotalamo, albergan un complejo binario de receptor transmembrana de FGFR1 y
correceptor B-Klotho, y por ello se consideran los tejidos esenciales y dianas moleculares del
FGF21 hepatico o farmacoldgico [221].

La expectacion que causé la identificacion de esta hormona se basa en los efectos
metabdlicos beneficiosos documentados de FGF21, que incluyen la pérdida de peso y
adiposidad, incrementando el EE [222, 223], y mejorando des6rdenes metabdlicos como la
hiperglicemia, la resistencia a insulina y leptina en modelos animales con obesidad y DMT2,
inhibiendo la lipogénesis hepatica y la produccion de glucosa [179, 213-215, 222-225]. Por
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todo ello, se ha propuesto a FGF21 como una nueva diana terapéutica para las complicaciones
metabolicas como la DMT2 y la enfermedad del higado graso [226, 227].

La biologia de FGF21 es intrinsecamente complicada debido a sus diversas funciones
metabolicas en multiples 6rganos diana y su capacidad para actuar como factor autocrino,
paracrino y endocrino [179, 226-228]. En la bibliografia se ha descrito que desde el nacimiento
se eleva la expresion de FGF21 (que en fetos estd disminuida) y que la lactancia materna
provoca un incremento masivo de la concentracion plasmatica de FGF21, a lo que se asocian
numerosos beneficios. Esto se explica mas en profundidad en el apartado 5.1.5.

FGF21 interviene en multiples aspectos del metabolismo a través de diversos mecanismos,
en los que regula tanto la expresion y la actividad de las enzimas digestivas, como la sintesis y
la liberacion de varios factores hormonales intestinales [229, 230]. Se induce tras el ayuno tanto
en roedores como en humanos [213-215].

En el higado, FGF21 juega un papel importante en la regulacion de la oxidacion de acidos
grasos tanto en ayuno como en ratones que consumen una dieta cetogénica, dieta alta en grasa
(HFD) y dieta baja en carbohidratos [214, 231]. FGF21 también regula el metabolismo de los
acidos grasos en ratones que consumen una dieta que promueve la lipotoxicidad hepatica [226,
232]. Se ha demostrado que el FGF21 previene la esteatosis hepatica tras la ingestion de leche
cargada de lipidos [223].

Los acidos grasos libres parecen ser los principales reguladores de la expresion del FGF21,
actuando a través de la activacion del gen de fgf21 de manera dependiente del receptor activado
por proliferador de peroxisomas o (PPARa) [233]. Recientemente se demostroé que, bajo el
control de PPARa, los genes necesarios para el catabolismo de los lipidos se transcriben antes
del nacimiento para que el higado neonatal tenga una pronta capacidad de extraer energia de la
leche al mamar. FGF21 permanece reprimido en el higado fetal y se convierte en sensible a
PPARa después del nacimiento tras un cambio epigenético desencadenado por la inhibicion de
la histona desacetilasa 3 (HDAC3) [234].

Tal como lo explicamos en el apartado anterior, FGF21 promueve la termogénesis y el
browning del WAT [177-180]. Ademas, en el WAT, FGF21 regula aspectos del metabolismo
de la glucosa [224, 226]. La activacion de la actividad termogénica se consideran los principales
mecanismos subyacentes a los efectos de adelgazamiento del FGF21. Sin embargo,
paradojicamente, la obesidad en roedores y humanos se caracteriza por niveles elevados de
FGF21 en la sangre. Se ha propuesto cierto grado de resistencia a las acciones del FGF21 como
parte de las alteraciones endocrinas en la obesidad. La resistencia en el tejido adiposo de
roedores y pacientes obesos es probablemente atribuible a niveles anormalmente bajos del
correceptor B-Klotho, necesario para la accion celular del FGF21.

Este péptido esta muy expresado en el pancreas, implicado en la proliferacion de las
células-p y donde parece desempefiar un papel antiinflamatorio en la pancreatitis experimental
[226]. También tiene un papel antiinflamatorio en el masculo cardiaco. Aunque normalmente
no se expresa en el musculo esquelético, el FGF21 se induce en situaciones de estrés muscular,
especialmente en las miopatias mitocondriales [226].

Ademas de los efectos descritos del FGF21 en roedores y modelos de primates no humanos
de la DMT2 y la obesidad, los informes anteriores han demostrado que el FGF21 también
desempefia un papel importante en el cerebro produciendo efectos en la regulacion metabdlica,
la neuroproteccion y la cognicion [235]. FGF21 también presenta efectos antiapoptoticos y la
recuperacion de la funcion neurocognitiva [236].

Aunque se desconoce si el cerebro puede generar directamente FGF21, se ha demostrado
que FGF21 puede moverse al cerebro a traves de la BHE a través de la difusion simple [237]
desempefiando un papel clave en la regulacion metabdlica, la neuroproteccion y el papel
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potencial de la cognicion. FGF21 puede unirse a FGFR y B-Klotho expresados en el hipotadlamo
y otras regiones del cerebro, y actuar sobre el eje hipotdlamo-hipdfisis-suprarrenal y el eje
hipotalamico-hipofisis-gonadal para regular los niveles de CRH y vasopresina [236].

Ademas, recientemente Geller y colaboradores observaron que los tanicitos producen y
secretan FGF21 y estan ubicados cerca de las neuronas sensibles a FGF21. El ayuno,
probablemente a traves del aumento de los acidos grasos circulantes, regula esta produccion
central de FGF21. Los tanicitos almacenan palmitato y lo oxidan, lo que lleva a la activacion
de una via de sefializacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)/p38-MAPK, que es esencial
para la expresion tanicitica de FGF21 tras la exposicion al palmitato. La delecion de FGF21
tanicitica desencadena un aumento de la lipdlisis y los ratones deficientes para FGF21 en
tanicitos exhiben un mayor EE y una reduccion en la ganancia de masa grasa. Estos datos
sugieren que los tanicitos detectan los acidos grasos libres para mantener la homeostasis de los
lipidos corporales a través de la sefializacion de FGF21 dentro del hipotalamo [238].

Tambieén es interesante el analisis de la maduracién inmunitaria en los primeros afios de
vida. En este sentido, también se ha evaluado la influencia de algunos factores de crecimiento
presentes en la leche materna, como FGF21, en el desarrollo de la respuesta inmunitaria,
proponiendo que tiene funciones moduladoras en las respuestas inmunitarias sistémicas en los
primeros afios de vida [239, 240]. Debido a todos estos efectos, el FGF21 se ha propuesto como
una posible futura terapia para complicaciones metabolicas como la DMT2y la enfermedad del
higado graso [226, 241].
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Imagen 5. Funciones de FGF21 en 6rganos implicados en el metabolismo. Esquema de las funciones de
FGF21 sobre algunos 6rganos de interés metabdlico.
Fuente: elaboracion propia con licencia de BioRender.
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5. LACTANCIA MATERNA

La leche materna es el estandar normativo para la alimentacion infantil y una fuente de nutricién
Optima para lograr un crecimiento, desarrollo y salud adecuados del neonato. Debido a su
naturaleza dinamica, la leche materna cambia su composicion en el tiempo para satisfacer los
requisitos nutricionales de los neonatos a medida que crecen. Ademas de su funcién nutricional,
proporciona propiedades inmunoldgicas inmejorables y posee factores bioactivos que parecen
estar involucrados en el desarrollo neurocognitivo del neonato, los procesos anti-oncogénicos,
la comunicacion celular y la diferenciacion [242, 243]. Cabe destacar que las investigaciones
de los dltimos afios ponen de manifiesto que los nifios y nifias lactantes muestran un menor
riesgo de ENT, como las enfermedades metabdlicas (DMT2 y obesidad) en la vida adulta [244].
También se ha reconocido un papel fundamental en la comunicacion entre la madre y el neonato
[242, 245].

La OMS recomienda que los neonatos se alimenten a través de la lactancia materna de
forma exclusiva hasta los 6 meses, siempre que sea posible, y como continuidad y
complementariedad con la incorporacion de alimentos, hasta los 2 afios. Se ha observado que
la lactancia materna puede prevenir la obesidad, y asi se ha descrito en el estudio COSI
2015/2017, en el que participan 22 paises europeos, y confirma el efecto beneficioso de la
lactancia materna contra la obesidad, que aumentaba en gran medida si los nifios no habian sido
amamantados nunca o lo habian sido durante un periodo més corto [246].

Desde la OMS se han marcado como objetivo el “Plan de aplicacién integral sobre
nutricion materna, del lactante y del nifio pequefio”. Este plan de accion ilustra una serie de
acciones prioritarias que deben ser realizadas conjuntamente por los Estados Miembros y los
asociados internacionales con el propdésito de cumplir, de aqui a 2025, seis metas mundiales de
nutricion, entre la que se incluye aumentar las tasas de lactancia materna exclusiva en los
primeros seis meses de vida hasta un 50 % como minimo [247].

5.1. LECHE MATERNA Y SU COMPOSICION

La leche materna tiene una composicion y caracteristicas bioquimicas Unicas en cada especie,
especialmente en lo referido a calidad y cantidad de proteinas, carbohidratos (lactosa,
oligosacéaridos), lipidos (&cidos grasos poliinsaturados de cadena larga y colesterol),
componentes bioactivos (lactoferrina, lisozima, leucocitos, inmunoglobulinas, citoquinas,
hormonas, oligosacaridos de la leche humana, microbioma, micro-ARN y células madre),
hormonas, (adiponectina, leptina, ghrelina), factores de crecimiento, factores inmunoldgicos,
probidticos, prebidticos y péptidos antimicrobianos con funciones endocrinas, metabdlicas,
inmunomoduladoras y antiinfecciosas [243].

El contenido energético de la leche materna es bastante estable durante el primer afio de
vida y es suficiente para satisfacer las necesidades energéticas de los lactantes alimentados
exclusivamente con leche materna durante los primeros seis meses de vida, ya que se observa
un crecimiento adecuado hasta los 6 meses [248-250]. Asi se ha visto que la composicion de la
leche materna cambia con la edad gestacional y postnatal. Sin embargo, su composicion puede
ser susceptible a alteraciones determinadas por las condiciones patologicas que la madre puede
enfrentar a lo largo del embarazo y el neonato en el periodo perinatal. Un estudio encontr6 que
los factores perinatales estan asociados con la composicion de la leche materna desde la
lactancia temprana hasta la tardia [251].

Las psicopatologias perinatales afectan a més del 25 % de las mujeres durante y despues
del periodo gestacional. Estos trastornos psiquiatricos pueden determinar potencialmente
importantes variaciones bioldgicas en sus organismos, afectando a diferentes vias fisioldgicas
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y metabdlicas. Es relevante que cualquiera de estos cambios que se produzcan en la madre
puede alterar la composicion normal de la leche materna, en particular la concentraciéon de
componentes nutricionales e inflamatorios componentes nutricionales e inflamatorios, que
desempefian un papel en el funcionamiento y el desarrollo del cerebro del nifio. De hecho, hay
pruebas que los cambios en la composicién de la leche pueden contribuir a las deficiencias
cognitivas y a las alteraciones mentales en los nifios[252]

La leche materna contiene una amplia gama de hormonas peptidicas que estan involucradas
en la regulacion del crecimiento y desarrollo infantil. Estas hormonas esenciales podrian
desempefiar un papel importante en la regulacion de la reprogramacion metabolica del recién
nacido [253]. Un estudio reciente analizé las concentraciones de hormonas en la leche materna,
observando que estas varian ampliamente entre las madres. Las concentraciones de hormona
de la leche materna se asociaron con varias caracteristicas maternas fijas y modificables [254].
Sin embargo, se necesitan méas estudios para obtener mas informacion sobre el papel especifico
de estos componentes bioactivos en las vias metabolicas relacionadas con la composicion
corporal. Esto podria ayudar a obtener una mayor comprension del crecimiento de los bebés,
tanto en entornos fisioldgicos como patoldgicos [255, 256]. Por ello, en nuestro grupo nos
interesamos por la hormona FGF21, que también fue detectada en leche materna tanto de
humanos, como en modelos animales. A continuacion, se resumen los principales efectos
metabdlicos que ejercen las hormonas presentes en la leche materna durante la etapa perinatal.

5.1.1. Adiponectina

La adiponectina es la hormona més abundante de la leche materna, siendo su concentracion
20 veces superior a la concentracion de leptina. Su presencia en este fluido se descubrid en el
afio 2006 [257-259]. Se relaciona la adiponectina de la leche materna con el menor peso
corporal que tienen los nifios amamantados en los primeros 6 meses de vida, sugiriendo que la
adiponectina participa en la regulacién temprana de la ganancia de peso perinatal [260]. Se ha
observado que existe una correlacion positiva entre los niveles de adiponectina en las madres,
en la leche materna y en los nifios amamantados. Esto indica que existe un nexo metabdlico
entre las madres y los lactantes a través de la leche materna [261]. Recientemente, se observé
que los nifios expuestos a elevadas concentraciones de adiponectina durante el periodo de
lactancia materna presentan una ganancia de peso mas lenta durante el primer afio de vida [262,
263]. Sin embargo, existen también varios estudios que determinan que la adiponectina de la
leche materna no se asocio significativamente con la composicion corporal infantil [254, 264],
y que la adiponectina transmitida por la leche esta determinada por el estado metabdlico
materno y desemperfia un papel regulador independiente en el crecimiento infantil temprano
[265].

5.1.2. Leptina

La presencia de leptina en la leche materna se demostrd en el afio 1997 comprobandose
que se transfiere a través de esta via a la descendencia [266], mientras que en las leches de
formula la presencia de leptina es controvertida, ya que el proceso de pasteurizacion reduce la
cantidad de leptina detectable [267]. En estudios recientes se ha observado que los nifios
amamantados presentan niveles circulantes de leptina elevados respecto a los nifios alimentados
con férmula, correlacionandose negativamente con la ganancia de peso en las primeras semanas
de vida y con el IMC en la nifiez [254, 268-271]. En este sentido, la leptina podria explicar, al
menos parcialmente, el mayor riesgo de obesidad que presentan los nifios alimentados con
leches de formula con respecto a los nifios amamantados [272-275]. Sin embargo, también hay
estudios que no mostraron asociacion entre la leptina y el crecimiento infantil en este momento
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[264]. Se reconoce que la leptina ingerida como componente de la leche materna desempefia
un papel en la programacion postnatal de un fenotipo saludable en la edad adulta [276]. Varios
estudios en roedores han demostrado que la administracion oral de leptina durante el periodo
de lactancia previene la DIO vy la resistencia a insulina a largo plazo, ademaés de reducir la
preferencia por dietas ricas en grasa [277-279].

5.1.3. Insulina

Ya en 1983 se observo que la insulina estaba presente tanto en el calostro como en la leche
propiamente dicha. En el calostro se encuentra a niveles supra-fisioldgicos, mientras que en la
leche su concentracion es similar a los niveles circulantes existentes en un estado de ayuno
[280, 281]. Los niveles circulantes de insulina varian en funcion del tipo de nutricion del
lactante, siendo mas elevados en los nifios alimentados con leches de formula [282]. De acuerdo
con las funciones bioldgicas de la insulina, cuanto mayor sea su concentracion mayor es la
acumulacion de grasa en el tejido adiposo, lo que se traduce en un incremento tanto de la
ganancia de peso como del riesgo de DMT2 y obesidad en los nifios que no son amamantados
[283]. Sin embargo, hay controversia ya que hay estudios que no encuentran asociacion,
dependiendo de los meses a los que se realiza el estudio [284, 285]. Recientemente Chan y
colaboradores en un estudio longitudinal observaron una asociacion en forma de U entre la
insulina de la leche maternay la composicion corporal infantil con concentraciones intermedias
que predicen menor peso-talla e IMC a los 4 y 12 meses por lo que especulan que las
concentraciones intermedias de insulina de la leche materna pueden apoyar de manera 6ptima
el metabolismo infantil, mientras que el pancreas inmaduro desarrolla su capacidad para
producir insulina, mientras que la insulina insuficiente o excesiva en la leche materna puede
afectar este proceso [254].

5.1.4. Ghrelina

En el 2006 Aydin y colaboradores identificaron la ghrelina tanto en el calostro como en la
leche materna, y observaron que los niveles de ghrelina de la leche se correlacionan
positivamente con los niveles circulantes de dicha hormona en las madres. Esto llevé a pensar
que, al igual que se observo en el caso de la leptina, la ghrelina podria pasar desde la sangre de
la madre hacia la leche, aunque también existe la posibilidad de que se sintetice en las glandulas
mamarias [286, 287]. La concentracion de ghrelina en la leche va incrementando con la
duracién de la lactancia y se correlaciona con los niveles circulantes de esta hormona en los
lactantes [288]. Ademas, se ha observado que los nifios alimentados con leches de férmula
presentan niveles circulantes de ghrelina méas elevados que los nifios amamantados, y que las
leches de formula tiene una mayor concentracion de ghrelina que la leche materna [289].

5.1.5. FGF21

En los altimos afios se han descubierto nuevos componentes presentes en la leche materna.
Este es el caso de FGF21, cuya presencia se identifico en cantidades sustanciales en la leche,
tanto en roedores como en humanos [229, 290]. En pacientes se observd que FGF21 esta
presente tanto en el calostro como en la leche madura, observandose un aumento significativo
en la leche madura [290]

Se ha informado de una fuerte regulacion de FGF21 en los neonatos de raton, ya que los
niveles de FGF21 son muy bajos en los fetos, pero los niveles sanguineos de FGF21 aumentan
drasticamente tras el nacimiento y el inicio de la lactancia; esto se asocia a la induccién de la
expresion genética del FGF21 hepético en respuesta a los &cidos grasos contenidos en la leche
[178]. También se ha descrito que la activacion de FGF21 por la lactancia materna, resultante
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de la secrecion hepética, actla directamente sobre el BAT produciendo la activacion de la
termogénesis [178, 229]. Asimismo, se ha evaluado la influencia del FGF21 procedente de la
leche, en el desarrollo de la respuesta inmunitaria, proponiendo que tiene funciones
moduladoras en las respuestas inmunitarias sistémicas en los primeros afios de vida [239, 240].
Recientemente se ha demostrado en ratones que el FGF21 procedente de la leche se
transfiere al intestino neonatal, esto lo observaron en un estudio reciente utilizando FGF21
marcado radioactivamente (**°I-FGF21) administrado a las madres lactantes, el cual se acumula
en la leche y se transfiere al intestino neonatal. Ademas, se demostré que la sefializacion
adecuada de FGF21 al neonato es necesaria para garantizar una funcion digestiva y endocrina
Optima del intestino en desarrollo [229]. Cabe destacar que se detect6 la presencia de |-
FGF21 en el contenido géstrico e intestinal de los ratones lactantes tras 36 h de ingesta de leche
de madres tratadas con 2°I-FGF21. Por el contrario, los niveles de 1%I-FGF21 en el suero de
los neonatos fueron muy bajos (menos del 5 % de los valores del estbmago), lo que indica que
el FGF21 de la leche se retiene principalmente en el estdmago y el intestino del neonato, y no
se transfiere de forma significativa a la circulacion sistémica. Por lo que sugieren que el FGF21
materno no contribuye a la reserva circulante de FGF21 en el neonato y, si tiene un efecto
bioldgico, es probable que se produzca localmente en el intestino (Imagen 6) [229]. Ademas,
recientemente se demostro que, bajo el control de PPARa, los genes necesarios para el
catabolismo de los lipidos se transcriben antes del nacimiento para que el higado neonatal tenga
una pronta capacidad de extraer energia de la leche. FGF21 permanece reprimido en el higado
fetal y se convierten en sensible a PPARa después del nacimiento tras un cambio epigenético
desencadenado por la inhibicion de HDAC3 mediada por el B-hidroxibutirato [234].
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Imagen 6. FGF21 en la leche materna. Esquema de la produccion de FGF21 en fetos y neonatos lactantes.
Transferencia de FGF21 marcado radioactivamente ('%I-FGF21) de madres lactantes a crias, en las que se
observan niveles mas elevados en intestino, a comparacion de los niveles sanguineos. Sintesis de FGF21
hepatico estimulado por los elevados niveles de acidos grasos procedentes de la leche materna.

Fuente: elaboracion propia con licencia de BioRender.
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5.2. INFLUENCIA DE LA LACTANCIA MATERNA Y LA INTRODUCCION DE ALIMENTOS EN LA
OBESIDAD

Ya en 1981 Kramer observo la primera evidencia de que la lactancia materna podria reducir el
riesgo de sobrepeso y obesidad [291]. Desde entonces se publicaron multiples estudios
observacionales que investigan la relacion entre la lactancia materna y el riesgo de obesidad a
largo plazo, obteniéndose resultados contradictorios [292]. En el afio 1962 McCance demostro
que las alteraciones en la nutricion perinatal tienen consecuencias a largo plazo sobre la
adiposidad [293], lo que sugiere que la nutricion actda durante periodos criticos perinatales
programando a largo plazo la composicion corporal del organismo, por lo que se ha propuesto
que la lactancia materna ejerce un papel protector frente al desarrollo de obesidad en la edad
adulta, ya que se ha observado que la lactancia materna se asocia con un menor riesgo de
adiposidad a largo plazo [291, 294-296].

El crecimiento del nifio y el riesgo de sobrepeso estan determinados por el patron de
alimentacion de los primeros meses de vida [297]. Arenz y colaboradores publicaron un estudio
clave que abrid el camino a posteriores investigaciones sobre el efecto de la lactancia materna
en la prevencion de la obesidad infantil [294], ya que la lactancia materna reduce el riesgo de
obesidad infantil en relacion directa a su duracion [298-304].

El aumento de peso excesivo o rapido durante los primeros 2 afios de vida se asocia con un
mayor riesgo de sobrepeso y obesidad en la infancia y en adultos. En comparacion con los bebés
amamantados, los bebés alimentados con férmula tienen mas probabilidades de experimentar
un aumento de peso excesivo o rapido, y este mayor riesgo en las poblaciones de bebés
alimentados con férmula puede deberse a una serie de mecanismos diferentes. Estos
mecanismos incluyen la composicion de nutrientes y de la formula y la forma en que se prepara
y proporciona la formula a los bebés [305, 306]. Por otra parte, también se ha publicado que
tanto la alimentacion con férmula como la alimentacion complementaria precoz provocan un
aumento de peso en los primeros meses de vida, suponiendo un riesgo de sobrealimentacion, lo
que conlleva un aumento de la adiposidad y riesgo de enfermedades cardiovasculares [305,
307-310].

Aunque estos datos tienen un impacto importante, existen autores que no han encontrado
ninguna relacion entre la lactancia materna y el menor riesgo de sobrepeso y obesidad. Esto
puede deberse a la existencia de otros factores genéticos y ambientales (peso al nacimiento,
aumento del peso gestacional, diabetes gestacional, tabaquismo materno y obesidad de los
padres) que actuan per se como factores de riesgo de la obesidad [311-316].

5.3. INFLUENCIA DEL PESO DE LA MADRE EN LA OBESIDAD DE LA DESCENDENCIA

La obesidad materna y el aumento excesivo de peso gestacional constituyen los factores de
riesgo obstétricos mas comunes y tienen implicaciones directas no solo en términos de
resultados de morbilidad y mortalidad perinatal y materna [317-319], sino también desde una
perspectiva de salud publica a mas largo plazo a través de un mayor riesgo de obesidad en la
préxima generacion [320].

Los estudios de cohorte madre-hijo han establecido que tanto el IMC antes del embarazo
como el aumento de peso gestacional se asocian de forma independiente con factores de riesgo
metabolicos en la descendencia adulta, con un mayor riesgo de sobrepeso y obesidad [321,
322]. Si bien estas asociaciones entre la obesidad materna y la salud infantil pueden deberse a
rasgos obesogénicos genéticos compartidos, que influyen en el peso corporal, las lineas
convergentes de evidencia sugieren que la susceptibilidad a la obesidad se programa en parte
en el feto o neonato en desarrollo a través de la exposicion a factores metabolicos adversos
durante los periodos criticos de desarrollo en la vida temprana [323, 324].
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En roedores la alimentacion materna con HFD durante la lactancia modifica la composicion
de la leche maternay predispone a la descendencia a la obesidad y al deterioro de la homeostasis
de la glucosa en la edad adulta [325, 326]. Esta disfuncion metabdlica se ha asociado con un
deterioro de la funcion del WAT [326, 327], una inhibicion de la actividad termogénica del
BAT [325] y circuitos hipotalamicos dafiados [328].

El efecto de las alteraciones nutricionales de la madre durante el periodo de lactancia sobre
la programacion de la obesidad en la descendencia ha sido ampliamente estudiado. Por el
contrario, aunque los estudios en animales han sugerido que la sobrealimentacion neonatal es
un pardmetro critico que influye en los resultados metabolicos a largo plazo [329-331], los
estudios relativos a la influencia de la alimentacion o la lactancia de las propias crias en la
reprogramacion a largo plazo del equilibrio energético no han sido concluyentes hasta ahora.

56



HIPOTESIS



UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA




HIPOTESIS

HIPOTESIS

Por todo esto en la presente tesis nos planteamos que la prolongacion del periodo de lactancia
previene los efectos nocivos que produce la dieta alta en grasa en la edad adulta. Este efecto se
produce a través de la modificacion de determinados mecanismos fisiologicos que implican la
interaccion de 6rganos periféricos con el sistema nervioso central, y que son los responsables
de contrarrestar los efectos adversos sobre el peso corporal y la adiposidad.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS

Estudiar el papel de FGF21 sobre el mecanismo implicado en el efecto protector de la lactancia
prolongada frente a la obesidad inducida por dieta y sus comorbilidades asociadas en edades
adultas.

Evaluar el efecto de la lactancia prolongada a nivel central, especialmente sobre el sistema
dopaminérgico del hipotalamo.

Estudiar la posible interaccion entre FGF21 y el sistema dopaminérgico para mediar los efectos
beneficiosos de la lactancia materna.

Estudiar la posible implicacion de los tanicitos de la ME mediando el transporte de FGF21
desde el higado al hipotalamo.
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MATERIAL Y METODOS

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Todos los procedimientos experimentales y protocolos de manipulacion de animales llevados a
cabo durante la realizacion de esta tesis han sido revisados y aprobados previamente por el
Comité de Etica en Experimentacion Animal (CEEA), Campus de Santiago de la Universidad
de Santiago de Compostela, bajo el procedimiento 15010/17/007 del Prof. Rubén Nogueiras
Pozo, bajo su supervision y la de la Dra. Luisa Maria Seoane Camino, de acuerdo con la
normativa europea y espafiola para el uso de animales de experimentacién animal. Estos
procedimientos se han realizado bajo el amparo del marco legislativo vigente: Directiva
2010/63/UE del Parlamento y Consejo Europeo del 22 de septiembre de 2010 relativa a la
proteccion de los animales utilizados para fines cientificos; Real Decreto 53/2013, del 1 de
febrero, por el que se establecen las normas bésicas aplicables para la proteccion de los animales
utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia. Los certificados
de capacitacion (segun el orden ECC/566/2015) de la autora de la tesis son b381 y c421,
expedido por la Conselleria do Medio Ambiente - Xunta de Galicia.

De acuerdo con las consideraciones éticas asociadas al uso de animales de
experimentacion, los disefios experimentales de esta tesis doctoral se realizaron siguiendo el
principio de las tres R: reemplazo, reduccion y refinamiento. Se realizé los procedimientos con
el minimo nimero posible de animales que permitiese alcanzar los objetivos, teniendo mayores
probabilidades de producir resultados satisfactorios. Ademas, la experiencia adquirida permitio
refinar los procedimientos experimentales con el fin de eliminar o reducir al maximo cualquier
posible dolor, sufrimiento, angustia o dafio duradero. Sin embargo, dada la perspectiva
fisioldgica de esta tesis se limito seriamente la posibilidad de reemplazar el uso de animales, ya
que la homeostasis energética implica la comunicacion de los tejidos periféricos (higado, tracto
gastrointestinal, tejido adiposo, etc.) con el SNC a través de sefiales que llegan al cerebro por
el torrente sanguineo. La metodologia empleada permiti6 la recoleccion de multiples muestras
de tejidos y la realizacion de distintos andlisis sobre los mismos animales siempre que fuera
posible.

Todos los animales fueron estabulados en el momento de su llegada y tuvieron un periodo
de aclimatacién de 5-7 d antes de comenzar los experimentos. Todos los experimentos se
realizaron en las instalaciones del Animalario de la Facultad de Medicina y Odontologia de la
USC, con numero de registro REGA: ES150780263401, y posteriormente en el Centro de
Biomedicina Experimental (CEBEGA), con nimero de registro REGA: ES150780292901. Se
mantuvieron en condiciones controladas de humedad, temperatura (21+2 °C) y ciclos alternos
de luz (12 h luz/ 12 h oscuridad). Durante este tiempo tuvieron libre acceso a agua y comida,
las dietas se especificaran posteriormente en cada disefio experimental, teniendo dieta control
(CD) y HFD (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion de los tipos de dietas

Tipo de dieta
Control (CD) Alta en grasa (HFD)
Energia (kcal/g) 3,85 4,73
Materia grasa 10% 45 %
Proteinas 20 % 20 %
Carbohidratos 70 % 35%
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Todos los reactivos (Tabla 10), material y equipos (Tabla 11), programas informaticos
(Tabla 12) y anticuerpos (Tabla 13) utilizados en los experimentos de la tesis seran
referenciados a lo largo del texto y toda la informacion del producto y del proveedor se
especificara en el apartado 9.

Se llevo a cabo el seguimiento controlado de todos los animales mediante la monitorizacion
periddica de masa corporal e ingesta, ademas de valorar su correcto aspecto fisico y la
adaptacion al manejo por el personal del laboratorio, tratando asi de minimizar el posible estrés
generado durante el desarrollo de los procedimientos experimentales. La estabulacion de los
animales fue colectiva (3-4 animales por jaula, siguiendo la normativa Real Decreto 53/2013),
debido al comportamiento y necesidades sociales de estos animales, excepto en los
procedimientos que por el bienestar del animal o necesidades del experimento se requiera la
estabulacion individual. En este Gltimo caso, los animales no se estabularon individualmente
periodos superiores a 10 dias.

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron los siguientes modelos animales:

» Rata (Rattus norvegicus) de la cepa Sprague-Dawley procedentes del Animalario
Central de la Universidad de Santiago de Compostela y posteriormente del area de cria
del CEBEGA.

» Raton de tipo salvaje (C57BL/6J) procedentes del area de cria del CEBEGA.

» Raton D2R-cre (C57BL/6J) procedentes de cria propia en el é&rea de
experimentacion del CEBEGA.

» Raton Vgat-cre (C57BL/6J) procedentes de cria propia en el &rea de
experimentacion del CEBEGA.

» Raton AlbCre-FGF21 (C57BL/6J KO FGF21) generados y cedidos por la Dra.
Guadalupe Sabio del grupo “Papel de las quinasas activadas por el estrés en el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, diabetes y cancer” del CNIC (Centro
Nacional de investigaciones Cardiovasculares).

2. DISENO EXPERIMENTAL

2.1. MODELO DE LACTANCIA MATERNA PROLONGADA

Se utiliz6 la rata comun (Rattus norvegicus) de la cepa Sprague-Dawley. Se realizo el cruce de
macho y hembra de 3 meses de edad para la obtencién de camadas, que fueron normalizadas a
12-16 crias (hembras y machos).

El modelo de lactancia prolongada (DW) se desarroll6 extendiendo el periodo de las crias
junto con sus madres de 21 d a 28 d, es decir, un destete a las 4 semanas de edad, mientras que
los controles, grupo de lactancia estandar (SW), se destetaron a las 3 semanas de edad. Después
del destete, s6lo los machos fueron utilizados para los experimentos de la presente tesis. Tanto
las ratas DW como las SW tras el destete fueron alimentados con dieta HFD, hasta que fueron
adultas.

Se realiz6 un seguimiento semanal de peso e ingesta hasta la realizacion de los diferentes
procedimientos en edad adulta, entre los que se encuentran la prueba de frio, fenotipado
metabolico en termoneutralidad, y deméas procedimientos descritos en los siguientes apartados.
En resumen, los grupos experimentales fueron:

» SW-HFD: ratas con lactancia estandar alimentadas con HFD
» DW-HFD: ratas con lactancia prolongada alimentadas con HFD
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Destete Sacrificio
Nacimiento \l/ Dieta alta en grasa (45%) 3%
I i 1
3 semanas 18 semanas
Destete retardado Sacrificio
Nacimiento v Dieta alta en grasa (45%)
L 'l 1 | |
L ] L] L} n
4 semanas 18 semanas

2.2. MODIFICACION DE LA DIETA RATAS CON LACTANCIA ESTANDAR
Con el fin de determinar si los efectos observados en el modelo son producidos por la DW, o
por la semana extra de HFD que tienen las ratas de SW, decidimos realizar un grupo de ratas
que fueron destetadas a tres semanas de edad, posteriormente fueron alimentadas con CD, ya
que el grupo de DW mientras continua con la madre en la camada esta alimentandose de leche
materna y CD. A continuacion, cuando las SW tienen 4 semanas de edad, y las DW también
son destetadas a la misma edad, comenzamos a alimentar a las ratas con HFD simultaneamente.
Se realizd un seguimiento de peso corporal e ingesta, resonancia magnética y fotografias
térmicas. Se sacrificaron a distintas edades, en base a lo que tenemos los siguientes grupos
experimentales:

» SW (3 semanas de edad)

» SW + 1 semana de CD (4 semanas de edad)

» SW+ 1 semana de CD + 1 semana de HFD (5 semanas de edad)

» DW (4 semanas de edad)

» DW + 1 semana de HFD (5 semanas de edad)

Ademas, también pesamos a las madres, tanto de SW (3 semanas) como de DW (4

semanas) y obtuvimos leche materna y sangre, para la obtencion de plasma.

Destete piata

Nacimiento
control
L M . I
r | I
3 4 5 semanas
Sacrificio
Destete
Nacimiento retardado
| : : .
4 5 semanas

Sacrificio

2.3. INHIBICION DE LA EXPRESION GENICA DE FGF21 EN EL HIGADO DEL MODELO DE
LACTANCIA MATERNA PROLONGADA

Con el fin de determinar si el aumento de la produccion hepatica de FGF21, demostrado
anteriormente por el grupo en este modelo animal, estaba relacionada con los efectos de DW,
se realizo la inhibicion de la expresion génica de FGF21 a nivel hepético. Partimos del modelo
de DW, alimentadas con HFD, es decir los grupos SW-HFD y DW-HFD, que cuando fueron
adultas se administrd el lentivirus que produjo la inhibicion de la expresion génica de FGF21
en el higado. Las ratas fueron inyectadas con 500 pL de vectores lentivirales diluidos en
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solucion salina. Para la regulacion descendente de FGF21 especificamente en el higado,
utilizamos vectores lectivirales de acido ribonucleico de cadena corta (ShRNA) FGF21 (1 x 10°
PFU/mL), mientras que para los controles utilizamos shLuciferasa.

Los virus fueron generados en el laboratorio del Dr. Miguel Fidalgo (Stem Cells & Human
Diseases laboratory, CIMUS, Santiago de Compostela-Espafia). Los shRNAs especificos para
la eliminacion de transcripciones de FGF21 en shRNA de rata y shLuciferasa fueron disefiados,
sintetizados y subclonados en plasmido lentiviral pLKO.1. Todas las construcciones ShRNA
fueron confirmadas por la secuenciacion de Sanger Yy la eficiencia de derribo fue validada por
gPCR. Las secuencias de destino de los shRNAs utilizados fueron: sh-Luciferasa:
CCTAAGGTTAAGTCGCCCTCG; sh-FGF21: TCTCTATGGATCGCCTCACTT. Por tanto,
los grupos experimentales son:

» SW-HFD + shLuciferasa
» DW-HFD + shLuciferasa
» DW-HFD + shFGF21

Tras la administracion, dia 0, realizamos un seguimiento de peso e ingesta semanalmente
hasta llegar a la semana 7, momento en el que se produjo el pico de mayor efectividad. Se
realizo el analisis de la composicion corporal, temperatura interescapular y corporal, y su
posterior sacrificio. Durante todo el procedimiento fueron estabuladas grupalmente, y con libre
acceso a agua y comida.

Partiendo de los tejidos obtenidos tras el sacrificio, en esta tesis analizamos la expresion
del D2R en el LHA/ZI, mediante la técnica del western blot, para determinar si la inhibicién de
FGF21 en higado producia cambios en la expresion del D2R.

Inyeccion vena de la cola
-shLuciferasa

Destete -shFGF 21 Sacrificio
Nacimiento \l/ \1/ \l/
—_— i |
3 semanas 8 semanas 14 semanas

Inyeccion vena de la cola

Destete -shLuciferasa
retardado -shFGF21 Sacrificio
Nacimiento :r v
{
4 semanas 8 semanas 14 semanas

2.4. ADMINISTRACION CENTRAL DE FGF21 EN RATAS ESTANDAR
Para corroborar que FGF21 actua a nivel central regulando la via hipotalamica dopaminérgica,
realizamos la administracion aguda de FGF21 en el cerebro. Previamente a esta tesis, en nuestro
grupo se realiz6 una prueba de dosis de FGF21 intracerebroventricular (ICV) en ratas macho
adultas, alimentadas con CD, en las que administramos dos dosis de FGF21 humano (Tabla 10
Ref. 1). En esta prueba observamos que tanto en la dosis mas baja (0,4 pg/rata), como en la mas
alta (4 pg/rata), se obtuvieron los mismos resultados: menor ganancia de peso, sin cambios en
ingesta y mayor termogénesis que los controles (ICV salino). Por lo que, en esta tesis
continuamos con la dosis mas baja (0,4 pg/rata) para realizar los diferentes procedimientos.
Cuatro dias antes las ratas fueron canuladas, tras la administracion ICV salino o FGF21 las
ratas fueron sacrificadas a los siguientes tiempos tras la administracién: 2, 4, 8, 24 h. Antes de
la administracion de FGF21 se pesaron las ratas, la dieta y se realizaron fotos termograficas, y
de la misma manera antes del sacrificio de cada uno de los grupos.
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ICV
FGF21
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2.5. SILENCIAMIENTO GENETICO DE D2R EN EL LHA/ZI DEL MODELO DE LACTANCIA
PROLONGADA
Para determinar si la DW actua a nivel central sobre el sistema dopaminérgico, la expresion del
receptor de dopamina 2 (D2R) se silencié inyectando un adenovirus asociado que codificaba
un shRNA contra D2R (shD2R) o una secuencia codificada de GFP en el LHA/ZI de las ratas
del modelo de DW, alimentadas con HFD. Se administrd estereotaxicamente y de forma
bilateral en el LHA/ZI, 1 uL de vector adenoviral (3,5 x 10 PFU/mL) o vector control (3,5 x
10'° PFU/mL). Al ser un adenovirus asociado, la inhibicion no aparece hasta 3 semanas después
de la infeccidn, pero el efecto es permanente. El vector control lleva GFP que nos servira de
control para comprobar la eficacia de la administracion. Después de la administracion las ratas
fueron estabuladas grupalmente y se realizé un seguimiento del peso y la ingesta, 3 veces por
semana, hasta su sacrificio. Por tanto, los grupos experimentales son:

» SW-HFD + GFP

» SW-HFD + shD2R

» DW-HFD + GFP

» DW-HFD + shD2R

Lateral hipotalamico

Destete GFP Sacrificio
Nacimiento \? Dieta atta\!/ en grasa \!/
| | | L] |
3 semanas 8 semanas 12 semanas
Destete Lateral hipotalamico
retardado GFP / D2R-KD Sacrificio
Nacimiento . Y Dieta alta\!/ en grasa Y
| | ] 1 1 1
4 semanas 8 semanas 12 semanas

2.6. SILENCIAMIENTO GENETICO DEL D2R EN EL LHA/ZI DE RATAS CON DIETA CONTROL
TRATADOS CON FGF21 ICV

Con el fin de investigar si la expresion D2R es inducida por FGF21, y por tanto era necesaria
para las acciones bioldgicas de FGF21, administramos el adenovirus asociado que codifica el
D2R- Knockdown (D2R-KD) estereotaxicamente en el LHA/ZI de ratas con CD, a las que
posteriormente les administramos FGF21 (Tabla 10 Ref. 1) ICV. Para ello administramos el
D2R-KD o GFP, igual que el procedimiento anterior (Apartado 2.5), y realizamos el
seguimiento de peso e ingesta durante tres semanas. Una vez transcurridas las tres semanas
después de la administracion de los vectores virales se implantaron céanulas ICV para la
administracion aguda de FGF21. Después esta segunda operacion los animales se estabularon
de forma individual y tras 4 d de recuperacion administramos ICV el FGF21, tal como lo
habiamos hecho previamente (Apartado 2.4), sacrificando las ratas a las 8 h de la administracion
de FGF21. Por tanto, los grupos experimentales son:
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» GFP + salino

» GFP + FGF21 ICV

» D2R-KD + salino

» D2R-KD + FGF21 ICV

Lateral hipotalamico ICV
GFP FGF21
Estabulacion D2R-KD Canulacion Salino Sacrificio
‘i’ Adaptacion v/ \!f \!/ \!f
7 dias 3 semanas T 4dias 8 horas

2.7. SILENCIAMIENTO GENETICO DE D2R EN EL LHA/ZI DE RATONES D2R-CRE
DEPENDIENTE TRATADOS CON FGF21 ICV
Con el fin de confirmar el requisito de D2R en LHA/ZI para la accién de FGF21 utilizamos un
modelo de raton transgénico D2R-Cre (C57BL/6J, peso 20-25 g, edad 8-10 semanas), en el que
los ratones D2R-Cre fueron inyectados en el LHA/ZI con un adenovirus dependiente de Cre
que codifica un ARN control scrambled (Ad-hSyn-DIO-EGFP) o un shRNA contra D2R (Ad-
hSyn-DI10-shD2R-EGFP). Estos adenovirus hacen efecto a los 5 d, por lo que ya en la misma
intervencion quirurgica colocamos la canula, para la posterior administracion aguda de FGF21
(Tabla 10 Ref. 1) ICV en el cuarto dia, de tal manera que el dia 5 tendremos el efecto del virus
y el de FGF21, en este dia los animales fueron sacrificados. Los ratones fueron estabulados con
libre acceso a CD y agua. Por tanto, los grupos experimentales son:

» Ratones D2R-cre GFP + salino

» Ratones D2R-cre GFP + FGF21 ICV

» Ratones D2R-cre shD2R + salino

» Ratones D2R-cre shD2R + FGF21 ICV

Lateral hipotalamico ICV
GFP FGF21
Estabulacion shDZR Salino  Sacrificio
Ratones \JI/ Adaptacion \!/ \!/ \£’
D2Rcre > ; T g T 1
7 dias 4\ 4 dias 0 24 horas
Canulacion

2.8. SILENCIAMIENTO GENETICO DE FGFR1 EN EL LHA/ZI EN RATONES D2RCRE
TRATADOS CON FGF21 ICV

Para evaluar si FGF21 actua directamente sobre las neuronas D2R de LHA/ZI, decidimos
silenciar FGFRL1. Para ello realizamos el silenciamiento selectivamente en neuronas D2R de
LHA/ZI mediante la administracion estereotaxica de pAAV-SYN-DIO-EGFP para el grupo
control o AAV8- SYN-shFGFR1 para el grupo con el silenciamiento de FGFR1, en el LHA/ZI
de ratones D2R-Cre (C57BL/6J, peso 20-25 g, edad 8-10 semanas). Estos adenovirus asociados
tienen una efectividad de 3 semanas, tras las cuales realizamos la intervencion quirdrgica para
colocar la canula, para la posterior administracion aguda de FGF21, tal como describimos
anteriormente. Los ratones fueron estabulados con libre acceso a CD y agua. Los ratones fueron
sacrificados a las 8 h desde la administracion de FGF21 (Tabla 10 Ref. 1) o salino ICV. Por
tanto, los grupos experimentales son:
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» Ratones D2R-cre GFP + salino

» Ratones D2R-cre GFP + FGF21 ICV

» Ratones D2R-cre shFGFR1 + salino
»Ratones D2R-cre shFGFR1 + FGF21 ICV

ICV
FGF21
Estabulacion Canulacion Salino Sacrificio
Ratones Vv Adaptacion \!/ \!/ \!/
D2Rcre : 7 dias 3 semanas T 4dias 8 horas

2.9. SILENCIAMIENTO GENETICO DEL D2R EN EL LHA/ZI DE RATONES VGAT-CRE
TRATADOS CON FGF21 ICV
Para entender si las neuronas GABAEérgicas de LHA/ZI podrian ser realmente los efectores de
las acciones metabdlicas de FGF21, delecionamos D2R especificamente en neuronas
GABAergicas LHA/ZI mediante la administracion de Ad-hSyn-DIO-EGFP (controles) o Ad-
hSyn-DIO-shD2R-EGFP en la LHA/ZI de un modelo de ratdon transgénico Vgat-cre
(C57BL/6J, peso 20-25 g, edad 8-10 semanas de edad). Estos adenovirus tienen una efectividad
de 5 d, por lo que en la misma intervencion quirdrgica colocamos la canula, para la posterior
administracion aguda de FGF21 (Tabla 10 Ref. 1) o salino ICV en el dia 4. Los ratones fueron
estabulados con libre acceso a CD y agua. En el dia 5, en el que tuvimos el efecto del virus
junto con FGF21 los ratones fueron sacrificados. Por tanto, los grupos experimentales son:

»Ratones Vgat-cre GFP + salino

»Ratones Vgat-cre GFP + FGF21 ICV

»>Ratones Vgat-cre shD2R + salino

»Ratones Vgat-cre shD2R + FGF21 ICV

Lateral hipotalamico ICV
GFP FGF21
Estabulacion shD2R Saline  Sacrificio
Ratones V% Adaptacién \ll/ \ll/ \l./
Vgat-cre 0 I T T 1
7 dias 4\ 4 dias 0 24 horas
Canulacion

2.10. SILENCIAMIENTO GENETICO DE FGFR1 EN TANICITOS DE RATONES WT

Para comprobar si el trasporte de FGF21 producido en el higado al hipotalamo se efectda por
medio de los tanicitos, decidimos inhibir la expresién de FGFR1 especificamente en los
tanicitos de ratones. Para ello, se realiz6 una estereotaxia en ventriculo lateral mediante la
coadministracion de dos vectores virales: el AAV1/2-DIO-CRE que nos ayuda a vehiculizar el
virus a la zona de los tanicitos, junto con el pAAV-SYN-DIO-EGFP (control) o AAV8-SYN-
shFGFR1 que silencia selectivamente FGFR1 en los tanicitos. Se realiz6 un seguimiento de
peso corporal e ingesta durante 3 semanas, tiempo que tarda el virus en hacer efecto y a
continuacion, se realiz6 una prueba de exposicion al frio, introduciendo a los ratones en una
camara fria a 4 °C, durante 6 h, tras las cuales se realizé foto térmica. Posteriormente se
anestesiaron los ratones para la obtencion del BAT, y a continuacién se perfundieron para la
obtencion de los cerebros.
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Exposicion
Estabulacion a frio (4°C)  Sacrificio
v Adaptacion \=/
7 dias 3 semanas 0 6 horas

3. VIAS DE ADMINISTRACION DE SUSTANCIA

3.1. VIA INTRAPERITONEAL

La via intraperitoneal (IP) se usa para administrar volumenes relativamente grandes, cuando es
necesario que se absorban rapidamente, no se precisa anestesia; se realiza en la parte ventro-
caudal del animal por debajo del peritoneo. Se inmoviliza el animal por la espalda intentando
oprimirle las extremidades anteriores. Se inclina la cabeza del animal ligeramente hacia abajo
para minimizar el riesgo de desgarro en visceras y se inserta la aguja (25G 5/8” 0,5x16mm)
acoplada a una jeringa de 1mL, practicamente de manera perpendicular a éste, preferiblemente
en el lado derecho. Esta via fue utilizada para la administracion de glucosa (2 g/kg; Tabla 10
Ref. 2), insulina (0,50 U/kg; Tabla 10 Ref. 3) piruvato (1,25 g/kg; Tabla 10 Ref. 4), y anestesia.

3.2. VIA SUBCUTANEA

La via subcutanea (SC) se utiliza para la administracion parenteral, y proporciona una lenta
liberacion, al igual que la via anterior, no precisa anestesia. Se realiza por la zona lateral dorso-
caudal del animal, por encima de la pata posterior. Se inmoviliza el animal y se pellizca el lomo
del animal con la misma mano; con la otra mano se introduce la aguja (25G 5/8” 0,5x16mm),
paralelamente a la columna vertebral. Por esta via se administré suero fisiologico y ketoprofeno
(Tabla 10 Ref. 5) como analgésico y oxitocina (Tabla 10 Ref. 6).

3.3. VIA INTRACEREBROVENTRICULAR

La via ICV se usa para liberar agentes farmacolégicos al SNC, no requiere anestesia. El animal
se inmoviliza de forma leve intentando reducir al maximo el estrés ocasionado. A continuacion,
se abre la canula (implantada 4 d antes de la inyeccion, explicado en el apartado 3.4) con ayuda
de una tijera por el extremo sellado, se introduce una jeringuilla Hamilton (Tabla 11 Ref. 1) y
se vacia su contenido una vez estd insertada correctamente en la canula. Al retirar la aguja es
necesario extremar el cuidado sujetando la canula para evitar su desplazamiento del lugar de
insercion. Mediante estas canulas solo se administraron las sustancias de manera aguda; es
decir, se realizé una Unica administracion a través de ellas. Los animales recibieron vehiculo
(solucion salina) o FGF21 (Tabla 10 Ref. 1) ICV.

3.4. CANULACION

Este procedimiento quirurgico se utiliza para administrar sustancias ICV (explicado en el
apartado 3.3). Para ello se utilizaron canulas fabricadas a partir de un tubo de polietileno de
20G para rata (Tabla 11 Ref. 2) y 22G para ratén (Tabla 11 Ref. 3). Uno de los extremos de la
canula se corté en forma biselada con un tamafio de bisel de 0,5 mm y una distancia desde el
extremo a un tope incorporado previamente de 4 mm para rata'y 2,5 mm para raton. El extremo
opuesto de la canula se sell6, mediante la aplicacién de calor, hasta el momento de la
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administracion del tratamiento. El dia del experimento este extremo sellado se corté con una
tijera para poder introducir la aguja y llevar a cabo la inyeccion de la sustancia de interés.

Una vez anestesiados los animales, y tras comprobar su estado de anestesia, se realizd un
corte sagital en la piel que recubre la cabeza, dejando la parte superior del craneo al descubierto.
Con ayuda de un mosquito se mantiene la piel retirada para tener una dptima vision del plano
quirargico. Se limpia bien la zona hasta que el bregma queda al descubierto. EI bregma es el
punto craneal en el que confluyen las suturas del hueso frontal con los dos temporales, siendo
éste el punto de referencia para la implantacion de la canula. A continuacion, se realizé una
perforacion en el crdneo con una broca quirtrgica y la canula se implanta por su extremo
biselado en el lado derecho o izquierdo del ventriculo lateral, en ratas las coordenadas desde el
bregma son: -0,9 mm anteroposterior (AP), £ 1,5 mediolateral (L), -3,50 mm dorsoventral
(DV); mientras que en raton son: -0,6 mm AP, £ 1,2 mm L, 2 mm DV. Una vez implantada la
canula se afiade cianocrilato (Tabla 10 Ref. 7) para que la canula quede perfectamente fijada y
sellada bien toda la zona abierta. Tras la canulacion los animales se estabularon
individualmente, se dejé un periodo de recuperacion de 3 d en el caso de raton y de 4 d en rata.

3.5. VIA INTRAVENOSA
La via intravenosa (V) se utiliz6 para la administracion por la vena de la cola y la vena yugular.

3.5.1. Administracion por la vena de la cola

Esta via fue utilizada para la administracion de vectores virales con el fin de modular la
expresion génica a nivel hepético, no requiere anestesia. Las ratas se mantuvieron en un
sujetador especifico 0 “restrainer” para las inyecciones en la vena de la cola (Tabla 11 Ref. 4).
Para poder maximizar el rendimiento de la inyeccion es necesario previamente dilatar la vena
de la cola del animal, mediante la aplicacion directa de calor con lampara de luz infrarroja
durante 30 s aproximadamente. A continuacion, inyectamos de 500 pL de vectores lentivirales
diluidos en solucidn salina, shLuciferasa o sShRNA knockdown FGF21 (1 x 10° PFU/mL) con
una jeringa con una aguja acoplada (27 G x 3/8 " 0,40 mm x 10 mm) sobre las venas laterales
de la cola, de forma superficial y practicamente paralela al eje longitudinal de la cola. La
inyeccion debe realizarse lentamente para evitar la saturacion de la vena. Una vez administrado,
la aguja debe retirarse con cuidado para no provocar el sangrado, presionando la zona si se
produce una ligera hemorragia.

3.5.2. Administracion por la vena yugular

Esta via fue utilizada para la administracion de 5 nmol FGF21 recombinante fluorescente
(Tabla 10 Ref. 8). Al contrario que ocurria en las anteriores vias, para la administracion de las
sustancias de interés a través de la vena yugular es necesario recurrir a anestesia general de los
animales (explicado a continuacion, en el apartado 4). Con el animal anestesiado se localiza
facilmente la vena yugular en el cuello, se sujeta al animal, con una jeringa con una aguja
acoplada sobre la vena yugular, de forma superficial y practicamente paralela al eje
longitudinal. La inyeccion debe realizarse lentamente para evitar la saturacion de la vena. Una
vez administrado, la aguja debe retirarse con cuidado para no provocar el sangrado, presionando
la zona si se produce una ligera hemorragia.

3.6. VIA NUCLEO-ESPECIFICA
Esta via de administracion se utiliza para poder acceder a nucleos concretos del cerebro del
animal. También para la administracion de las sustancias de interés a través de la via ndcleo-
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especifica es necesario recurrir a anestesia general de los animales, y realizar la estereotaxia,
explicada en el siguiente apartado. Se inyectaron:
> vectores adenovirales D2R knockdown (3,5 x 10'° PFU/mL) o los controles del
vector (3,5 x 1010 PFU/mL) en LHA/ZI de ratas
> vectores adenovirales asociados Ad-hSyn-DI10-shD2R-EGFP (1,0 x 10'° PFU/mL)
0 Ad-hSyn-DIO-EGFP (1,0 x 10'° PFU/mL) (Vector Builder) bajo promotores cre
especificos en LHA/ZI de ratones D2R-cre y Vgat-cre
> vectores adenovirales asociados AAV-SYN-shFGFR1 (1,0 x 10 PFU/mL) o
PAAV-EF1A-DIO-EYFP (2,48 x 10 PFU/mL) (Vector Builder) bajo promotores cre
especificos en LHA/ZI y ventriculo lateral de ratones D2R-cre
> AAV1/2-DIO-CRE (1,28 x 10 PFU/mL) en ventriculo lateral de ratones de tipo
salvaje (WT)

3.6.1. Estereotaxia
La estereotaxia es un procedimiento quirdrgico que se utiliza para la administracion directa
de sustancias en zonas especificos del cerebro, en nuestro caso concretamente en el hipotalamo.
Para ello se utiliz6 un instrumento de estereotaxia (Tabla 11 Ref. 5) que permite localizar
tridimensionalmente una zona concreta del cerebro para realizar una administracion localizada.
Esta administracion se realiza bilateralmente en diferentes nicleos hipotalamicos, en nuestro
caso en el LHA y ventriculo lateral. EI punto de referencia utilizado es el bregma, a partir del
cual obtenemos las coordenadas estereotdxicas anteroposterior (AP), mediolateral (L) y
dorsoventral (DV), siguiendo las indicaciones del atlas estereotaxico Paxinos G & Watson C
de cerebro de rata y ratdén, sumamos o restamos las coordenadas correspondientes al ndcleo de
interés. Cada nucleo hipotaldmico tiene una coordenada concreta:
> LHA en rata AP -2,85 mm L 2 mm DV-8,1 mm
» LHA enraton AP -1,3mm L 1,1 mm DV -5,2 mm
» Ventriculo lateral en raton AP -0.3 mm, L £1 mm DV -2,5 mm
Para llevar a cabo este procedimiento es necesario anestesiar a los animales. Una vez se
hizo efectiva la anestesia, los animales se colocaron en el estereotaxico y fijandolos por el
craneo en los planos vertical y horizontal. Para mantener visible el plano quirdrgico se realizo
un corte transversal en la piel de la cabeza por detras de las orejas y se retir0 la piel con ayuda
de un mosquito. A continuacion, se separ0 el tejido subcutaneo del crdneo con un bisturi,
dejando al descubierto la zona circundante al bregma. Localizamos el bregma, tomado como
punto de referencia, obteniendo las coordenadas de este punto (AP, L y DV). Posteriormente
calculamos las coordenadas donde queremos administrar las diferentes sustancias y nos
posicionamos en ellas, con una broca quirtrgica se perfora el craneo en cada punto de las
coordenadas y se procede a la inyeccion de la sustancia utilizado una jeringa de microinyeccion
Hamilton (Tabla 11 Ref. 6). En cada inyeccidn se inocul6 1 uL de sustancia durante 5 min para
el caso de ratas y 15 min para el caso de ratones (velocidad de administraciéon: 200 nL/min).
Una vez terminada la inoculacion se procedio a la sutura del corte en la piel mediante la ayuda
de seda de sutura (2-0 para rata y 4-0 para raton). Los animales fueron estabulados y controlamos
su recuperacion.
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4. ANESTESIA

Todos los procedimientos quirurgicos fueron realizados bajo los efectos de anestesia general
administrada mediante la inyeccion IP de una solucion anestésica disuelta en suero fisioldgico,
consistente en 80 mg/kg de ketamina (Tabla 10 Ref. 9) y 8 mg/kg de xilacina (Tabla 10 Ref. 9)
para rata, y 100 mg/kg de ketamina con 20 mg/kg de xilacina para raton. El estado de anestesia
de cada individuo se verificd comprobando el reflejo podal y palpebral, siendo su ausencia
indicativa de que puede realizarse el procedimiento quirdrgico. Tras la cirugia los animales
fueron tratados por via SC con ketoprofeno como medida de analgesia a una dosis de 2,5 mg/kg
de peso corporal y también se les administrd suero fisioldgico subcutdneamente para evitar la
deshidratacion causada por la anestesia. Tras todos los procedimientos quirurgicos se realizo
un seguimiento exhaustivo de su estado mediante la valoracion de su aspecto fisico, peso
corporal y la ingesta.

5. PROCEDIMIENTOS

5.1. MONITORIZACION DE PESO E INGESTA

La ingesta y el peso corporal de los animales se determinaron utilizando una balanza de
precision, en funcion de las necesidades de cada experimento (semanal, diariamente o por
horas). Cuando los animales se encontraban estabulados en grupo (estabulacién colectiva), la
ingesta total del grupo se promedi6 en funcién del nimero de individuos presentes en cada una
de las jaulas para tener el dato de ingesta por animal.

5.2. MONITORIZACION DE LA TEMPERATURA CORPORAL E INTERESCAPULAR
La temperatura corporal se registré con una sonda rectal especifica para rata o raton, conectada
a un termémetro digital (Tabla 11 Ref. 7).

Para medir la temperatura interescapular de los animales es necesario afeitar el pelo de esta
zona previamente a la realizacion de la fotografia termograficas (normalmente el dia anterior,
minimo 3 h antes), utilizando una cdmara infrarroja de alta resolucion (Tabla 11 Ref. 8). Las
imagenes fueron obtenidas en el rango de 30-40 °C y posteriormente fueron analizadas mediante
el software especifico de FLIR (Tabla 12 Ref. 1). Finalmente, la temperatura interescapular de
cada animal se monitoriz6 como la temperatura media resultante del andlisis de 3 fotografias
termograficas.

5.3. FENOTIPADO METABOLICO

Ademas de la valoracion de peso e ingesta, previamente citada, se evalué la composicion
corporal mediante un sistema de resonancia magnética nuclear y la medicion del EE, LA y tasa
de respiracion metabolica (RQ) mediante un sistema de calorimetria indirecta.

5.3.1. Sistema de resonancia magnética nuclear

El analisis de la composicion corporal se realizd mediante el empleo de un equipo de
resonancia magnética de imagen (Tabla 11 Ref. 9); con esto se obtuvieron datos de la
composicion de masa grasa, masa magra y agua de cada animal. En aquellos tratamientos en
los que no fue posible analizar la composicion corporal mediante resonancia magnética se
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realizd el pesado de los principales depositos grasos (WAT gonadal y visceral y BAT) post-
mortem en una balanza de precision.

5.3.2. Sistema de calorimetria indirecta

El sistema de calorimetria indirecta tiene 12 cajas con medicion simultanea de calorimetria
indirecta (Tabla 11 Ref. 10), que calcula de forma simultanea la, la ingesta y la RQ y el EE.
Previamente los animales son estabulados en cajas de adaptacion al sistema durante 48 h para
que se adapten al tamafio de la jaula y al sistema de comida y bebida que presenta el sistema de
fenotipado. Posteriormente se estabulan en las cajas metabolicas y cada 30 min, durante 48 h,
el sistema de calorimetria indirecta toma medidas de ingesta, consumo de O2 (vO2), produccion
de CO2 (vCO2) y LA entre otros.

Con los valores obtenidos se calculé la RQ de cada individuo durante cada medicidn
dividiendo el vCO: entre el vO2 (vCO2/v02). La RQ refleja la relacion entre el volumen de CO2
producido como residuo oxidativo entre el Oz consumido para la respiracion (VCO2/VOz2). Los
valores de la ratio nos van a determinar cual es el macronutriente preferente para realizar la
oxidacion.

El valor de EE resultante (kcal/48 h) fue también normalizado con el peso total del animal
(kg) medida al final del proceso. Para asegurar el ajuste entre el EE y el peso corporal, se
enfrentaron en un grafico de dispersion el peso corporal (eje X) y el EE (eje Y) donde se
observara el efecto de la composicion corporal sobre el metabolismo basal. Esta observacion
requiere de un analisis estadistico que pueda reflejar el efecto y para ello se recomienda un
analisis de la covarianza (ANCOVA) que elimina la heterogeneidad generada sobre EE por la
influencia del peso corporal (variable independiente continua) y el genotipo, tratamiento o
estado metabolico (variable discreta independiente).

La se obtiene registrando el movimiento en sentido horizontal y vertical, detectado por
unos sensores de luz infrarroja. Se analiza el total de centelleos de luz registrado por estos
sensores por cada animal y este valor fue también normalizado con el peso corporal (kg) medida
al final del proceso.

Este sistema fue llevado a cabo en termoneutralidad (30 °C con una humedad relativa del
45-52 %) para eliminar el metabolismo adicional necesario para defender la temperatura
corporal a temperaturas mas bajas.

5.4. TEST DE EXPOSICION AL FRIO

Las ratas y ratones fueron expuestas al frio (4 °C) durante 6 h. Para realizar esta prueba es
necesario estabular a los animales en una camara fria que permanezca a 4 °C durante la
realizacion de éste, antes de estabularlos registramos su temperatura corporal, temperatura
interescapular, su peso y la dieta de la que disponen. Posteriormente cada 60 min se registra la
temperatura corporal via rectal, asi como la temperatura interescapular. Tras las 6 h volvemos
a medir su peso y la dieta sobrante para la valoracion del cambio de peso y la ingesta. Con todos
los datos obtenidos podemos analizar como les afecta el frio en el peso, termogénesis y analizar
su capacidad de mantener su temperatura constante.

5.5. PRUEBA DE TOLERANCIA AL PIRUVATO, A LA GLUCOSA Y A LA INSULINA

Se realizaron pruebas de tolerancia al piruvato (PTT), a la glucosa (GTT) y a la insulina (ITT)
por via IP mediante la inyeccidn de piruvato (1,25 g/kg), de glucosa (2 g/kg) o de insulina (0,50
U/kg) tras el ayuno nocturno. Para recoger la muestra de sangre para la medicion de la glucosa,
se hizo un pequefio corte cerca del extremo de la cola de la rata, y las gotas de sangre se
recogieron directamente en la tira reactiva colocada en el glucometro de sangre (Tabla 11 Ref.
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11). Las muestras de sangre se recogieron inmediatamente antes y 15, 30, 60, 90 y 120 min en
la GTT e ITT, mientras que la PTT se midio a 20, 40, 60, 80, 120 min después de la
administracion.

5.6. ESTUDIO DE CAPTACION DE GLUCOSA EN BAT
Se realizaron tomografias en ratas Sprague Dawley utilizando el Sistema de Imagenes
Preclinicas PET/CT (Tabla 11 Ref. 12) del area de imagen preclinica del CEBEGA. El
subsistema de tomografia por emision de positrones (PET) esta formado por tres anillos de ocho
detectores basados en cristales monoliticos centelladores que forman un octadgono con un FOV
(campo de vision) axial de 8 x 14,8 cm (direcciones transaxial y axial respectivamente) con el
fin de generar imagenes PET con resolucion espacial de 1,2 mm y una sensibilidad del 10 %.
El subsistema de tomografia computarizada (CT) consiste en un tubo de rayos X de microfoco
de 50 kVp con un detector de panel plano pixelado 2D centellador Csl que forma un FOV de
52 x 52 cm con el fin de generar imagenes CT de 90 pum de resolucion espacial. El
procedimiento se realiz6 con 3 condiciones:

» 4 ratas con ayuno nocturno a temperatura ambiente

> 8 ratas ad-libitum a temperatura ambiente

> 8 ratas ad-libitum a 4 °C

Para las ratas que estuvieron con exposicion al frio los animales permanecieron a 4 °C
durante 1 h y media. Luego, la temperatura del BAT se midid utilizando una camara infrarroja
(Apartado 5.2). Hasta la administracién 18F-FDG. A todos los animales se inyectaron 12,32 +
0,47 MBq de radiotrazador 18F-FDG (fluorodesoxiglucosa) en la vena de la cola de cada animal
bajo anestesia (2-2,5 % de isoflurano). 18F-FDG es un conocido radiotrazador PET
ampliamente utilizado para evaluar el metabolismo celular de la glucosa, formado por una
molécula de glucosa con el radiondclido emisor de positrones 18F sustituido por el grupo
hidroxilo normal en la posicion C-2 en la molécula de glucosa. Los animales se despertaron
unos min mas tarde y se mantuvieron en reposo durante 35 min a temperatura ambiente o se
mantuvieron a 4 °C durante 28 min (las del grupo ad-libitum a 4 °C) con acceso a comida y
agua. Después de ese tiempo, los animales fueron nuevamente anestesiados y las adquisiciones
estaticas de PET se realizaron a los 45 min después de la inyeccion (10 min de exploracidn).
Las imagenes PET se reconstruyeron utilizando el algoritmo de maximizacion de expectativa
de maxima verosimilitud (MLEM) con 12 iteraciones y un tamafio de pixel de imagen de 0,5 x
0,5 x 0,5 mm?, incluyendo coincidencias aleatorias y de dispersion y sin correccion de
atenuacion. EI FOV se centr6 en la region cervical del animal.

Todas las imagenes se analizaron utilizando el software AMIDE (Tabla 12 Ref. 2). El
analisis cuantitativo se llevo a cabo mediante el uso de Regiones de Interés Esféricas (ROI) con
dimensiones de 6 x 6 x 6 mm?® delineadas en el iBAT de cada animal con el fin de capturar el
valor maximo de captacion 18F-FDG en el iBAT. Finalmente, el Valor de Absorcién
Estandarizado (SUVmax), que es proporcional al metabolismo de la glucosa, se calculo como
el valor maximo de absorciéon de 18F-FDG normalizado por la actividad inyectada y el peso
corporal del animal. La actividad inyectada 18F-FDG se estim0 restando la actividad
extravasada en la cola.

5.7. EXTRACCION DE LECHE MATERNA

Las madres de las camadas después del destete son estabuladas individualmente durante
aproximadamente 4 h, para la acumulacion de leche. Posteriormente, se seda con isofluorano
(Tabla 10 Ref. 11), 5 % para induccidn de camara y 2 % para mantenimiento de mascarillay se
administran 5 Ul de oxitocina (Tabla 10 Ref. 6) por via SC, para provocar mayor produccion y
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acumulacion de leche. A continuacion, se masajean las mamas y se obtiene leche directamente
en un tubo de 1,5 mL, durante un maximo de 1 h. Posteriormente, la leche obtenida se centrifuga
durante 10 min a 800 x g a 4 °C, dejandonos con una fase intermedia, en la cual conseguimos
evitar la capa grasa superior, y la capa de restos que queda al fondo del tubo.

5.8. PERFUSION CARDIACA

La perfusion cardiaca es un procedimiento por él que se pueden obtener los cerebros post-
mortem preservando sus caracteristicas morfoldgicas y moleculares lo més parecido posible a
las que poseia en estado vivo, esto es necesario para los posteriores estudios
inmunohistoquimicos. Tras la anestesia general, se coloca el animal en posicion decubito dorsal
y se procede a la apertura de la cavidad abdominal con el fin de exponer el corazoén.
Localizamos el apéndice xifoides y se levanta ligeramente con unas pinzas procediendo a la
rotura del diafragma y al corte de las costillas. Localizamos la punta del ventriculo izquierdo,
en el que realizamos una pequefia incision y se introduce una canula hasta la entrada de la aorta.
Tras inmovilizar la canula se secciona la auricula derecha para abrir el circuito y se bombea una
solucién de suero fisioldgico isotdnico para eliminar la sangre del sistema circulatorio. Para
continuar tenemos que observar que la salida de la auricula derecha sélo expulsa el suero salino,
y ademas la coloracién del higado es mas palida. A través de la misma via se infusiona la
solucion de fijado, una solucion de formalina (100 mM) en tampon fosfato (pH=7,4) durante
aproximadamente 10 min en ratones y ratas pequefias, 15 min para ratas adultas. Para
comprobar que la fijacion se ha completado debemos observar la completa rigidez del animal.
Una vez el cuerpo esta fijado, se extrajo el cerebro de esos animales y se mantuvieron en
solucién de fijado durante 24 h a 4 °C. Tras este periodo de tiempo los tejidos se sumergen a
etanol al 70 % para posteriormente incluirlos en parafina, o a solucién fosfato para
inmunofluorescencia en fresco cortado con vibratomo.

6. SACRIFICIO

Al término de los procedimientos los animales fueron sacrificados por decapitacion. La sangre
troncal fue recolectada e inmediatamente centrifugada, el plasma obtenido fue almacenado a
-20 °C para las mediciones bioquimicas, y todos los tejidos fueron retirados rapidamente,
congelados inmediatamente sobre hielo seco y mantenidos a -80 °C hasta su andlisis. Para el
estudio histologico parte de esos tejidos fueron fijados en paraformaldehido 10 % para su
posterior inclusion en parafina.

7. TECNICAS ANALITICAS

7.1. DISECCION DE AREAS CEREBRALES

Los cerebros se extrajeron e inmediatamente se congelaron y se almacenaron a -80 °C hasta su
posterior procesamiento. A continuacién, el cerebro se coloc6 en una matriz cerebral con una
superficie ventral en la parte superior bajo un microscopio de diseccion. EI LHA/ZI y el MBH
se extrajeron de todo el hipotalamo cortando entre los limites rostral y caudal de la ME paralelos
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a la base del hipotdlamo y 1 mm a cada lado lateral de la ME en el caso del LHA/ZI y 0,5 mm
a cada lado lateral de la ME en el caso del MBH. La profundidad de cada seccion aislada era
de aproximadamente 1 mm en los ratones y de 3 mm en el cerebro de rata.

7.2. ESTUDIO HISTOLOGICO E INMUNOHISTOQUIMICA

7.2.1. UCPlen BAT

Los tejidos se fijaron en paraformaldehido al 10 % para su posterior inclusion en parafina
mediante un procedimiento estandar. Las muestras de BAT se cortaron y montaron utilizando
una seccion de 3 pm y se tifieron con un procedimiento estindar de hematoxilina y eosina
alcohdlica. Se utilizé el anticuerpo UCP1 (Tabla 13 Ref. 1). Se cortaron secciones congeladas
de 8 um de higado con un criostato (Tabla 11 Ref. 13) y se tifieron en Oil red (Tabla 10 Ref.
12) filtrado durante 10 min. Las secciones se lavaron en agua destilada, se contratifieron con
hematoxilina de Mayer durante 3 min y se montaron en un montado acuoso (gelatina de
glicerina). Las secciones se observaron y fotografiaron con un microscopio Zeiss AXIO
digitalizando las imagenes con una camara (Tabla 11 Ref. 14) acoplada a dicho microscopio y
se cuantificaron con el software Image J (Tabla 12 Ref. 3).

7.2.2. Oil Red en higado

Esta tincion especifica de lipidos permite evaluar la esteatosis hepatica. Las muestras de
tejido hepatico congelado fueron cortadas en secciones de 8 um con un criostato (Tabla 11 Ref.
13), fijadas en 4% paraformaldehido durante 2 h y tefiidas en solucion Oil Red (Tabla 10 Ref.
12) filtrado durante 20 min. Tras ser lavadas en agua destilada, las secciones fueron
contratefiidas con hematoxilina de Harris durante 5 min y montadas con medio de montaje
acuoso.

7.2.3. Inmunofluorescencia en cortes cerebrales

Los animales fueron perfundidos (Apartado 5.8). Los cerebros fijados se sumergieron en
sacarosa al 30 % y azida sodica (Tabla 10 Ref. 13) al 0,01 % en PBS a 4 °C durante 2 d. A
continuacion, se cortaron 3 juegos de secciones coronales (40 um de espesor) en un criostato
(Tabla 11 Ref. 13) y se almacenaron a -20 °C en crioprotector.

Un conjunto de secciones flotantes de cada animal se lavé tres veces en TBS 0.1M durante
10 min cada una y se incubo en solucién de bloqueo (suero de burro al 2 % + 0.3 % Triton X-
100 (Tabla 10 Ref. 14) en TBS 0.1 M durante 60 min. Luego, las secciones se incubaron con el
anticuerpo primario (GFP, cFOS, FGFR1, VGAT, Vimentin. Tabla 13 Ref. 2-6). en solucion
de bloqueo durante 24 h a 4 °C. Después de la incubacion en el anticuerpo primario, las
secciones se lavaron con TBS 0.1 M tres veces durante 10 min cada una y luego se incubaron
en el anticuerpo secundario correspondiente: Cy3 burro anti-conejo (Tabla 13 Ref. 7) y cabra
anti-pollo Alexa 488 (Tabla 13 Ref. 8) durante 60 min a temperatura ambiente. Las secciones
se lavaron y se cubren con la solucién de montaje fluorogel y el cubreobjetos. Las imagenes
confocales se recogieron con un microscopio confocal (Tabla 11 Ref. 15).

En el caso del FGF21 recombinante fluorescente (Tabla 10 Ref. 8). Los ratones fueron
decapitados 1 min después de la inyeccion y la inmersion cerebral fijada en paraformaldehido
(PFA) al 4 % (0.1 M PBS pH 7.4) durante 2 h y luego se colocé en el mismo fijador +20 % de
sacarosa durante la noche a 4 °C. Los cerebros se congelaron en isopentano refrigerado por
nitrégeno liquido y se recolectaron secciones de criostato de 30 um de espesor en portaobjetos
de vidrio supercongelado. Las imagenes se adquirieron con un microscopio Zeiss Axio (Tabla
11 Ref. 14). EI FGF21 fluorescente se fotografié utilizando un divisor de haz de 660 nm con
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una longitud de onda de excitacion establecida en 625/655 nm y una longitud de onda de
emision establecida en 665/715 nm.

7.3. NIVELES DE FGF21 EN PLASMA Y LECHE

Los niveles circulantes de FGF21 fueron medidos en plasma y leche materna de las ratas del
modelo de lactancia materna. La sangre extraida durante el sacrificio fue centrifugada y se
obtuvo el plasma. Asi mismo la leche materna fue centrifugada, y la fraccion obtenida fue
medida. Los niveles de FGF21 se determinaron mediante inmunoensayo enzimético (ELISA)
utilizando kit comercial. EIl limite de sensibilidad del ensayo fue de 3,81 pg/mL y los resultados
se presentan en pg/mL (Tabla 13 Ref. 9).

7.4. NIVELES DE ACIDOS GRASOS LIBRES EN PLASMA

Los niveles plasmaticos de acidos grasos libres no esterificados (NEFAS) se determinaron
mediante kit comercial especifico (Tabla 10 Ref. 15), siguiendo los protocolos del fabricante,
que se fundamentan en una reaccién enzimatica colorimétrica que es evaluada con un
espectrofotdmetro (Tabla 11 Ref. 16).

7.5. ANALISIS DE ARN MENSAJERO POR PCR A TIEMPO REAL

7.5.1. Extraccion del ARN y cuantificacion

Para la extraccion del ARN de tejido se utilizo el reactivo TRIzol™ (Tabla 10 Ref. 16) que
permite la degradacion proteica y el aislamiento de los &cidos nucleicos. Aproximadamente 0.1
g de higado fue homogeneizado en TRIzol™ (800 uL) mecénicamente con ayuda de una bola
de acero mediante el uso de un homogeneizador mecanico (Tabla 11 Ref. 17), durante 3 min a
30 Hz. Tras la homogenizacién, la muestra se centrifug6 a 12000 x g durante 10 mina 8 °Cy
se recogio el sobrenadante. A continuacion, se aislo el ARN afiadiendo 160 pL de cloroformo
(Tabla 10 Ref. 17), se agitod por inversién y se incubd aproximadamente durante 3 min a
temperatura ambiente hasta ver bien diferenciadas las dos fases. Posteriormente se centrifugé a
12000 x g durante 15 min a 4 °C para que se separen la fase acuosa (ARN) de la fase organica
(proteinas y lipidos). Se recogié el sobrenadante (fase acuosa) con cuidado de no tocar la
interfase blanquecina (ADN). Se afiadieron 400 uL de isopropanol (Tabla 10 Ref. 18), se agito
el tubo por inversion y se incubd durante 10 min a temperatura ambiente. A continuacion, se
centrifugaron a 12000 x g durante 15 min a 4 °C. Se elimind el sobrenadante por decantacion.
A partir de esta centrifugacion la muestra debe permanecer siempre en hielo. Posteriormente,
se afadieron 800 pL de etanol 75 % diluido en H20 DEPC (H20 bidestilada con
dietilpirocarbonato 0,1 %). Se centrifugd a 7500 x g durante 5 min a 4 °C y se eliminé el
sobrenadante por decantacion. Posteriormente cuando la muestra estuviera seca, se resuspendid
el pellet en 25 pLL de H20 DEPC. Finalmente, se cuantifico el ARN mensajero (ARNm) en un
NanoDrop (Tabla 11 Ref. 18).

7.5.2. Purificacion del ARN: tratamiento con DNAsas

Se utilizo el kit comercial Ambion DNA-free™® (Tabla 10 Ref. 19) siguiendo el protocolo
del fabricante. Para el tratamiento se calcul6 el volumen necesario para retrotranscribir 2 pg de
ARN en un volumen maximo de 12,5 uL. de H20 DEPC. Se afiadi6 a la muestra una mezcla
constituida por 1,5 uLL de tampény 1 uL. de DNasa I.

A continuacion, se incubd el tubo en el termociclador (Tabla 11 Ref. 19) durante 30 min a
37 °C. Tras la incubacion se paso el tubo a hielo. Se afiadieron 2 uL del reactivo de inactivacion
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de la DNasay se incub6 3 min a temperatura ambiente. Tras este tiempo se centrifugo la muestra
a 10000 x g durante 1,5 min y se recogieron 10 uL de sobrenadante.

7.5.3. Retrotranscripcion

La retrotranscripcion consiste en amplificar el ARN extraido en forma de ADN
complementario (ADNCc). Para llevar a cabo la retrotranscripcion se utilizé el kit comercial
High Capacity cDNA Reverse Transcription (Tabla 10 Ref. 20). De este modo se amplifica la
cantidad de ARN de la muestra y se asegura la estabilidad de la molécula durante la PCR a
tiempo real.

En primer lugar, se prepar6 una mezcla constituida por 2 uL de tampon de
retrotranscripcion 10x, 0,8 uL de mezcla de deoxinucleésidos trifosfato (dNTPs) 25x (100
mM), 2 uL de cebadores de retrotranscripcion aleatorios 10x, 1 pL de transcriptasa reversa
MultiScribe y 4,2 uLL de H20 DEPC. A continuacion, se pipetearon 10 uL de dicha mezcla
sobre 10 uL de la muestra y el tubo se coloco en el termociclador (Tabla 11 Ref. 19) utilizando
el siguiente programa: 10 min a 25 °C, 120 min a 37 °C, 5 min a 85 °C; y se mantuvo a 4 °C
hasta la recogida de las muestras.

7.5.4. PCR cuantitativa a tiempo real

La PCR cuantitativa (QPCR) permite la cuantificacion de la expresion génica en términos
relativos, expresando el cambio en los niveles de expresion de ARNm de un gen en forma de
ADNCc comparandolo con los niveles de expresion de ARNm de un gen control o normalizador.
Las sondas comerciales utilizadas (Tabla 2) estan marcadas con fluorocromos: donador y
aceptor. Se utilizaron los reactivos Tagman (Tabla 10 Ref. 21). Esta basado en la transferencia
de energia fluorescente mediante resonancia de transferencia de energia fluorescente (FRET)
entre las dos moléculas. El fluorocromo utilizado para la realizacion de la PCR fue TAMRA,
gue posee un maximo de absorcion de 560 nm y un maximo de emision de 580 nm Se prepar6
la mezcla (1 uL de sonday 10 pL de la Tagman Universal PCR Méster Mix (Tabla 10 Ref. 22)
por pocillo para cada gen, tanto para el gen problema como para el gen constitutivo. Después
de afiadir 11 pLL de mezcla por pocillo, se adicionaron 9 uL. del ADNc correspondiente obtenido
tras la retrotranscripcion a cada pocillo de la placa. Finalmente, la placa se introdujo en el
equipo de g-PCR (Tabla 11 Ref. 20) y el protocolo usado para la amplificacion consistié en 40
ciclos de 2 mina50°C; 10 mina 95°C; 10 mina 95°C; 15s5sa95°C y 1 min a 60 °C. En todos
los experimentos se analizaron las muestras por duplicado. Los resultados se analizaron
utilizando el software proporcionado por el aparato. Para determinar la concentracion de ADNc
en cada muestra se analiza umbral de ciclos (Ct). El Ct es el ciclo a partir del cual se amplificado
la mitad del contenido del ADNCc. El valor del Ct es inversamente proporcional a la cantidad de
ADNCc. Los niveles de expresion de todos los genes se normalizaron seglin los niveles de
expresion del gen constitutivo fosforribotransferasa hipoxantina 1 (HPRT1) que se usa como
gen control. Los resultados se expresan como unidades arbitrarias relativos al valor medio del
grupo control.

Tabla 2. Sondas utilizadas en la PCR a tiempo real

Gen Cebador Secuencia
Directo 5’-AGCCGACCGGTTCTGTCAT -3’
HPRT1 Reverso 5’-GGTCATAACCTGGTTCATCATCAC -3’
Sonda 5’-CGACCCTCAGTCCCAGCGTCGTGAT-3’
Directo 5’-CACTCTGGTACCCAGGACCAATAA-3’
FGF21 Reverso 5’-CCCTCAACTTTTCTCTGGCTAGGT-3’
Sonda 5’-ACAAGAGTAGAGGTGGTGGGCAGAATGCC-3’
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7.6. CLASIFICACION FACS

La region tuberal del hipotadlamo de ratones Vgat-cre inyectados con adenovirus EGFP en
LHA/ZI (coordenadas: AP: -1,3 mm, L: £ 1,1 mm y DV: -5,2 mm del atlas del raton Paxinos)
fue microdiseccionada y disociada enzimaticamente utilizando el sistema de disociacion de
papaina (Tabla 10 Ref. 23) para obtener suspensiones de células individuales. El clasificador
celular activado por fluorescencia (FACS) se realizé utilizando un citometro (Tabla 11 Ref.
21). La decision de clasificacion se baso en las mediciones de la fluorescencia de EGFP
(excitacion 488 nm; 50 mW; deteccion: Paso de banda de EGFP 525/30 nm, paso de banda de
autofluorescencia 695/40 nm) comparando las suspensiones celulares de sitios cerebrales no
infectados (es decir, la corteza) y de sitios cerebrales infectados (es decir, el hipotdlamo), como
se indica en la Figura 5A. Para cada animal se clasificaron de 150 a 200 células positivas para
EGFP directamente en 10 L de tampon de extraccion: 0,1 % Triton X100 (Tabla 10 Ref. 14) y
0,4 unidades/L de RNasa OUT™ (Tabla 10 Ref. 24). Los ARN obtenidos de las células
negativas y positivas para la EGFP clasificadas por FACS se transcribieron de forma inversa
utilizando RT de alta capacidad y se realizé un paso de preamplificacion lineal utilizando el
protocolo del kit TagMan® PreAmp Master Mix (Tabla 10 Ref. 25). La PCR en tiempo real se
Ilevéd a cabo en el sistema de PCR répida en tiempo real (Tabla 11 Ref. 22) utilizando ensayos
de expresion genética TagMan® especificos para cada exon: FGFR1 (Fgfrl-
Mm00438930_m1). Genes de control: R18S (r18S-Mm03928990 gl1) y Actina (Actb-
MmO00607939_s1).

7.7. ANALISIS DE PROTEINA POR WESTERN BLOT

7.7.1. Extraccidn de proteina totales

Partiendo de las muestras obtenidas tras el sacrificio, que fueron conservadas hasta su uso
a -80 °C, se separ6 una porcion del tejido que va a ser procesado y el resto se volvié a congelar.
El tejido se introduce en un tubo de 2 mL con cierre de seguridad y se le afiade una bola de
acero y un volumen determinado de tampén de lisis RIPA (Tabla 3) con un coctel de inhibidores
de proteinas (Tabla 10 Ref. 26) y un cdctel de fosfatasas (Tabla 10 Ref. 27), ambos a una
dilucién 1/100. Las muestras se homogeneizaron por un proceso de disgregaciéon y rotura
celular mecanica mediante un homogeneizador (Tabla 11 Ref. 17). Todo el procedimiento se
lleva a cabo en frio, a continuacion, se realizan centrifugaciones a 4 °C y 14000 rpm; en higado
se realiza una centrifugacion de 30 min, quedandonos con el sobrenadante (extracto proteico),
mientras que el BAT requiere mas centrifugaciones (3-5) de 10 min para la eliminacion de la
grasa blanca que queda por encima del sobrenadante. Se congelaron los extractos a -80 °C hasta
el momento de su uso.

Tabla 3. Composicion del tampon de lisis RIPA

Tampon RIPA

Tris-HCl pH 7,4 200 mmol/L
NaCl 130 mmol/L
Glicerol 10 % (v/v)
SDS 0,1 % (v/v)
Triton X-100 1% (v/v)
MgCl, 10 mmol/L
Antiproteasas 1 pl/mL
Antifosfatasas 1 ul/mL
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7.7.2. Cuantificacion de proteina totales

La determinacion de la concentracion de proteina en las alicuotas obtenidas en la extraccion
se realizd mediante el kit de cuantificacion de proteinas (Tabla 10 Ref. 28), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para ello, se realiz6 una dilucion 1:25 (higado y BAT) o 1:10
(LHA) de las muestras en agua miliQ. Asimismo, se realiz0 la recta patrén mediante diluciones
seriadas del estandar del kit. Finalmente se procedio a la lectura de absorbancia a 750 nm con
un espectrofotometro (Tabla 11 Ref. 16) para determinar la concentracién proteica de cada
muestra y se prepararon alicuotas a la concentracion necesaria en funcion de la proteina que iba
a ser analizada.

7.7.3. Preparacion de las muestras para electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) consiste en la
separacion de las proteinas en funcién de su masa molecular en base a su migracion en un
campo eléctrico. Para ello es necesario eliminar la estructura cuaternaria y la carga de las
proteinas, por lo que las muestras se prepararon en tampon de carga (SB) 5x (composicion en
la tabla 4), que permite la desnaturalizacién de las proteinas eliminando los puentes disulfuro
(efecto del B-mercaptoetanol), dota de carga negativa a todas las proteinas en proporcion a su
tamario (efecto del SDS) y aumenta la densidad de la muestra para facilitar su carga en el gel
(efecto del glicerol). Ademas, permite identificar el frente de migracion ya que contiene el
colorante azul de bromofenol.

Tabla 4. Composicion del tampon de carga 5x

Tampon de carga 5x

Tris-HCl pH 6,8 400 mM
SDS 10 % (p/v)
Glicerol 50 % (v/v)
Azul de bromofenol 0,5% (p/v)
B-mercaptoetanol 5% (v/v)

La cantidad de proteina total de la muestra utilizada varié en funcion del tipo de tejido: 50
ug en higado, 25 ug en BAT y 12 pg en el LHA. Las muestras se diluyeron en agua miliQ para
obtener un volumen total de 20 uL, al que finalmente se le afiadio 5 uL. de tampon de carga 5x.
Tras afiadir el tampon de carga, y siempre previamente a la realizacion de la electroforesis, las
muestras se calentaron a 95 °C durante 5 min en un termo-bloque para producir su completa
desnaturalizacion.

7.7.4. Electroforesis

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico SDS-PAGE consiste
en la separacion de las proteinas por su peso molecular. Se realiz6 en un gel que consiste en
una estructura tridimensional, en forma de red, formada por la polimerizacion de
poliacrilamida. El proceso de polimerizacion se cataliza con persulfato aménico (APS) y
tetrametiletilendiamina (TEMED). La concentracion de acrilamida y bis-acrilamida en el gel
determina el tamafio de los poros de la red tridimensional y el grado de migracion de las
proteinas segun su tamafio. Al aplicarle una corriente eléctrica, las proteinas migran a través
del gel hacia el polo positivo de la corriente, separandose por su peso molecular en gradiente
de mayor a menor. El gel esta formado por dos fracciones: una fraccién concentradora y una
fraccion separadora. En la faccion concentradora el porcentaje de acrilamida es siempre 5 % de
acrilamida/bis-acrilamida y se localiza en la parte superior sobre el que se incluye un peine para
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formar los pocillos y poder introducir la muestra (Tabla 5). Se prepararon a partir de soluciones
stock de acrilamida/bisacrilamida 29:1 30 % (0,83 mL); tris 1.5 M pH 6,8 (0,63 mL); SDS 10
% (50 pL); APS 10 % (50 uL); y TEMED (5 uL). En la fraccidn separadora los porcentajes de
acrilamida variaron entre 10 % y 12 % en funcién del tamafo de la proteina de interés (Tabla
6).

Tabla 5. Composicion del gel SDS-PAGE concentrador

Gel separador (10 mL) 10 % 12 %

H,0 miliQ 4 mL 3,3mL
Acrilamida-BIS 30% 3,3mL 4 mL
Tris-HCL 1,5M pH 8,8 2,5mL 2,5mL
SDS 10% 0,1 mL 0,1 mL
APS 10% 0,1 mL 0,1 mL
TEMED 0,004 mL 0,004 mL

Tabla 6. Composicion del gel SDS-PAGE separador

Gel concentrador 5% (3 mL)

H,0 miliQ 2,1 mL
Acrilamida-BIS 30% 0,5 mL
Tris-HCL 1M pH 6,8 0,38 mL
SDS 10% 0,03 mL
APS 10% 0,03 mL
TEMED 0,003 mL

Los geles se montaron en la cubeta de electroforesis (Tabla 11 Ref. 23) y se sumergieron
en tampodn de electroforesis (Tabla 7) que permite la transmision del voltaje.

Tabla 7. Composicion del tampdn de electroforesis

Tampoén de electroforesis

Tris 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 0,1 % (p/v)

Previamente a la carga de las muestras en el gel se agitaron y se calentaron a 95 °C durante
5 min. En cada pocillo del gel se cargaron 16 uL de muestra. Se utilizé una calle para cargar un
marcador de pesos moleculares (Tabla 10 Ref. 29). En cada gel se cargaron siempre muestras
de todos los grupos experimentales.

Una vez cargadas las muestras en el gel se sometieron a un campo eléctrico (voltaje
constante de 60 V - 120 V y amperaje de 180 mA) conectando la cubeta de electroforesis (Tabla
11 Ref. 23) a una fuente de alimentacion (Tabla 11 Ref. 24) en el que se indujo la migracion de
las proteinas hacia el catodo. Se detuvo la electroforesis cuando el frente de migracion llegé a
una distancia aproximada de unos 0,5 cm del final del gel.

7.7.5. Transferencia

Una vez finalizada la electroforesis las proteinas deben ser transferidas a una membrana
para poder realizar el analisis de expresion de cada proteina; para ello se someten a un campo
eléctrico capaz de movilizar las proteinas hasta la membrana donde se realizaran las
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incubaciones con los diferentes anticuerpos. Se realiz6 una transferencia de tipo himeda, para
la cual se utilizo el modelo de transferencia himeda (Tabla 11 Ref. 25) y membranas de fluoruro
de polivinilideno (PVDF). Este tipo de membranas tienen que ser activadas previamente a su
uso en metanol durante 5 min, lavadas en agua destilada durante 5 min y sumergidas en tampon
de transferencia 5 min. La transferencia se realizé en tampdn de transferencia a 4 °C (tabla 8) a
200 mA constantes en frio. El tiempo de la transferencia vario en funcion del tamafio de la
proteina analizada. El tiempo de trasferencia varia en funcion del peso de las proteinas, en
nuestro caso se realizé durante 1 h'y 30 min, con un amperaje constante de 0.20 mA por cubeta.

Tabla 8. Composicion del tampon de transferencia

Tampon de transferencia

Tris 25 mM
Glicina 192 mM
Metanol 20 % (v/v)

7.7.6. Tincién con rojo Ponceau

La eficacia de la transferencia se comprobd mediante la tincién Ponceau (rojo Ponceau S
0.1 % (p/v), &cido acético 1 %) (Tabla 10 Ref. 30). Se lavé el exceso con solucion de lavado de
Ponceau (acido acético 1 %). A continuacion, las membranas se lavaron con solucién salina
tamponada con fosfato, 0.1% detergente Tween® 20 (PBST).

7.7.7. Inmunodeteccion

Primeramente, se realiza el bloqueo de la membrana recién transferida, para evitar posibles
uniones inespecificas, para ello usamos solucion de albumina de suero bovino (BSA; Tabla 10
Ref. 31) que se une a rodas las zonas de la membrana en las que no tenemos proteina trasferida.
Para ello la membrana es incubada a temperatura ambiente durante 1 h en agitacion en una
solucion de BSA al 5 % disuelta en el PBST. En algunas ocasiones se cortd la membrana,
tomando siempre como referencia el marcador de pesos moleculares, para poder detectar en la
misma membrana proteinas de diferentes pesos moleculares simultaneamente.

Tras el bloqueo, la membrana se incubd con el anticuerpo especifico contra la proteina a
detectar (B-actina, FGF21, D2R, OX-A/B, PGCla, UCP1. Tabla 13 Ref. 10-15) diluido en
solucién de blogueo durante toda la noche en agitacién a 4 °C.

Tras la incubacion se retira el anticuerpo y se realizan tres lavados de 10 min cada uno con
PBST. A continuacion, se incuba la membrana durante 1 h con un anticuerpo secundario
asociado a peroxidasa que reconoce la parte constante del primario para detectar la presencia
de la proteina y amplificar la sefial del anticuerpo primario. Se diluye en solucion de blogueo.
El tipo de secundario utilizado vendra determinado por el tipo de huésped en el que se genero
el anticuerpo primario (anti-conejo, anti-raton. Tabla 13 Ref. 16 y 17).

Tras la incubacién en anticuerpo secundario, el anticuerpo fue retirado y la membrana se
lavo (del mismo modo que tras la incubacion con el anticuerpo primario) con el fin de eliminar
el exceso de anticuerpo secundario.

La union antigeno-anticuerpo se detectd mediante quimioluminiscencia. Para ello la
membrana se incubo con el sustrato de la peroxidasa y un potenciador de quimioluminiscencia
(Tabla 10 Ref. 32) en proporcion 1:1 durante 5 min a temperatura ambiente y en oscuridad.
Inmediatamente después se procedio al revelado de la membrana. El revelado y obtencién de
imagenes se realiz6 con el equipo ChemiDoc Imaging System (Tabla 11 Ref. 26).
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En el caso de que la proteina analizada presentase un peso molecular cercano a la proteina
utilizada como control de carga (motivo por el cual no se cortd la membrana para detectar
simultaneamente ambas proteinas) se llevo a cabo el estripado de dicha membrana, proceso que
rompe la union entre el anticuerpo primario y secundario. Para ello se incubo6 la membrana en
una solucion de BSA 5 % y azida sddica 1 % (Tabla 10 Ref. 13) durante 1 h a temperatura
ambiente y en agitacion. A continuacion, se realizaron 3 lavados con PBST de 15 min y se
incubo la membrana (toda la noche a 4 °C en agitacidn) con el anticuerpo primario que reconoce
la proteina utilizada como control de carga.

Por ultimo, se utilizé el software Image J (Tabla 12 Ref. 3), para cuantificar el analisis de
western blot. Para determinar la cantidad relativa de proteina de cada muestra el software
analiza la densidad dptica de la sefial. El &rea de medicidn debe ser igual para todas las muestras
y la medicion de cada una de las muestras debe ser corregida por la densidad éptica propia de
la membrana en una region adyacente a la sefial de las muestras (generalmente conocido como
fondo de la membrana). Los valores obtenidos se relativizaron respecto al control de carga
utilizado y el valor final fue normalizado respecto al grupo control de cada experimento, y se
expresa en porcentaje.

8. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en los experimentos fueron analizados mediante el programa estadistico
IBM SPSS Statistics Prism (Tabla 12 Ref. 4). Los datos aparecen expresados como media +
error estandar de la media (SEM). EI tamafio muestral de cada grupo experimental aparece
detallado en los pies de figura del apartado Resultados. Se excluyeron las muestras y/o animales
cuyo valor se desviaba mas de 2 veces la desviacion estandar o cuando se observara un
comportamiento inadecuado durante el procedimiento experimental.

Para la prueba de normalidad de la distribucion de los datos, se utilizd la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y si las varianzas son homogéneas la prueba de Levene. En base a lo
obtenido en estas pruebas se aplicaron pruebas paramétricas (distribucién normal y varianza
homogénea) o no paramétricas:

» Test T de student: compara las medias de dos poblaciones desapareadas asumiendo
que siguen una distribucion normal y varianzas homogéneas.

» ANOVA: se utilizé la prueba el analisis de la varianza (ANOVA) para determinar
si habia diferencia entre las medias de tres 0 mas grupos experimentales asumiendo
una distribucion normal. En caso de aceptar la hipotesis alternativa que indica que si
hay diferencias entre las medias, se realizd una prueba post-hoc de Tukey para
comprobar qué medias son las que causaron significacion.

» ANCOVA: es una fusion del ANOVA vy de la regresion lineal multiple. Es un
procedimiento estadistico que permite eliminar la heterogeneidad causada en la
variable de interés (variable dependiente) por la influencia de una o méas variables
cuantitativas (covariables).

» Test Mann-Whitney: permite comparar la media de dos poblaciones que no siguen
una distribucion normal ni sus varianzas son homogéneas.

En todos los analisis, se consideran significativos con una probabilidad de error menor de
0,05(*), 0,01(**) 0 0,001(***).

Las gréaficas fueron realizadas con el programa Graphpad (Tabla 12 Ref. 5).
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9. REFERENCIAS COMERCIALES

Tabla 10. Referencias de reactivos y péptidos

Producto CASA COMERCIAL REFERENCIA
Ref. 1 FGF21 Human PROSPECT CYT-474
Ref. 2 D-glucose Sigma-Aldrich G8270
Ref. 3 Insulin (Actrapid) Novo Nordisk EU/1/02/230/001
Ref. 4 Sodium pyruvate Sigma-Aldrich P2256
Ref. 5 Ketoprofeno, Orudis 100 mg Sanofi Aventis FT_52097
Ref. 6 Oxitocina sytocinon 10 Ul/mL Alfasigma S.p.A. 607229
Ref. 7 SuperGlue-3 Loctite 2640076 es-ES
Ref. 8 Fluorescent recombinant FGF21 Cisbio Bioassays Fr-FGF21
Ref. 9 Ketamina, Imalgene 1000 inyectable Merial 2529 ESP
Ref. 10 Xilacina Rompun 2% Bayer Health Care 1967 ESP
Ref. 11 Isofluorano Abcam ab23841
Ref. 12 Oil Red Sigma-Aldrich 102419
Ref. 13 Sodium azide sigma-aldrich §2002
Ref. 14 Triton X100 Sigma-Aldrich 9036-19-5
Ref. 15 NEFA-HR Wako 91898
Ref. 16 TRIzol™ Reagent Invitrogen 15596026
Ref. 17 Cloroformo Sigma-Aldrich C2432
Ref. 18 2-propanol Sigma-Aldrich 19516
Ref. 19 Ambion DNA-free™® Life Technologies AM1906
Ref. 20 High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems 4368814
Ref. 21 TagMan™ Universal PCR Master Mix, no AmpErase™ | Applied Biosystems™ | 4324018
UNG
Ref. 22 Tagman Universal PCR Master Mix Applied | Applied Biosystems™ | 4305719
Biosystems
Ref. 23 Papain Dissociation System Worthington LK003150
Ref. 24 RNasaOUTTM Life technologies 10777019
Ref. 25 TagMan® PreAmp Master Mix Applied Biosystems P/N 4366128
Ref. 26 Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich P8340
Ref. 27 Phosphatease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich P0044
Ref. 28 RC DC Protein Assay Bio-Rad 5000122
Ref. 29 Precision Plus Protein Standars-Dual Color Bio-Rad 1610394
Ref. 30 Ponceau S Red Sigma-Aldrich P3504
Ref. 31 Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich A9418
Ref. 32 Clarity Western ECL Substrate BioRad 1705061
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Tabla 11. Material y Equipos

Producto Provedor Referencia/modelo
Ref. 1 Hamilton™ Jeringa Microliter Hamilton™ 80135 7001 KH SYR
Ref. 2 Tubo de polietileno de 20 G (1,09 mm de | Becto-Dickinson PE-20
diametro externo y 0,38 mm de diametro
interno)
Ref. 3 Tubo de polietileno de 22 G (0,58 mm de | Becto-Dickinson PE-50
didmetro interno y 0,96 mm de diametro
externo)
Ref. 4 Tailveiner Bioseb Lab TV-150-STD
Ref. 5 Stereotaxic for Rat and Mouse David Kopf Instruments 963
Ref. 6 Hamilton™ Neuros™ 7000 Series Modified | Hamilton™ 12673685
Microliter Syringes 65458-01
Ref. 7 Microprobe Thermometer Physitemp BAT-12
Ref. 8 Compact-Infrared-Thermal Imaging-Camera FLIR E60bx: 9006600
Ref. 9 Body Composition Analyzer EchoMRI™ EchoMRI™-500
Ref. 10 | LabMaster system TSE Systems LabMaster system
Ref. 11 | Glucocard G + meter A. Menarini diagndstico 98/79/EC
Ref. 12 | Sistema de Imagenes Preclinicas PET/CT Bruker Biospin PET/CT Albira
Ref. 13 | criostato Leica CM1850 UV
Ref. 14 | microscopio Zeiss AXIO AXIO AxioCam MRC
Ref. 15 | MICROSCOPIO CONFOCAL Leica AOB5-SP5
Ref. 16 | Microplate Spectrophotometer Biotek Instruments, Inc Epoch 2
Ref. 17 | TissueLyser Il Qiagen 85300
Ref. 18 | NanoDrop 2000c Spectophotometer Thermo Scientific ND-2000
Ref. 19 | Illumina Eco Real Time PCR System Cultek J4ECORT48
Ref. 20 | StepOnePlus™ Real-Time PCR System Applied Biosystems 15341295
Ref. 21 | FACSAria™ Cell Sorter BD Bioscience, Inc FACSAria lll
Ref. 22 | 7900HT Fast Real-Time PCR System Applied Biosystems 4351405
Ref. 23 | Mini-PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad 1658005EDU
Ref. 24 | PowerPac™ HC High-Current Power Supply Bio-Rad 1645052
Ref. 25 | Mini Trans-Blot® Cell Bio-Rad 1703930
Ref. 26 | ChemiDoc Imaging System BioRad 17001402
Tabla 12. Programas informaticos
Programa Provedor Referencia
Ref. 1 Software FLIR Tools FLIR RRID:SCR_016330
Ref. 2 Software Amides Amide RRID:SCR_005940
Ref. 3 Software ImageJ NIH Image version 1.8 National Institutes of Health | RRID: SCR_003070
Ref. 4 IBM SPSS Statistics RRID:SCR_019096
Ref. 5 GraphPad Prism 6 RRID:SCR_002798
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Tabla 13. Referencias comerciales de anticuerpos y Elisa

MATERIAL Y METODOS

Anticuerpo Casa comercial Referencia/RRID

Ref. 1 UCP1 (rabbit) Abcam ab23841

RRID: AB_2213764
Ref. 2 GFP (chicken) Invitrogen A10262 10524234

RRID: AB_2534023
Ref. 3 cFOS (rabbit) Abcam ab10646

RRID: AB_297367
Ref. 4 FGFR1 (rabbit) Synaptic Systems 13101

RRID: AB_3289938
Ref. 5 VGAT (rabbit) Santa Cruz sc-52

RRID: AB_2106783
Ref. 6 Vimentin (chicken) Merck Millipore AB5733

RRID: AB_11212377
Ref. 7 Cy3 donkey anti-rabbit Jackson ImmunoResearch Labs | 711-165-152

RRID: AB_2307443
Ref. 8 Goat anti-chicken Alexa 488 Abcam ab150169

RRID: AB_2636803
Ref. 9 Elisa fgf21 R&D Systems MF2100

RRID: AB_2783730
Ref. 10 | B-ACTIN (mouse) Sigma-Aldrich A5316

RRID: AB_476743
Ref. 11 | FGF21 (rabbit) Abcam ab64857

RRID: AB_2104485
Ref. 12 | D2R (rabbit) Abcam ab85367

RRID: AB_10674739
Ref. 13 | OX A/B (rabbit) Santa Cruz Biotechnology sc-28935

RRID: AB_784981
Ref. 14 | PGC1a (rabbit) Abcam ab54481

RRID: AB_881987
Ref. 15 | UCP1 (rabbit) Abcam ab10983

RRID: AB_2241462
Ref. 16 | Goat Anti-rabbit Jackson ImmunoResearch Labs | 111-035-003

RRID: AB_2313567
Ref. 17 | Goat Anti-mouse Jackson ImmunoResearch Labs | 115-035-003

RRID: AB_10015289
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RESULTADOS

1. LA LACTANCIA MATERNA PREVIENE LA OBESIDAD
INDUCIDA POR LA DIETA MEDIANTE EL INCREMENTO
DEL GASTO ENERGETICO Y LA TERMOGENESIS

En el grupo de investigacion se desarrollé el modelo animal DW en ratas, con cuatro grupos
experimentales, partiendo de dos grupos experimentales con diferente tiempo de lactancia, SW
(21 d) y DW (28 d), posteriormente se subdividieron por la dieta con las que se les alimenta
tras el destete, CD o HFD. Con este modelo llegaron a la conclusién que la lactancia materna
prolongada en rata protege frente el desarrollo de DIO en la edad adulta, disminuyendo el peso
corporal y mejorando el perfil lipidico. Los efectos protectores fueron mas evidentes en los
grupos alimentados con dieta hipercal6rica.

1.1. LA LACTANCIA MATERNA PROLONGADA ACTIVA LA TERMOGENESIS DESDE EL DESTETE
HASTA LA EDAD ADULTA

Puesto que en el modelo general las diferencias mas evidentes se observaron en aquellos que
tienen DIO (alimentados con HFD), este trabajo se centra en los siguientes grupos
experimentales: SW (3 semanas) seguidos de HFD (SW-HFD) y DW (4 semanas) con HFD
(DW-HFD).

En primer lugar, se establecieron los grupos experimentales descritos y se monitorizd su
peso corporal hasta la edad adulta (Figura 1A). Aquellos animales que fueron expuestos a una
DW presentaron un menor peso corporal y un menor incremento de peso hasta la edad adulta,
que aquellas ratas con SW (Figura 1B-1D). La resonancia magnética revel6 que los animales
DW-HFD presentan valores mas bajos de masa grasa (Figura 1E) y de la masa magra (Figura
1F), de forma independiente de la ingesta (Figura 1G) comparados con los SW-HFD. Asi
mismo, en el grupo DW-HFD se observd una mayor activacion del programa termogénico del
BAT, tal como se observa en el analisis de las fotos termogréficas, en las que DW-HFD presenta
un incremento significativo de temperatura interescapular respecto de sus controles (Figura
1H), sin cambios en la temperatura corporal (Figura 11).
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Figura 1. Efectos de DW en ratas alimentadas con HFD tras el destete en la edad adulta. Esquema del
modelo animal (A) seguimiento de peso corporal hasta la edad adulta (n=20-21) (B) peso corporal a las 18
semanas de edad (n=20-21) (C) cambio de peso corporal (n=20-21) (D) masa grasa (n=15-16) (E) masa magra
(n=15-16) (F) ingesta acumulada (n=20-21) (G), temperatura interescapular y fotografias termograficas
representativas (n=14-16) (H) y temperatura corporal (n=14-16) (l) a las 18 semanas de edad. Los datos estan
representados como media + SEM. Las diferencias estadisticas estan indicadas como * p < 0,05, ** p < 0,01.
Test T de student (B-l).

w
[3)]
|

96



RESULTADOS

Puesto las ratas SW empiezan la HFD a las 3 semanas de edad, mientras que las DW
empiezan a las 4 semanas, quisimos descartar la posibilidad de que estos efectos observados en
la edad adulta fuesen debidos a la semana extra de HFD de las ratas con SW y no a la DW.
Teniendo en cuenta que mientras permanecen en la camada con la madre las ratas DW ingieren
una alimentacion mixta durante la semana 4, que consiste en leche materna y dieta estandar (ya
que pueden acceder a la comida solida de la madre en la jaula), con el fin de que la ingesta sea
lo mas homogénea posible, a las ratas con SW se las aliment6 con CD durante esta semana 4.
De esta manera los dos grupos iniciaron la ingesta de HFD en la semana 5, evitando asi la
semana adicional de HFD en ratas con SW (Figura 2A). Se obtuvieron los siguientes grupos:

»SW-CD-HFD: destete a 3 semanas, a continuacion, una semana de dieta estandar y
posteriormente una semana de HFD
»DW-HFD: destete a la semana 4 y posteriormente una semana de HFD

Se observo que partiendo de ratas con pesos similares a semana 3 de vida (Figura 2B), en
la semana 4 contindan siendo similares en peso corporal (Figura 2C), masa grasa (Figura 2D)
y magra (Figura 2E) ambos grupos. Sin embargo, a partir de la semana 5 en la cual introducimos
la HFD en los dos grupos, se observa que el grupo DW-HFD gandé menos peso (Figura 2F),
menos masa grasa (Figura 2G) y similar masa magra (Figura 2H) que el grupo SW-CD-HFD,
todos estos efectos se observan sin cambio de ingesta de HFD (Figura 21).
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Figura 2. Efecto de la lactancia materna a 4 semanas de edad con CD y a 5 semanas con una semana de
dieta HFD en composicion corporal. Esquema del modelo animal (A), peso corporal a las 3 semanas (n=8-
17) (B), peso corporal a las 4 semanas de edad (n=19) (C), masa grasa a las 4 semanas de edad (n=9) (D),
masa magra a las 4 semanas de edad (n=9) (E), peso corporal a las 5 semanas de edad (n=11) (F), masa grasa
a las 5 semanas de edad (n=11) (G), masa magra a las 5 semanas de edad (n=11) (H), ingesta acumulada de
HFD desde la semana 4 hasta la semana 5 (n=11) (l). Los datos estan representados como media + SEM. Las
diferencias estadisticas estan indicadas como * p < 0,05, ** p < 0,01. Test T de student (B, D, F, G, I) y test
de Mann-Whitney (C, E, H).

En cuanto a la actividad termogénica, observamos que las ratas DW presentan una mayor
activacion de la termogénesis ya desde la semana 4 como se ve en el incremento de temperatura
interescapular (Figura 3A), sin cambios en la temperatura corporal (Figura 3B), mayor
positividad de UCP1 en los anélisis histoldgicos del BAT (Figura 3C), y unos mayores niveles
proteicos de los marcadores termogénicos, UCP1 y PGCla (Figura 3D), estos efectos también
se mantuvieron en las ratas de 5 semanas (Figura 3E-3H). Lo que nos confirma que es la
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lactancia materna la responsable de la activacion de la termogénesis y de la proteccion frente a
la obesidad.

(O SW-CD-HFD
@ DW-HFD

>
w
(@]
O

o 37.0 - s 2507 _* 58 4004 .
o G ~ ) é ©
ks 9 - | 2 g
2 T 365 g ® & g 300 4 ® °
3 S ’ c <« (<]
2 8 o @ 58 1504 © B ° ?
285 o C O s 279
o o g >¢g & £ 200 -
£ e £ 36.0 > £ 5 E
o 8 52 £ 8 100 - 58
© 2 0 S 38 o
8" 5 355 5 ° = 100
o Q. -9 T I » =
@ £ 50
g £ P s o
5 = 2 0- 25 o
" 50- PGCla  UCP1
SW-CD-HFD ‘ \‘::', SW-CD DW
’ | PeCla .‘I"
gt B-actin —P.
100um~' Lo UCP1 -.l--
ThE M ,+ B-actin --l--
G H
o 37.5 - s 2509 _* 58 250 -
& o = ) 2@
3 & © K200 - o ° £ 200+
& ®  37.04 P s
Q 0 o — 0 o)
28 8 o8 4| ® 2 = 150
5 gg & & 1504 G 23
25 S £ 36.5 S E 5 E
‘s @ 58 £ & 100 S g 100
3 S © ow .!.l. 5
3 g 3601 g 50 g 50
2 £ © © m
5 = g 25
e 35.5 - < 0 -

PGC1a UCP1

40,0 4
B SW-CD-HFD SW-CD-HFD

SW-CD-HFD DWHFD

pecic Ml L BB

B-actin ———

UCP1 st ..|--

B-actin ..'.‘

Figura 3. Efecto de la lactancia materna a 4 semanas de edad con CD y a 5 semanas con una semana de
dieta HFD en termogénesis. Temperatura interescapular y fotografias termograficas representativas a 4
semanas (n=10-12) (A), temperatura corporal a 4 semanas (n=8-10) (B), inmunotincion de UCP1 en BAT a 4
semanas (n=7-8) (C), niveles de expresion proteica de PGC1a y UCP1 en BAT a 4 semanas (n=10-12) (D),
temperatura interescapular y fotografias termograficas representativas a 5 semanas (n=11) (E), temperatura
corporal a 5 semanas (n=7-11) (F), inmunotincion de UCP1 en BAT a 5 semanas (n=7) (G), niveles de expresion
proteica de PGC1a y UCP1 en BAT a 5 semanas (n=7) (H). Los datos de proteinas se expresaron en relacion
con los animales de control (%). Se utilizd B-actina para normalizar los niveles de proteinas. Las lineas
divisorias indican empalmes dentro del mismo gel. Los datos estan representados como media + SEM. Las
diferencias estadisticas estan indicadas como * p < 0,05, *** p < 0,001. Test T de student (A, C, E, F, G) y
test de Mann-Whitney (B, D, H).
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1.2. LA LACTANCIA MATERNA PROLONGADA MEJORA EL METABOLISMO DE LA GLUCOSA
Realizamos la prueba de tolerancia a la glucosa (GTT) y la prueba de sensibilidad a la insulina
(ITT) y al piruvato (PTT) en el modelo de DW en ratas de 18 semanas de edad alimentadas con
HFD. Tras el ayuno nocturno, se administro respectivamente glucosa (2 g/kg), insulina (0,50
U/Kkg), piruvato (1,25 g/kg), y se realizaron medidas de glucosa en sangre con tiras reactivas a
los siguientes tiempos tras la administracion: 15, 30, 60, 90 y 120 min en el caso de la GTT y
lalTT, 20, 40, 60, 80 y 120 min en el PTT. Las ratas DW-HFD mostraron una mejor tolerancia
a la glucosa (Figura 4A) y una mayor sensibilidad a la insulina (Figura 4B) comparadas con las
SW-HFD. Sin embargo, no se encontraron diferencias en la PTT (Figura 4C) entre DW-HFD y
SW-HFD.
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Figura 4. GTT, ITT, PTT de ratas con DW alimentadas con HFD en la edad adulta. Niveles de glucosa en
sangre (mg/dL) tras la inyeccion de glucosa y el area bajo la curva (n=12-17) (A), niveles de glucosa en sangre
(mg/dL) tras la inyeccion de insulina y el area bajo la curva (n=13-20) (B), niveles de glucosa en sangre
(mg/dL) tras la inyeccién de piruvato y el area bajo la curva (n=13-20) (C). Los datos estan representados
como media + SEM. Las diferencias estadisticas estan indicadas como * p < 0,05, ** p < 0,01. Test T de
student.
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1.3. LA LACTANCIA MATERNA PROLONGADA ACTIVA LA TERMOGENESIS TANTO EN
CONDICIONES DE TERMONEUTRALIDAD COMO EN EXPOSICION A FRIO

A continuacién, se realizo el fenotipado metabdlico del modelo animal mediante calorimetria
indirecta en un entorno termoneutral (30 °C), con esto se elimina el metabolismo extra necesario
para mantener la temperatura corporal en condiciones ambientales méas bajas. En consonancia
con los resultados obtenidos previamente, observamos que el peso corporal es menor en
aquellos animales DW (Figura 5A), sin variaciones en la ingesta (Figura 5B). Las ratas DW-
HFD mostraron una temperatura interescapular mas alta que las ratas SW-HFD (Figura 5C),
mientras que la temperatura corporal fue similar entre los dos grupos (Figura 5D), lo que indica
que existe una mayor actividad termogeénica, incluso en condiciones de termoneutralidad. El
fenotipado metabolico mostrd que en condiciones de termoneutralidad el EE fue mayor en las
ratas DW-HFD (Figura 5E), sin ninguna diferencia en la (Figura 5F).
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Figura 5. Efectos de DW en ratas alimentadas con HFD en la edad adulta en condiciones de
termoneutralidad. Peso corporal (n=11-12) (A), ingesta diaria de HFD (n=11-12) (B), temperatura
interescapular y fotografias termograficas representativas (n=11-12) (C), temperatura corporal (n=11-12) (D),
EE (n=10-11) (E), LA (n=10-11) (F). Los datos estan representados como media + SEM. Las diferencias
estadisticas estan indicadas como * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Test T de student (A, B, E), ANCOVA
(E) y test de Mann-Whitney (C, D, F).
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Posteriormente, se realizd una prueba de exposicion al frio para evaluar la respuesta
termogénica del BAT en nuestro modelo animal. Durante las 6 h que los animales
permanecieron sometidos a temperatura de 4 °C ratas DW-HFD conservaban mejor su
temperatura interescapular (Figura 6A) y corporal (Figura 6B) comparadas con las ratas SW-
HFD, ademas de mantener un mejor aspecto fisico a lo largo del tiempo.
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Figura 6. Test de frio de ratas con DW alimentadas con HFD en la edad adulta. Temperatura interescapular
y fotografias termograficas representativas (n=10) (A), temperatura corporal (n=10) (B). Los datos estan
representados como media + SEM. Las diferencias estadisticas estan indicadas como * p < 0,05, *** p < 0,001.
Test de Mann-Whitney.

1.4. LA LACTANCIA PROLONGADA ACTIVA LA CAPTACION DE GLUCOSA POR EL BAT
Con el fin de confirmar la mayor activacion del BAT por la DW, se llevo a cabo un estudio de
imagen mediante la estimulacion de la captacion de 18F-FDG en BAT analizada por PET-CT
en el modelo animal. Este estudio se realizo en la plataforma de imagen preclinica del
CEBEGA. Se calcularon los valores de absorcion (SUV), para analizar la captacion de glucosa
en la BAT de las ratas SW-HFD y DW-HFD.

En primer lugar, realizamos el estudio en animales sometidos ayuno nocturno (12 h de
ayuno), donde pudimos observar una tendencia a la mayor captacion de glucosa en ratas DW-
HFD (Figura 7).
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Figura 7. Analisis de absorcion de 18F-FDG de ratas con DW alimentadas con HFD en la edad adulta.
Imagenes en vista coronal, sagital y trasversal, y los niveles de absorcion de 18F-FDG en BAT de ratas SW-
HFD y DW-HFD a temperatura ambiente con ayuno nocturno (n=2). Los datos estan representados como media
+ SEM. Test T de student.

Puesto que los datos anteriores no mostraron resultados muy concluyentes, se realizo
nuevamente el estudio manteniendo las ratas ad-libitum, ya que los experimentos previos fueron
realizados en estas condiciones, pero en este caso modificando la temperatura ambiental usando
como estimulo de la captacion de glucosa la exposicion a frio. Al analizar los datos ad-libitum
a temperatura ambiente vimos un aumento significativo de la captacion de glucosa (Figura 8)
en el grupo DW-HFD, respecto de SW-HFD.
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Figura 8. Andlisis de absorcion de 18F-FDG de ratas con DW alimentadas con HFD ad-libitum a
temperatura ambiente en la edad adulta. Imagenes en vista coronal, sagital y trasversal y los niveles de
absorcion de 18F-FDG en BAT de ratas SW-HFD y DW-HFD a temperatura ambiente (n=4). Los datos estan
representados como media + SEM. Las diferencias estadisticas estan indicadas como * p < 0,05. Test T de
student.

Al repetirlo con exposicion al frio este incremento fue mucho mas evidente, tal como se
observa en las imagenes (Figura 9). Estos datos, junto con los obtenidos previamente ponen en
evidencia que la activacion de la termogénesis tiene un papel fundamental en la proteccion
frente a la obesidad de la lactancia materna.
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Figura 9. Andlisis de absorcion de 18F-FDG de ratas con DW alimentadas con HFD ad-libitum con
exposicion al frio en la edad adulta. Imagenes en vista coronal, sagital y trasversal y los niveles de absorcion
de 18F-FDG en BAT de ratas SW-HFD y DW-HFD con exposicion a frio (n=4). Los datos estan representados
como media = SEM. Las diferencias estadisticas estan indicadas como * p < 0,05. Test T de student.

2. FGF21 CONTRIBUYE A LOS EFECTOS BENEFICIOSOS DE LA
LACTANCIA MATERNA SOBRE EL METABOLISMO

2.1. EN RATAS CON LACTANCIA MATERNA PROLONGADA EXISTE UN INCREMENTO DE LA
EXPRESION DE FGF21 HEPATICO

En los estudios realizados en el grupo de investigacion previamente, se observd un incremento
de la expresion proteica de FGF21 en higado y de los niveles circulantes en plasma en ratas
adultas DW-HFD, en comparacion con ratas SW-HFD. A la vista de este dato, se decidid
analizar los niveles de expresion de ARNm de FGF21 en higado del modelo animal. Se observé
que existe una mayor expresion de FGF21 en higado en las ratas con DW (Figura 10).
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2.2. LA SEMANA ADICIONAL DE LACTANCIA NO AFECTA A LOS NIVELES DE FGF21
CIRCULANTES NI EN LECHE DE LAS MADRES DEL MODELO DE LACTANCIA PROLONGADA

Con el fin de determinar si el incremento de FGF21que se observo en los animales sometidos
a DW provenia directamente de un incremento en los niveles de FGF21 de las madres durante
la semana adicional de lactancia, decidimos analizar los niveles de FGF21 circulantes (en
plasma) y en leche de madres que dieron de lactar 3 semanas y de madres que dieron de lactar
4 semanas. Partiendo de ratas madres de pesos similares (Figura 11A), y camadas similares,
obtuvimos muestras sanguineas de las madres al destete y analizamos FGF21 en plasma,
observando que los niveles circulantes no variaron entre las madres que amamantaron a las crias
3 semanas Yy las que lo hicieron 4 semanas (Figura 11B). Ademas, tomamos muestra de leche
materna, en el momento del destete donde tampoco se observd variaciones en los niveles de
FGF21 entre la leche de madres que dieron lactancia durante 3 semanas frente a las que dieron
4 semanas (Figura 11C). Al analizar el higado y BAT de las crias sacrificadas tras el destete
observamos un incremento en los niveles de expresion de FGF21 hepaticos (Figura 11D), en
BAT (Figura 11E), y ademas pudimos observar unos mayores niveles de acidos grasos libres
en plasma de crias DW (Figura 11F). Por lo tanto, todo indica que el incremento de los niveles
de FGF21 en crias de DW no es una consecuencia de una mayor transferencia de FGF21 desde
la madre durante la semana adicional de lactancia.
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Figura 11. Niveles de FGF21 en ratas madres y crias tras el destete del modelo de DW. Peso corporal
(n=10-15) (A), niveles circulantes de FGF21 (n=10) (B), niveles de FGF21 en leche materna (n=7-9) (C) de las
madres sacrificadas tras el destete; niveles de expresion proteica en higado (n=9-10) (D), y en BAT (n=7-10)
(E), niveles de NEFAS en plasma (n=9) (F) de crias sacrificadas tras el destete. Los datos de proteinas se
expresaron en relacion con los animales de control (%). Se utilizd B-actina para normalizar los niveles de
proteinas. Las lineas divisorias indican empalmes dentro del mismo gel. Los datos estan representados como
media + SEM. Las diferencias estadisticas estan indicadas como ** p < 0.05, *** p < 0.01. Test T de student.

2.3. LA INHIBICION DE FGF21 HEPATICO REVIERTE LOS EFECTOS BENEFICIOSOS DE LA
LACTANCIA MATERNA

A continuacién, se llevo a cabo el silenciamiento de FGF21 hepatico de ratas DW-HFD. Para
ello, se establecié el modelo animal con los siguientes grupos experimentales: SW-HFD, DW-
HFD y un modelo adicional DW-HFD shFGF21 en el cual se realizo el silenciamiento de
FGF21 con el lentivirus (shFGF21) en las ratas DW-HFD en la edad adulta (8 semanas de edad),
con sus respectivos controles con shLuciferasa para los dos grupos control (Figura 12A).
Previamente al silenciamiento corroboramos que el modelo mostré el fenotipo esperado con
menor ganancia de peso corporal (Figura 12B), sin variacion en la ingesta (Figura 12C).

Para comprobar que el silenciamiento de FGF21 hepatico fue efectivo analizamos los
niveles circulantes en plasma de FGF21 (Figura 12D), asi como los niveles de expresion
proteica de FGF21 en higado (Figura 12E). Se encontré que efectivamente las ratas DW-HFD
presentaban niveles incrementados de FGF21, y tras el silenciamiento con el shFGF21 se
revertia este incremento en los niveles de FGF21 llegando a niveles muy similares a SW-HFD.
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Figura 12. Efecto de la inhibicion hepatica de FGF21 en el modelo de DW sobre peso y composicion
corporal. Esquema del modelo animal (A), seguimiento de peso corporal desde el destete hasta 14 semanas
de edad (n=8) (B), ingesta semanal acumulada hasta 14 semanas de edad (C), niveles de FGF21 plasmatico
(n=8-15) (D), niveles de expresion proteica de FGF21 en higado (n=7-8) (E). Los datos de proteinas se
expresaron en relacion con los animales de control (%). Se utilizd B-actina para normalizar los niveles de
proteinas. Las lineas divisorias indican empalmes dentro del mismo gel. Los datos estan representados como
media + SEM. Las diferencias entre grupos se indican con los siguientes simbolos: *, SW-HFD vs DW-HFD
shLuciferasa; &, SW-HFD vs DW-HFD shFGF21; #, DW-HFD shLuciferasa vs DW-HFD shFGF21. Las diferencias
estadisticas estan indicadas como * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. ANOVA seguido de prueba post-hoc de

Tukey (A-D) y test de Mann-Whitney (E)

Ademas, tal como esperabamos en datos in vivo, se observé que el grupo DW-HFD con la
administracion de shRNA lentiviral contra FGF21 ganaron mas peso (Figura 13A) y mas masa
grasa (Figura 13B) que sus controles DW-HFD, presentando niveles similares de masa magra
(Figura 13C), con pesos muy similares al grupo de SW. Ademas, en el estudio con la tincion
de Oil Red en tejido hepatico de los modelos animales se observd una menor esteatosis hepatica
en el grupo DW-HFD comparado con el grupo de SW, que se ve incrementada cuando

inhibimos el FGF21 hepatico (Figura 13D).
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Figura 13. Efecto de la inhibicion hepatica de FGF21 en el modelo de DW sobre peso y composicion
corporal. Peso corporal a las 14 semanas (n=8) (A), masa grasa a las 14 semanas (n=8) (B), masa magra a 14
semanas de edad (n=8) (C), cuantificacion de lipidos en secciones tefidas con Oil Red e imagenes
representativas en secciones de higado (n=5) (D). Los datos estan representados como media + SEM. Las
diferencias entre grupos se indican con los siguientes simbolos: *, SW-HFD vs DW-HFD shLuciferasa; &, SW-
HFD vs DW-HFD shFGF21; #, DW-HFD shLuciferasa vs DW-HFD shFGF21. Las diferencias estadisticas estan
indicadas como * p < 0,05, *** p < 0,001. ANOVA seguido de prueba post-hoc de Tukey (A-D).

Con el fin de estudiar la actividad termogénica, se realizaron fotos térmicas para obtener la
temperatura interescapular. Se observd que las ratas DW presentaban mayor temperatura
interescapular, y que este efecto desaparecia tras el silenciamiento de FGF21 (Figura 14A), sin
variar la temperatura corporal (Figura 14B). Para corroborar estos resultados se analizé por
inmunotincion UCP1, el principal marcador de termogénesis en BAT, y se observéd que los
niveles de UCP1 se incrementaron en las ratas DW-HFD, y que dicho incremento se revirtid
cuando silenciamos FGF21 hepatico, hasta niveles similares a SW-HFD (Figura 14C). De
forma similar observamos que los niveles proteicos de marcadores termogenicos, PGCla y
UCP1, en BAT se ven disminuidos tras el silenciamiento (Figura 14D).
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Figura 14. Efecto de la inhibicion hepatica de FGF21 en el modelo de DW sobre la actividad termogénica.
Temperatura interescapular y fotos térmicas representativas (n=9-10) (A), temperatura corporal (n=9-10)
(B), cuantificacion del area marcada de UCP1 en BAT e imagenes representativas de inmunohistoquimica de
UCP1 (n=6) (C), niveles de expresion proteica de PGC1a y UCP1 en BAT (n=6-7) (D). Los datos de proteinas
se expresaron en relacion con los animales de control (%). Se utilizo B-actina para normalizar los niveles de
proteinas. Las lineas divisorias indican empalmes dentro del mismo gel. Los datos estan representados como
media + SEM. Las diferencias estadisticas estan indicadas como * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. ANOVA
seguido de prueba post-hoc de Tukey (A-C) y una prueba de Mann-Whitney (D).
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3. EL SISTEMA DOPAMINERGICO HIPOTALAMICO ESTA
INVOLUCRADO EN LOS EFECTOS BENEFICIOSOS DE LA
LACTANCIA MATERNA SOBRE EL. METABOLISMO

Recientemente el grupo de investigacion ha descrito un nuevo mecanismo hipotaldmico que
regula la termogénesis a través de la expresion del receptor dopaminérgico D2R
especificamente en LHA/ZI, pero no en otras regiones hipotalamicas [101]. Dado que tal como
hemos demostrado hasta el momento, el modelo de DW presenta una activacion de la
termogeénesis en BAT, se estudié si este mecanismo pudiese estar implicado en los efectos
metabdlicos de la DW.

3.1. EN RATAS CON LACTANCIA MATERNA PROLONGADA EXISTE UN INCREMENTO DE D2R
EN LHA/ZI

En primer lugar, se determinaron los niveles del receptor D2R en el LHA/ZI del modelo animal
de DW. Mediante western blot se analizaron los niveles proteicos de D2R en LHA/ZI
observando que el receptor D2R estaba incrementado en aquellos animales que tuvieron una
semana mas de lactancia materna. Como control de la zona hipotalamica utilizada medimos los
niveles de OX ya que esta se produce selectivamente en esta area hipotalamica (Figura 15).
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SW-HFD DW-HFD

D2R

Niveles de expresion proteica
en LHA/ZI (%Control)
)
o
|

S B-Actinam los niveles de proteinas. Las lineas divisorias
90 - — — indican empalmes dentro del mismo gel. Los
Orexin _ datos estan representados como media + SEM.
B_Acﬁna-.i.. Las diferencias estadisticas estan indicadas
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3.2. LOS NIVELES ELEVADOS DE FGF21 QUE SE PRODUCEN CON LA LACTANCIA
PROLONGADA CONTRIBUYEN A LA ACTIVACION DE LA TERMOGENESIS POR EL BAT A TRAVES
DE SU ACCION SOBRE EL SISTEMA DOPAMINERGICO HIPOTALAMICO.

Con el fin de conocer si los efectos protectores de la DW estaban mediados por la interaccion
entre FGF21 y el sistema dopaminérgico hipotalamico se analizo la expresion de FGF21y D2R
en el LHA/ZI del modelo animal con la inhibicion hepatica de FGF21. Se observd que las ratas
DW-HFD mostraron un aumento de los niveles de FGF21 en el LHA/ZI en comparacién con
los animales con SW-HFD, que se redujo cuando se bloque6 la produccion de FGF21 hepético
utilizando el vector lentiviral shFGF21 (Figura 16A). Los niveles de D2R aumentaron en el
LHA/ZI de los animales con DW-HFD en comparacion con los de SW-HFD y se redujeron de
nuevo cuando se bloqued la produccion de FGF21 hepético (Figura 16B). En general, estos
resultados apoyan la hip6tesis de que la sobreproduccion de FGF21 durante la DW llega a los
circuitos dopaminérgicos hipotalamicos para mediar en el aumento de la termogénesis del BAT.
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Figura 16. Efecto de la inhibicion hepatica de FGF21 en el modelo de DW en la expresion proteica de
FGF21 y D2R en el LHA/ZI. Niveles de expresion proteica de FGF21 (A), y de D2R (B) en LHA/ZI. Los datos
de proteinas se expresaron en relacion con los animales de control (%). Se utilizé B-actina para normalizar
los niveles de proteinas. Las lineas divisorias indican empalmes dentro del mismo gel. Los datos estan
representados como media + SEM. Las diferencias estadisticas estan indicadas como * p < 0,05, *** p < 0,001.
Test de Mann-Whitney.

3.3. LA ADMINISTRACION CENTRAL DE FGF21 REPRODUCE LOS EFECTOS DE LACTANCIA
MATERNA PROLONGADA E INDUCE UN AUMENTO DE LA EXPRESION DE D2R EN EL LHA/ZI
Se llevé a cabo la administracion central de FGF21 en ratas con SW y CD, para analizar la
expresion de D2R en el LHA/ZI. Se administro FGF21 ICV a una dosis de 0,4 pg/rata, mientras
que al grupo control se les administr6 solucion salina (Figura 17A). Realizamos un seguimiento
y observamos que la administracion ICV de FGF21 redujo el peso corporal después de 24 h
(Figuras 17B), un efecto que fue independiente de la ingesta de alimentos (Figura 17C). La
administracion de FGF21 también indujo un aumento sostenido de la temperatura
interescapular tras 2 h desde su administracion hasta al menos 24 h (Figura 17D), sin
variaciones en la temperatura corporal (Figura 17E), lo que indica un aumento de la
termogénesis del BAT. En consecuencia, los niveles de UCP1 aumentaron en el BAT de las
ratas a las que se administr6 FGF21 ICV (Figura 17F). Posteriormente, tras el sacrificio se
analizo la expresion del D2R en el LHA/ZI y se observo que el FGF21 condujo a un aumento
de expresion de D2R (Figura 17G), de la misma forma que ocurre en el modelo de DW. Por
tanto, la administracion central de FGF21 a ratas con SW reprodujo los efectos beneficiosos de
la DW sobre el metabolismo.
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Figura 17. Efecto de la administraciéon de FGF21 ICV en ratas estandar con CD. Esquema del modelo animal
(A), cambio de peso en 24 h (n=9-11) (B), ingesta en 24 h (C), temperatura interescapular y fotos térmicas
representativas (n=9-11) (D), temperatura corporal (n=9-11) (E), cuantificacion del area marcada de UCP1 en
BAT e imagenes representativas de inmunohistoquimica de UCP1 (n=6) (F), niveles de expresion proteica de
D2R en LHA/ZI (G). Los datos de proteinas se expresaron en relacion con los animales de control (%). Se
utilizé B-actina para normalizar los niveles de proteinas. Las lineas divisorias indican empalmes dentro del
mismo gel. Los datos estan representados como media + SEM. Las diferencias estadisticas estan indicadas
como * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p <0,001. Test T de student (B, C, D, E) y test de Mann-Whitney (F, G).

113



VERONICA LORENA PENA LEON

3.4. LA INHIBICION DEL D2R EN EL LHA/ZI BLOQUEA LOS EFECTOS PROTECTORES DE
LACTANCIA MATERNA PROLONGADA

Dada la observacién de que la expresion de D2R en el LHA/ZI se encuentra elevada en los
animales con DW-HFD, ademas del incremento en los niveles de este receptor que se producen
tras la administracion ICV de FGF21, quisimos comprobar si este aumento de D2R en el
LHA/ZI estaba implicado en el efecto protector de la DW frente al aumento de peso inducido
por la HFD.

Con este fin, se establecid, de nuevo, el modelo DW-HFD, tal como esperabamos las ratas
DW-HFD ganaban menos peso que las SW-HFD (Figura 18A), sin cambios en ingesta (Figura
18B). Ademas, se observo una menor masa grasa (Figura 18C) y magra (Figura 18D) en las
ratas DW-HFD con respecto a las SW-HFD.
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Figura 18. Modelo de DW. Peso corporal (n=21) (A), ingesta acumulada (n=21) (B), masa grasa (n=21) (C),
masa magra (n=21) (D) a las 8 semanas de edad. Los datos estan representados como media + SEM. Las
diferencias estadisticas estan indicadas como * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Prueba T de student (A,
C) y prueba Mann-Whitney (B, D).

Posteriormente se silencid la expresion de D2R inyectando de manera nucleo-especifica un
vector adenoviral que codificaba un ARN contra D2R (D2R-KD) o una secuencia codificada
de GFP en el LHA/ZI de ratas DW-HFD (Figura 19A).

En el grupo de animales DW-HFD se silencio la expresion de D2R comprobandose la
eficiencia de la administracion ndcleo-especifica mediante inmunohistoquimica la cual mostro
la positividad del virus control que sobreexpresa GFP especificamente en LHA/ZI (Figura
19B). Ademas, mediante western blot, se demostré la eficiencia en el silenciamiento del D2R
por el adenovirus en el LHA/ZI mostrando una disminucion importante en la expresion de D2R
en esta zona hipotalamica en los animales DW-HFD inyectados con el adenovirus con respecto
a los DW-HFD inyectados con el vehiculo (Figura 19C).

114



4 semanas

A
Destete
Nacimiento ‘l’
3 semanas
Destete
retardado
Nacimiento \1/
L 1 | |
L ] L] L}
B

GFP Sacrificio

Vo arose v
1 1
8 semanas 12 semanas

GFP / D2R-KD

Sacrificio
Ven grasa
+ 1
8 semanas 12 semanas

RESULTADOS

@ SW-HFD+GFP
@ DW-HFD+GFP
@ DW-HFD+D2R-KD

(@)

150

100

50

Niveles de expresion proteica
de D2R en LHA/ZI (%Control)

0 -

SW-HFD DW-HFD
GFP  GFP D2RKD
D2R - }.

B-Actina --'.-I.-

- |

Figura 19. Efecto del bloqueo de D2R en LHA/ZI en el modelo de DW. Esquema del modelo animal (A),
fotomicrografia representativa de la seccion cerebral que muestra la inyeccion de los vectores virales que
codifican la expresion de GFP colocados con precision en el LHA/ZI, barra de escala 0,1 mm (B), niveles de
expresion proteica de D2R en LHA/ZI (n=8-11) (C). Los datos de proteinas se expresaron en relacion con los
animales de control (%). Se utilizé B-actina para normalizar los niveles de proteinas. Las lineas divisorias
indican empalmes dentro del mismo gel. Los datos estan representados como media + SEM. Las diferencias
estadisticas estan indicadas como ** p < 0,01, *** p < 0,001. Test Mann-Whitney (C).

La inhibicion del D2R en el LHA/ZI, en ratas DW-HFD bloqued el efecto protector de la
lactancia materna como se muestra en la ganancia de peso corporal (Figura 20A) que es
equivalente a la observada en SW-HFD, sin variacién en la ingesta de alimentos (Figura 20B).
De la misma manera, se observaron niveles similares de adiposidad (Figura 20C) y esteatosis
hepatica, mostrada en la tincion Oil-red de higado (Figura 20D) entre el grupo DW-HFD con
el D2R-KD y SW-HFD.
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Figura 20. Efecto del bloqueo de D2R en LHA/ZI en el modelo de DW. Cambio de peso corporal (n=9-11)
(A), ingesta acumulada de HFD (n=9-11) (B), peso del WAT visceral (VAT) y gonadal (GAT) entre peso corporal
(n=9-11) (C), area de la tincion Oil-red de higado e imagenes representativas (n=5-6) (D). Los datos estan
representados como media + SEM. Las diferencias entre grupos se indican con los siguientes simbolos: *, SW-
HFD GFP vs DW-HFD GFP; &, SW-HFD GFP vs DW-HFD D2R-KD; #, DW-HFD GFP vs DW-HFD D2R-KD. Las
diferencias estadisticas estan indicadas como * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. ANOVA seguido de prueba
post-hoc de Tukey (A-D).

En consonancia con estos cambios, la activacion termogénica en respuesta a la DW fue
atenuada por el silenciamiento del D2R en el LHA/ZI, asi podemos observar que el incremento
de temperatura interescapular se revierte (Figura 21A), sin cambios en temperatura corporal
(Figura 21B). De la misma manera la tincion de UCP1 en el BAT (Figura 21C) y los niveles de
proteina de UCP1 y PGClo (Figura 21D) también se vieron disminuidos tras la administracion
del adenovirus. Estos resultados indican que el D2R en la LHA/ZI media el papel protector de
la DW frente al desarrollo de DIO.
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Figura 21. Efecto del bloqueo de D2R en LHA/ZI en el modelo de DW sobre la termogénesis. Temperatura
interescapular y fotos térmicas representativas (n=11-13) (A), temperatura corporal (n=11-13) (B),
cuantificacion del area marcada de UCP1 en BAT e imagenes representativas de inmunohistoquimica de
UCP1 (n=6-7) (C), niveles de expresion proteica de UCP1y PGC1a en BAT (n=8-9) (D). Los datos de proteinas
se expresaron en relacion con los animales de control (%). Se utilizé B-actina para normalizar los niveles de
proteinas. Las lineas divisorias indican empalmes dentro del mismo gel. Los datos estan representados como
media + SEM. Las diferencias estadisticas estan indicadas como * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. ANOVA
seguido de prueba post-hoc de Tukey (A, B, C) y prueba de Mann-Whitney (D).
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3.5. LAACTIVACION DE D2R EN LHA/ZI INDUCIDA POR FGF21 ES NECESARIA PARA LAS
ACCIONES BIOLOGICAS DE FGF21 SOBRE LA TERMOGENESIS

A continuacion, investigamos si la activacion de la expresion de D2R inducida por FGF21 era
necesaria para las acciones biologicas de FGF21. Para probar esta hipotesis, usamos el mismo
adenovirus asociado utilizado previamente con el modelo DW-HFD, que codifica el D2R-KD
0 su control GFP, se inyectd estereotaxicamente en el LHA/ZI de ratas estandar (SW y CD) a
las que posteriormente se les administré FGF21 ICV en la misma dosis utilizada previamente
(0,4pg/rata) (Figura 22A).

Tal y como describimos hasta el momento la administracion de FGF21 induce la activacion
de la termogénesis, con la consiguiente pérdida de peso en el grupo control GFP con FGF21
(Figura 22B), con incremento de temperatura interescapular (Figura 22C) sin modificar la
temperatura corporal (Figura 22D), con mayores niveles de UCP1 en BAT (Figura 22E), asi
como mayores niveles de expresion proteica de UCP1 y PGCla (Figura 22F), sin cambios en
ingesta (Figura 22G). Sin embargo, al analizar estos parametros en los animales que presentan
el bloqueo en la expresion de D2R en el LHA/ZI se observo que no se produce este incremento
en la actividad termogénica, mediada por FGF21. Asi, se observa que en los animales
inyectados con el adenovirus para silenciar D2R no se produce la disminucion del peso
corporal, ni tampoco el incremento en temperatura interescapular ni en los niveles de UCP1 ni
PGCla (Figura 22B-22G) esperado en respuesta a la administracion central de FGF21. Estos
datos indican que efectivamente la activacion de D2R en LHA/ZI es necesaria para que FGF21
pueda llevar a cabo sus acciones biologicas.
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Figura 22. Efecto del bloqueo de D2R en LHA/ZI en ratas estandar con administracion de FGF21 ICV.
Esquema del modelo animal (A), cambio de peso corporal (n=9-10) (B), temperatura interescapular y fotos
térmicas representativas (n=8-10) (C), temperatura corporal (n=9-10) (D), cuantificacion del area marcada
de UCP1 en BAT e imagenes representativas de inmunohistoquimica de UCP1 (n=7) (E), niveles de expresion
proteica de UCP1 y PGC1a en BAT (n=6-8) (F), ingesta acumulada (n=9-10) (G). Los datos de proteinas se
expresaron en relacion con los animales de control (%). Se utilizd B-actina para normalizar los niveles de
proteinas. Las lineas divisorias indican empalmes dentro del mismo gel. Los datos estan representados como
media + SEM. Las diferencias entre grupos se indican con los siguientes simbolos: &, GFP vehiculo vs GFP
FGF21 ICV. Las diferencias estadisticas estan indicadas como * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Test T de
student (B-E, G) y test de Mann-Whitney (F).
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Para confirmar el papel del D2R del LHA/ZI mediando la accién del FGF21, utilizamos
ratones D2R-Cre en el que se inyectaron en el LHA/ZI con un AAV dependiente de Cre que
codificaba un ARN para GFP (Ad-hSyn-DIO-EGFP) en los controles o un ARN contra el D2R
(Ad-hSyn-DIO-shD2R-EGFP). Al igual que en el experimento anterior administramos FGF21
a una dosis de 0,4ug/raton o salino ICV (Figura 23A).

Al igual que en el apartado anterior, en los ratones control se observo la disminucién del
peso corporal inducida por FGF21, asi como el incremento de la termogénesis (Figura 23B-
23G). Sin embargo, en aquellos animales que presentaban el D2R silenciado en LHA/ZI no se
observa este efecto sobre el peso corporal (Figura 23B), ni la correspondiente activacion de la
termogénesis por FGF21 como se ve en los datos de temperatura interescapular (Figura 23C)
marcaje de UCP1 (Figura 23E) y niveles de proteina PGCla y UCP1 en el BAT (Figura 23F).
Todo ello sin cambios en temperatura corporal (Figura 23D), ni en ingesta (Figura 23G).
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Figura 23. Efecto del bloqueo de D2R en LHA/ZI en ratones 2R-cre con administracion de FGF21 ICV.
Esquema del modelo animal (A), cambio de peso corporal (n=6-7) (B), temperatura interescapular y fotos
térmica representativas (6-7) (C), temperatura corporal (n=5-6) (D), cuantificacion del area marcada de UCP1
en BAT e imagenes representativas de inmunohistoquimica de UCP1 (n=5) (E), niveles de expresion proteica
de UCP1y PGC1a en BAT (n=7) (F), ingesta acumulada (G). Los datos de proteinas se expresaron en relacion
con los animales control (%). Se utilizo B-actina para normalizar los niveles de proteinas. Las lineas divisorias
indican empalmes dentro del mismo gel. Los datos estan representados como media + SEM. Las diferencias
estadisticas estan indicadas como * p < 0,005, ** p < 0,01. Test T de student (B-E, G) y test de Mann-Whitney
(F).
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Ademas de los parametros mencionados, analizamos la expresion de C-Fos en las neuronas
D2R de LHA/ZI, con el fin de comprobar si existe activacion de estas neuronas tras el
tratamiento con FGF21. Se observd una clara activacion de C-Fos en las neuronas D2R de
LHA/ZI tras el tratamiento con FGF21 (Figura 24B) a comparacion de las que fueron tratadas
con salino (Figura 24A). Sin embargo, esta activacion disminuyd de manera importante en la
poblacion neuronal de LHA/ZI que carecia especificamente de D2R (Figura 24C).

A

Figura 24. Efecto del bloqueo de
D2R en LHA/ZI en ratones D2R-cre
con administracion de FGF21 ICV.
Microfotografia que muestra la
colocalizacion de GFP y c-fos en
LHA/ZlI de ratones D2R-cre GFP
tratados con vehiculo (salino) (A), y
con FGF21 ICV (B) o ratones D2R-cre
shD2R + FGF21 ICV (C)

D2Rcre GFP + vehiculo ICV

w
O

D2Rcre GFP + FGF21 ICV
D2Rcre shD2R + FGF21 ICV

=
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3.6. Los EFECTOS DE FGF21 SOBRE LAS NEURONAS D2R EN LHA/ZI SE PRODUCEN A
TRAVES DE FGFR1

Con el fin de comprobar que las neuronas D2R en LHA/ZI expresan FGFR1, a través del cual
actla directamente, realizamos una inmunofluorescencia que muestra la colocalizacion de GFP
y FGFR1 en el LHA/ZI de ratones D2R-Cre con GFP, mientras que en los ratones que
silenciamos a FGFR1 no lo observamos (Figura 25).

A B

D2Rcre GFP
D2Rcre shFGFR1

Figura 25. Colocalizacion de GFP y FGFR1 en LHA/ZI en ratones D2R-cre. Microfotografia que muestra la
colocalizacion de GFP y FGFR1 en LHA/ZI de ratones D2Rcre GFP (Figura 21A) y ratones D2Rcre shFGFR1
(Figura 21B).

Teniendo en cuenta que las acciones del FGF21 sobre el peso corporal y la termogénesis
en el BAT parecian ser dependientes de D2R, evaluamos si el FGF21 actla directamente sobre
las neuronas D2R del LHA/ZI. Para ello, se silencio selectivamente FGFR1 en las neuronas
D2R de LHA/ZI mediante la administracion estereotaxica de pAAV-SYN-DIO-EGFP en los
controles 0 AAV8-SYN-shFGFR1 en el LHA/ZI de ratones D2R-Cre (Figura 26A). Al igual
que en nuestras observaciones anteriores, se encontrd una disminucion del peso corporal
inducida por el FGF21 (Figura 26B) y un aumento de la temperatura interescapular (Figura
26C), sin cambio en temperatura corporal (Figura 26D), incremento del marcaje de UCP1
(Figura 26E) y de los niveles de proteina PGCla y UCP1 (Figura 26F) en el BAT en los ratones
GFP con FGF21, sin cambios en ingesta (Figura 26G). Estos efectos sobre el peso corporal y
la termogénesis fueron abolidos en los ratones en los cuales se silencié FGFR1 especificamente
en las neuronas D2R del LHA/ZI, lo cual confirma que el FGF21 actlia directamente sobre estas
neuronas hipotalamicas a través de su receptor, el FGFRL.
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Figura 26. Efecto del bloqueo de FGFR1 en LHA/ZI en ratones D2R-cre con administracién de FGF21 ICV.
Esquema del modelo animal (A), cambio de peso corporal (n=7-8) (B), temperatura interescapular y fotos
térmicas representativas (n=11-13) (C), temperatura corporal (n=6-8) (D), cuantificacion del area marcada
de UCP1 en BAT e imagenes representativas de inmunohistoquimica de UCP1 (n=6-8) (E), niveles de expresion
proteica de UCP1 y PGC1a en BAT (n=6-7) (F), ingesta acumulada (n=7-8) (G). Los datos de proteinas se
expresaron en relacion con los animales de control (%). Se utilizd B-actina para normalizar los niveles de
proteinas. Las lineas divisorias indican empalmes dentro del mismo gel. Los datos estan representados como
media + SEM. Las diferencias estadisticas estan indicadas como * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Test T
de student (B-E, G) y test de Mann- Whitney (F).
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3.7. EL SILENCIAMIENTO DE LA EXPRESION DE FGF21 EN HIGADO REDUCE LA RESPUESTA
TERMOGENICA INDUCIDA POR FRIO Y REDUCE LA EXPRESION DE D2R EN LHA/ZI

Con el fin de profundizar en el mecanismo que relaciona la produccion de FGF21 hepatico con
la expresion de D2R en el hipotalamo se us6 un modelo de ratones deficientes de FGF21 en el
higado (KO de FGF21), con sus respectivos controles, que fueron sometidos a una exposicion
a frio de 6 h. Este experimento fue realizado en colaboracion con la Dra. Guadalupe Sabio
(Grupo “Papel de las quinasas activadas por el estrés en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, diabetes y cancer” del Centro Nacional de investigaciones Cardiovasculares,
CNIC). El incremento en la actividad termogénica que se produce en respuesta al frio es
considerablemente inferior en animales KO para FGF21 como se observa en las medidas de la
T interescapular (Figura 27A) y los niveles de expresion de UCP1 en BAT (Figura 27B).
Ademas de esto, se observd como los KO para FGF21 presentan una expresion reducida de
D2R en el LHA/ZI (Figura 27C), lo cual refuerza la estrecha relacion descrita entre FGF21 y el
sistema dopaminérgico hipotalamico.
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Figura 27. Efecto de la exposicion al frio en ratones KO para FGF21 en higado. Temperatura interescapular
y fotos térmicas representativas (n=5) (A), niveles de expresion proteica de UCP1 en BAT (n=5) (B), y de D2R
en LHA/ZI (n=5) (B). Los datos de proteinas se expresaron en relacion con los animales de control (%). Se
utilizé B-actina para normalizar los niveles de proteinas. Las lineas divisorias indican empalmes dentro del
mismo gel. Los datos estan representados como media + SEM. Las diferencias estadisticas estan indicadas
como * p < 0,05, * p <0,01. Test T de student (A) y test de Mann-Whitney (B, C)

3.8. LOS EFECTOS METABOLICOS DE FGF21 ESTAN MEDIADOS POR LAS NEURONAS
GABAERGICAS DEL LHA/ZI QUE EXPRESAN D2R

Resultados publicados recientemente por el grupo en el que desarrollé esta tesis doctoral
revelaron que las neuronas de LHA/ZI necesarias para la accién termogénica del sistema
dopaminérgico hipotaldmico son neuronas GABAérgicas que expresan D2R [101]. Con el fin
de determinar si la misma poblacion neuronal esta también involucrada en los efectos del
FGF21 sobre la termogénesis, realizamos en colaboracion con el Dr. Vicent Prevot (Laboratory
of Development and Plasticity of the Neuroendocrine Brain, Inserm, University of Lille) un
estudio de clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) para aislar las neuronas
GABAérgicas que expresan D2R del LHA/ZI (Figura 28A). Se encontr6 que las neuronas
GABAérgicas D2R aisladas de LHA/ZI expresaban ARNm de FGFR1, lo cual sugiere que
podrian ser estas neuronas los efectores de las acciones metabdlicas de FGF21 (Figura 28B).

125



VERONICA LORENA PENA LEON

A

Vgat-cre, Ad-EGFP LHA/ZI

- = células con verde
fluorescente

células
autofluorescentes

/|
v

Células Células
GFP negativas & &
(FACS) (FACS)
B FITC-A 10*
5 2
5 Py Vgat-cre +Ad-EGFP LHA/ZI
Z 5 ¢ células autofluorescentes
é @ Vgat-cre +Ad-EGFP LHAZI
o 1l T células con verde fluorescente
o
: | L
% 5+ *®
S
3 0
=3
w

Figura 28. Neuronas GABAérgicas D2R aisladas de LHA/ZI. Clasificacion de FACS para aislar neuronas que
expresan D2R (GFP-positivo) en el LHA/ZI (A); EL ARNm de fegfr1 se expresa en células D2R aisladas de LHA/ZI
(n = 4) (B) Los datos estan representados como media + SEM. Test T de student.

Con el fin de comprobar si realmente son las neuronas GABAérgicas del LHA/ZI las
responsables de la interaccion de FGF21 sobre el sistema dopaminérgico se silenci6 D2R
especificamente en las neuronas GABAEérgicas del LHA/ZI mediante la administracion de un
vector viral Ad-hSyn-DIO-EGFP (controles) o Ad-hSyn-DIO-shD2R-EGFP en el LHA/ZI de
los ratones Vgat-Cre (Figura 29A). Tal como ocurrié en los experimentos anteriores, la
administracion ICV de FGF21 en los ratones control indujo la esperada disminucion del peso
corporal (Figura 29B), y el incremento del programa termogenico (Figura 29C-29F). Sin
embargo, estos efectos desaparecieron en los ratones en los cuales se silencio selectivamente el
D2R en las neuronas GABA del LHA/ZI (Figuras 29B-29F), sin variaciones en la ingesta de
alimentos (Figura 29G). Estos resultados demuestran que los efectos metabolicos del FGF21
estdn mediados por las neuronas GABAGérgicas del LHA/ZI que expresan D2R.
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Figura 29. Efecto del bloqueo de D2R en neuronas GABAérgicas de LHA/ZI en ratones Vgat-cre con
administracion de FGF21 ICV. Esquema del modelo animal (A), cambio de peso corporal (n=7) (B
Temperatura interescapular y fotos térmicas representativas (n=7) (C), temperatura corporal (n=7) (D),
cuantificacion del area marcada de UCP1 en BAT e imagenes representativas de inmunohistoquimica de UCP1
(n=3-5) (E), niveles de expresion proteica de UCP1 y PGC1a en BAT (n=6-7) (F), ingesta acumulada (n=5-7)
(G). Los datos de proteinas se expresaron en relacion con los animales de control (%). Se utilizé B-actina para
normalizar los niveles de proteinas. Las lineas divisorias indican empalmes dentro del mismo gel. Los datos
estan representados como media + SEM. Las diferencias estadisticas estan indicadas como * p < 0,05, ** p <
0,01, *** p < 0,001. Test T de student (B-E, G) y test Mann- Whitney (F).
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Como control de que la administracién del virus se realizé en la zona correcta se realiz6 un
estudio de colocalizacion de GFP y VVgat mediante inmunofluorescencia, que demostro que la
infeccion del vector viral se realiz6 especificamente en las neuronas GABAérgicas de LHA/ZI
(Figura 30).

Figura 30. Colocalizacion GFP y Vgat en ratones Vgat-cre.
Microfotografia que muestra la colocalizacion de GFP y Vgat en
LHA/Z| de ratones Vgat-cre GFP, barra de escala 50 y 20 pm.

4. LOS TANICITOS DE LA EMINENCIA MEDIA TRASPORTAN
EL FGF21 PRODUCIDO A NIVEL HEPATICO AL HIPOTALAMO

Una vez determinada la accion directa del FGF21 producido a nivel hepatico sobre el sistema
dopaminérgico hipotaldmico se planted cual podria ser la via de entrada de este FGF21
periférico al hipotdlamo. Puesto que la principal puerta de entrada de sefiales metabodlicas al
hipotdlamo es la ME, y teniendo en cuenta que otras sefiales (leptina y ghrelina) requieren
trasporte activo por medio de los tanicitos, quisimos determina por medio de que via llega
FGF21 al LHA/ZI.

4.1. EL FGF21 PERIFERICO ACCEDE A LOS TANICITOS DE LA ME

Tras la inyeccion de FGF21 marcado con fluorescencia a través de la vena yugular de ratones
se detectaron niveles de este FGF21 fluorescente en los tanicitos de la ME (Figura 31), lo que
sugiere que se emplea la misma lanzadera tanicitica para transportar el FGF21 hepatico al
hipotalamo que utilizan otras sefiales metabolicas.
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Figura 31. FGF21 fluorescente en la ME. Microfotografia representativa de la region tuberal del hipotalamo
de un raton WT que muestra procesos taniciticos (flechas) y cuerpos celulares (puntas de flecha) marcados
con FGF21 fluorescente en la ME (recuadro), 1 min después de la inyeccion en la vena yugular.

4.2. EL TRASPORTE DE FGF21 PERIFERICO SE EFECTUA POR MEDIO DE LOS TANICITOS DE
LA ME

Para comprobar si tal como parece el trasporte de FGF21 producido en el higado al hipotalamo
se efectua por medio de los tanicitos, decidimos inhibir la expresion de FGFR1 especificamente
en los tanicitos de ratones. Para ello, se realizo una estereotaxia en ventriculo lateral mediante
la coadministracion de dos vectores virales: el AAV1/2-DIO-CRE que nos ayuda a vehiculizar
el virus a la zona de los tanicitos, junto con el pAAV-SYN-DIO-EGFP (control) o AAV8-SYN-
shFGFR1 que silencia selectivamente FGFR1 en los tanicitos (Figura 32A). Se realiz6 un
seguimiento de peso corporal (Figura 32B) e ingesta (Figura 32C) durante 3 semanas, tiempo
que tarda el virus en hacer efecto, sin observar ningin cambio. A continuacion, se realizo una
prueba de exposicion al frio, introduciendo a los ratones en una camara fria a 4 °C, durante 6 h.
Observamos que durante esas 6 h tanto en peso corporal (Figura 32D) como en ingesta (Figura
32E) no se ven diferencias entre ambos grupos, pero los ratones que presentaban la inhibicion
de FGFRL1 en los tanicitos perdian mas temperatura en la zona interescapular (Figura 32F), sin
modificar la temperatura corporal (Figura 32G), a comparacion de los controles GFP. Ademas,
analizamos los niveles de inmunomarcaje de UCP1 y observamos que los ratones con la
inhibicién de FGFRL1 tienen menor marcaje (Figura 32H), asi como menores niveles proteicos
de PGCla y UCP1 (Figura 321) en BAT que sus controles.
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Figura 32. Efecto de la inhibicion de FGFR1 en tanicitos sobre la termogénesis. Esquema del modelo
animal (A), cambio de peso corporal (n=7) (B) e ingesta acumulada (n=5-7) (C) durante las 3 semanas de
infeccion. Analisis de los efectos de la prueba de exposicion al frio durante 6 h en cambio de peso corporal
(D), ingesta acumulada de CD (E), temperatura interescapular y fotos térmicas representativas (n=7) (F),
temperatura corporal (n=7) (G), cuantificacion del area marcada de UCP1 en BAT e imagenes representativas
de inmunohistoquimica de UCP1 (n=4-7) (H), niveles de expresion proteica de UCP1 y PGC1a en BAT (n=4-6)
(). Los datos de proteinas se expresaron en relacion con los animales de control (%). Se utilizé B-actina para
normalizar los niveles de proteinas. Las lineas divisorias indican empalmes dentro del mismo gel. Los datos
estan representados como media + SEM. Las diferencias estadisticas estan indicadas como * p < 0,05, ** p <
0,01. Test T de student (B-H) y test de Mann- Whitney (1).
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Para corroborar que la infeccion fue efectiva en la zona de interés, se realizo la
inmunofluorescencia de 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) que marca los nucleos celulares,
junto con vimentina (marcador especifico de tanicitos) y el receptor FGFR1, observando que
efectivamente hay colocalizacion de los marcadores (Figura 33A), por lo que la infeccion fue
efectiva en tanicitos, y ademas observamos que los ratones con la inhibicion de FGFR1 tienen
menor marcaje de FGFR1 (Figura 33B), en comparacion con los controles (Figura 33A).

>

FGFR1 Vimentina DAPI

AAV1/2-Dio2-Cre +
pAAV-SYN-DIO-EGFP

w
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Figura 33. Colocalizacion de FGFR1 y Vimentina en la ME de ratones WT con inhibicion de FGFR1 en
tanicitos. Microfotografia que muestra la colocalizacion de FGFR1 y vimentina en la ME de ratones WT control
GFP (AAV1/2-Dio2-Cre + pAAV-SYN-DIO-EGFP) (Figura 31 A) y ratones con inhibicion de FGFR1 (AAV1/2-Dio2-
Cre + AAV8-SYN-shFGFR1) (Figura 31 B) en tanicitos.
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DISCUSION

Los datos presentados en esta tesis describen un novedoso mecanismo fisiol6gico mediante
el cual la lactancia materna contrarresta los efectos de la D10 al actuar como un estimulador de
la termogénesis del BAT a largo plazo. Se muestra en este trabajo como ratas adultas
alimentadas con HFD, que fueron expuestas a periodos de DW en la etapa neonatal, presentan
una activacion del programa termogeénico del BAT que estimula el EE, impidiendo en ultima
instancia en incremento en la adiposidad, la dislipidemia y el aumento de peso asociado a la
ingesta de una dieta hipercalorica. El mecanismo subyacente a esta accion protectora implica
unos niveles elevados de expresion y secrecion de FGF21 hepatico, que a nivel del SNC activa
las neuronas GABAGérgicas localizadas en el LHA/ZI sobreexpresando D2R a este nivel. En
conjunto, estos datos implican que, modificando la interaccion madre-lactante durante una
ventana temporal postnatal especifica, es posible reprogramar determinados circuitos
hipotalamicos dando lugar a efectos metabolicos beneficiosos permanentes a lo largo de la vida.

Diferentes estudios han demostrado que la etapa neonatal es un periodo clave en el
desarrollo del individuo a lo largo de su vida hasta la edad adulta. Asi, existen evidencias de
que la exposicion temprana a una nutricion excesiva puede resultar en una programacion
metabolica alterada que conduce a una mayor susceptibilidad a la obesidad, la inflamacion y
las complicaciones metabolicas. Especialmente, la ventana de lactancia es un periodo critico
durante el cual las exposiciones nutricionales y ambientales afectan al riesgo de enfermedad
metabdlica de por vida. Debido a que los 6rganos involucrados en el mantenimiento de la
homeostasis de la glucosa contindan la diferenciacion y el crecimiento durante el periodo de
lactancia, son vulnerables a las influencias de programacion durante este periodo [332]. Sin
embargo, los mecanismos responsables de los efectos beneficiosos de la lactancia materna sobre
la salud en la infancia y la edad adulta siguen siendo en gran medida desconocidos.

El efecto de las alteraciones nutricionales de la madre durante el periodo de lactancia sobre
la programacion de la obesidad en la descendencia ha sido ampliamente estudiado en modelos
animales [325-328]. Asi, un estudio reciente demostrd que la exposicion materna a la HFD
durante la ventana de la lactancia programa la adiposidad de la descendencia, la inflamacion y
alteraciones en la homeostasis de la glucosa [333]. Sin embargo, aunque los estudios en
animales han sugerido que la sobrealimentacion neonatal es un pardmetro critico que influye
en los resultados metabdlicos a largo plazo [329-331], apenas existen estudios relativos a la
influencia de la alimentacion o la lactancia de las propias crias en la reprogramacion a largo
plazo del balance energético. Ademas, los datos publicados hasta el momento en humanos son
controvertidos. Por una parte, existen trabajos que no han encontrado ninguna relacién entre la
lactancia materna y el menor riesgo de sobrepeso y obesidad. Hay que tener en cuenta que la
ausencia de asociacion puede ser debida a efectos de una amplia variedad de factores de
confusion que afectan tanto a la madre como al nifio (por ejemplo, las condiciones
socioecondmicas, la dieta materna, la composicion de la leche de formula, etc.) y se acumulan
a lo largo de la vida, que podrian actuar per se como factores de riesgo de la obesidad [244,
295, 311-316, 334, 335].

Por esta razon, el modelo DW desarrollado en el presente trabajo constituye un modelo
animal novedoso, caracterizado por condiciones experimentales controladas que minimizan los
factores de confusion y permiten identificar e investigar estos efectos duraderos y sus
mecanismos subyacentes, ya que partimos de camadas homogéneas, y madres con pesos y
edades similares, alimentadas con dieta estandar. Asi evidenciamos que los efectos protectores
encontrados en nuestro modelo son producidos por mecanismos directamente derivados de la
DW y no asociados a otros factores.

Nuestro modelo animal revela que las ratas amamantadas durante periodos prolongados
estan protegidas contra el aumento de peso inducido por la ingesta de una HFD. Los efectos
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descritos, son independientes de la ingesta de alimentos y se encuentran en gran parte mediados
por una activacion de la termogénesis en el BAT que lleva asociado un aumento del EE lo cual
indica que la DW es un estimulo fisiol6gico que modula la funcion de BAT.

En particular, cuando las ratas sometidas a DW y alimentadas con HFD son expuestas al
frio, el principal activador fisioldgico de la termogénesis, observamos que también eran mas
eficientes en el mantenimiento de su temperatura corporal. Cabe destacar que el incremento de
EE y termogénesis fueron observados en condiciones de termoneutralidad, con lo que
conseguimos eliminar el metabolismo adicional necesario para defender la temperatura
corporal a temperaturas mas bajas. Ademas, observamos mayor captacion de glucosa en el BAT
mediante la técnica PET-CT en las ratas con DW. Esto va en linea con lo encontrado en estudios
previos del grupo, ya que observaron también un aumento del browning del WAT en el modelo
DW. La idea de que ésta mejora de la accidn termogénica del tejido adiposo podria tener
relevancia clinica esta respaldada por las pruebas que demuestran que la activacion del BAT
esta inversamente correlacionada con el IMC en humanos [336-339] y que los adipocitos beige
humanos parecen tener capacidad termogénica [176, 340]. Dada la relevancia de estos
descubrimientos, se han realizado grandes esfuerzos para identificar los mecanismos
subyacentes a la activacion e inactivacion de estos tejidos, con la esperanza de disefiar
estrategias potenciales para luchar contra la obesidad y los trastornos metabdlicos asociados,
como laDMT2. La mayor actividad en BAT y adipocitos beige activa aumenta el EE y se asocia
con una reduccion de la hiperglucemia y la hiperlipidemia, mientras que su atrofia e
inactivacion se han asociado con obesidad [182]. Estos resultados estan en consonancia con
datos anteriores que indican que PPARa, una molécula que induce la via termogenica [341], se
encuentra elevado en las células mononucleares de la sangre periférica de los bebés
amamantados con leche materna con respecto a los alimentados con férmula [342]. Ademas,
de esto se ha publicado recientemente que el destete precoz en ratas disminuye la capacidad
termogénica del BAT, sugiriendo que periodos cortos de lactancia podrian constituir un factor
de riesgo para el desarrollo de obesidad en la edad adulta [343].

En la busqueda de posibles mecanismos subyacentes a los efectos de DW, especialmente
su capacidad para estimular la termogénesis y el EE, decidimos centrarnos en el FGF21, una
hormona metabdlica que esta fuertemente regulada en los ratones recién nacidos. FGF21 se ha
propuesto como un factor derivado del higado y que estd directamente implicado en la
activacion de la termogénesis en el BAT [178, 229]. Ademas, se ha descrito que, aunque sus
niveles son muy bajos en los fetos, los niveles circulantes de FGF21 aumentan drasticamente
tras el nacimiento y el inicio de la lactancia [241, 344]. En concordancia con estos datos, en el
modelo animal desarrollado en este trabajo, las crias DW presentan una produccion elevada de
FGF21 en el higado ya en el momento del destete que ademas se mantiene elevada a lo largo
de la vida, tanto en higado como en BAT, y que se ve reflejada de un incremento en los niveles
circulantes de FGF21 en la edad adulta.

Con el fin de determinar si esta elevacion en los niveles de FGF21 en los animales DW
podria ser consecuencia de una transmision de FGF21 desde la madre a las crias a través de la
leche materna, se determinaron los niveles de FGF21 en leche materna y plasma de madres a
dia 21 de lactancia (SW) y a dia 28 (DW). No se encontraron diferencias en los niveles de
FGF21 circulantes ni en leche de madres con DW en referencia a las de SW. Por tanto, nuestros
datos estarian indicando que algiin mecanismo intrinseco a las crias activado por la DW podria
ser el causante de este incremento en la produccién de FGF21. Se ha descrito en un trabajo
previo que la elevacion en los niveles de FGF21 que tiene lugar en las crias inmediatamente
después del nacimiento y durante el periodo de lactancia est& asociada con una induccion de la
expresion genica del FGF21 hepatico en respuesta al aporte de los acidos grasos contenidos en
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la leche materna, lo que provoca un incremento de los niveles de acidos grasos libres en las
crias amamantadas [241, 344]. Acorde con esto, en nuestro modelo observamos que las crias
con DW sacrificadas tras el destete muestran incrementada la produccion de FGF21 en higado,
lo que ocurre en paralelo a unos mayores niveles circulantes de acidos grasos libres en los
animales con DW respecto a los que han sido sometidos a periodos de SW.

En la bibliografia se ha descrito que el incremento masivo de la concentracion plasmatica
de FGF21 durante el periodo de lactancia en neonatos, es el resultado de un incremento en la
produccién hepatica de dicho factor, el cual actda sobre el BAT produciendo la activacién de
la termogénesis [178, 229]. En este sentido, en nuestro estudio observamos incrementada la
termogénesis ya en edades tempranas, en las ratas tras el destete con DW, respecto de ratas con
dieta estandar. Apoyando el papel del aumento del FGF21 hepético y circulante en respuesta a
la DW en la resistencia a la DIO, la inhibicion de la sobreproduccion de FGF21 en el higado
del modelo animal DW revirtid los efectos beneficiosos de la DW sobre el peso corporal, la
masa grasa y la termogénesis a los niveles observados en animales con SW. Corroborando el
papel de FGF21 mediando la accién de la DW sobre la termogénesis, se observé que ratones
KO para FGF21 a nivel hepéatico presentaban disminuida su capacidad termogénica con
respecto a ratones WT.

A la vista de los datos que demuestran un efecto protector de la lactancia materna frente al
incremento del peso corporal en respuesta a una HFD, se planted la cuestion de si este efecto
se produciria directamente sobre el BAT o si por el contrario podria estar mediado a nivel
central. A nivel del SNC, el hipotdlamo es el principal centro regulador de la homeostasis
energética. Se ha demostrado que la nutricion perinatal regula el desarrollo del hipotalamo y
puede provocar alteraciones metabdlicas que se mantienen a largo plazo [36, 345, 346]. Asi
mismo se ha observado que diferentes modificaciones del estado fisiologico de la madre durante
el periodo de lactancia alteran los circuitos hipotaldmicos de la descendencia adulta [347-349].
En este contexto, recientemente nuestro grupo ha descrito un nuevo mecanismo hasta el
momento desconocido mediado por el sistema dopaminérgico hipotalamico que regula el
metabolismo activando la termogeénesis [101]. Clasicamente, los mecanismos por los que la
dopamina central afecta al peso corporal se relacionan con el patron de ingesta y los
mecanismos cerebrales de recompensa [345, 350], pero no habian sido asociados con la
modulacion de la termogeénesis. Los datos previos del grupo de investigacion han descrito el
mecanismo que involucra al sistema dopaminérgico del LHA activando la termogénesis,
produciendo marcados efectos sobre el peso corporal y EE [101]. Teniendo en cuenta el papel
de este mecanismo sobre la termogénesis, se planted si los efectos sobre el metabolismo
ejercidos por la DW podrian estar mediados de alguna manera por el sistema dopaminérgico
hipotaldmico. Los datos presentados en esta tesis doctoral demuestran que los animales
sometidos a periodos de DW presentan mayor actividad dopaminérgica en LHA/ZI, como se
muestra con la mayor expresion del D2R en esta zona hipotaldmica. Ademéas, como
confirmacion de esto, el bloqueo de esta expresion del D2R en el LHA/ZI de ratas DW, revierte
los efectos beneficiosos tanto sobre termogénesis, como en EE. Por tanto, el sistema
dopaminérgico hipotalamico esta implicado en el efecto protector de la lactancia materna.

Existen datos en la bibliografia referentes al efecto que el FGF21 producido en el higado
ejerce a nivel hipotalamico sobre distintos nucleos y mecanismos asociados al control de la
homeostasis energética [351, 352]. Un estudio reciente observo que FGF21 previene la pérdida
de neuronas dopaminérgicas y muestra efectos beneficiosos contra el sindrome de enfermedad
de Parkinson, aunque esta relacién la observan en sustancia negra par compacta y nucleo
estriado [353]. Teniendo en cuenta la sobreexpresion de FGF21 hepético implicada en el efecto
protector de nuestro modelo, nos planteamos determinar si estos niveles elevados de FGF21
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podrian ser los responsables de la activacion central del sistema dopaminérgico. Los presentes
datos describen por primera vez la existencia de una interaccion entre FGF21 y el sistema
dopaminérgico en el LHA dado que el blogueo de la sobreexpresion de FGF21 hepatico en
animales con DW revierte la sobreexpresion de D2R en el LHA vy los efectos metabolicos
beneficiosos de la DW. Es importante destacar que el FGF21 parece actuar directamente sobre
un subconjunto de neuronas LHA/ZI que expresan D2R a través de su receptor, el FGFR1, que
forma un complejo con B-Klotho para mediar en las acciones del FGF21 sobre la homeostasis
energética [354, 355]. Incluso en un estudio con humanos observaron que una mutacion en
FGFR1 disminuye la sefializacion del regulador metabolico FGF21 al afectar la asociacion de
FGFRL1 con el co-receptor B-Klotho [356].

El LHA y la ZI son éreas cerebrales heterogéneas que contienen numerosas poblaciones
celulares genéticamente distintas. Se ha descrito previamente por el grupo que el receptor
dopaminérgico D2R se expresa en estas zonas hipotaldmicas, tanto en las células
glutamatérgicas como en las GABAérgicas, pero que solo la expresion del D2R en las neuronas
GABA¢érgicas es responsable de los marcados efectos sobre el peso corporal [101]. En el
presente trabajo, demostramos que las acciones termogeénicas del FGF21 estdn mediadas
especificamente por la expresion de D2R en las neuronas GABAérgicas LHA/ZI, ya que al
bloquear la expresion del D2R especificamente en estas neuronas se consiguio revertir el
fenotipo, eliminando el efecto termogeénico de FGF21.

Ademas, la esteatosis hepatica que se observa comiunmente en animales DIO, también se
mejord en ratas con DW y se revirtio cuando se silenciéo FGF21 en higado y D2R en el LHA/ZI.
Aunque hasta el momento no se habia descrito la interaccién entre FGF21 y sistema
dopaminérgico en LHA para modular el metabolismo, si se habian descrito previamente efectos
centrales de FGF21 sobre otras areas hipotalamicas o subconjuntos neuronales para ejercer
diferentes efectos de forma especifica Asi, tal como lo publicaron recientemente Jensen-Cody
y colaboradores, FGF21 ejerce un efecto sobre la regulacion de la preferencia por la comida a
través de su accion sobre las neuronas glutamatérgicas del VMH [351]. Posteriormente el
mismo grupo también publico que la sefializacién de FGF21 en neuronas glutamatérgicas del
VMH es necesaria para la protecciéon contra el aumento de peso corporal y la induccion de
UCP1 en los tejidos adiposos asociados con la restriccion de proteinas en la dieta [352]. Estos
datos describen un efecto en neuronas glutaminérgicas de VMH de FGF21 similar a lo que
observamos en nuestro trabajo mediado por neuronas GABAérgicas en LHA. Cabe destacar
que tanto el LHA como el VMH son dos de las areas hipotalamicas donde se encuentra la
expresion del D2R, y ambos son centros importantes en el control de la actividad del BAT
[357].

Tras determinar que FGF21 periférico presenta una accion central en el hipotalamo, en el
presente trabajo se planted determinar cual podria ser la ruta a traves de la que FGF21 periférico
accede a las neuronas diana en el hipotalamo. Hasta el momento en la bibliografia se ha descrito
que FGF21 atraviesa la BHE, ya que varios estudios han reportado que FGF21 muestra una
afluencia significativa, no saturable y unidireccional a través de la BHE [237]. La principal
puerta de entrada al hipotdlamo de las sefiales metabdlicas circulantes es la ME, un 6rgano
circunventricular que recubre la base del tercer ventriculo y se caracteriza por capilares con un
endotelio fenestrado. Distintas sefiales metabolicas circulantes como la leptina y la ghrelina
entran en el parénquima de la ME por difusion pasiva a través de los capilares fenestrados [124,
125] con el fin de alcanzar estructuras hipotaldmicas mas profundas, estas sefiales requieren un
transporte activo por una glia hipotaldmica especializada llamada tanicitica [125, 126, 358].

La forma y la ubicacion de los tanicitos los colocan en una posicion ideal para conectar la
periferia con los compartimentos nerviosos centrales. En linea con esto, los tanicitos controlan
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el transporte de hormonas y metabolitos clave dentro y fuera del hipotdlamo. Funcionan ademés
como sensores de homeostasis periférica para redes reguladoras centrales [127, 128].

En el presente trabajo se comprobd que FGF21 circulante accede al hipotdlamo a través de
los tanicitos, ya que tras la inyeccion de FGF21 fluorescente a través de la vena yugular, se
detectd positividad en tanicitos de la ME. Ademas, el bloqueo de FGFR1 especificamente en
tanicitos de raton impide la activacion termogénica tras la exposicion al frio, que se observo en
ratones control. Todo esto sugiere que el FGF21 periférico emplea el mismo transbordador
tanicitico para acceder al hipotdlamo que es utilizado por otras sefiales metabdlicas como la
leptina o la ghrelina [124, 125].

Ademas, estudios previos del grupo han demostrado que la resistencia a leptina,
caracteristica de la DIO, se vio reducida de manera importante en el modelo animal de DW.
Curiosamente, esto también abre la posibilidad de que el aumento de la produccion hepatica de
FGF21 después de una succién prolongada, que alivia la resistencia a la leptina inducida por
HFD, también podria modular su propio acceso, asi como el acceso de otras moléculas para
dirigirse a las neuronas hipotalamicas al aumentar la maquinaria de transporte tanicitico, sin
embargo, estos aspectos ain quedan por profundizar en investigaciones futuras.

En resumen, este estudio revela, en primer lugar, que el DW en ratas, protege contra la DIO
en la edad adulta mediante la activacion de la termogenesis del BAT y el browning del WAT,
la reduccion del peso corporal y la masa grasa, y la mejora de la tolerancia a la glucosa y la
sensibilidad a la leptina, todo ello sin alterar la ingesta de alimentos. En segundo lugar, estas
consecuencias del DW son el resultado de una regulacion al alza de la produccion de FGF21
hepatico, que se traduce en un aumento de los niveles circulantes de FGF21, que a su vez
acceden al cerebro a través de los tanicitos. En tercer lugar, una vez en el hipotdlamo, el FGF21
actla sobre las neuronas GABAérgicas D2R del LHA/ZI, que también expresan FGFR1, para
ejercer sus efectos sobre el peso corporal y la termogénesis (Figura 33).

Ademas de crear nuevas vias de intervencion para mejorar el resultado metabdlico de los
neonatos que van a estar expuestos a dietas hipercaldricas a lo largo de su vida, estos hallazgos
sientan las bases de una mejor comprension de los mecanismos que subyacen a la remodelacion
fisioldgica a largo plazo inducida por los eventos de la vida temprana, con multiples beneficios
potenciales para la salud.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral nos permiten establecer las siguientes
conclusiones:

1.

La lactancia materna prolongada en rata protege frente el desarrollo de obesidad
inducida por dieta en la edad adulta disminuyendo el peso corporal. Este efecto esta
mediado por un incremento en la produccién de FGF21 hepatico responsable de la
activacion de la termogénesis en la BAT y el incremento del EE.

El FGF21 modula el sistema dopaminérgico en el hipotadlamo, ya que activa las
neuronas GABAérgicas D2R del LHA/ZI, que expresan FGFR1 para ejercer sus
efectos sobre el peso corporal y la termogénesis

ElI FGF21 circulante, gue se encuentra incrementado en el modelo de lactancia materna
prolongada accede al hipotalamo a través de los tanicitos y este transporte es necesario
para la modulacion del sistema dopaminérgico hipotalamico en el modelo de lactancia
prolongada.
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ANEXOS

ANEXO 1
N XUNTA DE GALICIA  Depanameno Tenitors
2. Edificio Administrativo de Servizos Miltiples
¥ ¢4 CONSELLERIA DO MEDIO RURAL Vicente Ferrer, 2
15071 = A Coruiia
A DE GALICIA José Manuel Cifuentes
EXISTRO XERAL DA XUNT il )
Eewam,u b EDIFICIO ADMINISTRATIVO BF & CC7E Departamento de Anatomia
5 GORUSA Saia 14052014 RERTRE

Facultade de Veterinaria

s - S

RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROXECTOS DE EXPERIMENTACION ANIMAL

Expediente nim.: 15010/17/007 Data de inicio: 10.05.2018
Persoa interesada: Rubén Nogueiras Pozo Forma de Inicio: solicitude do interesado
Procedemento: resolucion de autorizacion

ANTECEDENTES

A persoa interesada, como representante do centro CIMUS (Universidade de Santiago
de Compostela), presentou primeiramente o 28.12.2017 e despois completou o
17.04.2018, unha solicitude para a realizacion do proxecto de experimentacién animal,
cuxos datos se detallan a continuacion:

Denominacion do proxecto: Mecanismos centrais e periféricos no control da
homeostase enerxética

Nome do centro usuario: CIMUS

Persoa responsable do proxecto: Rubén Nogueiras Pozo

Establecemento onde se realizarin os procedementos do proxecto [ou lugar
xeografico no caso de traballos de campo): Animalario da Facultade de Medicina do
CIMus

Clasificacion do proxecto : Tipe| | | Tipoll | | Tipom X

CONSIDERACIONS LEGAIS E TECNICAS

1. O Real decreto 53/2013, de 1 de febreiro (BOE 34, do & de febreiro), polo que se
establecen as normas basicas aplicables para a proteccién dos animais utilizados en
experimentacién e outros fins cientificos, incluinde a docencia, establece no seu
artigp 33 as condicions de autorizaciéns dos proxectos con animais de
experimentacion.

2. O artigo 88 da Lei 39/2015, de 1 de outubro, do procedemento administrativo
comun das administracions piblicas (BOE 236, do 2 de outubro de 2015) establece
que a resolucion que pofia fin o procedemento decidira todas as cuestions expostas
polos interesados e aquelas outras derivadas deste.
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3. 0 Servizo de Gandaria da Corufia revisou a documentacion achegada na solicitude
e o resultado favorable da avaliacion do proxecto, realizada polo érgana habilitado
da Seccidn de Experimentacion Animal do Comité de Bioética da Universidade de
Santiago de Compostela.

Esta xefatura territorial & competente para ditar unha resolucién, de conformidade co
artigo 11 do Decreto 245/2009 de 30 de abril, polo que se regulan as delegacions

- territoriais da Xunta de Galicia (DOG 84, do 1 de maio de 2009) e o Decreto 166/2015,

de 13 de novembro, polo que se aproba a estrutura orgdnica da Conselleria do Medio
Rural (DOG 220, do 18 de novembro de 2015).

De acordo con todo o Indicado, RESOLVO:

1 Autorizar o proxecto solicitado.

2 O mencienado proxecto precisa someterse a unha avaliacion retrospectiva aos
tres anos.

3 A autorizacién deste proxecto terd unha duracion de cinco anos, transcorrido
este tempo, debera ser renovada esta autorizacion.

A citada autorizacion & unicamente vdlida nas condiciéns que figuran no expediente.
Ante calguera cambio significativo no proxecto que poida ter efectos negativos sobre o
benestar dos animais, deberd solicitar a confirmacion da autorizacion ao Servizo
Provincial de Gandaria.

Esta autorizacion poderd ser suspendida, no caso de gue o proxecto non se leve a cabo
de acordo coas condicidns de autorizacion e retirala, previo expediente tramitado ao
que se lle dard audiencia.

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

Mediante este escrito notificaselle ao CIMUS da USC esta resolucidn segundo o esixido
no artigo 40.1 da antedita Lel 39/2015.

A Corufia, 10 de maio de 2018
0 xefe territorial

Manuel Rodriguez Vazquez



ANEXOS

ANEXO 2

XUNTA DE GALICIA

CONSELLERIA DO MEDIO RURAL

AGACAL l B
Axencia Galega B l C '
da Calidade Alimentaria

Certificado de capacitacion en materia de proteccion de animais utilizados, criados ou
subministrados con fins de experimentacion e otros fins cientificos, incluindo a docencia conforme
coa Orde ECC/566/2015 de 20 de marzo.

Certificado de capacitacién en materia de proteccién de animales utilizados, criados o suministrados con
fines de experimentacién y otros fines cientificos, incluyendo la docencia conforme con la Orden
ECC/566/2015 de 20 de marzo.

1. IDENTIFICACION
1.1. Apelidos / Apefiidos / Surname:
PENA LEON
1.2.Nome / Nombre / First names: DNI /DN / identity card number:
VERONCIA LORENA 498908782
1.3. Categoria/Categoria/Category: “bu 1.4. Especies/Especies/Species: 1.5. Valido ata/ valido hastasexpires:
ROEDORES 2.04.2023
2. N° DO CERTIFICADO / N° DEL CERTIFICADO / CERTIFICATE NUMBER
b381

3.0RGANISMO QUE EXPIDE O CERTIFICADO / ORGANISMO QUE EXPIDE EL CERTIFICADO / BODY ISSUING THE CERTIFICATE:

3.1.Nome e enderezo do organismo que expide o certificado / Nombre y direccién del ismo que expide e certificado / Name and address of the body issuing the
certificate:

CONSELLERIA DO MEDIO RURAL - XUNTA DE GALICIA
AXENCIA GALEGA DA CALIDADE ALIMENTARIA
Avda. Do Camifio Francés, 10 baixo
15781 Santiago de Compostela
A Corufia (Espafia)

3.2 Teléfono 1 Tekfono / Telephone: 3.3.Fax/Fax/Fax: 3.4.Carreo electrénico / Correo electrénico / Email:
981 546 654 981 546 651/'\ formacion.cmm@xunta.es
3.5.Data / Fecha / Date: 3.6.Lugar/ Lugar/ Place:
20/02/2019 antiago de Compostela
Va

3.7.Nome e sinatyra /

{Nombre y firma / Name and signature

nuel Rodriguez Vazquez
ia Galega da Calidade Alimentaria

Xacobeo 2021
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XUNTA DE GALICIA

CONSELLERIA DO MEDIO RURAL

AGACAL

A

<

MC’)DULOS’FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS E ESPECIFICOS CORRESPONDENTES A
CATEGORIA “B” EUTANASIA DOS ANIMAIS — ORDE ECC/566/2015, DE 20 DE MARZO

MODULOS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS

1.- Lexislacion nacional (1 hora).

2.- Etica, benestar animal e as ‘tres erres”, nivel 1 (2 horas).

3.- Bioloxia basica e adecuada, nivel 1 (3 horas).

4.- Coidado, satde e manexo dos animais, nivel 1 (5 horas).

5.- Recoriecemento do dolor, o sufrimento e a angustia ( 3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1 (2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DA CATEGORIA “B”
1.-Bioloxia bésica e adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 2 (3 horas)

MODULOS FUNDAMENTALES O TRONCALES

1.- Legislacién nacional (1 hora).

2.- Etica, bienestar animal y las “tres erres”, nivel 1 (2 horas).

3.- Biologia basica y adecuada, nivel 1 (3 horas).

4.- Cuidado, salud y manejo de los animales, nivel 1 (5 horas).

5.- Reconocimiento del dolor, el sufrimiento y la angustia ( 3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1 (2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DE LA CATEGORIA “B”
1.-Biologia bésica y adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 2 (3 horas)

Xacobeo 2021



ANEXO 3

XUNTA DE GALICIA

CONSELLERIA DO MEDIO RURAL

ANEXOS

thcuB

Certificado de capacitacion en materia de proteccion de animais utilizados, criados ou
subministrados con fins de experimentacién e otros fins cientificos, incluindo a docencia conforme

coa Orde ECC/566/2015 de 20 de marzo.

Certificado de capacitacién en materia de proteccién de animales utilizados, criados o suministrados con
fines de experimentacién y otros fines cientificos, incluyendo la docencia conforme con la Orden

ECC/566/2015 de 20 de marzo.

| 1. IDENTIFICACION

1.1. Apelidos / Apellidos / Surname:

PENA LEON
1.2.Nome / Nombre / First names: DNI 1D / Identity card number:
VERONICA LORENA 498908782
1.3. Categoria/Categorfa/Category: ucu 1.4. Especies/Especies/Species: 1.5. Valido ata/ vaido hasta/expires:
ROEDORES 2.04.2023
2. N° DO CERTIFICADO / N° DEL CERTIFICADO / CERTIFICATE NUMBER
c421

3.0RGANISMO QUE EXPIDE O CERTIFICADO / ORGANISMO QUE EXPIDE EL CERTIFICADO / BODY ISSUING THE CERTIFICATE:

3.1.Nome e enderezo do organismo que expide o certificado / Nombre y di
certificate:

del que expide el

CONSELLERIA DO MEDIO RURAL — XUNTA DE GALICIA
AXENCIA GALEGA DA CALIDADE ALIMENTARIA
Avda. Do Camifio Francés, 10 baixo
15781 Santiago de Compostela
A Corufia (Espafia)

lo / Name and address of the body issuing the

33 Fax/Fax/Fax:
981 546 651

3.2.Teléfono 1 Teléfono / Telephone:
981 546 654

3.4.Correo electrénico / Correo efectrénico / Email:

formacion.cmrm@xunta.es

3.5.Data s Fecha/ Date:

3.6.Lugar/ Lugar/ Place:
Santiago de Compostela

20/02/2019
37.Nome e sinftur 1\Nombre y firma / Name and signature
D G\\ |
P e
E NN
. ev 1 5
o g T -
Qa £
o3 i
%5 3
S B S
G & el Rodriguez Vazquez
~E Galega da Calidade Alimentaria
Xacobeo 2021
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| XUNTA DE GALICIA

CONSELLER

) MEDIO

MO'DULOS’FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS E ESPECIFICOS CORRESPONDENTES A
CATEGORIA “C” REALIZACION DOS PROCEDEMENTOS - ORDE ECC/566/2015, DE 20
DE MARZO

MODULOS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS

1.- Lexislacién nacional (1 hora).

2.- Etica, benestar animal e as ‘tres erres”, nivel 1 (2 horas).

3.- Bioloxfa bésica e adecuada, nivel 1 (3 horas).

4.- Coidado, salide e manexo dos animais, nivel 1 (5 horas).

5.- Recoriecemento do dolor, o sufrimento e a angustia ( 3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1 (2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DA CATEGORIA “C”

1.- Bioloxia basica e adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Procedementos minimamente invasores sen anestesia, nivel 1 (5 horas)

3.- Procedementos minimamente invasores sen anestesia, nivel 2 (10 horas)

4.- Anestesia para procedementos menores (5 horas)

5.- Anestesia avanzada para intervenciéns cirdrxicas ou procedementos prolongados ( 8 horas)

6.- Principios de cirurxia (5 horas)

MODULOS FUNDAMENTALES O TRONCALES

1.- Legislacion nacional (1 hora).

2.- Etica, bienestar animal y las “tres erres”, nivel 1 (2 horas).

3.- Biologia bésica y adecuada, nivel 1 (3 horas).

4.- Cuidado, salud y manejo de los animales, nivel 1 (5 horas).

5.- Reconocimiento del dolor, el sufrimiento y la angustia ( 3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1 (2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DE LA CATEGORIA “C”

1.- Biologia béasica y adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Procedimientos minimamente invasivos sin anestesia, nivel 1 (5 horas)

3.- Procedimientos minimamente invasivos sin anestesia, nivel 2 (10 horas)

4.- Anestesia para procedementos menores (5 horas)

5.- Anestesia avanzada para intervenciones quirdrgicas o procedimientos prolongados ( 8 horas)

6.- Principios de cirugia (5 horas)
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Los eventos que tienen lugar en periodos tempranos de la vida
podrian ser determinantes en el desarrollo de obesidad.
Partiendo de un modelo animal de lactancia materna
prolongada, investigamos si ésta provocaria cambios
persistentes

en el metabolismo. Los resultados indican que la lactancia
prolongada activa la termogénesis del tejido adiposo marrén y
el gasto energético en las crias. Estos efectos estan mediados
por el aumento en la produccion hepatica de FGF21, el

cual activa las neuronas GABAérgicas que expresan el receptor
2 de la dopamina en el nucleo lateral hipotaldmico y la

zona incerta. Concluimos que la lactancia materna prolongada
protege frente a la obesidad a través de cambios

fisioldgicos duraderos que involucran la comunicacion entre
higado, hipotalamo y tejido adiposo marrén.
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