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Resumen:

El factor de transcripcion p53 regula numerosas vias de sefalizacion para mantener la
homeostasis celular y modular la respuesta celular a estrés. La deficiencia o exceso de nutrientes
genera estrés metabolico en las células, por lo que hipotetizamos que p53 podria estar vinculado
al mantenimiento de los niveles de glucosa. En esta tesis se muestra como durante la restriccion
de nutrientes, la proteina p53 se estabiliza mediante la O-GlcNAcilacion, desenvolviendo un
papel imprescindible en la regulacion fisiologica de la homeostasis de la glucosa.
Especificamente, pS3 se une al promotor de PCK1, regulando su activacion transcripcional,
controlando asi la produccion hepatica de glucosa. Los modelos animales que carecen de p53
especificamente en el higado, muestran una capacidad gluconeogénica reducida durante la
restriccion caldrica. Ademas, el glucagdn, la adrenalina y los glucocorticoides incrementan los
niveles de proteina de p53 en el higado, y la administracién de estas hormonas tanto a lineas
celulares humanas que carecen de p53 como a los modelos animales que no expresan p53
especificamente en el higado, no produce una respuesta hiperglucemiante. Ademas,
encontramos que la insulina disminuye los niveles de proteina de p53, y que la sobre expresion
de p53 empeora la sensibilidad a insulina. Finalmente, encontramos que los niveles de proteina
de p53, asi como los genes responsables de la O-GIcNAcilacion, estan elevados en el higado
de los pacientes con diabetes tipo 2, correlacionando positivamente con la glucemia y el
HOMA-IR. En conjunto, estos resultados indican que una O-GlcNAcilacion de p53 juega un
papel importante e inesperado en la regulacion de la homeostasis de la glucosa.

Abstract:

pS3 regulates several signaling pathways to maintain the metabolic homeostasis of cells
and modulates the cellular response to stress. Deficiency or excess of nutrients causes cellular
metabolic stress, and we hypothesized that p53 could be linked to glucose maintenance. We
show here that upon starvation hepatic p53 is stabilized by O-GlcNAcylation and plays an
essential role in the physiological regulation of glucose homeostasis. More specifically, p53
binds to PCK1 promoter and regulates its transcriptional activation, thereby controlling hepatic
glucose production. Mice lacking p53 in the liver show a reduced gluconeogenic response
during calorie restriction. Glucagon, adrenaline and glucocorticoids augmented protein levels
of p53, and administration of these hormones to p53 deficient human hepatocytes and to liver-
specific p5S3 deficient mice fails to increase glucose levels. Moreover, insulin decreases p53
levels, and over-expression of p53 impairs insulin sensitivity. Finally, protein levels of p53, as
well as genes responsible of O-GlcNAcylation are elevated in the liver of type 2 diabetic
patients and positively correlate with glucose and HOMA-IR. Overall these results indicate that
the O-GlcNAcylation of p53 plays an unsuspected key role regulating in vivo glucose
homeostasis.



Resumo:

p53 ¢ un dos xenes mais estudados nos tltimos 30 anos no campo da oncoloxia, debido
as suas funcions anti tumorais, controlando a proliferaciéon e a morte celular das células
danadas; e porque se atopa mutado en mais do 50% dos tumores, o que pon de manifesto o sua
importante funcién no control do ciclo celular. O interese en p53 magnificase ainda mais polo
feito de que, a diferencia doutros supresores tumorais, onde as mutacions que sofren asocianse
frecuentemente 4 stia inactivacion, as alteracions xénicas que padece p53 poden facer que se
inactive ou que adquira novas funcidns, maioritariamente pro tumorais. Sendo este o escenario
por excelencia no que se estudiaron e caracterizaron as funcidn clédsicas de p53, erixindose
como o principal mediador da resposta a estrés, os estudos mais recentes sinalan que p53
desenvolve outras funcidons non canodnicas, como o control da homeostase enerxética, que ten
tamén un forte impacto no control do metabolismo celular e a supresion tumoral.

A glucosa ¢ a principal fonte de enerxia para a maioria de organismos eucariotas,
proporcionando enerxia e metabolitos para que as células podan realizar as suas funcions e
dividirse. E ademais o principal substrato que nutre de intermediarios ao ciclo de Krebs, polo
que o mantemento da homeostase da glucosa ¢ un proceso de vital importancia. Curiosamente,
a maioria das células cancerosas mostran alteracions no metabolismo da glucosa. Nestas, a
glicolise ¢ a via preferida para a obtencion de enerxia, mediante a descomposicion de glucosa
a piruvato, incluso en condicions aerobias normais. O piruvato resultante ¢ convertido
deseguido a lactato. Ainda que por esta via obtense menos enerxia que pola descomposicion
completa de glucosa a CO2 e H20, as células cancerosas obtefien asi esqueletos carbonados e
outros precursores para a biosintese, € compensan a menor obtencidon de enerxia catabolizando
maiores cantidades de glucosa cas células normais. Este cambio de preferencia da respiracion
mitocondrial & glicolise anaerobia conécese como o efecto Warburg, e permite que as células
cancerosas se poidan dividir a gran velocidade. Os intermediarios obtidos durante a glicolise
serven como precursores para a sintese de aminoacidos, lipidos e nucleotidos. Estudos recentes
vefien de demostrar que p53 ¢ quen de modular o metabolismo da glucosa das células tumorais,
opofiéndose ao efecto Warburg. Nestas condicions de estrés severo, unha das estratexias de p53
¢ a reducion dos niveis da enzima glucosa-6-fosfatasa, suprimindo asi o consumo da glucosa
por parte das células tumorais, € promovendo a suia apoptose. pS3 tamén reprime a expresion
de PDK2, permitindo asi a activacion do complexo da PDH e favorecendo a producion de
acetil-CoA a partir de piruvato, en detrimento da producion de lactato. Viuse tamén que p53
diminue a dispoiibilidade interna da glucosa inhibindo a captacion da glucosa, reprimindo a
expresion dos transportadores da glucosa GLUT1 e GLUT4, e diminuindo os niveis de GLUT3
ao reprimir a actividade do seu activador transcripcional NF-kappaB. A activacion da via
molecular da PI3K/AKT promove a glicolise nas células cancerosas. A enzima PTEN ¢ unha
fosfatasa que inhibe a activacion de AKT. Describiuse que p53 inhibe a via PI3K/AKT
activando a transcripcion de PTEN e Parkin, unha proteina que ao mesmo tempo regula
positivamente a PTEN. Ademais, p53 inhibe a via de PI3K/AKT inhibindo a expresion do
receptor de insulina nas células do cancro de mama.

Ainda que a importancia da actividade de p53 no metabolismo da glucosa nas células
tumorais ¢ evidente, a stia funcion na homeostase da glucosa das células normais ¢
practicamente descofiecida, pois apenas se desenvolveron estudos ao respecto. NOs
hipotetizamos que p53 poderia estar desenvolvendo unha funcion relevante no mantemento da
glicemia, implicandose activamente no mantemento da homeostase da glucosa. Por esta razon,
0s nosos obxectivos principais foron 1) estudar a regulacion dos niveis de proteina de p53 no



figado polo estado nutricional, 2) estudar o papel de p53 na gluconeoxénese hepatica, e 3)
estudar o papel de pS3 como mecanismo de accion das principais hormonas glucorreguladoras.

Comezamos avaliando os niveis de proteina de pS3 no figado de ratos WT en resposta
ao estado nutricional, atopando que durante o xaxun de 24 horas, ddse un incremento
significativo dos niveis de p53, que retorna aos niveis basais trala realimentacion. Mediante a
realizacion dun minucioso estudo temporal, detectamos que este incremento ocorre xa as 6
horas de xaxun, manténdose elevado durante todo o periodo sen cambios nos niveis de
expresion de p53. A continuacion, quixemos identificar que sinal do estado nutricional era o
responsable da regulacion dos niveis hepaticos de p53, e atopamos que a adicioén de glicosa,
que permite manter a glicemia tanto en modelos in vivo, ¢ capaz de reducir os niveis de p53
durante o xaxtn. Estos resultados corroboranse tamén in vitro, nas células THLE-2, polo que,
colectivamente, os nosos datos indican que que os niveis hepaticos de p53 son regulados
negativamente pola glucosa.

Dado que os nosos resultados indicaban que o incremento nos niveis de proteina de p53
no figado non se debian a un incremento da expresion do xén, propuxémonos identificar o
mecanismo postranscripcional implicado na estabilizacion de p53 durante o xaxtin. Mediante
un ensaio de inmunoprecipitacion da proteina pS3 en modelos in vitro, identificamos que
durante o xaxtin dase un incremento da O-GlcNAcilacion de p53, que ¢ unha modificacion
postranscipcional que atla como un sensor nutricional. En consonancia, o tratamento das
células con PUGNACc (axente farmacoloxico que promove e activa a O-GlcNAcilacion das
proteinas) incrementou os niveis da proteina p53 dun modo dependente da dose, mentres que o
tatamento con OSMI-1 (inhibidor farmacoléxico da O-GlcNAcilacion) diminuiu os niveis de
p53 durante o xaxun, retornandoos aos niveis basais.

Unha vez demostrado que os niveis de p53 no figado se regulan pola glucemia, mediante
un mecanismo dependente da O-GlcNAcilacion, o noso seguinte propdsito foi estudar a funcion
de p53 na homeostase da glucosa. Ao someter a condicions de xaxun 4s células THLE-2,
observamos un incremento significativo dos niveis de proteina p53 e PCK1, que ¢ a principal
enzima limitante da gluconeoxénese, encargada de transformar o oxaloacetato en
fosfoenolpiruvato e didxido de carbono. Ademais, atopamos que os niveis de proteina e a sta
actividade enzimatica aumentan durante o xaxtn, pero diminten drasticamente ao silenciar
p53; mentres que a sobre expresion de p53 incrementa a actividade enzimatica de PCK1. Non
obstante, a sobre expresion dunha version mutante de p53, coa mutacion A149S, que non se
pode O-GlcNAcilar, non produce un incremento significativo na actividade de PCK1, pofiendo
de manifesto a importancia desta modificacion nos efectos gluconeoxénicos de p53.

Dacordo con estos resultados, atopamos que a sobre expresion de p53 induce un
incremento na producion de glucosa, e que este efecto ¢ dependente da actividade de PCK1, xa
que desaparece ao silenciar PCK1. Do mesmo modo, a sobre expresion de PCK1 nas células
THLE-2 co xen p53 silenciando, permite recuperar a producion de glucosa durante o xaxun.

Para corroborar estes resultados obtidos ao silenciar p53 nas células THLE-2,
empregamos un segundo modelo in vitro, as células Hep3B, que son hepatocitos humanos que
non expresan p53. Ao someter a estas células a condiciéons de xaxun, os niveis de PCK1
mantivéronse inalterados, mentres que se deu un incremento dos niveis de oxaloacetato,
indicando unha acumulacion debida a un fluxo descompensado, ao non ser descarboxilado e
fosforilado por PCK1. A recuperacion da expresion de p53 nas células Hep3B produciu un
incremento dos niveis de PCK1, tanto de mRNA como de proteina.

Cabe destacar que cando se recupera a expresion de p53 nas células Hep3B co plasmido
pA149S, que non se pode O-GlcNAcilar, a pesar de que se restablecen os niveis de proteina de
p53, non ten lugar a regulacion da expresion de PCK1, efecto que sé ten lugar co plasmido de



p53 WT. Observamos ademais que o incremento dos niveis de p53 que induce o xaxtin non ten
lugar cando a serina 149 esta mutada e non se pode O-GlcNAcilar, asi como a activacion da
expresion de PCK1.

Nos ratos WT, os niveis de mRNA e de proteina increméntanse de forma notable &s 6
horas de xaxun, e persisten elevados tras 24 horas de xaxtn, retornando aos niveis basais trala
realimentacion. Atopamos ademais que os niveis hepaticos de p53 correlacionan positivamente
cos niveis de mRNA e de proteina de PCK1 s 6 horas de xaxun, e que esta correlacion mantense
positiva durante as 12 e 24 horas de xaxun, ata que finalmente desaparece trala realimentacion.
Esta correlacion positiva entre os niveis de p53 e PCK1 fan pensar que p53, como factor de
transcripcion, poderia estar regulando a expresion de PCK1. Motivados por estas evidencias,
buscamos os potenciais sitios de unioén para p53 localizados na rexion do promotor do xén de
PCK1 empregando a base de datos de JASPAR, onde atopamos 3 motivos putativos para p53.
Atopamos 8 elementos consenso para p53 na rexion das primeiras -1330 pares de bases (pb)
ubicadas antes do lugar do inicio da transcripcion do promotor de PCK1. Para avaliar a
capacidade de p53 para regular a transcripcion de PCK1, realizamos un ensaio de actividade
luciferasa nas células Hep3B, en presencia ou ausencia de p53. Con esta finalidade,
empregamos plasmidos que expresaban a luciferasa baixo a actividade de dous fragmentos de
diferente tamafio do promotor de PCKI1, o pldsmido pADTrack-1330-pckl e o plasmido
pADTrack-490-pckl. Atopamos que a cotransfeccion de pS3 cos dous plasmidos do promotor
de PCK1 incrementan significativamente a actividade luciferasa, o que indica que o lugar de
unioén para p53 debe estar localizado na rexion compartida por ambos plasmidos do fragmento
do promotor de PCK1. Para avaliar a interaccion directa entre pS3 e PCKI1, levamos a cabo
unha inmunoprecipitacion da cromatina, que confirmou a interaccion na rexién mais proximal
do promotor de PCK1.

Para corroborar estes resultados obtidos in vitro, realizamos de novo un ChIP in vivo,
en ratos WT alimentados ad libitum ou sometidos a unha restricion calérica do 60%, unha
condicion fisioloxica que promove a gluconeoxénese hepatica. Atopamos que, nestas
condicidns, hai un enriquecemento da union de pS3 ao promotor de PCKI.

Para investigar en detalle a relevancia da O-GlcNAcilacion de p53 na regulacion dos
niveis de PCKI, tratamos as nosas células THLE-2 con PUGNAc, ataopando un incremento
significativo dos niveis de PCK1 que, pola contra, non ten lugar cando silenciamos p53.
Dacordo con estes resultados, a estimulacion da O-GlcNAcilacion nas células Hep3B non
afecta aos niveis de PCK1, mentres que a recuperacion da expresion de p53 nestas células
permite que o efecto estimulador de PUGNAc sobre PCKI1 tefia lugar. En consonancia con
estos resultados, observamos que cando recuperamos a expresion de p53 nas células Hep3B co
plasmido pA149S, e tratamos 4s células con PUGNAc, non ten lugar nin o incremento nos
niveis de p53 estimulados polo tratamento, nin o incremento dos niveis de PCK1. Tomando os
nosos datos en conxunto, observamos que p53 unese ao promotor de PCK1 modulando a sua
expresion, sendo necesaria a estabilizacion de p53 mediante a stia O-GlcNAcilacion.

A relacion entre p53 e PCK1 que mostraron os nosos datos, levounos a xerar dous
modelos animais que non expresan p53 no figado, para estudar en detalle o papel do p53
endoxeno no metabolismo da glucosa. Con esta finalidade, un modelo animal xerouse
inxectando o virus AAVO-Cre na vea da cola dos ratos adultos co xén p53 floxeado (ratos
floxp53). O outro modelo animal xerouse cruzando ratos floxp53 cor ratos que xeneticamente
expresan a recombinasa Cre baixo a actividade do promotor da albumina e o enhancer da a-
fetoproteina (ratones Alfp-Cre), que xeran unha proxenie que carece do xén p53
especificamente no figado. Estes dous modelos animais non mostraron diferenzas en inxesta,
masa corporal, tolerancia 4 glucosa ou sensibilidade a insulina respecto aos seus grupos control.



Porén, mostraron baixos niveis de glucosa en sangre trala administracion do piruvato,
evidenciando unha capacidade gluconeoxénica deteriorada.

Para engadir unha vision funcional aos nosos datos, sometemos aos nosos ratons a unha
restricion calorica do 60%, condicion fisioloxica que incrementa a producidon hepatica de
glucosa. Durante a restricion caldrica, os animais que non expresan p53 no figado non son
capaces de manter a glicemia nos mesmos valores que os animais do grupo control, sufrindo
unha marcada hipoglicemia. En consonancia con estes resultados, os ratos que non expresan
p53 no figado mostran unha menor producion hepatica de glucosa durante a restricion calorica.

A recuperacion especifica da expresion de p53 no figado dos nosos animais reverteu a
marcada hipoglicemia experimentada durante a restricion caldrica, mostrando uns niveis de
glucosa en sangue similares aos observados no grupo control. A nivel molecular, observamos
que os cambios nos niveis de PCK1 concordan cos perfis glicémicos dos diferentes grupos
experimentais, sendo elevados nos ratos do grupo control sometidos a restricion calérica e que
mantefien niveis de glucosa estables; mentres que os ratos que non expresan p53 no figado, os
niveis de PCK1 e de glucosa circulantes son baixos. A recuperacion da expresion de pS3
permite o incremento de novo de PCK1 nos nosos modelos animais durante a restricion.

Unha vez estudado o efecto da diminucion dos niveis hepaticos de p53 no metabolismo
da glucosa, quixemos avaliar as consecuencias da sobre expresion especifica de p53 no figado.
Para levar isto a cabo, realizamos un ensaio de ganancia de funcidon, no que se incrementaron
os niveis de p53 no figado dos ratos Alfp-Cre, administrando o virus AAV8-DIO-p53-EGFP,
con actividade dependente da recombinasa Cre. Os nosos resultados amosaron un incremento
nos niveis de glucosa circulante durante a PTT, sen cambios na GTT e ITT.

Habendo demostrado que o p53 enddxeno exerce un papel moi importante na regulacion
da gluconeoxénese hepatica, o noso seguinte proposito foi investigar se p53 poderia mediar o
efecto das hormonas contra reguladoras. Ao tratar as células THLE-2 con glucagon,
observamos un incremento significativo dos niveis de proteina de p53. Esta estabilizacion de
p53 inducida polo glucacagén non ten lugar cando as células son tratadas con OSMI-1,
indicando que a O-GlcNAcilaciéon media o efecto do glucagon sobre pS3.

A continuacién, avaliamos o efecto da inhibicion de p53 nas células THLE-2 tratadas
con glucagon. Ainda que nestas condicions o glucacon induce a fosforilacion de CREB, non
ten lugar o incremento nos niveis de PCK1 nin na actividade de PCK1. Para corroborar estes
datos, tratamos as células tHLE-2 con forskolina que, ao igual que o glucagén, incrementan os
niveis intracelulares de AMPc activando a PKA. Observamos que a forskolina induce a
fosforiacion de CREB e, ao igual que observamos previamente co tratamento co glucagon,
increnta os niveis de p53. Non obstante, ao silenciar p53 nas células, a forskolina non ¢é capaz
de incrementar os niveis de PCK1 nin a producién de glucosa.

Ao igual que o glucagon, a adrenalina e os glucocorticoides son hormonas contra
reguladoras moi importantes. Ao tratar as células THLE-2 con adrenalina e hidrocortisona,
observamos un incremento significativo dos niveis de proteina de p53. Cabe destacar que a
estabilizacion de p53 inducida pola adrenalina e a hidrocortisona ¢ inhibida ao tratar as células
con OSMI-1, indicando que os efectos destas hormonas sobre p53 son mediados pola O-
GlcNAcilacion. A continuacion, estudiamos o efecto da inhibicion de p53 nas accions da
adrenalina e os glucocorticoides sobre a gluconeoxénese hepatica. Atopamos que nin a
adrenalina nin a hidrocortisona son capaces de incrementar os niveis de PCK1 nin a sta
actividade en ausencia de p53. En consonancia con estes resultados, estas hormonas tampouco
son capaces de inducir un incremento nos niveis de PCK1 nas células Hep3B. Estes resultados
foron corroborados in vivo, onde vimos que que a administracion destas hormonas incrementa



os niveis hepaticos de p53, asi como que, nos modelos animais que carecen de p53 no figado,
estas hormonas son incapaces de promover a gluconeoxénese.

Unha vez determinado o efecto de p53 mediando as accidons das hormonas contra
reguladoras, propuxémonos determinar o papel de p53 nos efectos da insulina. Ao tratar con
insulina as células THLE-2 sometidas a xaxun, observamos unha diminucién dos niveis de p53
nun modo dependente da dose, asi como unha diminucién dos niveis de PCK1. Ademais, ao
sobre expresar p53 nos hepatocitos, a insulina perde a capacidade de inhibir os niveis de
proteina e a actividade de PCK1, e de reducir a producién hepatica de glucosa. Do mesmo
modo, cando o incremento dos niveis de p53 ten lugar co tratamento con PUGNACc, que induce
a O-GlcNAcilacion e un incremento nos niveis de proteina de p53, obtense o mesmo resultado,
observando que, de novo, a insulina non € capaz de reducir os niveis de PCK1.

Dacordo con estes resultados obtidos in vitro, observamos un incremento significativo
dos niveis de PCK1 ao sobre expresar p53 no figado dos ratos WT, que vai acompanado dunha
diminucion da sensibilidade 4 insulina.

Dada a relevancia de p53 na regulacion da sensibilidade a insulina no figado, o noso
seguinte obxectivo foi estudar a implicacion dos niveis de p53 na regulacién da glicemia
postprandial, un indicador fundamental da sensibilidade a insulina, e estreitamente ligar ao
desenvolvemento de diabetes tipo 2. Con esta finalidade, realizamos un ensaio de tolerancia a
glucosa postprandial nos ratos que sobre expresan p53 no figado. Mentres que non observamos
diferenzas na cantidade de comida inxerida, os ratos con elevados niveis de p53 no figado
mostraron unha glicemia significativamente incrementado respecto aos ratos do grupo control.
Observouse o mesmo resultado cando os animais se alimentaron con dieta alta en graxa, onde
a sobre expresion de p53 empeorou a tolerancia a glucosa postprandial.

Avaliamos a continuacion o impacto da diminucion dos niveis hepaticos de p53 na
tolerancia 4 glucosa postprandial. Os modelos animais que non expresan p53 no figado
mostraron unha mellor tolerancia & glucosa postprandial, tanto ao ser alimentados con dieta
estandar como con dieta alta en graxa.

Dado que unha hiperglicemia postprandial elevada ¢ unha caracteristica principal do
desenvolvemento de diabetes tipo 2, avaliamos a implicacion clinica de p53 nos pacientes
humanos con diabetes. Asi, avaliamos os niveis de p53 no figado de pacientes obesos
clasificados en funcion da sta normoglicemia ou diabetes tipo 2, atopando un incremento
significativo no ultimo grupo, tanto dos niveis de p53, como de PCK1 e as principais proteinas
implicadas na O-GlcNAcilacion. Atopamos ademadis que os niveis de proteina de p53
correlacionan positivamente coa resistencia a insulina e os niveis de glucosa 2 h despois da
inxesta.

En resumo, os nosos resultados indican por primeira vez que: a) os niveis de proteina
p53 no figado estan fortemente regulados polo estado nutricional, sendo os niveis de glucosa
circulante unha importante sinal reguladora; b) que a estabilizacion de p53 polo estado
nutricional ¢ dependente da O-GlcNAcilacion; ¢) que p35 ¢ fundamental para a gluconeoxénese
hepatica e para a regulacion directa da expresion de PCK1; d) que p53 ¢ imprescindible para as
accion glucorreguladoras do glucagon, da adrenalina, o cortisol e a insulina, asi como os seus
efectos sobre PCK1; e) que o incremento dos niveis de proteina de p53 xera resistencia a
insulina; e f) que os pacientes obesos con diabetes tipo 2 mostran un incremento dos niveis de
proteina de p53, PCK1 e as principais enzimas implicadas na O-GlcNAcilacion.









Abreviaturas y anglicismos

AAYV: adenovirus asociado.

AC: adenilil ciclasa.

Ad: adenovirus.

AGL: enzima desramificadora de glucdgeno (glycogen debranching enzyme).
AMP: adenosin monofosfato.

AMPc: adenosin monofosfato ciclico.

AMPK: proteina kinasa activada por AMP (AMP-activated protein kinasae).
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Introduccion

1. INTRODUCCION.

1.1 HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA.

La glucosa es la principal fuente de energia para la mayoria de los organismos eucariotas,
proporcionando energia y metabolitos para que las células puedan realizar sus funciones y
dividirse. En los mamiferos, la glucosa es la principal o la Unica fuente de energia para
determinados tejidos y organos, denominados glucodependientes, como son el cerebro, los
rifiones o los globulos rojos. En estado postprandial, el cerebro y el sistema nervioso
representan el 50% del consumo de total de glucosa; los tejidos dependientes de insulina,
principalmente el musculo, suponen el 25%, mientras que los demas o6rganos y tejidos
constituyen, en su conjunto, el 25% restante [1, 2]. Por ello, el mantenimiento de la homeostasis
de la glucosa constituye un mecanismo fundamental para la supervivencia de los organismos.

Los niveles de glucosa plasmaticos son el resultado de un delicado balance entre la glucosa
que se obtiene de la dieta mediante la absorcidn intestinal, la glucélisis y la gluconeogénesis
[3]. En estado postprandial, los carbohidratos de la dieta se digieren y procesan por las
glucosidasas en el tracto gastrointestinal, dando lugar a los monosacaridos, principalmente la
hexosa glucosa [4]. Esta es transportada por el torrente sanguineo hasta los diferentes tejidos,
donde se metaboliza como fuente principal de ATP. En la mayoria de los tejidos, el catabolismo
de la glucosa a piruvato, denominado glucdlisis, supone la principal ruta metabdlica para la
obtencion de ATP. En los tejidos que tienen abundantes mitocondrias, el piruvato citosoélico se
transporta hasta la matriz mitocondrial, donde se convierte a acetil-CoA por el complejo de la
piruvato deshidrogenasa (PDH), y se incorpora al ciclo de Krebs (ciclo del 4cido citrico o ciclo
de los acidos tricarboxilicos) conjugada al oxaloacetato, dando lugar al citrato. El ciclo de Krebs
genera energia en forma de GTP (que es equivalente al ATP) y NADH y FADH,, que se acoplan
a la cadena de la fosforilacion oxidativa para generar, a través de un gradiente de protones, mas
ATP. En determinados casos, como en los globulos rojos, que carecen de mitocondrias, o en
condiciones de isquemia, el piruvato no se transporta hasta la matriz mitocondrial, sino que se
convierte a lactato en el citosol, para regenerar los niveles de NAD", necesarios para la
generacion de ATP por el proceso denominado glucolisis anaerobia [4].

En estado de ayuno, el aporte de glucosa al torrente sanguineo proviene de la produccion
endogena de glucosa. Los principales 6érganos encargados de producir glucosa para el resto de
tejidos son el higado y los rifiones, ya que, aunque muchos otros tejidos son capaces de
almacenar glucogeno o realizar la gluconeogénesis (como el musculo), solo el higado y los
rifiones expresan la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa), la enzima necesaria para desfosforilar a la
glucosa intracelular y que esta pueda salir de las células hacia el torrente sanguineo. Los rifiones
juegan un papel importante en la homeostasis de la glucosa ya que, ademas de realizar la
gluconeogénesis, captan la glucosa de la circulacion y la reabsorben del filtrado glomerular [5].
Sin embargo, mientras que el aporte de glucosa por los rifiones parece ser importante en
condiciones de acidosis o de ayuno prolongado [6], el higado constituye la principal fuente de
glucosa en estado de ayuno o de elevada demanda energética, ya que contiene, junto con el
musculo, el principal almacén de glucdgeno del organismo, y es capaz de sintetizar glucosa de
novo a partir de glicerol (procedente de la lipdlisis en el tejido adiposo) y lactato y alanina
(procedentes del tejido muscular), asi como sintetizar cuerpos cetonicos a partir de la oxidacion
de los acidos grasos libres, que junto con la glucosa, sirven también como sustratos energéticos
para los demas tejidos y 6érganos.
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Para poder llevar a cabo estas acciones fisioldgicas que mantienen los niveles de glucosa
circulantes dentro del rango homeostatico, es necesaria una estrecha coordinacion entre los
sistemas que detectan los niveles circulantes de glucosa (principalmente el sistema nervioso
central, el tracto gastrointestinal, el pancreas y el higado) y el resto de tejidos y érganos. Esta
comunicacion sistémica se lleva a cabo principalmente por la accion coordinada de las
principales hormonas involucradas en la homeostasis de la glucosa u hormonas
glucorreguladoras. Estas pueden clasificarse en funcion de su capacidad para disminuir los
niveles de glucosa circulantes (hormonas hipoglucemiantes) o aumentarlos (hormonas
hiperglucemiantes o contrarreguladoras).

1.1.1 Hormonas hipoglucemiantes.

La insulina es la principal hormona encargada de disminuir los niveles circulantes de
glucosa, y su accion se ve reforzada con la actuacion de otras hormonas importantes como son
la amilina y las incretinas.

1.1.1.1 Insulina.

Descubierta en 1921 por por Banting y Best [7, 8], la insulina es la principal hormona
hipoglucemiante. Es producida y secretada por las células 3 del pancreas en respuesta a niveles
elevados de glucosa circulante, fundamentalmente después de la ingesta de alimentos.
Estructuralmente, consta de dos cadenas de polipétpidos de 51 amino 4cidos, y una vez liberada
al torrente sanguineo ejerce sus funciones uniéndose especificamente a su receptor,
denominado receptor de insulina (IR), presente principalmente en el sistema nervioso, el tejido
adiposo, el higado y el musculo [9].

La insulina regula la glucosa postprandial fundamentalmente de tres modos. En primer
lugar, potencia la captacion de glucosa y la glucdlisis por los tejidos periféricos sensibles a
insulina, principalmente el musculo esquelético. En segundo lugar, la insulina promueve la
sintesis de glucdgeno e inhibe la gluconeogénesis en el higado y, finalmente, inhibe la secrecion
de glucagdn por las células a del pancreas. Todas estas acciones tienen como resultado final
una disminucion de los niveles circulantes de glucosa. Otras acciones de la insulina incluyen la
estimulacion de la sintesis de lipidos, almacenamiento de triacilglicéridos (TAGs) en los
adipocitos, sintesis de proteinas en el higado y en el musculo, y crecimiento celular [9-11].

En estado postprandial, la secrecion de insulina tiene lugar en dos fases: una fase inicial
rapida, de insulina previamente sintetizada y almacenada en vesiculas en las células B del
pancreas; y una fase tardia donde la insulina es sintetizada de novo, y que tiene lugar si los
niveles de glucosa circulantes permanecen elevados [12]. Aunque la glucosa es el estimulo mas
potente para la secrecion de insulina, otros factores activan también su sintesis y liberacion.
Estos incluyen incrementos en los niveles circulantes de aminoacidos (especialmente arginina,
leucina y lisina); la accion de las hormonas GLP-1 y GIP, liberadas tras las ingesta de alimentos;
y la estimulacion por el sistema nervioso parasimpatico a través del nervio vago [9].

1.1.1.2 Amilina.
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La amilina es un péptido de 37 amino acidos, que fue descrito por primera vez en 1987. Se
colocaliza junto a la insulina en las células 3 del pancreas, y se secretan juntas en una ratio de
20:1 (insulina:amilina). Diferentes estudios en humanos han demostrado que el perfil de
secrecion y de concentracion en plasma de la amilina es similar al de la insulina, siendo elevado
tras la ingesta de alimentos y bajo en estado de ayuno [9]. Los resultados preclinicos del estudio
de esta hormona sefialan que la amilina ejerce una funciéon coordinada con la insulina para
prevenir los incrementos bruscos de glucosa en sangre tras la ingesta. Se ha descrito que la
amilina complementa las acciones hipoglucemiantes de la insulina mediante dos mecanismos
principales: por un lado, suprime la secrecion postprandial de glucagén, disminuyendo asi el
aporte de glucosa hepatica al torrente sanguineo tras la ingesta de alimentos; y por otro lado, la
amilina disminuye la tasa de vaciado gastrico, y por lo tanto, la velocidad a la que los nutrientes
pasan del estomago al intestino delgado para su absorcidon. Junto con estas funciones
principales, se ha descrito también que la amilina reduce la ingesta y peso corporal en modelos
animales preclinicos [9, 13].

1.1.1.3 Incretinas.

A finales de 1967, Perley y Kipins demostraron que la ingesta de alimentos producia un
incremento de insulina superior al de la infusion directa de glucosa intravenosa [14]. Este efecto
se denomind “efecto incretina”, y sugeria que algunas sustancias secretadas por el tracto
gastrointestinal favorecian la liberacion de insulina tras la ingesta. Actualmente sabemos que
los péptidos intestinales que se liberan en respuesta a la ingesta son los responsables de este
fenémeno. Los dos péptidos mas importantes y estudiados en el contexto de la homeostasis de
la glucosa son el GIP y el GLP-1.

1.1.1.3.1 GIP.

Fue la primera incretina descrita, en la década de 1970. El GIP (polipéptido inhibidor
gastrico) es un péptido de 42 aminoacidos, que se obtiene a partir de un precursor de 153
aminodcidos, denominado proGIP. Es sintetizado en las células K del intestino delgado,
principalmente en el duodeno y el yeyuno. Durante el ayuno, los niveles circulantes de GIP son
bajos, y estos aumentan tras la ingesta, por la estimulacion directa de la glucosa y los lipidos de
la dieta. Una vez secretado, el GIP estimula la produccion y liberacion de insulina uniéndose
directamente a su receptor (GIPR) localizado en las células B del pancreas. Es importante
resaltar que este efecto insulinotropico solo tiene lugar si los niveles plasmaticos de glucosa
son elevados, ya que, aunque el GIP sea liberado también por la presencia de lipidos en la dieta,
si los niveles de glucosa circulante son bajos, la liberacion de GIP no resulta en un incremento
de la secrecion de insulina. Ademas de este efecto insulinotropico, el GIP tiene un papel
importante en el metabolismo de los adipocitos, promoviendo la incorporacion de acidos grasos
libres a TAGs y la sintesis de 4cidos grasos. Finalmente, el GIP es degradado rapidamente por
la dipeptidil peptidasa 4 (DPP4) [15].

1.1.1.3.2 GLP-1.
La siguiente incretina descrita fue el GLP-1, en 1983. El GLP-1 se sintetiza a partir del
péptido proglucagén. El proglucagén se expresa en diferentes tejidos, y es procesado

proteoliticamente en diferentes hormonas de forma especifica en cada tejido. En las células L
del intestino (localizadas principalmente en el ileo y el colon), el proglucagoén es procesado a
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GLP-1, GLP-2, GRPP, glicentina y oxintomodulina por la convertasa PC1/3, y en las
células o del pancreas, el proglucagon es procesado mayoritariamente a glucagén por la
convertasa PC2, generando también GRPP, MPGF y IP-1 [16].

Mientras que el GIP es la hormona incretina mas potente, el GLP-1 es liberado en
concentraciones mas altas, y es fisiolégicamente mds relevante en humanos [17]. Una vez
secretado, el GLP-1 incrementa la sintesis y liberacion de insulina cuando los niveles de glucosa
plasmaticos son elevados, uniéndose directamente a su receptor (GLP1-R) en las células 3 del
pancreas o a través del sistema nervioso central. Ademas de su efecto insulinotropico, el GLP-
1 inhibe la secrecion de glucagon y disminuye la tasa de vaciado géstrico [18], protege a las
células [ de la apoptosis, disminuye la ingesta e incrementa la termogénesis [15, 19]. Al igual
que el GIP, el GLP-1 es también degradado rapidamente por la DPP4.

1.1.2 Hormonas hiperglucemiantes.

El estado postabsortivo comienza 4 — 6 horas después de la ingesta, cuando la absorcion
de nutrientes ya ha tenido lugar o estd préxima a finalizar. En estas condiciones, los niveles de
glucosa plasmaticos se mantienen dentro del rango fisioldgico, y las tasas de produccion y
utilizacion de glucosa estan equilibradas. Superado este periodo tras la ingesta, los bajos niveles
de glucosa circulante favorecen la glucogenolisis y la gluconeogénesis en el higado. Si el estado
de ayuno continta prologandose, la reserva de glucogeno se agota, y la gluconeogénesis
constituye el principal mecanismo de obtencion de glucosa. La primera respuesta a la
disminucién de los niveles de glucosa en sangre es la inhibicién de la secrecion de insulina,
seguida de la secrecion de glucagon, adrenalina, cortisol y la hormona de crecimiento. Estas
son las principales hormonas hiperglucemiantes o contrarreguladoras, porque como su nombre
indica, se oponen al efecto de la insulina [20].

1.1.2.1 Glucagén.

En la década de 1920, Kimball y Murlin informaron de la existencia de un factor presente
en los islotes pancreaticos, distinto a la insulina, que tenia un papel importante en la homeostasis
de la glucosa, ya que causaba hiperglicemia, y al que denominaron glucagéon (GLUCose-
AGONist)[21]. Pero fue en 1950 cuando, a partir de los trabajos de Unger y colaboradores, el
glucagdn fue caracterizado como la hormona opuesta a las acciones de la insulina [22], y la
principal hormona hiperglucemiante.

El glucagon estd compuesto por 29 aminoacidos y, como se explicé anteriormente, se
sintetiza y procesa a partir del proglucagéon en las células o del pancreas. Aunque la
disminucion en los niveles de glucosa circulante supone el principal estimulo para la secrecion
del glucagon, otras sefiales metabdlicas influyen también en su liberacion, como son los amino
acidos circulantes, los acidos grasos libres y el estrés, a través de la activacion del sistema
nervioso simpatico [23].

El glucagdn es liberado al torrente sanguineo de forma pulsatil, de modo que su efecto
puede tener lugar en minutos, y después desaparecer de la circulacion. Pequefias dosis de
glucagoén son suficientes para producir incrementos significativos en los niveles de glucosa
circulantes. Una vez secretado, el glucagon se une especificamente a su receptor, el receptor de
glucagdon (GCGR), que se ubica en diferentes tejidos, como el cerebro, adipocitos, pancreas y
corazdn, pero mayoritariamente en el higado, y los rifiones. Sus acciones tienen como resultado
principal el incremento de la glucemia, actuando fundamentalmente en el higado, donde
promueve la glucogenolisis y la gluconeogénesis, constituyendo asi el principal mecanismo de
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contrarregulacion de la insulina en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa in vivo.
Otras funciones importantes del glucagon son la degradacién de aminoacidos, la activacion de
la lipolisis, el control de la ingesta y peso corporal, el gasto energético y la termogénesis [23-
25].

1.1.2.2 Adrenalina.

La adrenalina, también denominada “epinefrina” o ‘“adrenina”, es una hormona y un
neurotransmisor, con importantes acciones en el sistema cardiovascular y en la mediacion de la
conocida respuesta de “lucha o huida”. Quimicamente es una catecolamina, y su nombre
“adrenalina” deriva de las raices latinas ad- y renes, que literalmente significa “junto al rifion”,
en referencia a la ubicacion anatomica de la glandula suprarrenal en el rifion, lugar donde se
produce la sintesis y liberacion de la adrenalina.

Junto con el glucagon, la adrenalina participa en la respuesta rapida a la hipoglucemia. Una
vez liberada, la adrenalina promueve la glucogenolisis en el higado y el musculo esquelético,
la gluconeogénesis hepatica, y suprime la captacion de glucosa por el musculo, uniéndose a sus
receptores oui- y Po-adrenérgicos [26]. Ademas, inhibe la secrecion de insulina, y estimula la
lipolisis del tejido adiposo, mediante la activaciéon del receptor [s-adrenérgico, para
proporcionar sustratos para la gluconeogénesis hepatica [27, 28].

1.1.2.3 Glucocorticoides.

Los glucocorticoides son hormonas del estrés que juegan un papel muy importante en el
mantenimiento de la homeostasis de la glucosa en mamiferos, funcion de la que deriva su
nombre de “glucocorticoides”, por su profundo efecto en los niveles plasmaticos de glucosa.
Los glucocorticoides se producen en las glandulas adrenales, y su sintesis y liberacion esta
estrictamente regulada por el eje hipotalamo-pituitaria-glandula adrenal (HPA) [29].

Los glucocorticoides producidos en mamiferos son el cortisol, la cortisona y la
corticosterona, siendo el cortisol el principal glucocorticoide endégeno bioldgicamente activo
en humanos, y la corticosterona en ratones y ratas. Junto con la hormona de crecimiento,
participan en la respuesta lenta a la hipoglucemia, cuando el ayuno es persistente. Se ha
caracterizado que los glucocorticoides pueden estimular la gluconeogénesis hepatica
directamente [29, 30], pero ademas favorecen la accion del glucagén al movilizar aminodcidos
a partir de la degradacion del musculo, y favorecen el depdsito hepatico de glucogeno [31]. En
el musculo, los glucocorticoides inhiben la captacion de glucosa inducida por la insulina, asi
como su utilizacion y la sintesis de glucdgeno, ademas de ejercer un efecto permisivo sobre la
glucogenolisis [32] . Juegan un papel fundamental en el efecto circadiano de la homeostasis de
la glucosa [33], y estimulan también la lip6lisis en el tejido adiposo, promoviendo la utilizacion
de los acidos grasos y la cetogénesis, mientras que disminuyen la utilizacion periférica de la
glucosa. Los glucocorticoides poseen también un gran niumero de efectos bioldgicos en distintos
tejidos [30]

Los glucocorticoides ejercen sus funciones uniéndose al receptor intracelular de
glucocorticoides (GR, también denominado NR3Cla), que es un receptor nuclear. En ausencia
de estimulo, el GR permanece en el citoplasma celular, en estado inactivo, unido a las
chaperonas HSP 90 y 70 entre otras. En presencia de ligando, el GR se disocia de las chaperonas
y forma un complejo con el ligando, que entra al nucleo celular, donde interactiia con otros
factores de transcripcion o se une a los elementos de respuesta a glucocorticoides (GREs) para
activar la transcripcion de genes especificos [30, 34].
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1.1.2.4 Hormona del crecimiento.

La hormona del crecimiento (GH) es un péptido de 191 aminoacidos secretado por la
glandula pituitaria de modo pulsatil, con un aumento importante durante el inicio del suefio, y
con picos mas tenues horas después de las comidas [35].

Se ha caracterizado que la GH tiene una funcidon primordial en el mantenimiento de la
homeostasis de la glucosa por el ritmo circadiano y en condiciones de ayuno prolongado,
limitando la sensibilidad a insulina, reduciendo la utilizacién de glucosa por los tejidos
periféricos, e induciendo la lipolisis en el tejido adiposo. Recientemente, se ha caracterizado
ademas que la accion de la GH resulta imprescindible para el mantenimiento de los niveles de
glucosa en condiciones de restriccion calorica, actuando principalmente en el higado, donde
promueve la autofagia y la gluconeogénesis hepatica a partir de los precursores lactato y alanina
[36, 37].

Ademas del efecto ejercido por la GH, estudios receintes han puesto de manifiesto que
algunos efectos de la GH pueden ser mimetizados por la ghrelina. La ghrelina es una hormona
secretada por el estdbmago durante el ayuno, y estimula la secrecion de de GH por la pituitaria
a través de un efecto directo a nivel hipofisiario, y otro mas importante a nivel hipotalamico.
Para ello, se une al receptor secretago de GH, también llamado receptor de ghrelina hipotalamo
al receptor secretagogo de GH, también llamado receptor de ghrelina [38, 39]. En condiciones
de restriccion caldrica cronica, la hipoglucemia puede ser revertida tanto por el tratamiento con
GH exdgena como con ghrelina [40, 41].

1.2 PAPEL DEL HiGADO EN LA HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA.

El higado tiene un papel central en el metabolismo, como asi lo evidencia su situacion
anatomica, al ser el receptor de todo el retorno venoso procedente del tracto gastrointestinal.
En estado postprandial, el exceso de glucosa es almacenado en forma de glucogeno y/o es
convertido a 4cidos grasos o aminoacidos en el higado. Estos 4cidos grasos libres se esterifican
con glicerol-3-fosfato para generar los triacilglicéridos (TAGs). Los TAGs se almacenan en
forma de gotas lipidicas en el interior de los hepatocitos, o son secretados a la circulacion en
forma de particulas lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Los aminoécidos se
metabolizan para obtener energia o son empleados para sintetizar proteinas, glucosa u otras
moléculas. En estado de ayuno, los sustratos energéticos (como glucosa y TAGs) son secretados
por el higado al torrente sanguineo y metabolizados por el musculo, el tejido adiposo, el cerebro
y otros tejidos. El tejido adiposo produce y secreta 4cidos grasos no esterificados (NEFAs) y
glicerol a través de la lipdlisis. El musculo degrada sus reservas de glucogeno y proteinas, y
secreta lactato y alanina. De este modo, el glicerol, el lactato y la alanina producidos son
transportados hasta el higado, y utilizados como precursores para la sintesis de glucosa. Los
NEFAs son oxidados en las mitocondrias hepaticas a través de la -oxidacion para generar
cuerpos cetonicos (cetogénesis). La glucosa y los cuerpos cetonicos producidos por el higado
sirven como sustratos energéticos esenciales para el resto de tejidos durante el ayuno [42].

Como hemos visto, la capacidad tnica del higado de almacenar y liberar glucosa le
posiciona como un organo fundamental en la regulacion de la homeostasis de la glucosa,
integrando las diferentes sefiales periféricas y actuando como un centro de coordinacion de los
diferentes tejidos (incluidos el cerebro, el musculo esquelético y el tejido adiposo), adaptando
su metabolismo a las necesidades sistémicas.
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1.2.1 Utilizacion y almacenamiento de la glucosa en el higado.

En estado postprandial, el higado contribuye activamente a la tolerancia a la glucosa,
contribuyendo a reducir los niveles de glucosa en sangre al aumentar su captacion y catabolismo
[43]. La entrada de glucosa a los hepatocitos se realiza a través de los transportadores de glucosa

(GLUTs). El transportador GLUT?2 es
el  transportador de  glucosa
mayoritario en los hepatocitos, y
opera de forma pasiva (no requiere
energia para el transporte de glucosa)
y bidireccional (sirve para importar y
exportar la  glucosa). En los
hepatocitos, la captacion o entrada de
glucosa es independiente de la
insulina, siendo la hiperglicemia (mas
que la hiperinsulinemia) el principal
determinante para el transporte de
glucosa al interior celular [44].

Una vez en el interior de los
hepatocitos, la glucosa libre es
fosforilada por la glucokinasa (GK; en
el higado se expresa la isoenzima GK-
2 o hexokinasa IV hepatica)
generando glucosa-6-fosfato (G6P)
(Imagen 1). Es importante sefialar
que, a diferencia de los otros isotipos
de hexokinasas (hexokinasas I, II y
1), Ila GK no se inhibe
alostéricamente por su producto, la
G6P, permitiendo asi que el higado
pueda importar y utilizar la glucosa de
forma continuada en condiciones de
hiperglicemia [4]. La GK se regula
mediante la interaccion con la GKRP
(proteina reguladora de la
glucokinasa), de modo que, en
condiciones de ayuno, cuando los
niveles intracelulares de glucosa son
bajos, la GKRP se une a la GK y la
recluta en el ntcleo. Pero cuando las
concentraciones de glucosa son altas,
la glucosa induce la disociacion de
este complejo, permitiendo que la GK
se traslade al citoplasma y fosforile a
la glucosa, dando como resultado un
incremento de la produccion de G6P
[42]. La G6P puede tener,
principalmente, dos destinos: ser
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Imagen 1. Representacion esquemaitica del metabolismo
de la glucosa en el higado. La ruta glucolitica estd marcada en gris;
la gluconeogénica en azul; y las vias relacionadas con la produccion
y degradacion del glucdgeno, en rosa. GK-2: glucokinasa-2; G6Pasa:
glucosa-6-fosfatasa; G6P: glucosa-6-fosfato; G1P: glucosa-1-fosfato;
GP: glucdgeno fosforilasa; GS: glucogeno sintasa; FOP: fructosa-6-
fosfato; F-1,6-P: fructosa-1,6-bisfosfato; FBPasa: fructosa 1,6
bisfosfatasa; PFK: fosfofructokinasa; PK: piruvato kinasa; PDH:
complejo de la piruvato deshidrogenasa; PDKs: kinasas de la PDH;
PC: piruvato carboxilasa; PCK: piruvato carboxikinasa. Imagen de
elaboracion propia.
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metabolizada para generar piruvato por la glucoélisis, o servir como precursor para la sintesis de
glucogeno (Imagen 1, procesos en color gris y rosa respectivamente). El hecho de que la GK
sea la encima que actiia de nexo entre estos dos procesos, la posiciona como una diana directa
del control de las hormonas glucorreguladoras, principalmente de la insulina y el glucagon,
quienes la activan e inhiben respectivamente [45]. En estudios in vitro, en hepatocitos humanos
obtenidos de biopsias de pacientes, se ha visto que la insulina incrementa tanto la expresion de
la GK como su actividad, mientras que el glucagon ejerce el efecto opuesto [46]. Ademas, se
ha visto que los pacientes que presentan mutaciones en el gen de la GK, almacenan mucho
menos glucogeno que los sujetos control [47], y que los ratones transgénicos que expresan una
copia extra del gen de la Gk muestran una deposicion de glucogeno hepatico tres veces superior
que el de los ratones control [48].

Si la G6P es metabolizada por la glucdlisis, acaba generando piruvato. En este proceso
intervienen secuencialmente dos encimas que, al igual que la GK, catalizan reacciones
irreversibles y constituyen importantes puntos de regulacion. Estas encimas son la
fosfofructokinasa (PFK) y la piruvato kinasa (PK) (Imagen 1), y se encuentran reguladas tanto
por mediadores alostéricos como por modificaciones postraduccionales, promovidas tanto por
la insulina como por el glucagon, que hacen que aumente o disminuya su actividad
respectivamente [4, 49]. Posteriormente, el piruvato es degradado totalmente para obtener ATP
a través del ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa. Pero la capacidad de oxidar los
carbohidratos de la dieta es limitada, y cuando se excede, la glucosa adicional se emplea para
sintetizar acidos grasos mediante la lipogénesis, proceso promovido asimismo por la insulina,
e inhibido por el glucagdn [44].

Como se mencion6 anteriormente, la GOP se emplea también para la sintesis de glucégeno
(Imagen 1, donde se representa en color rosa), que proporciona un almacén de glucosa muy
importante en estado de ayuno. Este proceso se denomina glucogenogénesis, y comienza con
la isomerizacion de la G6P a glucosa-1-fosfato (G1P). La G1P se transforma a continuaciéon en
UDP-glucosa, que es el precursor del glucogeno. Para que la glucogenogénesis tenga lugar, es
preciso activar a la enzima glucogeno sintasa (GS), e inactivar a la glucogeno fosforilasa (GP).
La GS es la enzima que permite la elongacion de las cadenas de glucogeno, catalizando la
transferencia del residuo de glucosa de la UDP-glucosa al extremo no reductor de la cadena de
glucdgeno preexistente, mediante un enlace al-4 glucosidico. En estado postprandial, la
insulina promueve la formacion de glucdgeno activando a la GS [4, 44, 50].

Finalmente, la G6P es también metabolizada por la via de las pentosas fosfato, para generar
NADPH, necesario para la sintesis de lipidos y de otras moléculas.

1.2.2 Produccion hepatica de glucosa.

Durante el estado de ayuno, la combinacion de altos niveles de glucagén y bajos niveles
de insulina incrementa la produccion hepatica de glucosa, para responder a las demandas
energéticas de los tejidos periféricos. Inicialmente, el incremento de la produccion hepatica de
glucosa proviene de la degradacion del glucdgeno, proceso denominado glucogenolisis. A
medida que los niveles de glucdgeno hepatico se reducen, la disminucién del flujo glucolitico
y el incremento en la expresion y actividad de los genes y proteinas involucrados en la
gluconeogénesis permiten la produccion de glucosa de novo.

1.2.2.1 Glucogenolisis
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La degradacion de glucdgeno en el citosol de los hepatocitos se lleva a cabo por la accion de
dos enzimas: GP y la enzima desramificadora de glucogeno (AGL). La GP libera glucosa-1-
fosfato de la cadena lineal de glucogeno, mientras que la AGL separa o desramifica las
diferentes cadenas de glucégeno. La GP es activa cuando es fosforilada en el residuo de serina
14. El glucagén y la adrenalina, que incrementan los niveles intracelulares de AMPc,
promueven la activacion de la PKA, que fosforila y activa a GP, desencadenando de este modo
la glucogenolisis [4]. La deficiencia congénita de la GP causa la enfermedad de Hers, que se
caracteriza por la incapacidad de movilizar glucosa a partir del glucégeno en respuesta a ayuno
o a glucagon, mientras que la deficiencia de la AGL provoca la enfermedad de Cori-Forbes,
que se caracteriza por la acumulacién excesiva de glucogeno en los tejidos afectados, entre ellos
el higado [51, 52].

1.2.2.2 Gluconeogénesis.

La gluconeogénesis
es el mecanismo mas
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ciclo de Krebs; el laCt,atO Imagen 2. Representacion esquematica de la integracion de los diferentes
puede ser convertido sustratos gluconeogénicos a la ruta molecular de la gluconeogénesis en el higado.
directamente a piruvato Imagen de elaboracion propia.

por la lactao
deshidrogenasa (LDH) y el glicerol es convertido a dihidroxiacetona fosfato, que es un
intermediario gluconeogénico [4] (Imagen 2).

La gluconeogénesis constituye la ruta opuesta a la glucdlisis, compartiendo ambas 7
reacciones comunes, puesto que son reversibles. Difieren en los puntos de control, que en la
gluconeogénesis los constituyen las enzimas PDH, piruvato carboxilasa (PC),
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fosfoenolpiruvato carboxikinasa (PCK) y la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa), que catalizan
reacciones irreversibles, siendo determinantes para la regulacion del proceso gluconeogénico:

PDH: la piruvato deshidrogenasa es un complejo multi-enzimatico que participa tanto en la
glucolisis como en la gluconeogénesis. En estado postprandial, la PDH cataliza la conversion
del piruvato, coenzima A y NAD™ a acetil-CoA, NADH y CO,. Sin embargo, en condiciones
de ayuno, el piruvato debe ser preservado para la sintesis de glucosa, por lo que la PDH es
fosforilada por las kinasas de la piruvato deshidrogenasa (PDKs) e inactivada, permitiendo que
el piruvato ingrese en el ciclo de Krebs [53] (Imagen 1). Existen 4 isoenzimas que fosforilan a
la PDH, y son la PDK1, PDK2, PDK3 y PDK4. Las isoenzimas PDK2 y PDK4 son las mas
abundantes, expresandose en una gran variedad de tejidos, aunque mayoritariamente en el
corazodn, los riflones y el higado; mientas que la PDK3 y la PDK1 tienen un patrén de expresion
mas reducido, limitdndose al cerebro y al higado [54, 55]. Se ha caracterizado que los ratones
knock out para PDK4 tienen bajos niveles de glucosa en sangre cuando se someten a ayuno [56,
57] y que la actividad de PDK4 es necesaria para el efecto gluconeogénico del glucagéon [58,
59].

PC: la piruvato carboxilasa es la enzima que cataliza la carboxilacion del piruvato para
formar oxaloacetato, que ingresa en el Ciclo de Krebs (Imagen 1). Esta reaccion, ademas de ser
necesaria para la sintesis de novo de la glucosa, es un proceso anaplerdtico muy importante,
que permite reponer los niveles de oxaloacetato en el Ciclo de Krebs [60]. Dado que el ciclo de
Krebs es una ruta metabolica implicada en numerosos procesos biologicos, cuando sus
intermediarios se reclutan para su uso en vias sintéticas, deben reabastecerse de nuevo para que
el ciclo pueda seguir funcionando. Se denominan reacciones anapleroticas a las que nutren al
ciclo de Krebs, y cataplerodticas a las que elimina el exceso de intermediarios para evitar su
acumulacion en la matriz mitocondrial, y estan vinculadas a procesos biosintéticos (Imagen 3).
Por lo tanto, la PC se considera una enzima crucial no solo en la gluconeogénesis, sino en el
metabolismo intermediario y la homeostasis del ciclo de Krebs [61]. Los niveles de PC estan
débilmente regulados por su activacion transcripcional, aunque si se ha descrito que en estado
de ayuno se incrementa su expresion y sus niveles de proteina [62]. Destaca el incremento de
la actividad de la PC en estado de ayuno, que se regula alostéricamente por los niveles de acetil-
CoA, siendo determinante para el flujo gluconeogénico [63]. Se ha caracterizado que los ratones
knock out para PC especificamente en el higado presentan alteraciones en la anaplerosis
hepética, disminucion de los niveles de intermediarios del ciclo de Krebs y menor capacidad
gluconeogénica, aunque mantienen la euglicemia en estado de ayuno, con un incremento
compensatorio de la cetogénesis y la gluconeogénesis renal [64].
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Imagen 3. Representacion esquematica del papel de la PC en el flujo anaplerético, y su conexion con el
Ciclo de Krebs y los procesos biosintéticos acoplados a la cataplerosis. Imagen de elaboracion propia.

PCK: la fosfoenolpiruvato carboxikinasa es la principal enzima limitante de la
gluconeogénesis, por lo que constituye el punto de control mas importante del proceso de
sintesis de novo de la glucosa [65, 66]. La PCK vincula el ciclo de Krebs con la
gluconeogénesis, ya que tiene un efecto cataplerdtico, al catalizar la formacion de
fosfoenolpiruvato a partir del oxaloacetato. De este modo, posibilita que el incremento de los
niveles de oxaloacetato que se da durante la estimulacion de la gluconeogénesis, se transforme
en fosfoenolpiruvato. Existen dos isoformas de PCK, la citosolica (PCK1) y la mitocondrial
(PCK2) [67]. Las isoenzimas PCK1 y PCK2 estan codificadas por diferentes genes (PCKI y
PCK?2 respectivamente) y, aunque comparten un 68% de identidad y un 82% de similitud,
PCK1 se ha erigido como la enzima fundamental para la gluconeogénesis, ya que sus niveles
de expresion estdn fuertemente regulados por el estado nutricional y por las hormonas
glucorreguladoras [68-71], y su sobre expresion se correlaciona con una produccion
incrementada de glucosa [72]. Se ha caracterizado que los ratones knock out globales para
PCK1 mueren a los pocos dias de nacer, ya que son hipoglucémicos y el ciclo de Krebs deja de
funcionar correctamente por la ausencia de cataplerosis [73, 74]. Sin embargo, los ratones knock
out para PCK1 especificamente en el higado son viables, y aunque muestran un deterioro casi
absoluto de la gluconeogénesis hepatica a partir de la cataplerosis del Ciclo de Krebs [75],
mantienen la euglicemia tras 24 horas de ayuno, aumentando la gluconeogénesis extrahepatica
y disminuyendo la utilizacion de la glucosa del resto de tejidos [74, 76]. Ademas, estos ratones
no son capaces de eliminar el exceso de oxaloacetato que se genera durante el ayuno,
desarrollando higado graso [76-79]. Esta dicotomia entre el modelo knock out global y el
especifico de higado, puso de manifiesto que PCKI1 no solo es imprescindible para la
gluconeogénesis hepdtica, sino para el correcto funcionamiento del ciclo de Krebs, con su
funciodn cataplerdtica, en el conjunto de los diferentes tipos celulares de los tejidos y érganos
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A diferencia de las otras enzimas gluconeogénicas, en el higado la actividad de PCK1 no esta
condicionada por modificaciones postraduccionales o por regulacion alostérica, sino por sus
niveles de proteina, que dependen de la actividad transcripcional del gen. Se ha descrito que la
regulacion de la transcripcion de PCK/ tiene lugar entre -1500 pb y +1 pb del promotor, y que
este contiene dominios de union para el receptor de glucocorticoides (entre -450 pb y -400 pb),
para la sefializacion de la insulina (entre -416 pb y -407 pb) y para los elementos de respuesta
a niveles de cAMP (controlados por el glucagon y la adrenalina), situados en diferentes puntos
alo largo de la secuencia del promotor. En el promotor de PCK se localizan ademads secuencias
para otros motivos de unioén cuya implicacion bioldgica y fisioldgica no se han estudiado hasta
la fecha [65, 80]. Por su parte, PCK2 no se regula a nivel transcripcional, mostrando una
expresion constitutiva en humanos, roedores y aves [81].

G6Pasa: la glucosa-6-fosfatasa cataliza la hidrolisis de la glucosa-6-fosfato a glucosa y
fosfato inorgéanico, pudiendo asi la glucosa abandonar el interior celular y salir al torrente
sanguineo. La glucosa-6-fostato se obtiene tanto de la gluconeogénesis como de la
glucogenolisis, por lo que la reaccion catalizada por la G6Pasa representa la etapa final del
proceso de produccion hepatica de glucosa [82]. La G6Pasa es un complejo enzimatico
compuesto por la subunidad catalitica (G6PC) y la subunidad translocasa (G6PT), que se
acoplan funcionalmente. Se localiza en el reticulo endoplasmatico, y la hidrolsis de la glucosa-
6-fosfato tiene lugar en el lumen del reticulo, y requiere de transportadores que importen la
glucosa-6-fosfato desde el citoplasma al interior del reticulo, y que exporten la glucosa y el
fosfato inorganico resultantes de la hidrolisis de vuelta al citoplasma [83]. La actividad de la
Go6Pasa se regula a nivel transcripcional y por concentracion de sustrato. Se ha caracterizado
que en el promotor de G6PC hay elementos de respuesta a glucocorticoides y sus factores
asociados [84], y a factores de transcripcion y coactivadores implicados en la sefializacion del
glucagdn [85, 86], insulina [87, 88] y la glucosa [89].

1.2.2.3 Regulacion de la produccion hepética de glucosa.

La regulacion de la produccion hepatica de glucosa es un proceso complejo, dado que se
realiza a nivel de sustrato, a nivel alostérico y a nivel transcripcional, donde confluyen factores
de transcripcion (como FOXO1, CREB, Nur77, HNF4a, C/EBPa y PPARg) y coactivadores
(como PGC-la, CBP y CRTC2) que integran y median las diferentes respuestas
desencadenadas por el estado nutricional y las hormonas glucorreguladoras, dando lugar a la
activacion o a la represion de la expresion de los diferentes genes implicados en la produccion
de glucosa (Imagen 4). El uso de métodos que combinan trazadores y técnicas de
espectroscopia, de fenotipado metabdlico y de modelos knock out condicional en raton; asi
como el empleo de técnicas basadas en el uso de resonancia magnética nuclear para estudiar
los flujos de los diferentes sustratos, han permitido grandes avances a la hora de integrar y
entender los diferentes mecanismos que controlan la produccion hepatica de glucosa [90].
Como se ha explicado en los apartados anteriores, y como desglosaremos a continuacion, el
glucagon, la adrenalina, el cortisol y la insulina son los principales reguladores de la produccion
hepética de glucosa. Pero también otros factores como los acidos biliares, las citokinas o el
ritmo circadiano tienen un impacto notable en la produccion de glucosa en el higado.
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Imagen 4. Representacién esquematica de algunas de las rutas mas importantes de la regulacién de la
gluconeogénesis hepatica. La insulina, el glucagon, la adrenalina y los glucocorticoides son los reguladores centrales de la
produccion hepatica de glucosa. Sus efectos transcripcionales son mediados por Akt/Foxo y Creb. AMPK, por su capacidad de
responder al estado energético de las células, tiene también un papel relevante; al igual que los miRNAs, el ritmo circadiano y
los 4cidos biliares, a través de mecanismos redundantes. Un segundo nivel de regulacion viene representado por los cofactores,
como Crtc2 y las sirtuinas. La regulacion alostérica, y la ejercida por a nivel de sustrato, representada en el margen derecho,
juega un papel importante en la regulacion rapida del proceso gluconeogénico. Imagen de elaboracion propia.

Regulacion por el glucagén y la adrenalina.

El empleo de modelos animales con alteraciones en la ruta de sefializacion del glucagon,
permitieron entender y conocer en profundidad las acciones fundamentales de esta hormona en
la homeostasis de la glucosa. Los ratones que no expresan genéticamente el receptor de
glucagon (Gegr ”7) muestran niveles de glucosa circulante mas bajos que los controles wild-
type (WT), asi como una mejor tolerancia a la glucosa [91, 92]. Esta mejora en la tolerancia a
la glucosa no es debida a un incremento de la secrecion pancreatica de insulina, sino a una
mayor sensibilidad a la insulina, como demostraron los ensayos de clamps hiperinsulinémicos
euglicémicos [93, 94]. Cuando se alimentan con dieta alta en grasa, los ratones Gegr ”~ no
desarrollan la caracteristica resistencia a insulina inducida por la dieta, lo que se debe a un
incremento de la sensibilidad a insulina y a la disminucion de la produccion hepética de glucosa.
Ademas, los ratones db/db que carecen del receptor de glucagobn no desarrollan
hiperinsulinemia ni hiperglicemia [95]. Sin embargo, cuando se somete a los ratones Gegr 7~ a
un ayuno prolongado, estos desarrollan una severa hipoglucemia [92], lo que demuestra la
importancia del glucagén en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa.
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localizacion nuclear de CREB [97]. Una vez Propia

fosforilado, CREB se une a los elementos de

respuesta a AMPc de los genes diana, reclutando a coactivadores, como CRTC2 [69, 98], HNF-
4oy PGC-1a [68, 99], y a otros factores de transcripcion, como Fox01 [100-102], todos ellos
necesarios para la activacion completa de la transduccion génica inducida por el glucagon y la
adrenalina [103], que tienen, como principales dianas, la expresion de la G6Pasa y de PCK1.
Ademas de fosforilar a CREB, PKA activa otras vias que llevan a la inhibicion de la glucolisis
y a la activacion de la glucogenolisis, potenciando asi la produccion hepatica de glucosa.

La adrenalina promueve la produccion de glucosa en el higado no solo de forma directa,
regulando la transcripcion de las enzimas mds importantes, sino de forma indirecta,
promoviendo la lipdlisis en el tejido adiposo, y aumentando la disponibilidad de sustratos,
favoreciendo asi el flujo gluconeogénco. De este modo, la adrenalina potencia el efecto
gluconeogénico del glucagéon y permite que la gluconeogénesis siga ocurriendo de forma
prolongada. Se ha descrito que para que el efecto de la adrenalina tenga lugar, es preciso que
tanto los niveles de insulina como de leptina circulantes sean bajos [104].

Regulacion por los glucocorticoides.

Los glucocorticoides tienen un papel muy importante en el mantenimiento de la
homeostasis energética de los mamiferos. La extirpacion de las gldndulas adrenales
compromete severamente la capacidad de los animales para resistir el ayuno [105], y disminuye
en gran medida los sintomas caracteristicos de la diabetes, como la concentracion elevada de
glucosa en sangre [106-108]. Por el contrario, elevadas dosis de glucocorticoides generan
hiperglucemia y complicaciones diabéticas, tanto en humanos como en modelos animales [109-
112], como se ejemplifica en la enfermedad o sindrome de Cushing, causado por elevados
niveles de glucocorticoides circulantes, y que se caracteriza por manifestar hiperglucemia,
resistencia a insulina, higado graso e hipertension [113].

Los glucocorticoides regulan la gluconeogénesis hepatica directamente, promoviendo
principalmente la expresion de PCK1; e indirectamente, afectando a la captacion de glucosa
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por otros tejidos, modulando la secrecion de insulina y glucagén, y promoviendo el
catabolismo del musculo y el tejido adiposo, para proporcionar al higado sustratos
gluconeogénicos, como son los aminodcidos y los lipidos respectivamente [32, 90]. Los
glucocorticoides se unen a su receptor intracelular, el receptor de glucocorticoides (GR), que
se localiza en el citoplasma celular asociado a chaperonas. La unioén de los glucocorticoides con
el GR promueve su disociacion de las chaperonas, y su translocacion al nucleo, donde se une a
secuencias genomicas especificas, denominadas elementos de respuesta a glucocorticoides
(GREs). Una vez unido a los GREs, el GR recluta y se une a otros coactivadores y factores de
transcripcion. De hecho, muchos de los GREs genémicos son en realidad GREs compuestos
(llamados unidades de respuesta a glucocorticoides, GRUs), que incluyen elementos de union
para el GR y otros factores de transcripcion, imprescindibles para que la respuesta
transcripcional sea completa y especifica a nivel de tejido, permitiendo que ademas pueda ser
modulada por el estado metabdlico [29, 114]. Hasta la actualidad se ha descrito que el GR
interacciona con los elementos de respuesta a AMPc [115], y con los factores de transcripcion
PPARa [116], HNF3a, HNF3B [117], Fox01 [118] y Fox03A [119].

Regulacion por la insulina.

La insulina puede inhibir la produccion hepatica de glucosa de forma directa, actuando en
el higado a través de su receptor ubicado en la membrana celular, o de forma indirecta, actuando
en el pancreas, el cerebro y el tejido adiposo [120].

Los mecanismos indirectos de la insulina incluyen, en primer lugar, la inhibicién de la
secrecion de glucagon por las células a del pancreas. En este sentido, se ha demostrado que los
niveles circulantes de glucagon disminuyen notablemente durante la infusion sistémica de
insulina [121], y que el mantenimiento de los niveles circulantes de glucagdn constantes durante
la infusion sistémica de insulina, disminuyen la capacidad de esta para suprimir la produccion
hepatica de glucosa [122]. En segundo lugar, recientemente se ha demostrado que la insulina
puede también inhibir la produccion de glucosa en el higado a través de su actuacion en el
hipotdlamo. Se ha visto que la administracién de insulina en el tercer ventriculo reduce la
produccion hepatica de glucosa de forma independiente a los niveles circulantes de insulina o
de otras hormonas contrarreguladoras, incluido el glucagén [123]. Del mismo modo, se ha visto
que la inhibicién del receptor de insulina en los astrocitos y las neuronas provoca una
produccion hepatica de glucosa descontrolada [124]. Se ha sugerido que, para inhibir de este
modo la produccion hepética de glucosa, la insulina actuaria via neuronal a través de los canales
KATP, PI3K y el nervio vago [125-128]. El ultimo mecanismo indirecto por el cual la insulina
reduce la gluconeogénesis hepdtica lo realizara a través de la supresion de la lipdlisis en el
tejido adiposo (Imagen 6). La oxidacion de 4cidos grasos en el higado proporciona ATP, NADH
y acetil-CoA (que activa alostéricamente a la PC), necesarios para la gluconeogénesis. De este
modo, la supresion del flujo de acidos grasos libres al higado constituye el mecanismo indirecto
principal de la insulina [129-131]. Sin embargo, el hallazgo reciente que muestra que en los
ratones que no expresan el receptor de insulina en el higado, la insulina sigue siendo capaz de
inhibir la lipdlisis del tejido adiposo, pero no la supresion de la produccion hepética de glucosa
[132] demuestran que la senalizacion de la insulina en el higado es necesaria para la supresion
efectiva de la gluconeogénesis. Complementariamente, se ha demostrado que la insulina es
capaz de suprimir la produccion hepatica de glucosa si se mantienen o no sus efectos indirectos,
lo que senala la gran relevancia de su accion directa en el higado para regular la gluconeogénesis
[120].
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El mecanismo directo de regulacion de la produccion de glucosa en el higado se inicia con la
union de la insulina al receptor de insulina, IR, que es un receptor transmembrana con actividad
tirosin-kinasa (Imagen 6). Una vez activado, el IR fosforila al sustrato del receptor de insulina
(IRS), que inicia una cascada de sefializaciéon molecular que implica la actividad de la PI3K y
la PDK, y que culmina con la fosforilacién y activacion de la kinasa AKT [133, 134]. Los
factores de transcripcion Fox0, particularmente Fox01, son las dianas principales descritas de
AKT [135, 136]. Fox01, que en asociacién con con el coactivador PGCla, promueve la
transcripcion de PCKI y G6Pasa, cuando es fosforilado por AKT se trasloca del nucleo al
citoplasma, inactivandose [137, 138]. AKT ademas inhibe la glucogenolisis y promueve la
glucogenogénesis, activando a la GK y fosforilando e inactivando a la GSK3 (que inhibe a la
GS) [139] (Imagen 6).
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Imagen 6. Principales acciones indirectas y directas de la insulina en el control de la produccién hepatica de
glucosa. IR: receptor de insulina; PC: piruvato carboxilasa; GK: glucokinasa; GS: glucdgeno sintasa. Imagen de elaboracion
propia.

Regulacion por el ritmo circadiano.

El reloj circadiano de los mamiferos permite la coordinacion temporal de la homeostasis
celular, asi como la fluctuacion de las funciones fisioldgicas que se da entre el dia y la noche,
la secrecion hormonal y la temperatura corporal. El sistema del reloj circadiano en los
mamiferos se clasifica jerarquicamente en dos clases, que son el reloj central, ubicado en el
nucleo supraquiasmatico (SCN) del hipotdlamo, y los relojes periféricos, ubicados en diferentes
tejidos entre los que se incluyen el higado, los rifiones, el musculo, el tejido adiposo, y otras
areas del cerebro fuera del SCN [140]. A diferencia del reloj del SCN, que es activado por la
luz y dirige los ritmos circadianos del comportamiento, controlando los ciclos de
actividad/descanso y alimentacion/ayuno, se ha demostrado que los relojes periféricos se
establecen por la alimentacion diaria [141, 142]. De este modo, en condiciones de alimentacion
ad libitum, el reloj del SCN se superpone, y configura los ritmos de los relojes periféricos. Sin
embargo, cuando el alimento solo es accesible en diferentes momentos del dia, distintos a los
del ciclo diario de alimentacion espontanea, son los relojes periféricos, y no el del SCN, los que
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configuran los ritmos [143]. En el higado, el reloj interno es esencial, ya que sincroniza los
ritmos diurnos con la gluconeogénesis y la exportacion de glucosa con los periodos habituales
de ayuno [141, 144]. Se ha visto que algunos genes implicados en el metabolismo de la glucosa
estan sujetos a la regulacion por el ritmo circadiano [145], y que los ratones con los relojes
circadianos alterados exhiben la mayoria de alteraciones presentes en pacientes con diabetes
tipo 2, tales como la resistencia a insulina, incremento de adiposidad, cambios en la masa de
células B del pancreas, y alteraciones en la respuesta a hipoglucemia [146]. Se ha descrito
ademas que el reloj circadiano modula la actividad de CREB y GR y, por tanto, la funcion del
glucagon y los glucocorticoides [147, 148], asi como la sensibilidad a insulina y la supresion
de la produccion hepatica de glucosa, ya que se ha demostrado que los componentes del reloj
circadiano intervienen en la degradacion de Fox01[149].

Regulacion por el sistema nervioso central.

Diferentes poblaciones neuronales ubicadas en areas cortico-limbicas, en el tronco
encefalico y en el hipotalamo, asi como poblaciones no neuronales, que comprenden a los
tanicitos y a los astrocitos, detectan continuamente los niveles circulantes de glucosa [150]. El
hipotalamo coordina la informacion procedente de estas diferentes rutas de sefializacion, y se
comunica con los tejidos periféricos para coordinar la respuesta sistémica a los niveles de
glucosa circulantes. Como se explico anteriormente, la insulina puede inhibir la produccion
hepatica de glucosa a través de sus efectos centrales. Pero, ademas, el hipotdlamo también esta
involucrado en la estimulacion de la gluconeogénesis en el higado. En este sentido se ha
descrito que el nucleo ventromedial del hipotalamo (VMN) regula la produccion hepatica de
glucosa, incrementando la actividad de PCK1 y suprimiendo la actividad de la PK [151], asi
como la utilizaciéon de glucosa por los tejidos periféricos, a través del sistema nervioso
simpatico [152]. En el VMN, las neuronas SF1 son especialmente abundantes, y desarrollan
una funcién muy importante en la respuesta contrarreguladora a la hipoglucemia, promoviendo
la secrecion de glucagéon y glucocorticoides, e inhibiendo la liberacion de insulina [153].
Concretamente, se ha visto que en esta poblacion neuronal la actividad de la subunidad
AMPKual es fundamental para estos efectos, ya que su inhibicion disminuye la glucemia en
ratones alimentados con HFD, tanto en ayuno como en acceso ad libitum a la dieta. Estos
ratones tienen ademds una mejor tolerancia a la glucosa, efecto que no se explica por una mayor
sensibilidad a la insulina, sino por una respuesta contrarreguladora alterada, mostrando bajos
niveles en plasma de glucagdén, cortisol y adrenalina durante el ayuno, asi como una
disminucion de la expresion hepatica de las principales enzimas gluconeogénicas [154].

Regulacion por los acidos biliares.

Los acidos biliares (BAs) son metabolitos que derivan del catabolismo del colesterol en los
hepatocitos, y facilitan la absorcion intestinal y el transporte, emulsion y captacion de los lipidos
de la dieta. Recientemente, los BAs se han reconocido como potentes moléculas de sefializacion
implicadas en el multiples respuestas fisiologicas, como la produccion hepatica de glucosa
[155]. Concretamente, el interés en el papel de los BAs en el metabolismo de la glucosa vino
desencadenado por el hecho de que en los pacientes diabéticos tratados con “secuestradores”
de BAs (moléculas que se unen a los BAs impidiendo su reabsorcion intestinal) para el
tratamiento de sus dislipidemias, mejoraban su control glucémico mucho més que aquellos
pacientes tratados con otros hipolipemiantes [156]. Una de las caracteristicas especiales de los
BAs es que pueden actuar a través de multiples y distintos mecanismos. El receptor FXR fue el
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primero en atribuirse a la sefializacion de los BAs, y se encuentra ampliamente expresado en el
higado. Se ha visto que la activacion del FXR por los BAs induce la actividad del represor SHP,
que inhibe la expresion de Pckl y de G6Pasa [157]. Los ratones knock out para SHP muestran
una ligera hiperglicemia en estado basal y en ayuno, y en ellos los BAs son incapaces de inhibir
la expresion de Pckl y de G6Pasa [157]. Por el contrario, la sobre expresion de SHP en el
higado reduce la expresion de Pckl y de G6Pas, mejorando la glicemia en ratones diabéticos
[158].

Los BAs a través de la activacion de su receptor FXR también activan la expresion del
péptido FGF15/19 (FGF15 en ratones y FGF19 en humanos) principalmente en el intestino
delgado. Los niveles de FGF15/19 se incrementan tras la ingesta, y son importantes para
mantener la euglicemia, ya que se ha descrito que reducen la gluconeogénesis hepatica [159].
A nivel molecular, FGF15/19 induce la desfosforilacién de CREB y, en consecuencia, reprime
la expresion de las enzimas glucogénicas [160]. Ademas, FGF15/19 puede activar, al igual que
la insulina, la ruta de AKT, e inhibir la expresion de Pckl por la via candnica de Fox01 [161].
FGF15/19 también puede actuar a nivel central para inhibir la gluconeogénesis, reprimiendo el
eje hipotalamo-pituitaria-glandula adrenal para disminuir asi la secrecién de glucocorticoides,
y la consiguiente lip6lisis [162].

Regulacion por FGF21.

Al igual que FGF15/19, FGF21 pertenece a la familia de factores de crecimiento de
fibroblastos (FGFs), y desarrolla un papel muy importante en el balance energético [163].
FGF21 se sintetiza principalmente en el higado, y PPARa [164], SIRT1 y CREBH inducen e
incrementan sus niveles de expresion durante el ayuno [165]. FGF21 promueve entonces la
gluconeogénesis hepdtica, incrementando los niveles de PGCla . Se ha demostrado ademas
que el FGF21 circulante puede atravesar la barrera hematoencefalica, activando el eje
hipotalamo-pituitaria-glandula adrenal, reforzando asi la activacion de la produccion de glucosa
en el higado [166].

Regulacion por AMPK.

La kinasa AMPK es un complejo heterotrimérico que se activa con el incremento de la
ratio AMP/ATP, por lo que actia como un importante sensor de la energia celular. AMPK
genera ATP al aumentar la oxidaciéon de acidos grasos, e inhibe la lipogénesis y la
gluconeogénesis cuando los niveles de ATP son bajos [167]. Se ha descrito que el glucagon
puede activar a AMPK, sin embargo, este efecto no ocurre en los ratones knockout para PCK1
en el higado, lo que sugiere que los efectos del glucagon sobre AMPK estan mediados por el
agotamiento intracelular de los niveles de ATP a través de la gluconeogénesis [168]. El knock
out global de AMPKa2, la subunidad catalitica predominante en el higado, no presenta la
produccion hepatica de glucosa afectada, mientras que el knock out especifico en el higado
muestra un incremento de los niveles de glucosa basales, causados por una mayor produccioén
hepatica de glucosa respecto a los ratones control [169] sin que se vea afectado el flujo
gluconeogénico a partir del ciclo de Krebs [170]. Por tltimo, cabe mencionar que la accion de
AMPK en el hipotdlamo tiene una gran influencia en la homeostasis de la glucosa y la
gluconeogénesis hepatica, habida cuenta de su papel integrador en el mecanismo de accion de
distintas sefiales neurohormonales, incluyendo algunas tan importantes como el glucagén y el
GLP-1.
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Regulacion por miRNA.

Los miRNAs son pequenos fragmentos de RNA no codificante, compuestos de unos 20 a
30 nucledtidos de longitud. Regulan la expresion de diferentes genes, hibridando con sus
secuencias complementarias en los correspondientes mRNAs. La complementacion entre los
miRNAs y los mRNAs puede ser completa o parcial. Esta laxitud permite que un miRNA se
pueda unir a multiples mRNAs diferentes, siempre que compartan al menos una
complementacion parcial [171]. La hibridacién de los miRNAs con sus mRNAs diana conduce
a la degradacion total del mRNA, si la complementacion es perfecta; o a la inhibicion parcial
de la sintesis de la proteina, si la complementacion es parcial. Se ha descrito que varios miRNAs
desarrollan un papel muy importante en el control de la produccién hepatica de glucosa. El
miR-23a fue el primer miRNA descrito en el control de la gluconeogénesis, e inhibe la
produccion de glucosa uniéndose y degradando los mRNAs de la G6Pasa y PGCla [172].
Desde entonces se han descrito multiples miRNAs con funciones semejantes. Asi, se ha descrito
que, entre otros, el miR-33 y miR-26a se unen a los mRNAs de Pckl y G6Pasa en hepatocitos
primarios humanos y en ratones, mediando las acciones de la insulina [173, 174].

Regulacién no hormonal.

Los mecanismos de la regulacion de la produccion de glucosa no hormonales hacen
referencia a los mecanismos de “auto regulacion” del higado, intrinsecos y auténomos.
Inicialmente, este fendmeno o capacidad del higado de detectar los niveles de glucosa y adaptar
en consecuencia su metabolismo, se observo en los estudios de regulacion de la
gluconeogénesis llevados a cabo en cultivos celulares de hepatocitos o higados aislados, donde
la produccion de glucosa dependia de los niveles de glucosa del medio, pero no de los niveles
hormonales [175]. En este sentido, se ha visto que la infusidon de glucosa es capaz por si misma,
con independencia de la regulacién hormonal, de disminuir la produccion hepatica de glucosa
[176, 177]. Cabe destacar que la capacidad de la glucosa de inhibir la gluconeogénesis per se,
se pierde en animales diabéticos [178]. Estos resultados sugieren que, en el mecanismo no
hormonal, la regulacion de la produccion hepética de glucosa se produce por mecanismos
rapidos, mediados por sustratos gluconeogénicos o metabolitos dependientes de la glucosa
[179]. Sin embargo, nuevos y adicionales estudios son necesarios para elucidar esta cuestion,
ya que se desconoce por completo el mecanismo exacto por el que se lleva a cabo esta
regulacion.

1.2.2.4 Hiperglicemia y diabetes.

Como se ha descrito en los apartados anteriores, el mantenimiento de la normoglucemia en
individuos sanos exige una respuesta coordinada a las diferentes senales del estado nutricional.
Esta coordinacion se pierde en los individuos con diabetes, patologia que representa la principal
perturbacion de la homeostasis de la glucosa, y que supone una de las patologias médicas mas
desafiantes del siglo XXI [180]. En la actualidad, aproximadamente 1 de cada 11 adultos en el
mundo sufre diabetes, y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha catalogado a esta
patologia como la séptima causa de muerte. Para 2045, a nivel global, se estima que habra 693
millones de pacientes diabéticos, y el coste de esta patologia superara los 850.000 millones de
ddlares (cerca del 75% del PIB espafiol), y serd responsable directa de una reduccion de hasta
12 afos en la esperanza de vida de los pacientes, asi como la causante de 5 millones de muertes
anuales en todo el mundo [181]. Esta epidemia se debe principalmente al incremento en la
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incidencia de la diabetes tipo 2 (DT2), una enfermedad heterogénea que se caracteriza por una
secrecion deficiente de insulina por las células 3 del pancreas, en un contexto de resistencia a
insulina [181]. A diferencia de la diabetes tipo 1, que se caracteriza por ocurrir temprano en el
desarrollo de los individuos, y en la que no se produce insulina por el pancreas, la DT2 se asocia
fuertemente con el estilo de vida, la obesidad, el dafio hepatico y el sindrome metabolico.

Diferentes estudios longitudinales en humanos han demostrado que, los sujetos que acaban
desarrollando DT2, muestran gradualmente un incremento en los niveles de glucosa en ayunas
y glucosa postprandial, de entre 3 a 6 afos antes de que se diagnostique la enfermedad [182,
183]. La sensibilidad a la insulina, que depende principalmente de la edad, el sexo y el peso
corporal, empeora afios antes de que se desarrolle la diabetes, y representa uno de los eventos
patologicos mas tempranos en la evolucion de la enfermedad. En una etapa inicial, las células
B del pancreas pueden compensar la resistencia a insulina, produciendo y secretando mas
insulina, generando asi hiperinsulinemia. Recientemente se ha demostrado también que una
disminucioén en la tasa de eliminacion de la insulina circulante, actividad que se realiza
principalmente en el higado, ayuda a incrementar la hiperinsulinemia, y que este evento
contribuye antes que las células B del pancreas al incremento de los niveles de insulina
circulantes [184-186]. La hiperinsulinemia que se genera para controlar la glucemia, promueve
colateralmente la lipogénesis hepatica, esteatosis, hiperlipidemia, y la expansion del tejido
adiposo, debido a su potente efecto lipogénico [187, 188]. Consecutivamente, la resistencia a
insulina y la inflamacidon que tienen lugar en el tejido adiposo causan su disfuncion, e
incrementan su actividad lipolitica. Este evento provoca un aumento en la carga de lipidos en
el higado, empeorando asi la condicion hepatica, promoviendo el desarrollo de la esteatosis
hepatica y la resistencia a insulina. Ademas, el aumento del flujo de lipidos hacia el higado, en
forma de acidos grasos libres y glicerol, incrementa la produccion hepatica de glucosa, lo que
empeora el perfil glucémico [189, 190].

A diferencia de la resistencia del musculo y la resistencia del tejido adiposo a la insulina,
que ocurren antes de que la hiperglucemia tenga lugar, y que permanecen relativamente estables
durante el curso de la enfermedad, el incremento de la produccion hepatica de glucosa se
incrementa progresivamente durante el transcurso de la enfermedad, y se vuelve refractario al
tratamiento [191]. En la T2D, la produccion hepatica de glucosa esta incrementada en estado
postprandial, debido principalmente a una excesiva gluconeogénesis, y no a una mayor tasa de
glucogenolisis [192]. Esto se debe en gran medida a que la insulina no es capaz de inhibir la
produccion de glucosa en el higado, caracteristica que se observa en etapas tempranas en la
evolucion de la enfermedad. En consecuencia, la incapacidad para suprimir la gluconeogénesis
en el higado se considera, de forma general, una caracteristica indicativa de la resistencia
hepatica a la insulina, y se utiliza como herramienta para medir la sensibilidad a la insulina en
el higado [193].

El tratamiento de la T2D tiene como objetivo alcanzar valores lo mas cercanos posibles, y
de la forma mas segura, a los parametros normales en los tres componentes mas caracteristicos
del control glucémico: la hemoglobina glucosilada (HbA¢), la glucosa en ayunas y la glucosa
postprandial [194]. En los humanos, se diagnostica la diabetes cuando los niveles de glucosa
en ayunas son iguales o superiores a 126 mg/dl, o cuando los niveles de glucosa postprandial
(después de haber ingerido una carga oral de 75 gramos de glucosa) son iguales o superiores a
200 mg/dl 2 horas después de la ingesta. Estos valores son mucho mas elevados que los valores
de referencia, que son aproximadamente 92 mg/dl y 97 mg/del respectivamente. Los umbrales
para definir la diabetes se eligieron debido a que permitian diferenciar de forma efectiva a las
personas con elevado riesgo a suftrir patologias oculares (asociadas a la hiperglicemia) de
aquellas con bajo riesgo [195]. Complementariamente, numerosos estudios muestran la fuerte
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relacién entre los valores de HbAi. y las complicaciones cardiovasculares asociadas a la
diabetes, siendo aconsejable que los valores de HbA . sean menores al 6,5 %. Los valores de la
HbA . se consideran el pardmetro por excelencia para la medicion de la glucemia a largo plazo.
Sin embargo, no aportan ninguna informacion sobre la frecuencia y la dimension de los
incrementos en la glucosa en sangre, ya que solo proporcionan informacion del valor glucémico
medio general. Por el contrario, la hiperglucemia postprandial ocurre de forma frecuente en los
sujetos con resistencia a insulina o en pacientes diabéticos, tratados o no tratados, teniendo
lugar incluso cuando el control metabdlico es aparentemente adecuado o los valores de la
glucosa en ayuno son normales, convirtiéndola en una técnica muy sensible e informativa [196].

Actualmente, la diabetes es una patologia que no tiene cura, pero si se puede tratar y
controlar. En el manejo de la enfermedad, el control glucémico no es el tnico objetivo, sino
también la pérdida de peso, la mejora de la condicion hepatica, y la prevencion del dano micro
y macrovascular [197]. En la actualidad hay distintos tratamientos para la diabetes que ejercen
sus efectos clinicos a través de diferentes mecanismos. Se agrupan principalmente en 5 grupos
de agentes antidiabéticos: biguanidas, como la metformina, que reduce la gluconeogénesis
hepatica; secretagogos de la insulina, como GLP1 y GIP, que estimulan la secrecion pancreética
de insulina; inhibidores de SGLT2, que impiden la reabsorcion de la glucosa en los rifiones;
sensibilizadores a la insulina, como las thialzolidinediones, que mejoran la sensibilidad a
insulina en los tejidos periféricos; e insulina y sus andlogos sintéticos, que proporcionan
insulina exdgena en forma de insulina recombinante. Actualmente, el uso de farmacos basados
en la terapia combinada supone una metodologia prometedora para el tratamiento no solo de la
diabetes, sino de la obesidad y el sindrome metabolico asociados [198-200].

1.3  PS3.

El gen p53, o TP53, codifica la proteina p53, de 43.7 KDa, descrita por primera vez en
1979 [201, 202]. Su nombre hace referencia a su masa molecular aparente: corre como una
proteina de 53 KDa en un gel SDS-PAGE. Esta diferencia se debe a la gran cantidad de residuos
de prolina que contiene p53 en su extremo N-terminal, haciendo que migre mas lentamente en
el gel, y que parezca una proteina mas pesada de lo que realmente es [203]. Asimismo, p53 le
da nombre a una familia de factores de transcripcion que incluye a p63 y a p73, homologos
funcionales de p53, con quien comparten una elevada similitud en secuencia y estructura [204].

p53 se identifico por primera vez formando un complejo con el antigeno T del virus SV40,
la oncoproteina de este virus tumoral. Este descubrimiento, junto con los sucesivos estudios
que mostraban que muchos tumores exhibian elevados niveles de p53, fendémeno que no se
observaba en los tejidos sanos, postularon a p53 como una proteina oncogénica [205]. Sin
embargo, sucesivos hallazgos cambiaron la percepcion sobre esta proteina, sefialando que no
se trataba de una oncoproteina, sino que actuaba como supresor tumoral, frecuentemente
mutado y alterado en los tumores. En la segunda década tras su descubrimiento, se perfilaron
sus funciones, sefialando que se trataba de un factor de transcripcion activado por estrés celular,
y que desencadenaba la detencion del ciclo celular, y promovia la apoptosis y la senescencia.
En los tltimos afios, nuevos estudios han permitido profundizar en sus funciones, incluyendo
el metabolismo, tanto en células alteradas como no alteradas [203].

1.3.1 Estructura de p53.

Se ha descrito que la proteina wild-type de p53 contiene 393 aminoécidos, y esta constituida
por tres dominios funcionales (Imagen 7) [206, 207]
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e Dominio N-terminal (aminodcidos 1-100): es el dominio de activacién. Contiene dos
subdominios de transactivacién y una region rica en prolina (aminoacidos 64-92).
Interacciona con el complejo de transcripcion, proteinas reguladoras y MDM2, una
ubiquitin-ligasa E3 especifica, altamente implicada en la estabilidad y degradacion de
p53 (Imagen 7).

e Dominio de uniéon a DNA (aminodcidos 101-300): necesario para su uniéon a las
secuencias especificas de DNA para p53 (Imagen 7), que comprende motivos consenso
de 2 decanucle6tidos RRRCWWGYYY (R, purinas = A, G; Y, pirimidinas = C, T; W
= A, T), separados por un espaciador variable, de entre 0 a 14 nucledtidos [208]. El
93% de las mutaciones de p53 encontradas en distintos tipos de cancer en humanos se
localizan en este dominio.

e Dominio C-terminal (aminodcidos 301-393), necesario para la dimerizacion, ya que la
proteina p53 funcional es un tetrdmero homodimérico. Ademads, en el dominio C-
terminal se localiza un subdominio de regulacion negativa (Imagen 7). Segtin el modelo
alostérico, este subdominio permanece bloqueado al estar unido al dominio central, a
no ser que la interaccion entre el dominio C-terminal y el dominio central se vea
interrumpida por modificaciones postraduccionales, que desencadenan un cambio
conformacional que permite que el dominio de unién a DNA quede libre y activo, y
p53 desarrolle su actividad transcripcional.

1-100 101-300 . 301-393
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Imagen 7. Representacion esquematica de la estructura proteica de p53. La proteina p53 estd constituida por tres
dominios funcionales: el dominio N-terminal, el dominio de unién de DNA y el dominio C-terminal. AD1: subdominio de
activacion 1. AD2: subdominio de activacion 2. PRD: region rica en prolina. NES: secuencia de exportacion nuclear. HCD:
subdominio altamente conservado I. Tetra: subdominio de oligomerizacion. Neg: subdominio de regulacion negativa. NLS:
secuencia de localizacion nuclear. Imagen de elaboracion propia.

1.3.2 Regulacion de la actividad de p53.

La actividad de p53 estd estrechamente ligada a un incremento intracelular de sus niveles
de proteina, determinado, en mayor medida, por una disminucién de la degradacion de p53. En
condiciones celulares normales, p53 es una proteina inestable, con una vida media corta, de 5
a 30 minutos, y que es rapidamente degradada, principalmente por MDM2. MDM2 es una E3
ligasa que promueve la ubiquitinacién de p53 [209] y su degradacion por el proteosoma, a la
vez que inhibe la transactivacion de p53 [210]. Adicionalmente, MDM2 es un gen regulado
directamente por p53, por lo que generan un sistema de regulacion negativa, que promueve que
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la actividad y los niveles basales de p53 permanezcan bajos [211]. Aunque MDM2 es
fundamental para mantener los niveles de p53, tanto en etapas embrionarias como en la adultez
[212], se ha descrito que otras ubiquitin ligasas, como Pirh2, COP1, CHIP, ARF-BP1, E6-AP,
TOPORS, TRIM24 y MKRN1 también contribuyen de forma importante a la degradacion de
p53 [213-217], actuando de forma independiente a MDM2.

La activacion de p53 implica la disociacion de sus reguladores negativos, principalmente
MDM2 y MDMX, también llamada MDM4, que es una proteina relacionada y similar a
MDM2, que al igual que ella, inhibe la transactivacion de p53 [218]. Las modificaciones
postraduccionales juegan un papel muy importante en el proceso de activacion y funcion de
p53, ya que ocupan los residuos que serian ubiquitinizados, permiten la disociacion de p53 de
sus reguladores negativos, marcan su localizacion celular y sirven para determinar la afinidad
por los genes diana, permitiendo que se active selectivamente la expresion de diferentes genes
en funcion del estimulo y la condicion fisiologica que tenga lugar. Ademas, los efectos de estas
modificaciones son especificos de tejido y tipo celular. En el campo de la oncologia molecular,
se ha descrito que p53 es la proteina en la que se han caracterizado y descrito mas sitios de
modificaciones postraduccionales, realizadas por diferentes enzimas [210, 219], lo cual refleja
la complejidad y precision de la regulacion de la actividad de p53. Asi, se ha caracterizado que
la proteina p53 se modifica postranscripcionalmente por fosforilacion [220], acetilacion [221],
metilacion [222], sumoilacion [223], ubiquitinacion [224], ADP-ribosilacion [225], nedilacion
[226] y O-GlcNAcilacion [227] (Imagen 8).
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Imagen 8. Principales modificaciones de la proteina pS3. Imagen de elaboracion propia.

1.3.1.1 O-GlcNAcilacion.

La O-GlcNAcilacion es un tipo de glucosilacion no candnica, que consiste en la adicion de
un residuo de N-Acetilglucosamina (GlcNAc) en el grupo hidroxilo de los aminoécidos serina
o treonina [228]. A diferencia de otros tipos de glucosilaciones, la O-GIcNAcilacion ocurre en
el nicleo y en el citoplasma; suele consistir en la adicion de uno o muy pocos residuos, que
raramente se elongan o modifican para formar estructuras complejas; los residuos de O-GlcNAc
se afiaden y eliminan de las proteinas multiples veces a lo largo de su ciclo de vida, en ciclos
que suelen ser rapidos y especificos para cada residuo de la proteina; y suele tener efectos
parecidos a los de la fosforilacion, estando profundamente implicada en la activacion y
estabilizacion de las proteinas [228, 229].
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La O-GlcNAcilacion es un proceso influido por cambios en la disponibilidad de nutrientes, ya
que su precursor, la UDP-GIcNAc, que actia como donador del residuo glucosidico, es el
resultado del metabolismo de la glucosa, de los acidos grasos, de los acidos nucleicos y de los
aminoacidos (Imagen 9). Ademés de estar relacionada con el estado nutricional, se ha
caracterizado que la via de sefializacion de la O-GlcNAcilacion es altamente sensible a diversos
tipos de estrés celular (como el shock térmico, la hipoxia y la privacién de nutrientes), por lo
que la O-GlcNAcilacion se ha propuesto como un sensor nutricional y de estrés, que regula los
procesos celulares que van desde la transcripcion y la traduccion, hasta la transduccion de
senales y el metabolismo [230]. Concretamente, se ha determinado que la concentracion
intracelular de UDP-GIcNAc disminiuye durante el ayuno o la privacion de glucosa,
permitiendo un incremento de la O-GlcNAcilacion de las proteinas [231-233].

La O-GlcNAcilacion participa en una interaccion compleja con otras modificaciones
postraduccionales, permitiendo que se generen ‘“cddigos” o “patrones combinatorios”
dindmicos que permiten integrar y regular de forma sofisticada la estabilidad y funcion de las
diferentes proteinas [234]. Mientras que otros tipos de modificaciones pueden ser realizadas
por diferentes enzimas, la O-GlcNAcilacion depende de dos tnicas enzimas, que son la O-
GlcNAc transferasa (OGT), que cataliza la adicion del residuo de O-GIcNAc a partir del
donador UDP-GIcNAc; y la O-GlcNAcasa (OGA), que cataliza la hidrolisis y eliminacion del
residuo de las proteinas [235] (Imagen 9).
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Imagen 9. Sintesis del GlcNAc a partir del flujo de nutrientes por la via biosintética de las
hexosaminas. La glucosa (Glc) entra a las células a través de los transportadores de glucosa. Mientras que
la mayoria de la glucosa se deriva a la glucélisis o a la sintesis de glucégeno, aproximadamente el 2-5% de
la glucosa es canalizada a la ruta biosintética de las hexosaminas (RBH). La enzima glutamina-fructosa-6-
fosfato amidotransferasa 1 (GFAT1) cataliza la reaccion limitante de la RBH, que convierte la fructosa-6-
fosfato (Fru-6P) en glucosamina-6-fosfato (GlcN-6P). La subsecuente acetilacion de la GIcN-6P (para
producir N-acetilglucosamina-6-fosfato (GIcNAc-6P)) y la uridilacion del GIcN-1P generan el sustrato
necesario para la O-GlcNAcilacion de las proteinas, el UDP-GIcNAc. Las enzimas OGT y OGA catalizan
la adicion y la eliminacion del O-GlcNAc de las proteinas, respectivamente. E1 O-GlcNAc libre puede ser
reciclado y reutilizado de nuevo. Imagen de elaboracion propia.
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Se ha descrito que la O-GlcNAcilacion esta implicada en numerosos procesos bioldgicos,
como la regulaciéon de la transcripcion [236, 237], la regulacion epigenética [238, 239]
regulacion de la sefalizacion intracelular [240, 241] y el metabolismo, donde se ha erigido
como un importante sensor nutricional. En las neuronas AgRP, la ghrelina incrementa la O-
GlcNAcilacion durante el ayuno, lo que incrementa su actividad neuronal a través de la
activacion de los canales de potasio KCNQ3, lo que reduce el gasto energético a través de la
inhibicion del browning del tejido adiposo blanco [242]. En las neuronas positivas para
oCaMKII en el nucleo paraventricular (PVN) del hipotdlamo, la deleccion de OGT genera
obesidad por hiperfagia, al estar dafiado el mecanismo de saciedad [243]. En el tejido adiposo
blanco, la inhibicion de OGT promueve la lipdlisis, al disminuir la O-GlcNAcilacion de
perilipinl (PLIN1) y permitir que se fosforile; mientras que la sobre expresion de OGT
promueve la ganancia de peso corporal inducida por la dieta, al inhibir la lip6lisis del tejido
adiposo [244]. En el musculo se ha observado que la O-GIcNAcilacion es necesaria para la
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correcta regulacion metabolica del tejido, pero se encuentra desregulada en pacientes obesos
con DT2. La inhibicion de OGT en el musculo incrementa el gasto energético, genera un
fenotipo delgado y mejora la sensibilidad a insulina [245].

En el higado, se ha descrito que la O-GlcNAcilacion tiene un papel muy importante en la
induccion de la gluconeogénesis durante el ayuno y la resistencia a insulina. La O-
GlcNAcilacion de los coactivadores transcripcionales CRTC2 [236] y PGCla resulta
imprescindible para su estabilidad y funcion gluconeogénica [246]. Este ultimo hallazgo
permitié descubrir ademas que, uno de los mecanismos fundamentales por los cuales PGCla
actlia como coactivador transcripcional, es sirviendo de puente entre OGT y los factores de
transcripcion especificos, permitiendo que se O-GlcNAcilen [247]. En esta linea, se ha
demostrado que la O-GlcNAcilacion de Fox01 y Fox3a, mediada por PGCla, fomenta su
actividad transcripcional [248]. También se ha visto que la O-GIcNAcilacion esta involucrada
en la respuesta hepatica al glucagon, participando en la via de sefializacion de la activacion de
la autofagia mediada por el glucagén en ayuno [249]. Asimismo, se ha asociado una elevada
O-GlcNAcilacion con complicaciones diabéticas [250-253]. Sin embargo, aunque se ha
documentado que la expresion especifica de OGT en el higado causa intolerancia a la glucosa
y resistencia a insulina [254, 255], los estudios al respecto focalizados en el higado son escasos,
o practicamente inexistentes, por lo que los mecanismos subyacentes responsables de la
hiperglicemia y/o diabetes inducida por la O-GlcNAcilacion especificamente en el higado
deben ser explorados en profundidad.

En lo referente a p53, se ha descrito que se O-GlcNAcila en lineas celulares tumorales de
mama y ovario [227, 256], asi como en pericitos de la retina en condiciones de hiperglicemia
[257], condiciones en las cuales esta modificacion postraduccional promueve su estabilizacion
y actividad. Concretamente, gracias al trabajo de Jin Won Cho y colaboradores, se ha
identificado que p53 se O-GlcNAcila en la serina 149, ya que cuando se muta esta serina a
alanina, se pierde el efecto estabilizador de la modificacion postraduccional [227]. Sin embargo,
si p53 se O-GlcNAcila en condiciones fisiologicas, y si este proceso supone un mecanismo
relevante en el metabolismo hepdtico, se desconoce por completo.

1.4 FUNCIONES DE P53.

p53 ha sido nombrado como el “guardian del genoma” o “guardian celular”, debido a que
el dafio en el ADN fue el primer factor estresante caracterizado como activador de p53 [258].
Desde entonces, se han descrito otros factores como la hipoxia, la activacion de oncogenes y la
restriccion de nutrientes que activan también a p53, posicionandolo como un nodo central en la
coordinacion de la respuesta a diferentes factores y niveles de estrés celular [259, 260]. La
respuesta de p53 inducida por estrés depende del tipo celular y la intensidad, duracion y origen
del estimulo. Un estrés severo y sostenido en el tiempo, acompaniado de dafios irreversibles,
como el dafio genotoxico o la activacion de oncogenes, promueve la induccion de la muerte
celular o la senescencia. Estas respuestas sirven para eliminar de forma efectiva las células
danadas, impidiendo la acumulacion inapropiada de células con dafios genomicos heredables y
la proliferacion de células malignas. Por el contrario, un estrés leve resulta en una respuesta de
p53 mas sutil, con el objetivo de reparar o prevenir los dafios. En estos casos, pS3 puede
participar en procesos de reparacion de dafios en el DNA, al tiempo que induce una detencion
transitoria del ciclo celular, permitiendo asi que las células sobrevivan de manera segura hasta
que el dafo se haya reparado. El estrés metabolico, inducido por las fluctuaciones en los niveles
de oxigeno o la disponibilidad de nutrientes, desencadenan una respuesta mas adaptativa, en la
que p53 coordina la proliferacion y el crecimiento celular con el status energético. Las
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funciones metabdlicas de p53 se han erigido no solo como componentes fundamentales en el
control del desarrollo tumoral, sino también en el mantenimiento de la homeostasis celular
normal [261]. Una vez activado, p53 ejerce sus funciones principalmente actuando como factor
de transcripcion, regulando la expresion de genes y miARNs [262]. Se ha descrito que p53
puede ejercer también acciones citosélicas, inhibiendo la autofagia [263] y promoviendo la
apoptosis [264].

La reprogramacion metabdlica es una caracteristica principal de las células tumorales, que
requieren energia y una amplia variedad de sustratos para la biosintesis, para poder proliferar a
gran velocidad [265, 266]. La creciente evidencia y los datos obtenidos en los ultimos afios,
sefialan que los reguladores del ciclo celular tienen a su vez importantes acciones en el control
metabolico de las células [267-270], como es el caso de p53 [271], donde se ha descrito que
tiene importantes efectos en el metabolismo de lipidos, aminodcidos y glucosa, tanto en el
sistema nervioso central como en los tejidos periféricos, como se desgrana a continuacion.

1.4.1 Papel de pS3 en el metabolismo lipidico.

Los lipidos son constituyentes principales de las membranas celulares, importantes
sustratos energéticos y esenciales sefializadores celulares, por lo que su metabolismo debe estar
perfectamente regulado. En muchos tipos tumorales, la sintesis de novo de lipidos es una
caracteristica principal, y se ha descrito que p53, como supresor tumoral, es capaz de inhibir
este proceso a través de diferentes mecanismos, promoviendo la oxidacién de dcidos grasos
[272]. Pero p53 no solo regula el metabolismo lipidico de las células tumorales, sino que se ha
visto que ejerce importantes funciones en condiciones fisiologicas y fisiopatoldgicas [273]. En
los adipocitos, se ha descrito que p53 promueve la oxidacion de 4cidos grasos e inhibe la
lipogénesis en situaciones de estrés nutricional, tanto in vivo [274] como in vitro [275]. En el
higado, p53 promueve la oxidacion de lipidos durante el ayuno, siendo fundamental para
mantener la homeostasis lipidica en estas condiciones [276]. En linea con estos resultados, se
ha caracterizado que los ratones p53”- ganan menos peso que los ratones p53** cuando se
alimentan con dieta alta en grasa, y sin embargo, la falta de p53 promueve la adiposidad y
acumulacion de lipidos en el higado [277]. La recuperacion especifica de p53 en el higado
[278], asi como su estimulacion farmacoldgica [279] mejoran el perfil hepatico, reduciendo la
esteatosis hepatica no alcoholica. La importancia de p53 en el metabolismo lipidico también se
aprecia en su papel en el tejido adiposo marrén [280], donde es necesario para la actividad
termogénica de ratones adultos [281]. Ademas, se ha demostrado que p53 media las acciones
de la ghrelina sobre el metabolismo lipidico del tejido adiposo y el higado [282, 283].

1.4.2 Papel de p53 en el metabolismo de aminoacidos.

El metabolismo de los aminodacidos esta alterado con frecuencia en cancer [284]. La enzima
PHGDH es fundamental para la sintesis de serina, y se encuentra incrementada en varios tipos
de céncer, entre los que se incluyen el cancer de mama, el melanoma y el cancer de pulmon,
promoviendo el desarrollo del tumor. Se ha descrito que p53 reprime la transcripcion de
PHGDH, inhibiendo asi la sintesis de novo de serina en las células alteradas [285]. La glutamina
es otro amino acido muy importante, ya que proporciona carbono, NADPH y glutation para las
células cancerigenas y las células en proliferacion, contribuyendo al control redox. La
glutaminasa es una enzima fundamental en el metabolismo de la glutamina, convirtiéndola el
glutation. Se ha descrito que p53 incrementa los niveles de glutaminasa en el higado,
contribuyendo al control de la respiracion mitocondrial y al equilibrio redox. La falta de p53 en
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el higado provoca un desbalance en el equilibrio redox y un incremento en el dafio en el DNA,
lo que promueve la progresion tumoral [286]. Asimismo, se ha demostrado que p53 en el higado
estd relacionado con el catabolismo de aminoacidos durante el ayuno [287].

1.4.3 Papel de p53 en el metabolismo de la glucosa.

La mayoria de las células cancerosas muestran alteraciones en el metabolismo de la glucosa

[288]. En estas, la glucolisis anaerobia es la via preferida para la obtencion de energia, mediante
la descomposicion de glucosa a piruvato, incluso en condiciones aerdbicas normales. El
piruvato resultante es convertido entonces a lactato. Aunque por esta via se obtiene menos
energia que descomponiendo completamente la glucosa a CO2 y H20, las células cancerosas
obtienen asi esqueletos carbonados y otros precursores para la biosintesis, y compensan la
menor obtencion de energia catabolizando mayores cantidades de glucosa que las células
normales. Este cambio de preferencia de la respiracion mitocondrial a la glucdlisis anaerobia
se conoce como el efecto Warburg, y permite a las células tumorales dividirse a gran velocidad
[289]. Los intermediarios obtenidos durante la glucolisis sirven como precursores para la
sintesis de aminoacidos, lipidos y nucledtidos, por lo que la glucosa se posiciona como un
sustrato de gran importancia, siendo de hecho, el principal sustrato que nutre de intermediarios
al Ciclo de Krebs [290]. Se ha descrito que p53 desarrolla un papel fundamental en el
metabolismo de la glucosa de las células cancerosas oponiéndose al efecto Warburg, inhibiendo
la glucoélisis anaerobia y promoviendo la respiracion mitocondrial a través de diferentes
mecanismos. Por un lado, p53 induce la expresion de TIGAR, que promueve la inactivacion de
PFK1, una de las principales enzimas glucoliticas (Imagen 1) [291, 292]. p53 también reprime
la expresion de PDK2, permitiendo asi la activacion del complejo PDH y favoreciendo la
produccion de acetil-CoA (Imagen 1) a partir de piruvato, en detrimento de la produccion de
lactato [293]. p53 disminuye también los niveles de la hexokinasa 2, inhibiendo la glucolisis en
las células de cancer de prostata [294]. Ademds de regular las enzimas glucoliticas, se ha
descrito que p53 disminuye la disponibilidad interna de glucosa inhibiendo la captacion de
glucosa, reprimiendo la expresion de los transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT4 [295],
y disminuyendo los niveles de GLUT3 reprimiendo la actividad de su activador transcripcional
NF-kappaB [296]. La activacion de la via molecular de PI3K/AKT promueve la glucoélisis en
las células cancerosas. La enzima PTEN es una fosfatasa que inhibe la activacion de AKT [297].
Se ha descrito que p53 inhibe la via PI3K/AKT activando la transcripcion de PTEN y Parkin,
una proteina que a su vez regula positivamente a PTEN [298-300]. Ademas, p53 inhibe la via
PI3K/AKT inhibiendo la expresion del receptor de insulina en las células de cdncer de mama
[301]. Asimismo, se ha descrito que p53 inhibe la gluconeogénesis en células tumorales de
colon [302].
Mientras que el papel de p53 en el metabolismo de la glucosa se ha estudiado en profundidad
el contexto de las células tumorales, se han realizado muy pocos estudios acerca de su funcion
en las células no tumorales. En este sentido, se ha demostrado que los niveles de proteina de
p53 estan elevados en los adipocitos de ratones obesos con diabetes, y que su inhibicién mejora
la sensibilidad a insulina [303]. Este efecto de p53 se observa también en pacientes humanos
con ataxia telangiectasia, propensos a desarrollar resistencia a insulina. En estos pacientes, los
niveles de p53 son elevados, ya que la proteina responsable de la enfermedad, la kinasa ATM,
es una inductora de la actividad de p53 [304]. Se ha descrito también que en el pancreas de
ratones diabéticos los niveles de p53 se encuentran aumentados, reprimiendo la expresion de
PC y consecuentemente, disminuyendo la secrecion de insulina [305]. En el higado se ha
descrito que durante el ayuno se incrementan los niveles de p53 [287, 306], asi como una
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asociacion positiva entre los niveles de p53 y la expresion de genes relacionados con la
gluconeogénesis o los niveles de glucosa [287, 307, 308]. Sin embargo, la relevancia fisiologica
del papel de p53 hepatico en el control de gluconeogénesis, asi como el mecanismo molecular
subyacente, se desconocen por completo.
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2. OBJETIVOS.

Para el desarrollo de esta tesis, se propusieron los siguientes objetivos:

e [Estudiar la regulacion de los niveles de proteina de p53 en el higado por el estado
nutricional.

e Estudiar el papel de p53 en la gluconeogénesis hepatica.

e Estudiar el papel de p53 como mecanismo de accion de las principales hormonas
glucorreguladoras.
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3. HIPOTESIS.

Nosotros hipotetizamos que p53 podria tener un papel fundamental en la regulacion de la
glicemia en ayuno, asi como mediando las acciones de las principales hormonas
glucorreguladoras.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Los procedimientos experimentales con animales incluidos en esta tesis fueron aprobados
por el comité ético de la Universidad de Santiago de Compostela, bajo la responsabilidad del
profesor Rubén Nogueiras Pozo, y registrados con los numeros de procedimiento: ID
15005E/12/FUNO1/FIS02/RNP2 (bajo el cumplimiento del RD 1201/2005 del 10 de octubre)
y el ID 15010/2017/007 (bajo el cumplimiento del actual y vigente RD 53/2013 del 1 de
febrero). Dichos procedimientos se han realizado por tanto 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; traspuesto a la norma
espafiola con el Real Decreto 53/2013, del 1 de febrero, por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia.

Todos los procedimientos experimentales con animales incluidos en esta tesis fueron
realizados en el centro usuario: ANIMALARIO DEL CIMUS y en el ANIMALARIO DEL
CEBEGA.

Ademas, considerando las implicaciones éticas asociadas al uso de animales con fines
cientificos, los disefios experimentales se realizaron teniendo en cuenta el principio de las tres
erres (reduccion, refinamiento y reemplazo). En base a estos principios, en esta tesis doctoral
se procurd usar el menor nimero de animales para obtener los datos suficientes que
respondiesen a la cuestion investigada, y maximizar la informacion obtenida por animal, para
asi limitar o evitar potencialmente el uso de otros animales. Asimismo, se tratdé de minimizar el
dolor y la angustia de los animales, maximizando y priorizando su bienestar. Siempre que ha
sido posible, se ha valorado y empleado el uso de métodos alternativos (cultivos celulares).

4.1.1. Modelos animales.
En esta tesis doctoral se han empleado:

o Ratones macho wild type (WT) C57BL6/J suministrados por el Animalario Central
de la Universidad de Santiago de Compostela.

o Ratones macho con el gen p53 floxeado (cepa B6;129S4-Trp53™3T7) procedentes
de la casa comercial The Jackson Laboratory.

o Ratones macho que expresan el gen de la recombinasa Cre bajo la expresion del
promotor de la albumina y los enhancers de la a-fetoproteina (transgen AlfpCre),
configuracién que mimetiza la organizacion estructural del gen de la albumina en
el ratéon [309, 310].

o Ratones macho knock out condicionales para el gen p53 especificamente en el
higado bajo la accion del promotor de la albumina.
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Los animales fueron estabulados en condiciones estables de temperatura (21£2°C), con
ciclos de luz/oscuridad de 12 horas (8:00 horas — 20:00 horas) y con un periodo de aclimatacion
a las instalaciones de unos 7 dias aproximadamente, previo a cualquier procedimiento,

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

La estabulacion de los animales fue colectiva o individual en funcion de las caracteristicas
de cada procedimiento, y siempre teniendo en cuenta el comportamiento social de estos
animales.

4.1.2 Procedimientos en los animales.

4.1.2.1 Monitorizacion de la ingesta y la masa corporal.

La determinacion de la masa corporal y la ingesta se realizO mediante una balanza de
precision; los animales fueron pesados semanalmente, asi como su comida, siempre el mismo
dia de la semana. Dado que los animales se mantuvieron en grupo en una misma caja (tanto en
dieta estdndar como en dieta alta en grasa), la ingesta se promedié en funcion del numero de
individuos de cada caja.

4.1.2.2. Efecto del estado nutricional en los niveles hepaticos de p53.

Para estudiar el efecto del estado nutricional en los niveles hepaticos de p53 y PCK1, los
ratones WT fueron alimentados ad /ibitum, sometidos a ayuno durante 6, 12 o 24 horas; o fueron
ayunados 24 horas y después realimentados ad libitum durante 2 o 24 horas.

El protocolo de ayuno durante 6, 12 y 24 horas, con realimentacion ad libitum durante 2
horas después de ayuno previo de 24 horas, fue realizado en colaboracion con las Doctoras
Marta Varela y ML Martinez-Chantar, del grupo Liver Disease Laboratory, Center for
Cooperative Research in Biosciences (CIC bioGUNE, Basque Research and Technology
Alliance (BRTA), Bizkaia Technology Parck, Spain.

4.1.2.3. Efecto de la concentracion de glucosa en sangre sobre los niveles hepaticos de
pS3.

Para estudiar el efecto de la glucosa sobre los niveles hepaticos de p53 in vivo, los ratones
WT fueron alimentados ad libitum con dieta estandar, sometidos a ayuno durante 24 horas, o
alimentados unicamente con azicar (Ab Azucarera Iberia SL), en ausencia de otros nutrientes,
para mantener la normoglicemia durante el ayuno [311].

4.1.2.4. Inyeccion intraperitoneal.
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La administracion intraperitoneal (IP) se realiza en la parte ventro-caudal del ratén, por
debajo de peritoneo. Se sujeta al animal por la espalda oprimiéndole ligeramente las
extremidades anteriores para inmovilizarlo. Se inclina la cabeza del animal ligeramente hacia
abajo, para minimizar el riesgo de desgarro en visceras, y se inserta la aguja (BD Microlance,
25G 5/8” 0.5x16 mm, BD Medical Surgicals Systems), acoplada a una jeringa (1 ml BD slip-
tip siringe, bulk, non-sterile, BD Medical Surgicals Systems), practicamente de manera
perpendicular a este, preferiblemente por su costado derecho. La inyeccion intraperitoneal,
como se detallara con precision en los sucesivos apartados, ha sido el método principal de
administracion de sustancias en el desarrollo de esta tesis.

4.1.2.5 Test de tolerancia a glucosa.

Para conocer la capacidad de los diferentes grupos experimentales de ratones para tolerar
la glucosa, se realizd un test de tolerancia a glucosa (GTT, glucose tolerance test). Tras una
noche de ayuno, se realizé la administracion de D-glucosa (2 g/kg) (Sigma-Aldrich, G8270)
por via IP. Antes de realizar el test, se recogieron los valores basales de glucosa mediante la
toma de una muestra de sangre de la cola, usando una tira reactiva conectada a un glucometro
(ARKRAY, USA). Tras la inyeccion IP de la D-glucosa, se midieron los niveles de glucosa en
sangre a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos después de la inyeccion. Con los datos obtenidos se
construyo6 una curva, de la cual se calcul6 el area bajo la curva (AUC) de los distintos grupos
experimentales.

4.1.2.6 Test de tolerancia a insulina.

Para conocer la sensibilidad a la insulina de los diferentes grupos experimentales de
ratones, se realizd un test de tolerancia a insulina (ITT, insulin tolerance test) (Actrapid, Novo
Nordisk). Tras 6 horas diurnas de ayuno, que permiten normalizar los niveles basales de glucosa
y la insulinemia, y evitar asi diferencias causadas por el tiempo transcurrido tras la tltima
ingesta de cada raton, se realizd la administracion de insulina (0.35 U/kg) por via IP. Se
midieron los niveles basales de glucosa circulante, asi como los niveles de glucosa a los 15, 30,
60, 90 y 120 minutos después de la inyeccion. Se calculd la AUC de los distintos grupos
experimentales.

4.1.2.7 Test de tolerancia a piruvato.

Para conocer la capacidad gluconeogénica de los diferentes grupos experimentales de
ratones, se realizd un test de tolerancia a piruvato (PTT, pyruvate tolerance test) (Sigma-
Aldrich, P2256), que es un inductor de la gluconeogénesis [312]. Tras un ayuno nocturno de
12 horas, se realiz6 la administracion de piruvato (1.25 g/kg) por via IP. Se midieron los niveles
basales de glucosa, asi como los niveles de glucosa a los 20, 40, 60, 80 y 120 minutos después
de la inyeccion. Se calculo la AUC de los distintos grupos experimentales.

4.1.2.8 Test de tolerancia a glicerol.

Para conocer la capacidad de los diferentes grupos experimentales para producir glucosa a
partir de glicerol, se realizé un test de tolerancia a glicerol (GlyTT, glicerol tolerance test), que
es un inductor de la gluconeogénesis. Tras un ayuno nocturno de 12 horas, se realiz6 la
administracion de glicerol (1g/kg) por via IP [313]. Se midieron los niveles basales de glucosa,
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asi como los niveles de glucosa a los 20, 40, 60, 80 y 120 minutos después de la inyeccion. Se
calculd la AUC de los distintos grupos experimentales.

4.1.2.9. Administracion de hormonas.

En el desarrollo de esta tesis se les ha administrado via IP a los diferentes modelos
animales: leptina, glucagdn, cortisol, adrenalina e insulina.

4.1.2.9.1 Leptina.

Para estudiar el efecto de la leptina en la regulacion de los niveles de proteina de p53 en el
higado, los ratones WT fueron tratados con salino o leptina recombinante (Sigma Aldrich, L-
4146) en una dosis de 0.5 mg/kg cada 12 horas durante 3 dias, que se les administr6 por via IP
[314]. Asi, los ratones WT fueron divididos en tres grupos experimentales: a) ratones WT
alimentados ad libitum con dieta estandar; b) ratones WT en ayuno y tratados con salino IP; y
c) ratones WT en ayuno y tratados con leptina IP.

4.1.2.9.2 Glucagon.

Los ratones, mantenidos previamente en ayuno durante la noche, fueron tratados con salino
o con glucagén 200 pg/kg (Sigma-Aldrich, G1774) por via IP. Transcurridos 30 minutos tras
la inyeccion, se midieron los niveles de glucosa en sangre [315]. Para su administracion, el
glucagon se diluye en salino.

4.1.2.9.3 Cortisol.

Los ratones, mantenidos previamente en ayuno durante la noche, fueron tratados con salino
o con hydrocortisone 21-hemisuccinate sodium salt a una dosis de 20 mg/kg (Santa Cruz
Biotechnology, sc-250130). La dosis se selecciond tras realizar un ensayo de dosis-respuesta,
siendo la menor de las dosis testadas capaz de inducir un incremento en la produccion hepatica
de glucosa. Para su administracion, la hydrocortisone 21-hemisuccinate sodium salt se diluye
en salino. Los niveles de glucosa en sangre fueron medidos a los 15, 30, 45 y 60 minutos tras
la administracion de la hormona.

4.1.2.9.4 Adrenalina.

Los ratones, mantenidos previamente en ayuno durante la noche, fueron tratados con salino
o con L-adrenaline (ThermoFisher, L04911) a una dosis de 100 pg/kg. La dosis se selecciond
tras realizar un ensayo de dosis-respuesta, siendo la menor de las dosis testadas capaz de inducir
un incremento en la produccion hepatica de glucosa. Para su administracion, la L-adrenaline se
diluye en salino. Los niveles de glucosa en sangre fueron medidos con un glucémetro a los 15,
30, 45 y 60 minutos tras la administracién de la hormona.

4.1.2.9.5 Insulina.

Para estudiar el efecto de la insulina a corto plazo en la regulacion de la glucemia en los
ratones que sobre expresan p53 especificamente en el higado, los ratones fueron tratados via IP
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con salino o insulina a una dosis de 0.35 U/kg tras 6 horas diurnas de ayuno. Se midieron con
un glucémetro los niveles basales de glucosa circulante, asi como los niveles de glucosa a los
5, 10, 15 y 20 minutos después de la inyeccion.

4.1.2.10 Restriccidn calorica.

Para la realizacion del ensayo de restriccion calorica, los animales fueron individualizados
los 5 dias previos al comienzo del ensayo, con acceso ad libitum a dieta estandar. Durante ese
periodo, los ratones, animales de comportamiento social, fueron aclimatados a la
individualizacidn, y se les monitorizo la ingesta diaria, para calcular la ingesta promedio de
ingesta diaria de cada individuo. Transcurridos esos primeros 5 dias, los ratones fueron
separados al azar en dos subgrupos, de los cuales uno sigui6é con acceso ad libitum a dieta
estandar, mientras el otro se sometid a una restriccion calorica del 60%. Todos los ratones
sometidos a restriccion calodrica recibieron su porcion diaria de alimento, el 40% de su ingesta
diaria durante los dias de aclimatacion, a las 18:00 horas. El peso corporal y los niveles de
glucosa en sangre de todos los grupos experimentales, se midieron cada dia a las 17:30 horas,
antes de recibir su porcion diaria de alimento [37]. En el tercer dia de la restriccion caldrica, se
midieron los niveles de glucosa en sangre a las 20:00 h, 2 horas después de la ingesta, ya que
los animales, hambrientos, consumen su porcion de alimento con rapidez. Esta medida de los
niveles de glucosa en sangre se realizo para evaluar la capacidad de los diferentes modelos
experimentales para restablecer los niveles de glucosa tras la ingesta, y averiguar si las
diferencias en los niveles de glucosa circulante que se detectaron en los ratones que no expresan
p53 en el higado, se debian a una incapacidad de restablecer los niveles de glucosa en sangre
tras la ingesta, o a un deterioro en la capacidad gluconeogénica, encargada de mantener los
niveles de glucosa circulantes hasta la siguiente ingesta.

Los ratones fueron sacrificados a las 17:30 horas (antes de la ingesta) en el cuarto dia de
restriccion caldrica. El suero y el higado fueron recogidos para su posterior analisis.

4.1.2.11 Test de tolerancia a la glucosa postprandial.

El test de tolerancia a la glucosa postprandial es una técnica muy sensible e informativa
acerca de la capacidad de control glucémico de los diferentes individuos. Los niveles de glucosa
elevados después de la ingesta son un indicativo de un control glucémico inadecuado, y es una
de las anormalidades de la homeostasis de la glucosa que aparecen temprano en el desarrollo
de la DMT?2 [316].

Para la realizacion del ensayo del test de tolerancia a la glucosa postprandial, los ratones
se sometieron a ayuno durante toda la noche, y después tuvieron acceso ad libitum a dieta
estandar. Los niveles de glucosa basales, asi como la concentracion de glucosa en sangre a los
30, 60, 120 y 240 minutos tras el inicio de la ingesta, fueron medidos con un glucémetro [317].
La ingesta fue monitorizadas a los mismos tiempos, empleando una balanza de precision.

Para generar resistencia a insulina sin provocar cambios significativos en la masa corporal
ni el desarrollo del fenotipo de higado graso no alcohdlico, los diferentes modelos de raton
fueron alimentados con dieta alta en grasa (60% fat, Research Diets, D12492) durante 4 dias
[318]. Transcurridos los 4 dias de alimentacidon con dieta alta en grasa, los diferentes grupos
experimentales fueron sometidos a ayuno durante toda la noche, transcurrido el cual tuvieron
acceso ad libitum a dieta alta en grasa, y sus niveles de glucosa circulante fueron medidos con
un glucometro antes del inicio de la ingesta, y a los 30, 60, 120 y 240 minutos después del inicio
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de la misma, para evaluar la capacidad de control glucémico de los diferentes grupos
experimentales.

4.1.2.12 Inyeccidn en la vena de la cola.

La inyeccion en la vena lateral de la cola del raton (TVI, tail vein injection) es el método
mas comun y eficiente de administrar vectores virales en el higado [319]. Se han identificado
al menos 12 serotipos diferentes de AAVs (virus adeno-asociados), que vienen determinados
por las distintas proteinas de la cépside. Cada uno de estos serotipos posee un tropismo
diferente. Seleccionamos el AAV serotipo 8 por poseer una elevada afinidad por la infeccion
en los hepatocitos. Dependiendo de la dosis, los AAVS8 pueden infectar entre el 90 y el 95% de
los hepatocitos tras la inyeccion a través de la vena [320]. Esta via de administracion no requiere
anestesia, pero si la utilizacion de un cepo para inmovilizar de forma correcta al raton. Los
cepos utilizados se adquirieron en la casa comercial BIOSEB, Francia (modelo: TV-150-STD).
Antes de administrar las sustancias, es necesario dilatar la vena de la cola del raton para facilitar
la inyeccion. Para ello, se pueden utilizar varios métodos, como las ldmparas térmicas de
infrarrojo, calentar la cola en agua a menos de 43°C o utilizar vasodilatadores. En nuestro caso,
utilizamos la luz infrarroja con exposiciones cortas (5-10 segundos). Las inyecciones se
realizaron con agujas de 27G x 3/8” (0.4 mm x 10 mm) BD Plastipak siringe (1112678990) un
volumen de 100 pl. Las sustancias se inyectan en las venas laterales de la cola, que se localizan
a ambos laterales de la linea central de la cola. Estas venas son muy superficiales, de manera
que la inyeccion ha de hacerse paralela a la superficie. Para comprobar si estamos accediendo
a la vena de forma correcta, basta con comprobar si aparece sangre al aspirar, o bien, no apreciar
ninguna resistencia al presionar el émbolo de la aguja al inyectar. Una vez inoculada la
sustancia, se retira la aguja despacio, y se presiona la zona hasta detener la hemorragia.

En esta tesis, se ha utilizado esta via de administracion para inyectar los diferentes virus
que modifican la expresion génica de p53:

Virus Casa comercial y referencia Dosis (UV/ml) | Vehiculo

AAVS8-Cre-GFP Signagen Laboratories; #SL100,835 | 10" Suero salino
AAVS-GFP Signagen Laboratories; #SL100,833 | 10" Suero salino
AAV-DIO-p53-EGFP Vector Builder 10" Suero salino
AAV-DIO-EGFP Vector Builder 10" Suero salino
Ad-p53 Signagen Laboratories; #SL100,777 | 10° Suero salino
Ad-GFP Signagen Laboratories; #SL100,833 | 10° Suero salino

Tabla 1. Lista de virus inyectados por la vena de la cola de los ratones.

El virus AAVS8-Cre-GFP expresa la recombinasa Cre junto con el gen marcador GFP. En
el desarrollo de esta tesis, el virus AAV8-Cre-GFP fue inyectado por la vena de la cola de
nuestros ratones Floxp53. En estos ratones, los sitios loxP se disponen en parejas flanqueando
el segmento de DNA situado entre los exones 2 y 10 del gen p53. Este mecanismo de escision
del gen de interés se basa en la accidn de la recombinasa Cre que, cuando se expresa, se une a
sus dianas definidas, denominadas sitios loxP (locus crossover (x) in PI, ya que se
caracterizaron en el fago P1, donde Cre provoca la recombinacion de estos fragmentos), los
corta por la mitad y después une las dos mitades restantes tras haber eliminado el segmento de
DNA flanqueado [321]. Con este método, y apoyandonos en la administracion de los virus por
la vena de la cola, obtenemos ratones en los que vamos a disminuir de forma parcial y especifica
la expresion de p53 en el higado. El virus AAVS-GFP, que no expresan los genes para la
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recombinasa Cre, se inyecta como control de nuestros experimentos. Se espera un mes tras la
inyeccion de los virus para realizar los experimentos, ya que de esta manera nos aseguramos de
que la disminucion en la expresion de p53 sea significativa y efectiva.

El virus AAV-DIO (double floxed gene with inverterd orientantion)-pS3-EGFP es un virus
adeno-asociado cuya actividad es inducible por la accion de la recombinasa Cre [321]. De este
modo, inyectados en la vena de la cola de los ratones que expresen la recombinasa Cre bajo la
accion del promotor de la albaumina (ratones AlfpCre y ratones Floxp53 AlfpCre), nos permiten
manipular los niveles de p53 especificamente en los hepatocitos del higado de nuestros modelos
animales. En el desarrollo de esta tesis, se han empleado los virus AAV-DIO-p53-EGFP para
recuperar la expresion de p53 de forma especifica en los hepatocitos de los ratones knock out
condicionales de p53 en el higado (ratones Floxp53 AlfpCre), y para sobre expresar p53
especificamente en el higado de ratones con niveles basales de p53 normales (en los ratones
AlfpCre). El virus AAV-DIO-EGFP, que expresa GFP como resultado de la actividad de la
recombinasa Cre, se inyecta como control de nuestros experimentos.

Q Expresion OFF

Cn.

loxP beMut Gen loxP onMut

Inversion con loxP / Wersién con loxMut

Escision con loxMut

Escision con loxP

\ @© Expresion ON v/

loxP Gen loxMut

Imagen 10. Representacion esquemaitica de un vector DIO (Double-floxed gene with Inverted Orientation) y su
funcionamiento. La inversion puede ocurrir tanto con los loxP como con los loxMut, seguido de una escision de dos sitios lox.
El vector DIO permite la expresion del gen solo en presencia de la recombinasa Cre. Imagen de elaboracion propia.

El funcionamiento de estos virus DIO se basa de nuevo en la actividad de la recombinasa
Cre, y en la dualidad de sus funciones ya que, una vez que reconoce sus lugares de union lox,
antes de escindir el fragmento flanqueado por los mismos, lo que hace es corregir su orientacion
si este se encuentra invertido, en orientacion 3’—5’. Esta capacidad de la recombinasa Cre se
explota a la hora de utilizar los virus DIO. En ellos, tal y como se representa en la Imagen 10,
la secuencia del gen de interés se encuentra invertida, de modo que no se puede expresar, y esta
flanqueada por dos sets de sitios lox: un par de secuencias loxP, que es la secuencia silvestre, y
un par de secuencias loxMutantes. Los loxMutantes son variantes generadas de loxP, y algunos
muy empleados con frecuencia son lox511, 10x2272 y lox5171. La recombinasa Cre es capaz
de reconocer a las secuencias silvestres y a las mutantes con la misma afinidad, sin embargo,
no puede generar recombinacion entre las regiones silvestres y las mutantes. De este modo,
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como se muestra en la Imagen 10, con los vectores DIO ocurren dos etapas de recombinacion:
la primera consiste en la inversion de la secuencia flanqueada, usando uno de los sets de
regiones lox, que deja dos sitios lox idénticos y con la misma orientacion a un lado del gen; y
la segunda recombinacion produce la escision de la secuencia intermedia, como se muestra en
la Imagen 10. El orden en el que los sitios lox sufren recombinacion se produce al azar, pero el
producto final siempre es el mismo, con el gen en sentido 5’—3’, capaz, de este modo, de ser
expresado.

Finalmente, los vectores adenovirus (Ad) permiten la sobre expresion del gen que portan
de modo inmediato, con un efecto transitorio de 7 dias. En el desarrollo de esta tesis, el Adp53
se ha utilizado para recuperar de forma aguda la expresion hepatica de p53 en los ratones
Floxp53 previamente inyectados con los virus AAV8-Cre-GFP, asi como para sobre expresar
p53 en el higado de ratones WT. El AdGFP fue inyectado como control de nuestros
experimentos.

4.1.2.13 Estudio de la sensibilidad a insulina en el higado.

Para estudiar la via de sefializacion de la insulina y la sensibilidad a insulina
especificamente en el higado, se realizd un ensayo de administracion de insulina en la vena
cava, tras inducir anestesia general a todos los animales. Este procedimiento fue el unico que
requiri6 de analgesia y anestesia en el desarrollo de la tesis. La composicion de la anestesia fue
de 42.5% de ketamina (Imalgene 1000 inyectable, Merial), 20% mg/kg de xilazina (Romptn
2%, Bayer Health Care) y 37.5% de suero salino fisioldgico (suero fisioldgico isotonico,
Physan), a una dosis de 200 ul/100 gramos de masa corporal, administrado por via IP. La
confirmacion del estado de anestesia de cada animal se comprob6 mediante el reflejo podal y
palpebral, siendo su ausencia un indicativo de un estado de anestesia Optimo. Tras la anestesia
general de los animales, se realiz6 una laparotomia para acceder a la vena cava. Dos minutos
después de la inyeccion de la insulina en la vena cava (5 unidades de insulina diluidas en 125
ul de salino), se diseccion6 el higado para su posterior analisis [322].

4.1.2.14 Determinacion de la produccion hepatica de glucosa.

La medicion de la produccion hepatica de glucosa se realizd en ratones conscientes
cateterizados. Los catéteres (Instech Laboratories Inc, BTSIL-035) fueron implantados
quirargicamente, bajo el efecto anestésico del isufluorano, 7 dias antes del comienzo del
experimento. Los catéteres se insertan en la vena yugular derecha, y se exteriorizan sobre el
cuello conectandose con el boton de acceso vascular (Instech Laboratories Inc, VAB62BS/25).
Los catéteres se lavan todos los dias con suero salino fisiologico heparinizado (NaCl 0.9%, 200
IU/ml de heparina) para la administracion de los reactivos. Dado que los animales estaban en
restriccion caldrica y terminaron su racion de comida a las 19:00 horas del dia anterior, no fue
necesario someterlos a ayuno el dia de la perfusion (cuarto dia de restriccion calorica). Durante
la perfusion, los ratones recibieron una infusion de [3-*H]-glucosa (0.05 pCi/min) (Perkin
Elmer, Walthman, MA). Se tomaron muestras de sangre de la vena de la cola (10 pl) a los 90,
100 y 110 minutos, y fueron tratadas con 0.3N ZnSOs y 0.3N Ba(OH),. Se midi6 la
concentracion de glucosa mediante el método de la glucosa oxidasa (GLU, Roche Diagnostics),
y las mediciones de [3-*H]-glucosa se realizaron con o sin secado durante la noche para la
evaluacion del agua tritiada para la determinacion de la glucdlisis.

El protocolo experimental de la medicion de la produccion hepatica de glucosa fue
realizado en colaboracion con los Doctores Christelle Veyrat-Durebex y Roberto Coppari,
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Department of Cell Physiology and Metabolism, Faculty of Medicine, University of Geneva,
1211 Geneva, Switzerland.

4.1.2.15 Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) en muestras de higado.

Para estudiar la interaccion entre el factor de transcripcion p53 y el promotor de PCK1 in
vivo, se realiz6 un ChIP en ratones WT alimentados ad libitum o sometidos a restriccion
calorica del 60%. Para ello, se homogenizaron 5 mg de tejido (previamente congelado en
nitrogeno liquido) en hielo y en un homogeneizador Dounce (indicado para conservar los
nicleos celulares tras la homogeneizaciéon) [KIMBLE Dounce tissue grinder set, Sigma-
Aldrich; #D8938, pistilo A (10 veces) y pistilo B (20 veces)] usando 1.5 ml de PBS-P [PBS
suplementado con inhibidores de proteasas (Roche; #000000011873580001-Merck)].
Posteriormente, se realizo el crosslinking de 1 ml de la suspension celular afiadiendo 100 pl de
una solucion fresca de formaldehido al 11% (50 mM de Hepes-KOH, pH 7.5, 100 mM de NaCl,
1 mM de EDTA, 0.5 mM de EGTA y 11% de formaldehido) en agitacion ligera durante 8
minutos a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, el crosslinking se detiene anadiendo
glicina a una concentracion final de 0.125 M durante 5 minutos, y la suspension se centrifuga
a 9000 g y 4°C durante 5 minutos. A continuacién, se lava con PBS-P 1X, y se vuelve a
centrifugar, y el pellet resultante se congela inmediatamente en nitrégeno liquido. EIl paso
siguiente consiste en resuspender dos veces el pellet obtenido en 2 ml de buffer de lisis celular
[20 mM Tris-HCI pH 8.0, 85 mM KCI, 0.5% Igepal (Sigma-Aldrich, #18896) suplementado
con 1X de inhibidores de proteasas], se agita intensamente y se deja en hielo durante 10
minutos, transcurridos los cuales se centrifuga a 9000 g durante 5 minutos a 4°C. Finalmente,
el pellet se disgrega en 200 pul de buffer de lisis nuclear (10 mM de Tris-HCI pH 8.0, I mM
EDTA, 1% SDS, suplementado con 1X de inhibidor de protesasas) utilizando el
homogeneizador Dounce (pistilo B, 20 veces). Una vez realizado este procedimiento, se deja
en hielo durante 10 minutos, y después se agita intensamente y se congela en nitrégeno liquido.

Una vez realizado el procedimiento anteriormente descrito, se toman 200 pl del extracto
nuclear y se diluyen con 800 pl de TE, y 500 pl del mix resultante se sonican en el sonicador
Bioruptor™ Plus (Diagenode) en 30 ciclos (ciclos de sonicacion: 30 segundos ON, 30 segundos
OFF), y después se centrifugan a 10.000 g durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante resultante
contiene la cromatina, y este se guarda a -80°C hasta su posterior uso. Para evaluar la eficiencia
del crosslinking, se toman 25 pl del sobrenadante que contiene la cromatina, y se deja a 65°C
toda la noche en una disolucion de buffer de elucion (50mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM de EDTA,
1% de SDS) y NaCl 0.2 M. Al dia siguiente se afiaden a la disolucion 250 pl de TE y RNase A
(0.2 mg/ml), y se incuba a 37°C durante 2 horas. Posteriormente, se afiade proteinasa K (0.2
pl/ml) y se incuba a 56°C durante 2 horas. El DNA eluido se purifica usando un kit de
purificacion (Quiagen QIAquick PCR purification kit; #28104), y se evalta la fragmentacion
de la cromatina (100 ng — 500 ng) en un gel de agarosa del 1%.

La inmunoprecipitacion de la cromatina se lleva a cabo utilizando el Kit de
Inmunoprecipitacion de la Cromatina Magna ChIP A/G (Merck; #17-10085) siguiendo las
instrucciones del fabricante. De este modo, las muestras se inmunoprecipitan con 5 pl de anti-
p53 (1C12) (Cell Signaling Technology; #2524), incubando con el anticuerpo durante toda la
noche a 4°C. Seguidamente, las muestras se lavan una vez con el buffer LiCl y con el buffer TE
con bajo contenido en sal y con alto contenido en sal, y el DNA eluido se purifica usando un
Kit de purificacion de PCR (Qiagen). El DNA inmunoprecipitado se amplifica por PCR, y la
abundancia del DNA diana (en esta tesis el promotor de PCK1) se calcula como el porcentaje
respecto a input. Los primers utilizados para amplificar la region del promotor de PCK1 fueron
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los siguientes: Forward (CAACAGGCAGGGTCAAAGT) y Reverse
(GCACGGTTTGGAACTGACTT).

El protocolo experimental del ChIP en muestras de higado de raton fue realizado en
colaboracion con los Doctores Ashwin Woodhoo y Marta Varela, Center for Cooperative
Research in Biosciences (CIC bioGUNE, Basque Research and Technology Alliance (BRTA),
Bizkaia Technology Parck, Spain.

4.1.2.16 Analisis histologico del tejido hepatico.

En la realizacion de esta tesis, se realizaron tinciones histologicas para estudiar el posible
efecto de la manipulacion especifica de pS3 en el higado. Una vez obtenidas las tinciones, se
observaron y fotografiaron los cortes histologicos con un microscopio (Zeiss) utilizando los
objetivos de 10, 20 y 40 aumentos. Se analizaron al menos 8 animales por grupo experimental,
y se tomaron 3 fotografias por muestra.

o Hematoxilina/eosina: para realizar esta tincion, el tejido previamente fijado con
formalina se incluye en parafina para ser seccionado en un micrétomo. Los cortes
de parafina se tratan con xilol para eliminar los excesos de la misma. A
continuacion, los cortes se pasan por un proceso de rehidratacion, consistente en
alcoholes de concentracion decreciente (100, 95 y 70°). Tras un lavado con H>O
destilada, se sumergen en hematoxilina (Bio Optica) durante 10 minutos, se lavan
e inmediatamente de pasar por un alcohol 4cido. Tras el lavado, se sumergen 30
segundos en eosina (Bio Optica). Para deshidratar la muestra, los cortes se pasan
por los mismos alcoholes en graduacion creciente y, antes de montar, se dejan
sumergidos 10 minutos en xilol. Los portaobjetos se montan en medio de montaje
acuoso. Esta técnica nos permite visualizar la estructura general del tejido y, dado
que la hematoxilina es de naturaleza cationica (bésica), tifie de azul las estructuras
basofilas (acidas) como los nucleos celulares; y la eosina, que es de naturaleza
acida, tifie de rosa las estructuras de naturaleza bésica, como el citoplasma.

o Inmunohistoquimica: esta técnica nos permite detectar en el propio tejido la
presencia y localizacion de determinadas proteinas. En el desarrollo de este
proyecto de investigacion, se utilizd la inmunohistoquimica para el estudio y
determinacion del estado del ciclo celular y el dafio celular que pudiese ocasionar
la deleccion de p53 especificamente en el higado. Para ello se estudiaron los niveles
de CC3 (cleaved caspase 3) y ki67.

4.1.2.17 Sacrificio, recogida de tejidos y muestras.
Al final de los experimentos, los animales fueron sacrificados por decapitacion. Las
muestras obtenidas por diseccion se almacenaron inmediatamente a -80°C hasta su posterior

analisis molecular. Para andlisis histologicos, se introdujo una pequefia muestra del tejido de
interés en paraformaldehido 10% para su posterior inclusion en parafina.

4.2 CULTIVOS CELULARES.

4.2.1 THLE-2 (Transformed Human Liver Epithelial-2).
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Las células THLE-2 se obtuvieron de ATCC (The Global Bioresource Center; CRL-2706).
Se trata de una linea celular humana que muestra las caracteristicas fenotipicas de las células
epiteliales de un higado adulto normal (las células epiteliales son las mayoritarias en el higado,
y entre las cuales los hepatocitos constituyen la fracciéon mas importante). Las THLE-2 derivan
de un cultivo primario de hepatocitos procedente del 16bulo izquierdo de un paciente adulto (en
el que no se encontraron evidencias de tumor), y posteriormente infectadas con el antigeno T
largo del SV40 (Simian virus 40) [323].

El medio de cultivo empleado para el mantenimiento de estas células fue BEGM
(Bronchial Epithelial cell Basal Medium), de la casa comercial Lonza. Es necesario
suplementar este medio basal con unos aditivos del Bullekit (Lonza/Clonecitcs Corporation,
BEGM Bullekit; CC-3170), y 70 ng/ml de fosfoetanolamina (Sigma-Aldrich; P05039), 5 ng/ml
de factor de crecimiento epidérmico, 10% de suero bovino fetal (FBS, fetal bovine serum)
(Gibco; #1027016) y un 1% de la solucion Glutamina-Penicilina-Estreptomicina (Sigma-
Aldrich; #A4503). Las THLE-2 se mantienen en condiciones de 5% de CO; a 37°C. En la rutina
de mantenimiento de la linea celular, las THLE-2 se pasan a nuevas placas cuando alcanzan la
confluencia del 70-80%, diluyéndose en proporcion 1:4, lo que equivale a 5x10000 células/cm?,
usando tripsina/EDTA al 0.25%. Para sembrar las células es necesario realizar un tratamiento
previo en las placas, para conseguir una mejor adherencia celular. Para ello se aplica un
recubrimiento en las placas que consta de una mezcla de 0.01 mg/ml de fibronectina (Gibco;
#33010-018), 0.03 mg/ml de coladgeno tipo I (Santa Cruz Biotechnology, #sc-136157) y 0.01
mg/ml de albimina de suero bovino (BSA, bovine serum albumin) (Sigma-Aldrich; A4503)
disuelto en medio basal.

Para la realizacion de todos los experimentos se sembraron 1.5 x 10° células en cada pocillo
de una placa de cultivo celular Multiwell™ de 6 pocillos (Fisher Scientific). El mantenimiento,
congelacion/descongelacion, y contaje celular se realizaron siguiendo el procedimiento
estandar de cultivo celular. Fueron testadas semanalmente para detectar la posible presencia de
micoplasma.

4.2.2 Hep3B.

Las células Hep3B se obtuvieron de ECACC (European Collection of Authenticated Cell
Cultures, Sigma; #86062703). Se trata de una linea celular humana obtenida de un
hepatocarcinoma de un vardn de los Estados Unidos de 8 afios de edad [324]. Esta linea celular
se caracteriza porque carece de la expresion de p53 [325, 326]. Las células Hep3B se mantienen
con medio EMEM (Minimum Essential Medium Eagle) (Sigma-Aldrich; #M2279)
suplementado con FBS al 10%, un 1% de la soluciéon Glutamina-Penicilina-Estreptomicina y
un 1% de amino acidos no esenciales (Sigma-Aldrich; #M7145). Las Hep3B se mantienen en
condiciones de 5% de COz a 37°C. En la rutina de mantenimiento de la linea celular, las Hep3B
se pasan a nuevas placas cuando alcanzan la confluencia del 70-80%, diluyéndose en
proporcion 1:4, lo que equivale a 5x10000 células/cm?, usando tripsina/EDTA al 0.25%.

Para la realizacion de todos los experimentos se sembraron 3 x 10° células en cada pocillo
de una placa de cultivo celular Multiwell™ de 6 pocillos (Fisher Scientific). El mantenimiento,
congelacion/descongelacion, y contaje celular se realizaron siguiendo el procedimiento
estandar de cultivo celular. Fueron testadas semanalmente para detectar la posible presencia de
micoplasma.

4.3 TRATAMIENTOS CELULARES.
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4.3.1 Transfecciones transitorias.

Para el estudio del efecto de p53 en el metabolismo de la glucosa en hepatocitos, utilizamos
dos tipos de aproximaciones: sobre expresion del gen p53, PCK1 y pp53S149A con plasmido,
y silenciamiento de p53 y PCK1 con ARN interferente (siRNA, small-interfering RNA).

4.3.1.1 Silenciamiento de p53 y PCK1 en las células THLE-2.

Para silenciar la expresion del gen p53 en las células THLE-2, las células fueron
transfectadas con un siRNA especifico para p53 (sip53) [Dharmacon; SMARTpool: ON-
TARGET plus Human TP53 (7157) siRNA #L-003329-00-0020] o un siRNA especifico para
PCK1(Dharmacon; SMARTpool: ON-TARGETplus PCK1 siRNA #L-006796-00-0005).
Como control negativo se utilizd un non-targeting siRNA (si0) (Dharmacon; #D-001810-10-
05). Para realizar la transfeccion, se empled6 DharmaFECT (Dharmacon; #T-2001-03)
siguiendo las indicaciones de la casa comercial. De este modo, se sembraron 1.5 x 10° en placas
de 6 pocillos, y tras 24 horas en cultivo se procedid a la transfeccion siguiendo el siguiente
protocolo: se mezclaron 50 pmol de sip53 diluidos en 200 ul de Opti-MEM (Life Technologies;
#31985-070) con 6.5 pl de DharmaFECT diluido en 193.5 pl de Opti-MEM. Esta mezcla se
afiade posteriormente a cada pocillo, completando con el medio BEGM hasta un volumen final
de 1.5 ml por pocillo. Transcurridas 6 horas, se reemplaza el medio de las células por medio
BEGM fresco, hasta que se realicen los experimentos o tratamientos, 48 horas después del
inicio de la transfeccion con los siRNAs.

4.3.1.2 Sobre expresion de p53, PCK1 y pA149S en las células THLE-2.

Para sobre expresar el gen p53 en las células THLE-2, las células fueron transfectadas con
el plasmido pCMV-Neo-Bam-p53-wt (pp53) (Addgene; plasmid #16434), y para sobre
expresar PCK1 se empled el plasmido pCMV6-(Myc-DDK-tagged)-Human
phosphoenolpyruvate-carboxykinasel (Origene; plasmid #RC204758). Para sobre expresar la
version de p53 con la serina 149 mutada a alanina, se empled el plasmido pA149S,
amablemente cedido por Jin Won Cho, quien fue el primero en generarlo y describir que p53
se O-GlcNAcilaba en esa posicion [227]. Como control negativo se utilizo el plasmido pCMV-
Neo-Bam (p0) (Addgene; plasmid #16440). Para realizar la transfecciéon se empled
Lipofectamine 2000 (Invitrogen; #11668-019) siguiendo las indicaciones de la casa comercial.
De este modo, se sembraron 1.5 x 10° en placas de 6 pocillos, y tras 24 horas en cultivo se
procedio a la transfeccion siguiendo el siguiente protocolo: se mezclaron 4 pl de Lipofectamine
2000 diluidos en 150 pl de Opti-MEM con 2.5 pg de DNA de plasmido diluidos en 150 ul de
Opti-MEM. Esta mezcla se afiade posteriormente a cada pocillo, completando con el medio
BEGM hasta un volumen final de 1.5 ml por pocillo. Transcurridas 6 horas, se reemplaza el
medio de las células por medio BEGM fresco, hasta que se realicen los experimentos
tratamientos, 24 horas después de inicio de la transfeccion con los plasmidos.

4.3.1.3 Sobre expresion de p53 y pA149S en las células Hep3B.
Para recuperar la expresion del gen p53 en las células Hep3B, las células fueron

transfectadas con el pldsmido pCMV-Neo-Bam-p53-wt (pp53) o con el plasmido pA149S.
Como control negativo se utilizé el plasmido pCMV-Neo-Bam (p0). Para realizar la
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transfeccion, se empled Lipofectamine 2000 siguiendo las indicaciones de la casa comercial.
De este modo, se sembraron 3 x 10° en placas de 6 pocillos, y tras 24 horas en cultivo se
procedio6 a la transfeccion siguiendo el siguiente protocolo: se mezclaron 8 pl de Lipofectamine
2000 diluidos en 150 pul de Opti-MEM con 8 pug de DNA de plasmido diluidos en 150 pl de
Opti-MEM. Esta mezcla se afiade posteriormente a cada pocillo, completando con el medio
EMEM hasta un volumen final de 1.5 ml por pocillo. Transcurridas 6 horas, se reemplaza el
medio de las células por medio EMEM fresco, hasta que se realicen los experimentos
tratamientos, 24 horas después de inicio de la transfeccion con los plasmidos.

4.3.2 Efecto del estado nutricional.

En todos los experimentos en los que las células THLE-2 o Hep3B fueron sometidas a
ayuno, se utilizé el buffer Krebs-Henseleit-HEPES (KHH), compuesto por: NaCl 120 mmol/l,
KCI 4.7 mmol/l, CaCl, 2.5 mmol/l, MgSO4 1.2 mmol/l, KH2PO4 1.2 mmol/l, NaHCO3 25
mmol/l, HEPES pH 7.4 25 mmol/l). El KHH constituye un medio de ayuno muy relevante para
el estudio de la gluconeogénesis [327, 328], y no contiene nutrientes ni hormonas.

Para estudiar el efecto de la glucosa en la regulacion de los niveles de proteina de p53 in
vitro, las células THLE-2 fueron incubadas en medio KHH durante 6 horas, en presencia o
ausencia de glucosa (D-glucose, Sigma Aldrich; #G8270) 1 mM o 10 mM [329].

4.3.3 Estudio de la O-GlcNacilacion de p53.

Para estudiar el efecto de la O-GlcNacilacion en p53, las células THLE-2 se trataron con
PUGNACc (Sigma Aldrich; #A7229) o con OSMI-1 (Sigma Aldrich; #SML1621). PUGNACc es
un inhibidor de OGA [330], la enzima que hidroliza el O-GlcNAc de las proteinas O-
GlcNAciladas, por lo que incrementa la O-GlcNAcilacion de las proteinas. EI PUGNACc,
soluble en DMSO (35 mg/ml), fue afiadido al medio celular durante 6 horas, en dosis de 5, 25
y 75 uM [331]. En los sucesivos experimentos, se utilizo la dosis de 75 uM. El grupo control
recibié el DMSO vehiculo disuelto en salino. OSMI-1 es un inhibidor de OGT [332], la enzima
que cataliza la adicion de un O-GIcNAc a un residuo de serina o treonina de las proteinas
sustrato, mediante un enlace O-glicosidico, o a un residuo de cisteina mediante un enlace S-
glucosidico. El OSMI-1, soluble en DMSO (20 mg/ml), fue afiadido al medio celular durante
6 horas, en dosis de 10, 40 y 100 uM [332]. En los sucesivos experimentos se utilizé la dosis
de 100 uM. EI grupo control recibié el DMSO vehiculo disuelto en salino.

4.3.4 Estudio del efecto de las principales hormonas glucorreguladoras.

Para estudiar el efecto del glucagdon en la regulacion de los niveles de proteina de p53 in
vitro, las células se mantuvieron en medio KHH y se trataron con glucagén (Sigma Aldrich;
#G1774) durante 6 horas. El glucagén, disuelto en salino, se administr6 a dosis de 0.1, 10y
25 nM [333]. En los sucesivos experimentos, se utilizd la dosis de 10 nM. Las células también
fueron tratadas con forskolina (Santa Cruz Biotechnology; #sc-3562), que es un activador de
AMPc [334], y mimetiza los efectos del glucagdn al activar su ruta molecular. La forskolina,
soluble en DMSO (5 mg/ml), se administrd a una dosis de 2 puM en medio completo durante
30 minutos. El grupo control recibié el DMSO vehiculo disuelto en salino.

Para estudiar el efecto de la adrenalina en la regulacion de p53 in vitro, las células se
mantuvieron en medio KHH y se trataron con L-adrenaline (Thermofisher; #L.04911), disuelta
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en salino, a concentraciones de 1, 10 y 20 puM [335] durante 6 horas. En los sucesivos
experimentos se utilizo la dosis de 10 pM.

Para el estudio del efecto del cortisol en la regulacion de los niveles de proteina y la
actividad de p53, las células se mantuvieron en medio KHH y se trataron con una solucién de
hidrocortisona (Sigma Aldrich; #H6909). La hidrocortisona, disuelta en salino, se administrd
al medio celular a dosis de 0.1, 1 y 10 uM [336] durante 6 horas. En los sucesivos experimentos
se utilizo la dosis de 1 pM.

Para estudiar el efecto regulatorio de la insulina in vitro, las células fueron tratadas con
insulina en una dosis de 1 y 10 nM [337] durante 6 horas. En los sucesivos experimentos se
utilizo la dosis de 10 nM. Las células también fueron tratadas con SC79 Akt Activator II (Merk
Millipore; #123871), que es un activador de Akt [338], y mimetiza los efectos inhibitorios de
la insulina sobre la gluconeogénesis [339]. E1 SC79 Akt Activator II, soluble en DMSO (50
mg/ml), se administr6 al medio celular en una dosis de 2 pg/ul [340] durante 6 horas. El grupo
control recibié el DMSO vehiculo disuelto en salino.

4.3.5 Medicion de la glucosa en medio.

Para evaluar la produccién hepatica de glucosa in vitro, las células fueron incubadas en
medio KHH suplementado con lactato 20 mM y piruvato 2 mM [341-343], al que se denominé
“medio de produccién de glucosa”. Las células se mantuvieron 6 horas en medio de produccion
de glucosa para realizar los ensayos donde se inhibi6 PCK1; y donde se sobre expresé p53, en
ausencia o presencia de insulina; y se mantuvieron 30 minutos en medio de produccion de
glucosa para realizar los ensayos con forskolina. La cantidad de glucosa producida por los
hepatocitos y liberada al medio extracelular, se cuantifico utilizando el High Sensitivity
Glucose Assay Kit (Sigma Aldrich; #MAK181-1KT). Se trata de un kit fluorimético muy
sensible, capaz de detectar cantidades de glucosa en un rango de 20-100 pmol/pocillo. En la
realizacion de este ensayo, se afiadié 1 ml de medio de produccion de glucosa (suplementado o
no con insulina o forskolina) a cada pocillo de una placa de 6 pocillos, donde las células se
sembraron siguiendo el proceso habitual. La adicion de 1 ml de medio, en lugar del 1.5 ml
habitual, facilita la concentracion de la glucosa producida por las células hepaticas, y su
posterior determinacion. Posteriormente, se realiza el protocolo siguiendo las instrucciones del
fabricante, cargando 50 pul de medio por muestra, y por duplicado, en una placa de 96 pocillos,
para su posterior analisis. La concentracion de glucosa de cada muestra se determina mediante
un ensayo enzimatico acoplado, que da como resultado un producto fluorimétrico (Aex =
535/hem = 587 nm) proporcional a la glucosa presente. Finalmente, los resultados se
normalizan por la cantidad de proteina del lisado celular [313].

4.3.6 Medicion del contenido celular de oxaloacetato.

Las células se incubaron en medio completo o medio KHH durante 6 horas, y
posteriormente se determind el contenido intracelular de oxaloacetato utilizando el
Oxaloacetate Assay Kit (Sigma Aldrich; #MAKO070-1KT), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se trata de un kit que puede realizar la determinacion fluorimétrica (Aex = 535/Aem
= 587 nm) del producto resultante de un ensayo enzimatico acoplado, proporcional a la cantidad
de oxaloacetato presente en la muestra [344]. Las muestras celulares se homogenizaron con 100
ul del OAA Assay Buffer, y se mantuvieron 10 minutos en hielo. Después de centrifugar las
muestras a 10000 g a 4°C durante 10 minutos, se recogid el sobrenadante y se determino la
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cantidad de proteina y la cantidad de oxaloacetato por separado. Los resultados se normalizaron
por la cantidad de proteina del lisado celular.

4.3.7 Determinacion de la actividad enzimatica de PCK1.

La actividad enzimatica de PCK1 es proporcional a la cantidad de proteina de PCK1
presente en la muestra. La actividad de PCK1 se determind utilizando el Phosphoenolpyruvate
Carboxykinase Activity Assay Kit (BioVision; #K359-100), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Asi, las muestras celulares se homogenizaron con 200 ul del Assay Buffer, y se
mantuvieron 10 minutos en hielo. Después de centrifugar las muestras a 10000 g a 4°C durante
10 minutos, se recogid el sobrenadante y se determiné la cantidad de proteina y la actividad
enzimatica por separado. En este kit, la PCK se combina con un conjunto de enzimas que
convierten el PEP y el carbonato en una serie de intermediarios y peréxido de hidrégeno, que
a su vez, reacciona con una sonda y se convierte generando una sefial colorimétrica (OD: 570
nm), que es proporcional a la cantidad de PCK activo presente en las muestras. Los resultados
se normalizaron por la cantidad de proteina total del lisado celular.

4.3.8 Inmunoprecipitacion de p53.

La inmunoprecipitacion de p53 en células THLE-2 se realiz6 utilizando el Pierce™ Direct
IP Kit (ThermoFisher Scientific; #26148). Este método permite realizar un crosslink entre el
anticuerpo primario y la resina, y al inmovilizar el anticuerpo primario, el antigeno queda libre
de las cadenas desnaturalizadas del anticuerpo, lo que resulta de especial importancia, ya que
las cadenas pesadas del anticuerpo primario coinciden en el peso molecular con p53 cuando se
realiza el andlisis por western blot. En la realizacion del protocolo, se siguieron las indicaciones
del fabricante, en relacion a las cuales 5 pg de anticuerpo primario contra p53 humano (DO-1)
(Santa Cruz Biotechnology; #sc-126) se acoplaron quimicamente a la resina AminoLink
durante 120 minutos. Se utiliz6 un tubo adicional en el que se acopld a la resina el control
isotipico apropiado para el anticuerpo primario (normal mouse IgGz., Santa Cruz
Biotechnology; sc-3878). Posteriormente, se anadieron 750 pg del lisado de THLE-2,
pretratado con buffer de lisis suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas y
PUGNACc | uM, para impedir la pérdida de la modificacion postraduccional durante el proceso
de extraccion de proteina [231]. Los extractos de proteina se incubaron con el complejo
anticuerpo-resina durante toda la noche, a 4°C y rotando suavemente, para permitir la union del
antigeno con el anticuerpo inmovilizado. Transcurrido el tiempo de incubacion, las muestras se
lavaron con las soluciones proporcionadas en el Pierce™ Direct IP Kit, hasta ser finalmente
eluidas en un volumen de 40 pl con el tampon de elucion, en un tubo de recoleccion con una
cantidad adecuada de Tris IM y pH 9.5 para neutralizar el pH y evitar la degradacion del
antigeno. Finalmente, las muestras se prepararon para ser analizadas por western blot siguiendo
el procedimiento habitual. La membrana se incubd en primer lugar con el anticuerpo para la
modificacion de la O-GlcNAcilacion Anti-O-Linked N-Acetylglucosamine primary antibody
[RL2] (Abcam; #ab2739). Posteriormente, se realizé un protocolo de stripping de la membrana
y se incubd con el anticuerpo para detectar p53 (Cell Signalling; #9282). Los métodos para la
realizacion del western blot y del stripping se detallan con detalle en el apartado dedicado a
explicar la técnica del western blot.
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4.3.9 Ensayo de la actividad luciferasa.

El ensayo de la actividad luciferasa se realizd en las células Hep3B. Para llevarlo a cabo,
las células se sembraron en placas multipocillo de 6 pocillos, y se transfectaron durante 48 horas
con 6 pl del agente de transfeccion jetPRIME Polyplus (PolyPlusTransfection, Illkirch); 2 pg
del plasmido pp53 o su plasmido control p0; 1 pg de cada uno de los pldsmidos indicadores de
actividad luciferasa, el plasmido pADTrack-1330-pckl, pADTrack-490-pckl (que contienen,
respectivamente, los -1300 y los -490 pares de bases de la region del promotor de PCK1) o su
plasmido control pADTrack; y 50 ng de pRL-TK-Renilla, como control de la transfeccion. Las
células se lisaron en 200 pl de tampon de lisis (Promega Corporation, WI), y la actividad
luciferasa se midi6 empleando el lector de luminiscencia Mithras LB 940 (Berthold
Technologies, Bad Wildbad).

El protocolo experimental del ensayo de la actividad luciferasa en las células Hep3B fue
realizado en colaboracion con los Doctores Roman Pérez y Samuel Seoane, del grupo
Endocrine Oncology, CIMUS, Universidade de Santiago de Compostela, Espana.

4.3.10 Inmunoprecipitacion de la cromatina in vitro.

El ensayo de la inmunoprecipitacion de la cromatina in vitro se realizd en las células
Hep3B. Para la realizacion del mismo, se siguid el protocolo de Upstate [345]. Se sembraron
1.5 x 107 células en placas de 100 mm, y se transfectaron con el plasmido pp53, o su control
p0, como se describi6 anteriormente. Transcurridas 24 horas desde la transfeccion, se realizo el
crosslinking afadiendo formaldehido a una concentracion final del 1%, y se incubd a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente, se realizaron dos lavados con PBS
frio (con inhibidores de proteasas: 1 mM PMSF, 1 ug/ml apoprotinina, y 1 pg/ml pepstatina
A), y se recogieron las células con un scraper, para centrifugarlas durante 4 minutos a 4°C a
2000 rpm. El pellet, constituido por las células, se lavé con PBS y se resuspendio en el tampdn
de lisis del ChIP (1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 8.0) con los inhibidores de
proteasas (I mM PMSF, 1 ug/ml apoprotinina, y 1 pg/ml pepstatina A). Después de incubar
durante 10 minutos en hielo, las muestras de las células se sonican hasta obtener fragmentos de
ADN de un tamafno comprendido entre los 200 y los 1000 pares de bases.

Las fracciones de cromatina se inmunoprecipitaron con 1 pug de anticuerpo anti-p53 (Cell
Signaling; #9282) o el anticuerpo anti-inmonoglobulina G humana (IgG) como control (Sigma-
Aldrich; #AP309P). El crosslink entre el ADN vy las histonas se revierte mediante la incubacion
a 65°C durante 4 horas. Finalmente, se realiz6 una PCR para analizar los fragmentos de ADN
obtenidos en el ensayo de la inmunoprecipitacion de la cromatina. El protocolo de la PCR
utilizado consistio en 1 minuto a 95, 58 y 72°C en cada ciclo, con un total de 35 ciclos. Los
primers utilizados para amplificar el ADN se recogen en la siguiente tabla (Tabla 2) y diagrama
(Imagen 11):
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Fragmento del promotor de PCK1
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Imagen 11. Representacion esquematica del fragmento del promotor de PCK1 analizado en el ChIP y las regiones
amplificadas.

Nombre Secuencia de los primers 5°— 3’
Region 1:
Forward (-477/-457 pb) FW: TGGCTCAGAGCTGAATTTCC
Reverse (-312/-292 pb) RV: GCAGGCTCTTGCCTTAATTG
Producto de PCR obtenido de 185 pb
Region 2:
Forward (-280/-260 pb) FW: CAACAGGCAGGGTCAAAGTT
Reverse (-145/-125 pb) RV: GCACGGTTTGGAACTGACTT
Producto de PCR obtenido de 155 pb
Region 3:
Forward (-122/-107 pb) FW: CCATGGCTATGATCCAAAGG
Reverse (-1/+18 pb) RV: CAGAGGGAAGGCCAACTGT
Producto de PCR obtenido de 140 pb

Tabla 2. Relacion de primers utilizados para amplificar las tres regiones en las que se subdividé el
fragmento del promotor de PCK1.

El protocolo experimental la inmunoprecipitacion de la cromatina in vitro fue realizado en
colaboracion con los Doctores Roméan Pérez y Samuel Seoane, del grupo Endocrine Oncology,
CIMUS, Universidade de Santiago de Compostela, Espaiia.

4.4 MUESTRAS DE HiGADO DE PACIENTES HUMANOS.

Todo el proceso de investigacion con muestras de pacientes humanos se llevo a cabo con
conformidad con los principios de la Declaracion de Helsinki, revisada en 2013, y aprobada por
el Comité Etico del Hospital responsable de la investigacion (protocolo 2017.104). Se obtuvo
el consentimiento por escrito de todos los participantes. Las muestras de higado de pacientes
humanos se obtuvieron de pacientes con obesidad morbida sometidos a cirugia bariatrica
(n=60) en la Cinica Universidad de Navarra. Se defini6 la obesidad como IMC (indice de masa
corporal)>30 kg/m? y un porcentaje de grasa corporal>35%. El IMC se calculd como el peso
en kilogramos dividido por la altura al cuadrado en metros, y el porcentaje de grasa corporal se
estimé por el método de la pletismografia por desplazamiento de aire (Bod-Pod®, Life
Measurements, Concord, CA, USA). Los pacientes con obesidad fueron clasificados en dos
grupos, normoglucémicos (NG) o diabéticos tipo 2 (DT2), siguiendo el criterio del Comité de
Expertos en Diagnostico y Clasificacion de la Diabetes [346]. Los criterios de inclusion
abarcaron una evaluacion diagndstica completa, que incluyé un examen fisico, investigacion
en el laboratorio, ecografia por ultrasonido y biopsia hepatica consistente con el diagnostico de
enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) por un patélogo experto, siguiendo los
criterios de Kleiner y Brunt [347]. Los criterios de exclusion fueron: a) consumo de alcohol
excesivo (=20 gramos para mujeres y >30 gramos para hombres); b) la presencia del antigeno
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de superficie del virus de la hepatitis B o la presencia de anticuerpos contra el virus de la
hepatitis C en pacientes con ausencia de antecedentes de vacunacidn; c) uso de drogras
relacionadas con la EHGNA, donde se incluyen la amiodarona, valproato, tamoxifeno,
metotrexato, corticosteroides o antiretrovirales; d) evidencia de otras enfermedades hepaticas
especificas, como la hepatitis autoinmune, hemocromatosis, la enfermedad de Wilson, o la
deficiencia de a-1 antitripsina. Los pacientes con diabetes tipo 2 no estaban en tratamiento con
insulina u otros farmacos que pudiesen influir en los niveles enddgenos de insulina. Cabe
destacar que los pacientes con diabetes tipo 2 no presentaban un diagnostico de diabetes
superior a los 3 afios previos (menos de 2-3 afios de diagndstico, e incluso diagnostico de novo,
como se evidencia por sus anamnesis y determinaciones bioquimicas).

Los datos recopilados incluyen informacion demografica (edad, sexo y etnia), medidas
antropométircas, historial sobre alcoholismo y tabaquismo y otras condiciones médicas o
farmacos utilizados.

Las muestras de tejido hepatico de pacientes humanos fueron cedidas por las doctoras
Amaia Rodriguez y Gema Fruhbeck, Metabolic Research Laboratory, Clinica Universidad de
Navarra and IdiSNA, Pamplona, Spain. Las Doctoras Rodriguez y Fruhbeck también
supervisaron y colaboraron con el analisis estadistico de los resultados.

4.5 TECNICAS ANALITICAS.

4.5.1 Deteccion de metabolitos en suero.

La deteccion en suero de acidos grasos libres (WAKO; #424-91795) y cuerpos cetonicos
(WAKO, #413-73601 y #415-73301) de ratones alimentados ad [libitum o sometidos a
restriccion caldrica del 60%, se llevo a cabo mediante kits comerciales especificos siguiendo
las instrucciones de la casa comercial.

4.5.2 Analisis de la expresion de genes mediante PCR a tiempo real.

El proceso para la determinacion de los niveles de expresion génica se realizo a través de
la medicion de los niveles de ARNm presentes en muestras de tejido congelado (-80) o extracto
celular. Para ello se utiliz6 un método de extraccion basado en el Trizol (Invitrogen), compuesto
que contiene tiocinato de guanidinio para la degradacion proteica y fenol-cloroformo para el
aislamiento de 4acidos nucleicos.

Es importante sefialar que la H>O que se utiliza en este protocolo debe ser pretratada a 37°C
en agitacion durante una hora con dietilpirocarbonato 0.1% (DEPC). Posteriormente, para
desactivar los restos del DEPC se autoclava la mezcla.

4.5.2.1 Extraccion del ARN.

Todo el proceso se realiza manteniendo las muestras en hielo, con el fin de evitar la
degradacion de ARN.

Se toma un pequefio fragmento de cada muestra de tejido congelado (-80°C), y se
homogeniza mecénicamente con 650 pul de Trizol durante 3 minutos en un homogeneizador
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(Tissue Lyser, Quiagen), con ayuda de una bola de acero afiadida a cada tubo de polipropileno
de 2 ml. A continuacidn, se centrifuga durante 10 minutos a 13200 rpm, y se transfiere todo el
homogeneizado a un nuevo tuvo de 1.5 ml. A continuacion, se procede al aislamiento del ARN,
para lo cual se siguen los pasos que se describen a continuacion:

e Se anaden 250 ul de cloroformo y se agita vigorosamente.

e Se deja reposar las muestras durante 5 minutos a temperatura ambiente.

e Se centrifugan las muestras durante 15 minutos a 4°C. Esta centrifugacién nos
permitird separar una interfase acuosa (ARN), una fase organica (lipidos y
proteinas) y una fase donde se queda el ADN. Se toma la fase que contiene el ARN
y s€ pasa a un nuevo tubo.

e Se afiaden 3 volumenes mas de isopropanol, para favorecer la precipitacion del
ARN. Se agita vigorosamente y se deja 10 minutos a -20°C.

e Se centrifuga durante 10 minutos a 4°C a 13200 rpm.

Una vez eliminado el sobrenadante, se lava el precipitado de ARN afiadiendo 1 ml de etanol
al 70% (utilizando para la dilucién agua DEPC). Se agita y se vuelve a centrifugar durante 5
minutos a 13200 rpm a 4°C. Se descarta el etanol, y por tltimo se resuspende el precipitado en
agua DEPC (300 pul en muestras de higado, y 10-20 pl en cultivos celulares), y se calienta a
60°C durante 3 minutos para facilitar su disolucion.

4.5.2.2 Cuantificacion de ARN.

Para determinar la concentracion y la pureza del ARN, se emplea un espectrofotometro de
gota en pedestal (NanoDrop 2000), que determina el cociente de absorbancia del ARN (260
nm) y el de las proteinas (280 nm). Se considera una pureza aceptable la relacion 260/280 entre
1.8y2.

Una vez determinada la concentracion, se normalizan todas las muestras a una misma
concentracion: 0.01 pg/pl. A partir de estas muestras se realizard la retrotranscripcion.

4.5.2.3 Retrotranscripcion.

La retrotranscripcion consiste en la amplificacion del ARN extraido en forma de ADN
complementario. La reaccion se realiza en un volumen final de 30 pl, con las siguientes
proporciones:

Reactivo Casa comercial Volumen (ul)

H,O DEPC - 5.08
Tampoén de reversotranscripccion (5X first strand buffer) Invitrogen 6
Mezcla de dNTPs 100 mM (dTTp, dCTP, dGTP, dATP) Invitrogen 6

MgCl, 50 mM Invitrogen 1.5

Cebadores aleatorios (Random primers 3 pg/pl) Invitrogen 0.17

Inhibidor de ARNasas (RNAsa OUT™ 40 U/ul) Invitrogen 0.25
Reverso transcriptasa (M-MLV 200 U/ul) Invitrogen 1

Muestra de ARN 10 ul

Tabla 3. Cantidad de reactivos para la reaccion de reversotranscripcion (RT).

La mezcla se incuba en un termociclador con las siguientes condiciones: 25°C (10 minutos);
37°C (50 minutos) y 70°C (15 minutos).
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4.5.2.4 PCR en tiempo real.

Una vez obtenido el ADN complementario, se determinan los niveles de ARNm de los
genes de interés mediante PCR a tiempo real, en el equipo 7300 Real Time PCR System
(Applied Biosystems). Los resultados se expresan en términos relativos comparando nuestro
gen de interés con un gen control.

La RT-PCR se basa en la habilidad de detectar el producto de PCR (amplicon) en cada
ciclo, utilizando la fluorescencia. En esta tesis se utilizé el método del SYBR Green para la
deteccion de los productos de PCR.

El método de SYBR Green se basa en el empleo de un fluorocromo inespecifico, capaz de
unirse a la molécula de ADN de doble cadena. El complejo fluorocromo-ADN se excita con
luz azul, y emite luz verde. En cada ciclo de la PCR se generan mas moléculas de ADN de
doble cadena, generando mas fluorescencia, por lo que esta aumenta de forma proporcional al
producto de PCR. La mezcla de PCR para realizar el SYBR Green se muestra en la siguiente
tabla; calculandose para un volumen final de 12 pl por pocillo.

Reactivo Casa comercial Volumen (ul)
H,O - 3.1
Master mix Agillent 6
Dye (1:500) Agillent 0.18
Cebador directo 10 uM EurofinsDNA 0.36
Cebador inverso 10 uM EurofinsDNA 0.36
Muestra de ADNc 0.01 pg/ul

Tabla 4. Cantidad de reactivos para la PCR tiempo real utilizando el método de SYBR Green.

El protocolo utilizando para la amplificacion consistié en un paso inicial de 3 minutos a
95°C, 40 ciclos de 5 segundos a 95°C, y 32 segundos a 60°C; a continuacion, se afiade la fase
de disociacion, que consiste en 15 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C, 15 segundos a 95°C y 15
segundos a 95°C. Este proceso se realiza en un sistema de PCR tiempo real (7300 Real Time
PCR System, Applied Biosystems). La relacion de los primers utilizados en esta tesis se
recogen en la siguiente tabla:
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Nombre

Secuencia de los primers 5°— 3’

p53 Homo sapiens

FW: GTTCCGAGAGCTGAATGAGG
RV: TCTGAGTCAGGCCCTTCTGT

PCK1 Homo sapiens

FW: CATGATGGAGCTTTTCAGCA
RV: GAACACTTGCCCTCTCTTGC

OGT Homo sapiens

FW: CATCGAGAATATCAGGCAGGAG
RV: CCTTCGACACTGGAAGTGTATAG

MGEA 5 (OGA) Homo sapiens

FW: TTCACTGAAGGCTAATGGCTCCCG
RV: ATGTCACAGGCTCCGACCAAGT

GFAT!1 (GFPT1) Homo sapiens

FW: CGGGAAAGTCAAGATACCAGC
RV: CGTACACCAATCAACAGAGGG

GFAT2 (GFPT2) Homo sapiens

FW: GATACAGAGACCATCGCCAAG

RV: GACACTCTTGAAAACCAGCG
FW: ACCCCACGAAGTGTTGGATA
RV: AAGCAGATGGCCACAGAACT
FW: CCTGTGCAGTTGTGGGTCAG
RV: GCTCTCTTTGCGCTCCCTG
FW: CACCATCACCTCCTGGAAGA
RV: GGGTGCAGAATCTCGAGTTG
FW: AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA
RV: TTGCGCTCATCTTAGGCTTT

Tabla 5. Listado de primers y secuencias utilizados para la PCR tiempo real utilizando el método de
SYBR Green.

HPRT Homo sapiens

p53 Mus musculus

PCK1 Mus musculus

HPRT Mus musculus

4.5.3 Analisis de la expresion mediante western blot.
4.5.3.1 Extraccion de proteina.

De las muestras de tejido conservadas a -80°C, se obtiene una pequeia porcion para su
procesado. Las muestras deben mantenerse en hielo durante todo el proceso, para evitar la
degradacion de las proteinas. El tejido y el tampon de lisis se colocan junto con una bolita de
acero en un tubo de polipropileno de 2 ml, y se homogenizan en el Tissue lyser durante 4
minutos a 25 rpm. El tampdn de lisis facilita, junto con la homogenizacion mecanica, la rotura
del tejido y los componentes celulares, disolviéndose las proteinas del tejido en el mismo.

Tampoén de lisis

Tris-HCI 7.5 50 mM
EGTA 1 mM
EDTA 1 mM

Triton X-100 1% vol/vol
Ortovanadato Sodico 1 mM
Fluoruro Sodico 50 mM
Pirofosfato Sodico 5 mM
Sacarosa 027M
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM

Cocktail inhibidor de proteasas (ROCHE) | 1 pastilla/50 ml
Tabla 6. Componentes del tampdn de lisis disuelto en agua destilada.

Tras la homogenizacion de las muestras, se centrifugan a 13200 rpm a 4°C durante 20
minutos. A continuacion, el sobrenadante (extracto proteico) se pasa a un nuevo tubo,
descartando el precipitado (nucleos y restos celulares), y la posible capa superior de grasa.
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Para la extraccion de proteina a partir de cultivo celular, se realiza el siguiente protocolo:

e Se retira el medio de cultivo de las células y se lava con PBS frio (4°C).

e Se sitlian las placas de cultivo en hielo y se anade tampoén de lisis. Se despegan las
c¢lulas mediante el uso de un scraper o rascador (BD Falcon), y se recogen en un
tubo de polipropileno de 1.5 ml.

e Se mantienen en hielo 10 minutos, agitando cada 5 minutos.

e Se centrifuga durante 10 minutos a 13000 rpm a 4°C, y se lleva el sobrenadante a
un nuevo tubo. El extracto resultante se almacena a -80°C o se lleva a analisis.

4.5.3.2 Cuantificacion de los extractos proteicos.

Para la cuantificacion de la proteina contenida en el extracto, se realiza un método
colorimétrico con la solucion Bradford (Bio-rad Protein Assay Kit). Este método se basa en el
cambio de color del colorante Coomassie brilliant blue G-250 en respuesta a diferentes
concentraciones de proteinas. Este compuesto interacciona con los aminoacidos basicos y
aromaticos, por lo que la union de este colorante con las proteinas provoca un cambio en el
maximo de absorcion del colorante de 465 a 595 nm. La forma roja de este compuesto se
convierte en azul cuando se une con la proteina. Experimentalmente, se realiza una curva patron
de sero-albumina bovina (BSA), con diluciones seriadas a partir de la méxima concentracion,
1:50 en el caso de muestras de higado y 1:5 para la proteina extraida a partir del cultivo celular
de THLE-2 y Hep3B. Todas las muestras se miden por duplicado junto a la recta patron, en un
espectofotometro a 550 nm. Previamente, la mezcla de las muestras con el Bradford se incuba
durante 5 minutos a 37°C.

4.5.3.3 Preparacion de las muestras para la electroforesis SDS-PAGE.

Tras la cuantificacion, se preparan las muestras junto con el tampon de carga (tampon de
Laemmli, Tabla 7). Este tampén permite dotar a todas las proteinas de carga negativa, en
proporcion a su tamafo, gracias al dodecil-sulfato sodico (SDS), y ademas permite la
desnaturalizacion gracias al f~mercaptoetanol, que elimina los puentes disulfuro, volviendo a
las proteinas a su estructura primaria, y facilitando que, una vez cargadas en el gel, estas puedan
separarse en funcion de su peso molecular, sin que la conformacion espacial, dada por las
estructuras secundaria y terciaria, interfiera en la migracion a través de los poros del gel. Todas
las muestras deben tener la misma concentracion final, para que en el volumen de carga en la
electroforesis (16 ul) haya 20 pg de proteina de higado, y al menos 2 pg de proteina de extracto
de cultivos celulares. Tras afiadir el tampon de carga, y siempre de forma previa a realizar la
electroforesis, las muestras se calientan a 95°C durante 5 minutos para su completa
desnaturalizacion.

Tampoén Laemmli
Tris-HC1 6.7 250 mM
Glicerol 50% vol/vol
SDS 10% peso/vol
B-Mercaptoetanol 5% vol/vol
Azul de bromofenol 0.0005% peso/vol

Tabla 7. Componentes del tampén de Laemmli disuelto en agua destilada.
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4.5.3.4 Electoforesis en SDS-PAGE.

La electroforesis SDS-PAGE permite la separacion de las proteinas por su peso molecular.
Se incluyen las proteinas desnaturalizadas y con carga negativa en un gel de acrilamida-
bisacrilamida (30% Acrilamida/Bisacrilamida 29:1; Bio-Rad). Al aplicar una corriente
eléctrica, las proteinas migran a través del gel hacia el polo positivo, separandose en gradiente
por su peso molecular de mayor a menor. La concentracion de acrilamida-bisacrilamida
determina el tamafio del poro de la malla formada por el gel y, por tanto, el grado de resolucion
de las proteinas. El gel estd formado por dos fracciones:

e Gel concentrador: se localiza en la parte superior, y en €l se incluye el peine para
formar los pocillos y poder introducir la muestra. Este gel tiene un porcentaje de
acrilamida-bisacrilamida del 5%, y permite homogenizar la entrada de las proteinas
en el gel separador (Tabla 8).

e Gel separdor: permite la separacion de las proteinas por su peso molecular. El
porcentaje de acrilamida-bisacrilamida varia en funcion del tamafio de las proteinas
a estudiar. En el desarrollo de esta tesis se utilizaron geles del 8, 10 y 12% (Tabla

9).
Gel concentrador 5%
H»O destilada 4.1 ml
30% acrilamida/bis 1 ml
Tris-HC1 1 M pH 6.8 0.75 ml
10% SDS 0.06 ml
10% persulfato aménico 0.06 ml
TEMED 0.006 ml
Tabla 8. Composicion del gel SDS PAGE concentrador.
Gel separado 8% 10% 12%
H,O destilada 11.5ml 9.9 ml 8.2 ml
30% acrilamida/bis 6.7 ml 8.3 ml 10 ml
Tris-HC1 1 M pH 8.8 6.3 ml 6.3 ml 6.3 ml
10% SDS 0.25 ml 0.25 ml 0.25 ml
10% persulfato amonico 0.25 ml 0.25 ml 0.25 ml
TEMED 0.015 ml 0.01 ml 0.01 ml

Tabla 9. Composicion del gel SDS PAGE separador a porcentajes 8, 10y 12.

Los geles se montan en una cubeta de electroforesis junto con el tampdn de electroforesis
(Tabla 10), que permite la transmision del voltaje. Se afaden las muestras y un marcador de

peso molecular conocido (Bio-rad). Se conecta a una fuente de alimentacion a un voltaje entre
80-120 V.

Tampon de electroforesis
Tris-HCI 200 mM
Glicina 20 mM
SDS 1% peso/vol

Tabla 10. Composicion del tampon de electroforesis disuelto en agua destilada.

4.5.3.5 Transferencia semi-humeda.
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Una vez que las proteinas se separan en el SDS-PAGE, las proteinas contenidas en el gel
se transfieren a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF, Bio-Rad), permitiendo
que las proteinas queden fijadas, inmovilizadas, y sean accesibles a los anticuerpos en las
posteriores incubaciones. El proceso de transferencia del gel a la membrana es también
dependiente de voltaje. Se realiza en un soporte horizonal, donde se ponen en contacto las
membranas y el gel, acotados por papel absorbente empapado en tampdén de transferencia
(Tabla 11), que favorece la transmision de corriente durante el proceso. La transferencia se
realiza a amperaje constante de 0.8 mA/cm? durante 1 h y 40 minutos.

Tampon de transferencia
Tris-HCI 40 mM
Glicina 40 mM
SDS 0.36% peso/vol
Metanol 20% vol/vol

Tabla 11. Composicion del tampon de transferencia disuelto en agua destilada.

4.5.3.6 Inmunodeteccion.

Realizada la transferencia de las proteinas del gel a la membrana, se sigue el siguiente

Proceso:
[

Bloqueo de la membrana: este proceso consiste en incubar la membrana durante 1
hora a temperatura ambiente en agitacion con una solucion de BSA o leche en polvo
al 5% disuelto en tampon de lavado (TBS-T). Se trata de impedir la union de
proteinas a la membrana en lugares que hayan quedado libres tras la transferencia.
De no realizarse este paso, el anticuerpo podria unirse a dichos lugares y dificultar
la deteccidon del complejo antigeno-anticuerpo deseada, dando lugar a uniones
inespecificas y ruido de fondo. Con dichas soluciones proteicas, se rellenan los
sitios libres y los anticuerpos especificos no se unen a ellos.

Anticuerpo primario: tras el bloqueo de la membrana, se incuba con el anticuerpo
especifico contra la proteina de estudio (tabla x). El anticuerpo primario se diluye
segun las instrucciones del fabricante (1:5000/1:10000) en TBS-T al 3%, y se deja
incubar en agitacion 1 hora a temperatura ambiente, o bien toda la noche a 4°C.
Tras la incubacion, se retira el anticuerpo y se realizan 3 lavados de 5 minutos con
TBS-T. En la Tabla 12 se recogen los anticuerpos primarios utilizados en la
realizacion de esta tesis.

Anticuerpo secundario: para detectar la presencia de la proteina y amplificar la
sefial del anticuerpo primario, se incuba la membrana con un anticuerpo secundario
asociado a peroxidasa que reconoce la parte constante del primario. Se diluye en
una solucidon de incubacion a una concentracion 1:5000. El tipo de secundario
utilizado vendrd determinado por el tipo de huésped en el que se generd el
anticuerpo primario. En la Tabla 13 se recogen los anticuerpos secundarios
utilizados en la realizacion de esta tesis.

Quimioluminiscencia: para detectar el anticuerpo secundario, se incuba la
membrana con el sustrato de la peroxidasa y un potenciador de la
quimioluminiscencia (Pierce® ECL western blot substrate, Thermo Scientific),
incubdndose 1 minuto. Inmediatamente después, para detectar la luz emitida
resultante de la reaccion del sustrato con la peroxidasa, se coloca la membrana en
un casete de autorradiografia, y se expone a una pelicula fotografica (Fujifilm). Tras
el revelado a distintos tiempos, utilizando liquidos de revelado y fijacion en una
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e sala oscura, se observa el resultado de la interaccion de los anticuerpos con la
proteina de la muestra.

e Anadlisis de resultados: para analizar los datos, se digitalizan las imagenes de las
placas fotograficas mediante un escaner de alta resolucion. Para determinar la
cantidad relativa de proteina de cada muestra, se utiliza el programa informatico
ImageJ (National Insitutes of Health), que detecta la cantidad de pixeles de la
imagen de la proteina en todas las muestras de una misma placa radiografica. El
area de medicion debe ser igual para todas las muestras. Estos valores se relativizan
respecto al control constitutivo (GAPDH), que debe ser detectada por cada gel de
electroforesis. El valor final es relativo respecto al grupo control de cada

experimento.
Proteina diana Casa comercial (referencia) Especie Dilucién
pS3 Cell Signaling (2524) Monoclonal de 1:1000
raton
PCK1 Abcam (ab70358) Policlonal de conejo | 1:1000
O-GIcNAc Abcam (ab2739) Monoclonal 1:1000
GAPDH Merck (CB1001) Monoclonal 1:1000
pCREB (serina 133) Cell Signaling (9198) Policlonal de conejo | 1:1000
pAKT (serina 473) Cell Signaling (9271) Policlonal de conejo | 1:1000
pPDH (subunidad Ela) Abcam (ab177461) Policlonal de conejo | 1:1000
PC Abcam (ab128952) Policlonal de conejo | 1:1000
Go6Pasa Abcam (ab83690) Policlonal de conejo | 1:1000
Tabla 12. Lista de anticuerpos primarios utilizados en la realizacion de esta tesis.
Anticuerpo secundario Casa comercial (referencia) Dilucion
Conejo policlonal anti-raton DAKO (P0260) 1:5000
Cabra policlonal anti-conejo DAKO (P0448) 1:5000

Tabla 13. Lista de anticuerpos secundarios utilizados en la realizacion de esta tesis.

4.6 ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos obtenidos tras los procedimientos experimentales in vivo e in vitro, se presentan
como la media de los grupos + la desviacion tipica. El tamafio muestral de las poblaciones de
cada experimento se detalla en los pies de figura de los resultados. Para el andlisis se excluyeron
muestras y/o animales cuyo valor se desviaba * 2 veces la desviacion estandar [348], o cuando
se observa un comportamiento inadecuado durante el procedimiento experimental. En todos los
analisis, se considera una diferencia estadisticamente significativa a partir de la probabilidad
p=<0.05.
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Antes de realizar el analisis estadistico, se realiza un test de normalidad. Se utiliza el test
Shapiro-Wilks para un conjunto de muestras de n<20 y >7, y el test de Kolgomorv-Smirnof
cuando el n<6 [349, 350]. Cuando las poblaciones analizadas muestran una distribucién normal,
se realizan test estadisticos paramétricos, y cuando no, test non paramétricos.

En los test paramétricos, se realizan:

e Anova: determina si hay diferencias entre las medias de tres o mas poblaciones que
siguen una distribucion normal, y son independientes entre si. Una vez realizado el
test, en caso de aceptar la hipdtesis alternativa, que indica que si hay diferencias
entre las medias, es necesario realizar un test a posteriori para comprobar qué
medias son las que causan significacion. En la realizacion de esta tesis se empleo
el test post hoc Bonferroni, ya que tiene una gran potencia estadistica, y se
recomienda su uso cuando se realizan comparaciones entre mas de tres grupos
experimentales [351].

e T-test: compara las medias de dos muestras independientes, asumiendo que siguen
una distribucion normal. Es un test robusto, puesto que es capaz de comparar
poblaciones con un n<5[352, 353]. En un contraste de hipotesis bilateral (2 colas),
se estudia la desigualdad entre las medias, siendo la region critica del estadistico
ambas regiones correspondientes a la cola inferior y superior de la distribucion. En
un contraste unilateral (1 cola), la desigualdad en la hipdtesis sefiala una sola
direccion. A lo largo de esta tesis se utilizo el t-test de dos colas.

Correlaciones entre variables

En el desarrollo de esta tesis se realizaron correlaciones entre los niveles de proteina pS3 'y
los niveles de proteina y mRNA de PCK1, asi como correlaciones entre los niveles de proteina
de p53, niveles de mRNA de gfat! y gfat2 con el pardmetro OGTT (test de tolerancia a la
glucosa oral) en los estudios de humanos. Se utiliz6 el coeficiente de correlacicion de Pearson,
ya que los datos mostraron una distribucién normal.

4.7 DISENO EXPERIMENTAL.

4.7.1 Disminucion de los niveles de p53 en el higado.

Para estudiar de forma especifica los efectos de la disminucion de p53 en el higado, se
utilizaron ratones con el gen p53 floxeado. Se administraron, a través de la vena de la cola,
virus adenoasociados que codifican para la recombinasa Cre (Tabla 1), y su control AAVS-GFP
(Tabla 1). La especificidad de la técnica se demuestra por una mayor infeccion en el higado con
respecto a otros 6rganos[354-356]. Para la realizacion de los experimentos con estos ratones,
se espera un mes desde la inyeccion de los virus, para asegurar una infeccion suficiente y una
reduccion clara y significativa de los niveles hepaticos de p53. En el desarrollo de esta tesis, se
ha seguido siempre el siguiente esquema de trabajo con los ratones floxp53, de modo que, al
inicio de las diferentes rondas experimentales, que se desarrollaran con detalle en los sucesivos
apartados, los animales tenian 8 semanas de edad:
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Seguimiento
peso e ingesta

Genotipado Inyeccion
Nacimiento y destete de virus Inicio de las rondas de experimentos

V Vo |

3 semanas 1 semana 4 semanas

Durante las 4 semanas comprendidas entre la inyeccion de los virus y el comienzo de la
ronda de experimentos, se realizd un seguimiento semanal del peso y de la ingesta de los
diferentes ratones. Los grupos experimentales son:

e Ratones floxp53 + AAVS-GFP
e Ratones floxp53 + AAVS8-Cre

4.7.2 Ratones knock out para p53 en el higado.

Para estudiar de forma especifica el efecto de la deleccion de p53 en los hepatocitos, se
generaron ratones floxp53 que expresan la recombinasa Cre bajo la accion del promotor de la
albumina. Se ha seguido siempre el siguiente esquema de trabajo con los ratones Alfp-Cre
floxp53, de modo que, al inicio de las diferentes rondas experimentales, los animales tenian 8
semanas de edad:

Genotipado Seguimiento
Nacimiento  y destete  peso e ingesta Inicio de las rondas de experimentos

v v \

3 semanas 1semana 4 semanas

Durante el mes comprendido entre las 4 y las 8 semanas de edad, se realizo el seguimiento
del peso y de la ingesta de los diferentes ratones. Los ratones knock-out para pS3 son aquellos
con el genotipo Alfp-Cre " floxp53 **, mientras que los ratones del grupo control fueron
siempre hermanos de camada con el genotipo Alfp-Cre 7~ floxp53 **. Los grupos
experimentales son:

e Ratones control
e Ratones p53 HKO

4.7.3. Sobre expresion de p53 en ratones Alfp-Cre.

Con el fin de estudiar el efecto de la sobre expresion de los niveles de p53 especificamente
en los hepatocitos de los ratones, se utilizaron ratones Alfp-Cre, a los que se les administr6 por
la vena de la cola virus adenoasociados que expresan p53 de forma dependiente de la actividad
de la recombinasa Cre (Tabla 1). Para la realizacion de los experimentos con estos ratones, se
espera un mes desde la inyeccion de los virus, para asegurar una infeccion suficiente y un
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incremento claro de los niveles hepaticos de p53. Al igual que en los modelos de raton
comentados con anterioridad, con los ratones Alfp-Cre se ha seguido siempre el siguiente
esquema de trabajo, de modo que, al inicio de las diferentes rondas experimentales, los animales
tenian 8 semanas de edad:

Seguimiento
peso e ingesta

Genotipado Inyeccion
Nacimiento y destete de virus Inicio de las rondas de experimentos

v R \

3 semanas 1 semana 4 semanas

Durante las 4 semanas comprendidas entre la inyeccion de los virus y el comienzo de la
ronda de experimentos, se realizd un seguimiento semanal del peso y de la ingesta de los
diferentes ratones. Los grupos experimentales son:

e Ratones Alfp-Cre + AAV-DIO-EGFP
e Ratones Alfp-Cre + AAV-DIO-p53-EGFP

4.7.4 Realizacion de GTT, ITT, PTT y GIliTT.

Con todos los modelos animales explicados con anterioridad, se siguid el siguiente
esquema de trabajo para la realizacion de las pruebas de tolerancia a glucosa, insulina, piruvato
y glicerol, dejando siempre, entre prueba y prueba, al menos 5 dias de descanso:

Inicio de la ronda de experimentos

|

T 5 dias T 5 dias T 5 dias T
GTT ITT PTT GITT

4.7.5 Realizacion de la restriccion caldrica y recuperacion de la expresion de los
niveles hepaticos de p53 en los ratones Alfp-Cre floxp53.

Los ratones fueron sometidos a una restriccion calorica del 60% durante 5 dias, con un
periodo previo de 5 dias de aclimatacion a las condiciones de individualizacion. Los grupos
experimentales fueron los siguientes:

Ratones control ad libitum
Ratones p53 HKO ad libitum
Ratones control RC 60%
Ratones p53 HKO RC 60%
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Una vez realizado este primer ensayo, los ratones p53 HKO previamente sometidos a
restriccion calorica, se subdividieron en dos grupos, para recuperar la expresion de p53 en
uno de ellos, mediante la inyeccion del virus AAV-DIO-p53 a través de la vena de la cola.
Se esper6 un mes desde la inyeccion de los virus, y se repitid6 de nuevo el ensayo de
restriccion caldrica. En este ensayo, los grupos experimentales fueron los siguientes:

Ratones control ad libitum

Ratones p53 HKO ad libitum

Ratones control RC 60% + AAV-DIO-EGFP
Ratones p53 HKO RC 60% + AAV-DIO-EGFP
Ratones p53 HKO RC 60% + AAV-DIO-p53

Inicio de la Inyeccion
ronda de experimentos de los virus

!

|

T 5 dias T 5 dias T 1 mes T 5 dias T 5 dias T
Aclimatacion y RC 60% FIN Aclimatacion y RC 60%  Sacrificio
seguimiento de ingesta RC 60% seguimiento de ingesta

4.7.6

Realizacion de la restriccion caldrica y recuperacion de la expresion de los

niveles de p53 en los ratones floxp53 + AAV8-Cre.

Los ratones fueron sometidos a una restriccion calorica del 60% durante 5 dias, con un
periodo previo de 5 dias de aclimatacion a las condiciones de individualizacion. Los grupos
experimentales fueron los siguientes:

Ratones floxp53 + AAV8-GFP ad libitum
Ratones floxp53 + AAVS8-Cre ad libitum
Ratones floxp53 + AAVE-GFP RC 60%
Ratones floxp53 + AAVSE-Cre RC 60%

Una vez realizado este primer ensayo, los ratones floxp53 + AAV8-Cre previamente
sometidos a restriccion caldrica se subdividieron en dos grupos, para recuperar la expresion
de p53 en uno de ellos, mediante la inyeccion del virus Ad-p53 a través de la vena de la cola.
Se les dejo descansar 3 semanas, y se repitié de nuevo el ensayo de restriccion calorica. Los
virus fueron inyectados el Gltimo dia del periodo de aclimatacion y adaptacion, el dia previo
al comienzo de la restriccion caldrica. En este ensayo, los grupos experimentales fueron los

siguientes:

Ratones floxp53 + AAVS-GFP ad libitum

Ratones floxp53 + AAVS8-Cre ad libitum

Ratones floxp53 + AAVS-GFP RC 60% + Ad-GFP
Ratones floxp53 + AAVS8-Cre RC 60% + Ad-GFP
Ratones floxp53 + AAVS8-Cre RC 60% + Ad-p53
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Inicio de la Inyeccion
ronda de experimentos de los virus
T 5 dias T T 3 semanas T S dias T 5 dias T
Aclimatacion y RC 60% FIN Aclimatacion y RC60%  Sacrificio
seguimiento de ingesta RC 60% seguimiento de ingesta

4.7.7 Administracion de hormonas hiperglucemiantes.

Con todos los modelos animales explicados con anterioridad se sigui6 el siguiente esquema
de trabajo para la realizacion de los ensayos de administracion de las hormonas
hiperglucemiantes. Siempre se mantuvo el mismo orden, realizando primero el ensayo con
glucagon, luego cortisol, y por ultimo adrenalina, dejando siempre 7 dias de descanso entre
cada ensayo:

Inicio de la ronda de experimentos

i
1 7 dias T 7 dias T

Glucagon ip Hidrocortisona ip Adrenalina ip
200 pg/kg 20 mg/kg 100 pg/kg

Los grupos experimentales fueron:

Ratones floxp53 + AAV8-GFP + salino

Ratones floxp53 + AAVS8-Cre + salino

Ratones floxp53 + AAV8-GFP + hormona hiperglicemiante
Ratones floxp53 + AAV8-Cre + hormona hiperglucemiante

Ratones control + salino

Ratones p53 HKO + salino

Ratones control + hormona hiperglicemiante
Ratones p53 HKO + hormona hiperglicemiante

4.7.8 Estudio del efecto del estado nutricional en la regulacion de los niveles de pS3 in
vitro.

Para realizar este estudio, las células THLE-2 y las Hep3B fueron sometidas a 6 horas
de ayuno, empleando el medio KHH. Las células del grupo control permanecieron en medio
completo durante todo el ensayo. Con ambas lineas celulares se sigui6 el mismo esquema
de trabajo:
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Sembrar
THLE-2/Hep3B KHH Recoger proteina
‘Medio completo ‘ ‘

24 horas 6 horas

Los grupos experimentales:

e THLE-2 en medio completo
e THLE-2 en KHH

e Hep3B en medio completo
e Hep3B en KHH.

Para estudiar el efecto de las principales hormonas hiperglucemiantes sobre los niveles
de p53 in vitro, se tratd a las células THLE-2 y a las Hep3B con glucagoén, hidrocortisona y
adrenalina (e insulina en las células THLE-2). En cada ensayo, la hormona correspondiente
se afnadio al medio KHH al inicio del ensayo, y se mantuvo a las células en este medio
durante 6 horas. Con ambas lineas celulares se sigui6 el mismo esquema de trabajo:

Sembrar KHH
THLE-2/Hep3B + hormona Recoger proteina

iMedio completo ¢ i

24 horas 6 horas

Los grupos experimentales fueron:
e THLE-2 en medio completo
e THLE-2 en KHH
e THLE-2 en KHH + hormona (glucagoén, hidrocortisona, adrenalina o insulina)
e Hep3B en medio normal

e Hep3B en KHH
e Hep3B en KHH + hormona (glucagdn, hidrocortisona o adrenalina)

4.7.9 Estudio de la O-GlcNAcilacion de p53 in vitro.
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El estudio de la O-GIcNAcilacion de p53 in vitro se realizo en las células THLE-2. Para
ello se llevaron a cabo dos ensayos diferentes. En primer lugar, las células THLE-2 se
mantuvieron en medio completo y se trataron con el activador de la O-GlcNAcilacion
PUGNAC durante 6 horas:

Sembrar THLE-2  + PUGNAc Recoger proteina
*Medio completo i i

24 horas 6 horas

Los grupos experimentales fueron:
e THLE-2 en medio normal
e THLE-2 en medio normal + PUGNAc

Se realiz6 este mismo ensayo para estudiar si el incremento de los niveles de proteina
de p53 inducido por el aumento de la O-GlcNAcilacion tras la administracion de PUGNAc
podria provocar resistencia a insulina. Para ello, las células se mantuvieron en KHH, y fueron
tratadas simultdineamente con PUGNAc y con insulina durante 6 horas, afiadiéndose el
PUGNACc 30 minutos antes de la adicion de la insulina al medio:

KHH

Sembrar THLE-2 ~ + PUGNAc Recoger proteina
Medio

‘ completo L _‘

24 horas 30’T6 horas
Insulina

Los grupos experimentales fueron:
e THLE-2 en KHH
e THLE-2 en KHH + insulina
e THLE-2 en KHH + insulina + PUGNAc

En segundo lugar, las células THLE-2 fueron mantenidas en KHH durante 6 horas, en
presencia o ausencia del inhibidor de la O-GlcNAcilacion OSMI-1:

KHH
Sembrar THLE-2 + OSMI-1 Recoger proteina

i Medio completoi l

24 horas 6 horas

Los grupos experimentales fueron:
e THLE-2 en medio completo
e THLE-2 en KHH
e THLE-2 en KHH + OSMI-1
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Se realizdé este mismo ensayo para estudiar si la inhibiciéon de la O-GlcNAcilacion,
inducida por el tratamiento con OSMI-1, podria impedir el incremento de los niveles de proteina
de p53 en respuesta al tratamiento con las hormonas hiperglucemiantes. Para ello, las células
se mantuvieron en KHH, y fueron tratadas simultdineamente con OSMI-1 y con las hormonas
hiperglucemiantes (glucagén, hidrocortisona y adrenalina) durante 6 horas, afiadiéndose el
OSMI-1 30 minutos antes de la adicion de las hormonas hiperglucemiantes al medio:

KHH

Sembrar THLE-2 + OSMI-1 Recoger proteina
Medio

l completo L _‘

24 horas 30’T6 horas
Glucagon
Hidrocortisona
Adrenalina

Los grupos experimentales fueron:

THLE-2 en KHH

THLE-2 en KHH + OSMI-1

THLE-2 en KHH + glucagén

THLE-2 en KHH + OSMI-1 + glucagén

THLE-2 en medio completo
e THLE-2 en KHH + hidrocortisona
e THLE-2 en KHH + OSMI-1 + hidrocortisona

e THLE-2 en medio completo
e THLE-2 en KHH + adrenalina
e THLE-2 en KHH + OSMI-1 + adrenalina

4.7.10 Sobre expresion de p5S3 en la linea celular THLE-2.

Para incrementar los niveles de proteina de p53 en las células THLE-2 se utilizaron vectores
de ADN contenidos en plasmidos (Addgene). Para la transfeccion, se utilizd Lipofectamine
2000, incubando 4 pl de Lipofectamine 2000 diluidos en 150 pl de Opti-MEM con 2.5 pg de
DNA de plasmido diluidos en 150 pl de Opti-MEM en placas de 6 pocillos, donde se sembraron
1.5 x 10° células/pocillo. Como prueba de que la transfeccion ha sido exitosa, se realiza un
western blot para comprobar el aumento de los niveles de proteina de p53 transcurridas 24 horas
desde la transfeccion.

101



MARIA JESUS GONZALEZ RELLAN

Transfeccion
Sembrar THLE-2  lipofectamina Recoger proteina
‘Medio completo l ‘

6 horas T 18 horas

Lavado con PBS
y adicion de medio de cultivo fresco

Este mismo experimento se realiz6 para estudiar si la sobre expresion de p53 podria generar
resistencia a insulina. Para ello, 24 horas después de la transfeccion con lipofectamina, las
células se trataron con insulina o SC79 (un activador quimico de AKT) durante 6 horas, al
término de las cuales se recogid el extracto celular y/o el medio de cultivo, en los casos
requeridos, para realizar el posterior analisis de western blot o cuantificacion de la glucosa en
medio:

Transfeccion
Sembrar THLE-2  lipofectamina Recoger proteina y/o medio celular
‘ Medio completoi ‘

24 horas 6 horasf 18 horas 6 horas

Lavado con PBS
y adicion de medio de cultivo fresco

Los grupos experimentales fueron:

THLE-2 + p0

THLE-2 + pp53

THLE-2 + p0 + insulina

THLE-2 + pp53 + insulina

Este experimento se realizé para el analisis por western blot.

e THLE-2 +p0
e THLE-2 + p0 + insulina
e THLE-2 + pp53 + insulina
Este experimento se realizé para cuantificar la produccion de glucosa, por lo que todos los
grupos experimentales se incubaron en el medio gluconeogénico (medio KHH suplementado
con lactato 20 mM y piruvato 2 mM).

e THLE-2+p0

e THLE-2 +p0+ SC79
e THLE-2 + pp53 + SC79

Este experimento se realizé para el andlisis por western blot.

4.7.11 Inhibicion de p53 en la linea celular THLE-2.
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Para disminuir la expresion de p53 en las células THLE-2 utilizamos un pequefio ARN
interferente especifico para p53 (sip53). Como control negativo se utilizd un non-targeting
siRNA (s10). Para llevar a cabo la transfeccion se utilizo DharmaFECT 1 (Dharmacon), de modo
que se mezclan 50 pmol de sip53 diluidos en 200 ul de Opti-MEM con 6.5 pl de DharmaFECT
diluido en 193.5 pl de Opti-MEM. Se sembraron 1.5 x 10° células/pocillo, en placas de 6
pocillos. Como prueba de que la transfeccion ha sido exitosa, se realiza un western blot para
comprobar la disminucidon de los niveles de proteina de p53 transcurridas 48 horas desde la
transfeccion:

Sembrar THLE-2 Recoger proteina
‘Medio completo Medio completo i
24 horas 6 horasT 42 horas

Lavado con PBS
y adicion de medio de cultivo fresco

Este mismo procedimiento se realizo para estudiar si la disminucion de los niveles de
proteina de p53 podria bloquear el efecto gluconeogénico del glucagon, la hidrocortisona y el
cortisol. Para ello, 48 horas después de la transfeccion con DharmaFECT, las células se trataron
con glucagon, hidrocortisona o adrenalina durante 6 horas, o forskolina durante 30°. Finalmente
se recogio el extracto celular y/o el medio de cultivo, en los casos requeridos, para realizar el
posterior analisis de western blot, cuantificacion de la glucosa en medio o estudio de la
actividad enzimatica de PCK1.

Glucagon
Hidrocortsiona
Sembrar THLE-2 Adrenalina Recoger proteina y/o medio celular
iMedio completo l 6h ¢

24 horas 6 horas T 42 horas

Lavado con PBS
y adicion de medio de cultivo fresco

Los grupos experimentales fueron:

THLE-2 + si0 en medio completo

THLE-2 + sip53 en medio completo

THLE-2 + si0 en KHH

THLE-2 + sip53 en KHH

THLE-2 + si0 en KHH + glucagéon

THLE-2 + sip53 en KHH + glucagéon

Este experimento se realizé para su posterior analisis por western blot.

e THLE-2 + si0 en KHH
e THLE-2 +si0 en KHH + glucagéon
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e THLE-2 +sip53 en KHH + glucagéon
Este experimento se realiz para estudiar la actividad enzimatica de PCK1.

THLE-2 + si0 + vehiculo
THLE-2 + sip53 + vehiculo
THLE-2 + si0 + forskolina
e THLE-2 + sip53 + forskolina
Este experimento se realiz tanto para su posterior analisis por western blot.

THLE-2 + si0 + vehiculo
THLE-2 + sip53 + vehiculo
THLE-2 + si0 + forskolina
THLE-2 + sip53 + forskolina

Este ensayo se realizd para estudiar la produccion de glucosa, donde todos los grupos
experimentales se incubaron en el medio gluconeogénico (medio KHH suplementado con
lactato 20 mM vy piruvato 2 mM).

THLE-2 + si0 en medio completo

THLE-2 + sip53 en medio completo

THLE-2 + si0 en KHH + adrenalina

THLE-2 + sip53 en KHH + adrenalina

Este experimento se realizd para su posterior analisis por western blot.

THLE-2 + si0 en medio completo

THLE-2 + sip53 en medio completo

THLE-2 + si0 en KHH + hidrocortisona

THLE-2 + sip53 en KHH + hidrocortisona

Este experimento se realizd para su posterior analisis por western blot.

4.7.12 Sobre expresion de p53 en la linea celular Hep3B.

Para incrementar los niveles de proteina de p53 en las células Hep3B se utilizaron vectores
de ADN contenidos en plasmidos (Addgene). Para la transfeccion se utilizé6 Lipofectamina
2000, incubando 8 ul de Lipofectamine 2000 diluidos en 150 ul de Opti-MEM con 8 g de
DNA de plasmido diluidos en 150 pl de Opti-MEM en placas de 6 pocillos, donde se sembraron
3 x 10° células/pocillo. Como prueba de que la transfeccion ha sido exitosa, se realiza un
western blot para comprobar la presencia de proteina de p53. Se sigue el mismo procedimiento
con el plasmido WT de p53 (pp53) como con la version mutada en la serina 149, pA149S.
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Transfeccion
Sembrar Hep3B lipofectamina Recoger proteina
' Medio
*Medlo completd completo¢

24 horas 6 horas1 18 horas

Lavado con PBS
y adicion de medio de cultivo fresco

Los grupos experimentales fueron:
e Hep3B +p0
e Hep3B + pp53/pA149S

Este mismo experimento se realizd para comprobar si la recuperacion de la expresion de
p53 en las células Hep3B era suficiente para recuperar, asimismo, la accion de la forskolina
(activador quimico de CREB, y por ende, activador de la ruta molecular del glucagon y la
adrenalina). Para ello, transcurridas 24 horas tras la transfeccion con lipofectamina, las células
se trataron durante 30 minutos con forskolina, al término de las cuales se recogio el extracto
celular y/o el medio de cultivo, para realizar el posterior analisis de western blot o cuantificacion
de la glucosa en medio:

Transfeccion
Sembrar Hep3b lipofectamina Recoger proteina y/o medio celular
‘ Medio completo ‘ t

24 horas 6 horasT 18 horas 30’

Lavado con PBS
y adicion de medio de cultivo fresco

Los grupos experimentales fueron:

Hep3B + p0

Hep3B + pp53/pA149S

Hep3B + p0 + forskolina

Hep3B + pp53/ pA149S + forskolina

Este experimento se realiz6 para el analisis por western blot.

Hep3B + p0

Hep3B + pp53

Hep3B + p0 + forskolina
Hep3B + pp53 + forskolina
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Este experimento se realizd para cuantificar la produccion de glucosa, por lo que todos los
grupos experimentales se incubaron en el medio gluconeogénico (medio KHH suplementado
con lactato 20 mM y piruvato 2 mM).

4.7.13 Sobre expresion de p53 e inhibicion de PCK1 en las células THLE-2.

Para realizar este ensayo, en primer lugar, se realiz6 el silenciamiento de PCK1, utilizando
un ARN interferente especifico para PCK1 (siPCK1). Como control negativo se utiliz6 un non-
targeting siRNA (s10). Para llevar a cabo la tranfeccion se utiliz6 DharmaFECT 1, siguiendo el
protocolo explicado con anterioridad (50 pmol de sipPCK1 diluidos en 200 ul de Opti-MEM
con 6.5 pl de DharmaFECT diluido en 193.5 ul de Opti-MEM. Se sembraron 1.5 x 107
células/pocillo, en placas de 6 pocillos). Transcurridas 24 horas desde la transfeccion, se
procedié con la sobre expresion de p53, incubando 4 pl de Lipofectamine 2000 diluidos en 150
pul de Opti-MEM con 2.5 ng de DNA de plasmido diluidos en 150 ul de Opti-MEM.
Transcurridas 24 horas desde esta tltima transfeccion (y 48 desde la primera), las células se
mantuvieron durante 6 horas en medio KHH suplementado con lactato 20 mM vy piruvato 2
mM, para posteriormente determinar la produccion de glucosa en los diferentes grupos
experimentales.

Transfeccion

DharmaFECT
Sembrar THLE-2 siPCK1 Recoger proteina y medio celular
‘Medio completo l ¢

24 horas 6 horasTlS horas 6 horasT 18 horas 6 horas

Lavado con PBS  Lavado con PBS
y adicion de medio y adicion de medio
de cultivo fresco  de cultivo fresco

Los grupos experimentales fueron:
e THLE-2 + p0 + si0
e THLE-2 + pp53 + si0
e THLE-2 + pp53 + si0

4.7.14 Inhibicion de p53 y sobre expresion de PCK1.

Para realizar este ensayo, en primer lugar, se realizd el silenciamiento de p53, utilizando
un ARN interferente especifico para p53 (sip53). Como control negativo se utiliz6 un non-
targeting siRNA (s10). Para llevar a cabo la tranfeccion se utilizé6 DharmaFECT 1, siguiendo el
protocolo explicado con anterioridad (50 pmol de sipPCK1 diluidos en 200 ul de Opti-MEM
con 6.5 pl de DharmaFECT diluido en 193.5 ul de Opti-MEM. Se sembraron 1.5 x 107
células/pocillo, en placas de 6 pocillos). Transcurridas 24 horas desde la transfeccion, se
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procedid con la sobre expresion de PCK1, incubando 4 ul de Lipofectamine 2000 diluidos en
150 ul de Opti-MEM con 2.5 pg de DNA de plasmido diluidos en 150 pl de Opti-MEM.
Transcurridas 24 horas desde esta ultima transfeccion (y 48 desde la primera), las células se
mantuvieron durante 6 horas en medio KHH suplementado con lactato 20 mM vy piruvato 2

mM, para posteriormente determinar la produccion de glucosa en los diferentes grupos
experimentales.

Transfeccion Transfeccion
DharmaFECT: lipofectamina: .. . .
Sembrar THLE-2 silenciamiento PCK1 sobre expresion p53 Inicio Recoger proteina y/o medio celular
¢ Medio completol ‘ l
6 horasT 18 horas 6 horasT 18 horas
Lavado con PBS Lavado con PBS y adicion de medio de cultivo fresco

y adicion de medio de cultivo fresco

Los grupos experimentales fueron:
e THLE-2 + p0 + si0
e THLE-2 + p0 + sip53
e THLE-2 + pp53 + siPCK1
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S. RESULTADOS.

5.1 EL ESTADO NUTRICIONAL REGULA LOS NIVELES DE PROTEINA DE P53 EN EL HIGADO
A TRAVES DE SU O-GLCNACILACION.

5.1.1 Los niveles de proteina de pS3 en el higado se incrementan durante el ayuno sin
cambios en los niveles de mRNA de p53.

Para estudiar si los niveles de proteina de p53 en el higado se regulan por el estado
nutricional, sometimos a nuestros ratones wild type (WT) a un ayuno de 24 horas, con una
posterior realimentacion ad libitum de otras 24 horas. Los animales del grupo control
permanecieron con acceso ad libitum a dieta estandar durante todo el proceso experimental. Se
observd un incremento significativo de los niveles de proteina de p53 en los higados de los
ratones que permanecieron en ayuno, que retorna a los niveles basales tras la realimentacion
(Figura 1A). Para estudiar en profundidad esta regulacion de los niveles de proteina de p53,
realizamos un minucioso estudio temporal, donde se observa que el incremento de los niveles
de proteina de p53 tiene lugar ya a las 6 horas de ayuno, manteniéndose hasta las 24 horas de
ayuno (Figura 1B). Cabe destacar que, durante todo el estudio temporal, los niveles de mRNA
de p53 permanecieron inalterados (Figura 1B).
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Figura 1. Regulacion de los niveles de proteina de pS3 por el estado nutricional. A) Niveles de proteina en el higado
de ratones WT alimentados ad /libitum, en ayuno durante 24 horas, o realimentados (RA) durante 24 horas tras haber sido
sometidos a un ayuno previo de 24 horas (n= 7-8). B) Niveles de proteina y mRNA en el higado de ratones WT alimentados
ad libitum, o en ayuno durante 6, 12 o 24 horas. La expresion de GAPDH (western blot) y la de HPRT (qRT-PCR) han sido
empleadas como control de carga. Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como
media + SEM. *P<0.05; **P<0.01 y ***P<0.001.
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5.1.2 Los niveles de proteina de p53 se regulan por la glucosa in vivo e in vitro.

El siguiente proposito fue identificar qué sefial o componente del estado nutricional es el
responsable de la regulacion de los niveles hepaticos de p53. Dado que la leptina es una
hormona metabdlica muy importante, estrechamente regulada por el estado nutricional (el
exceso caldrico produce hiperleptinemia, mientras que el déficit caldrico induce hipoleptinemia
[357]), realizamos un ensayo para estudiar su posible papel en la regulacion de los niveles de
p53. Para ello, nuestros ratones WT sometidos a ayuno recibieron, simultdneamente, una dosis
fisiologica de leptina. El tratamiento con leptina fue incapaz de revertir el incremento de los
niveles de proteina de p53 que tiene lugar durante el ayuno en el higado (Figura 2A), reflejando
que la leptina no es responsable de la regulacion de p53.

A) ** ] Ad libitum
o Il Ayuno
= 4007 X ;
S\i o AA [JAyuno + leptina 0.5 mg/kg
_8.
<
0 20300
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g °
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- 8 o3 [ o
o - 2
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& -10 \ \ Zz 0-

Inicial 24h

Figura 2. La leptina no regula los niveles de p53 en el higado en estado de ayuno. Los ratones WT fueron tratados
con salino, o con leptina recombinante (a una dosis de 0.5 mg/kg cada 12 horas durante 3 dias). A) Peso corporal acumulado
(izquierda) y niveles de proteina de p53 en el higado (derecha) (n=8-12 animales por grupo). La expresion de GAPDH ha sido
empleada como control de carga. Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como
media + SEM. *P<0.05; **P<0.01 y ***P<0.001.

Debido a estos resultados negativos, quisimos estudiar si los niveles de glucosa circulante,
afectados también de forma severa por el estado nutricional, podrian ser los responsables de la
regulacion de los niveles hepaticos de p53. Con este objetivo, parte de nuestros ratones
sometidos a ayuno recibieron glucosa (mediante la ingesta de azucarillos), método que, tal y
como se habia descrito con anterioridad [311], permite que los animales mantengan unos
niveles de glucemia similares a los de los ratones alimentados ad [ibitum, mientras
experimentan una pérdida de peso caracteristica del estado de ayuno (Figura 3A). A nivel
hepatico, observamos que el incremento de los niveles de proteina de p53 que tiene lugar
durante el ayuno, disminuye por completo en los ratones que mantienen la euglicemia (Figura
3A), sin que ocurran cambios a nivel de la expresion de mRNA (Figura 3A). Estos resultados
obtenidos in vivo, se corroboraron in vitro, en la linea celular de hepatocitos humanos THLE-
2, donde se observo que la adicion de glucosa al medio de las células sometidas a condiciones
de ayuno revierte el incremento de los niveles de proteina de pS3 en un modo dependiente de
la dosis (Figura 3B). Colectivamente, nuestros resultados sugieren que los niveles hepaticos de
p53 son regulados negativamente por la glucosa.
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Figura 3. La glucosa regula los niveles de p53 en el higado. A) Peso corporal, niveles de glucosa en sangre, niveles de
mRNA y niveles de proteina de p53 en el higado de ratones alimentados ad libitum, en ayuno durante 24 horas, o con acceso
libre a azucarillos (en ausencia de cualquier otro nutriente) (n= 6-8 animales por grupo). B) Niveles de proteina de p53 en las
células THLE2 mantenidas en medio completo o ayunadas durante 6 horas en el medio KHH, suplementado o no con glucosa
ImM o 10 mM (n=4 por grupo). La expresion de GAPDH (western blot) y la de HPRT (qQRT-PCR) han sido empleadas como
control de carga. Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como media + SEM.
*P<0.05; **P<0.01 y ***P<0.001.

5.1.3 La O-GlcNAcilacion estabiliza a pS3 durante el ayuno.

Se ha descrito en detalle que la actividad y la funciéon de p53 esta fuertemente controlada
por la estabilidad de su proteina que, en condiciones normales, tiene una vida media muy corta
y se degrada rapidamente [219, 259, 358]. Dado que nuestros resultados indicaban que el
incremento de los niveles de proteina de p53 en el higado no se debian a un incremento de la
expresion del gen, nos propusimos identificar el mecanismo postranscripcional implicado en la
estabilizacion de p53 durante el ayuno. Estudios previos realizados en C. elegans sefialan que
la O-GlcNAcilacion es un proceso muy relevante en eventos bioldgicos en los que p53 también
juega un papel fundamental, como la transcripcion, la regulacion del ciclo celular y la respuesta
a estrés [359]. Ademas, se ha encontrado que la O-GlcNAcilacion estabiliza y regula los niveles
de proteina de p53 en lineas celulares tumorales de mama y ovario [227, 256], identificandose
la serina 149 como la ubicacion de esta modificacion en p53 [227]. Esta modificacion
postranscripcional actia ademds como sensor nutricional, ya que su precursor, el UDP-
GlcNAc, deriva de las rutas metabdlicas de la glucosa, los acidos grasos, los acidos nucleicos
y el nitrogeno [229]. Tomando en conjunto nuestros resultados con los datos recogidos en la
bibliografia previa, nos propusimos investigar si la O-GlcNAcilacion podria ser la modificacion
responsable de la estabilizacion de p53 durante el ayuno, actuando como sensor nutricional y
participando en los efectos de p53 en la homeostasis de la glucosa. Para ello, realizamos una
inmunoprecipitacion de p53 en las células THLE-2, que mostré un incremento de la O-
GlcNAcilacion de p53 durante el ayuno (Figura 4A). En consonancia, el tratamiento de las
células con PUGNACc (inhibidor farmacologico de la enzima OGA, que promueve la O-
GlcNAcilacion de las proteinas) incrementd los niveles de proteina de p53 en un modo
dependiente de la dosis (Figura 4B), mientras que el tratamiento con OSMI-1 (inhibidor
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farmacologico de la enzima OGT, que inhibe la O-GlcNAcilacion de las proteinas) disminuyd
los niveles de p53 durante el ayuno, retornandolos a los niveles basales (Figura 4C).
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Figura 4. La O-GlcNAcilacion esta implicada en la estabilizacién de pS3 durante el ayuno. A) O-GlcNAcilacion de
p53 en las células THLE-2 en medio completo o KHH durante 6 horas (n=3-4 por grupo). B) Niveles de proteina de p53 en las
células THLE-2 mantenidas en el medio completo, suplementado o no con PUGNACc 5, 25 o 75 uM (n=5-6) durante 6 horas.
C) Niveles de proteina de p53 en las células THLE-2 mantenidas en medio completo o medio KHH, suplementado o no con
OSMI-1 10, 40 o 100 uM (n=3 por grupo) durante 6 horas. La expresién de GAPDH ha sido empleada como control de carga.
Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como media + SEM. *P<0.05.

5.2 P53 SE UNE AL PROMOTOR DE PCK1 Y REGULA SU EXPRESION.

5.2.1 p53 promueve la expresion de PCKI1.

Una vez demostrado que los niveles de p53 en el higado se regulan por la glucemia,
mediante un mecanismo dependiente de la O-GlcNAcilacion, nuestro siguiente propodsito fue
estudiar la funcidon de p53 en la homeostasis de la glucosa. Al someter a condiciones de ayuno
a las células THLE-2, observamos un incremento significativo en los niveles de proteina de p53
y PCK1 (Figura 5A) que, como se explicod en el apartado de la introduccién, es una de las
principales enzimas limitantes de la gluconeogénesis, encargada de convertir el oxaloacetato
en fosfoenolpiruvato y diéxido de carbono. Asimismo, los niveles de proteina de PCK1 y su
actividad enzimdtica aumentan durante el ayuno, pero disminuyen drésticamente al silenciar
p53 (Figura 5B-C), mientras que la sobre expresion de p53 incrementa la actividad enzimatica
de PCK1 (Figura 5D). Sin embargo, la sobre expresion de p5S3 con la mutacion A149S, que no
se puede O-GlcNAcilar en la serina 149, no produce un incremento significativo de la actividad
PCK1 (Figura 5E), resaltando la importancia de esta modificacion en los efectos
gluconeogénicos de p53.
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Figura 5. p53 promueve la expresion y actividad de PCK1. A) Niveles de proteina de p53, pPDH, PC, PCK1 y G6Pasa
en las células THLE-2 mantenidas en medio completo o en KHH durante 6 horas (n=6 por grupo). B) Comprobacion de la
eficiencia del silenciamiento de p53 en las células THLE-2 (n=6 por grupo). C) Niveles de proteina y actividad enzimatica de
PCKI1 en las células THLE-2 mantenidas en medio completo o en KHH durante 6 horas, tratadas con si0 o sip53 (n=3-6 por
grupo). D) Actividad enzimatica de PCK1 en las células THLE-2 tratadas con p0 o pp53 para sobre expresar p53 (n=6 por
grupo). E) Actividad enzimatica de PCK1 en las células THLE-2 tratadas con p0 o pA149S para sobre expresar p53 (n=5 por
grupo). La expresion de GAPDH ha sido empleada como control de carga. Los valores del grupo control han sido normalizados
al 100%. Los datos se presentan como media £ SEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

De acuerdo con estos resultados, encontramos que la sobre expresion de p53 induce un
incremento en la produccion de glucosa, y que este efecto es dependiente de la actividad de
PCK1, ya que desaparece al silenciar PCK1 (Figura 6A). Del mismo modo, la sobre expresion
de PCK1 en las células con el gen de p53 silenciado, recupera la produccion de glucosa durante
el ayuno (Figura 6B).
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Figura 6. PCK1 media los efectos de p53 en la produccion hepatica de glucosa in vitro. A) Determinacion de la
produccion de glucosa tras la sobre expresion de p53 (pp53) y el silenciamiento de PCK1 (siPCK1) (n=6 por grupo). B)
Determinacion de la produccion de glucosa tras la inhibicion de p53 (sip53) y la sobre expresion de PCK1 (pPCK1) (n=6 por
grupo). Los datos se presentan como media = SEM. **P<(.01 y ***P<0.001.

Para corroborar los resultados obtenidos al silenciar p53 en las células THLE-2, utilizamos
un segundo modelo in vitro, las células Hep3B, que son hepatocitos humanos que no expresan
p53. Al someter a estas células a condiciones de ayuno, los niveles de PCK1 permanecieron
inalterados (Figura 7A), mientras que se produjo un incremento de los niveles de oxaloacetato,
indicando una acumulacion debida a un flujo descompensado, al no ser descarboxilado y
fosforilado por PCK1 (Figura 7B). La recuperacion de la expresion de p53 en las células Hep3B
(Figura 7C) produjo un incremento de los niveles de PCK1, tanto de mRNA (Figura 7D) como
de proteina (Figura 7E).
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Figura 7. PCKI1 no se regula durante el ayuno en las células Hep3B. A) Niveles de proteina de p53, pPDH, PC, PCK1
y G6Pasa en las células Hep3B mantenidas en medio completo o en KHH durante 6 horas (n=6 por grupo). B) Niveles de
oxaloacetato en las células Hep3B mantenidas en medio completo o KHH durante 6 horas (n=6 por grupo). C) Comprobacion
de la eficiencia de la sobre expresion de p53 en las células Hep3B (n=5 por grupo). D) Niveles de mRNA y E) proteina de
PCKI en las células Hep3B tras la sobre expresion de p53 (n=5-8 por grupo). La expresion de GAPDH (western blot) y la de
HPRT (qRT-PCR) han sido empleadas como control de carga. Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%.
Los datos se presentan como media = SEM. *P<0.05; **P<0.01 y ***P<(0.001. ND: no detectado.

Cabe destacar que cuando se recupera la expresion de p53 en las células Hep3B con el
plasmido pA149S, que no se puede O-GlcNAcilar en la serina 149, a pesar de que se restablecen
los niveles de proteina de p53 (Figura 8A), no tiene lugar la regulacion de la expresion PCK1
(Figura 8B), efecto que solo ocurre con el plasmido de pS3 WT (Figura 8B).
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Observamos ademas que el incremento en los niveles de pS3 que induce el ayuno no tiene
lugar cuando la serina 149 estd mutada y no se puede O-GlcNAcilar, ni tampoco la activacion
de la expresion de PCK1 (Figura 8C).
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Figura 8. La O-GlcNAcilacion de p53 es necesaria para sus efectos sobre PCK1. A) Comprobacion de la eficiencia
de la recuperacion de los niveles de proteina de p53 al sobre expresar el plasmido pA149S (n=4 por grupo). B) Niveles de
proteina de PCK1 en las células Hep3B al recuperar los niveles de proteina de p53 con el plasmido pA149S o con el plasmido
de p53 WT (pp53) (n=4 por grupo). C) Niveles de proteina de p53 y PCK1, en medio completo y en KHH, al recuperar la
expresion de p53 en las células Hep3B con el plasmido pA149S (n=6 por grupo). La expresion de GAPDH ha sido empleada
como control de carga. Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como media +
SEM. *P<0.05; **P<0.01 y ***P<0.001.

5.2.2 Los niveles de pS3 y PCK1 correlacionan durante el ayuno in vivo.

En los ratones WT, los niveles de mRNA y de proteina de PCK1 se incrementan de forma
notable a las 6 horas de ayuno, y persisten elevados hasta las 24 horas de ayuno, disminuyendo
hacia los niveles basales tras la realimentacion (Figura 9A). Encontramos, ademas, que los
niveles hepaticos de p53 correlacionan positivamente con los niveles de mRNA y de proteina
de PCK1 a las 6 horas de ayuno, y que esta correlacion se mantiene positiva durante las 12 y
las 24 de ayuno, hasta que finalmente desaparece tras la realimentacion (Figura 9B).

117



MARIA JESUS GONZALEZ RELLAN

0 100 200 300
P53 (niveles de proteina %)

A) [ Ad libitum
[ Ayuno
5 S g g [ Realimentacion
« g . g . kK «
5 & 600 5 Se00 . £ & 600 o £ S 600
o 1 < 2s
g o 23 23 =
22 400 . Ayuno 5?0400 Ayuno 3—59:0400 Ayuno  £-% 400 *
T Adlib6h S & Adlib 12h G2 Adlib 24h S 2 Adlib _RA
5200 @ PCK1 5 5200 PSRN -5 5 200 pox [ < 5 200 PCK1
Z msapasn| © | Z o s
Z 0 GAPDH Z 0 GAPDH- Z 0 GAPDH Z 0 } GAPDH
PCK1 PCK1 PCK1 PCK1
Ad libitum Ayuno 6h Ayuno 12h Ayuno 24h Ayuno 24h + RA 2h
T 400 T 400 T T 400
= = = =
< gl < 300 i < < 300
<~ ~ ~ ~
Z 33 Z3 S PAS
= o~ o~ >~
£ .3 200 £ .3 200 £.3 £ g 200
o < L < o < o <
8 5 S & SR 8 5
% £ 100 % = 100 % = % = 100 *
2 2 E 2
z z ° z z °
pck1 pck1 pck1 pck1
B)
s s . _ Ayuno 24 horas +
B Ayuno 6 horas B Ayuno 12 horas X Ayuno 24 horas > realimentacion 2 horas
E 0,37 ‘g r=0,91 E r=0,91 E
5} r=0, 5} =0, 3] =0, 2 -
2 300 o  Poba 280 P=00006 2 800 P=00002 £ 300 o o 0
=) : & 400 & 600 & & P=03952
1) 1) 5} © 200
3 < 300 ° S 400 () < 4/.
2 2 » 2
& 5 200 5 S 100 e o
s 2 100 e S 200 B °
o K v <
|9} |9} O 19}
£ 4 & &

300

p53 (niveles de proteina %)

0 100 200 300 400
p53 (niveles de proteina %)

0 100 200 300 400

P53 (niveles de proteina %)

0 50 100 150 200
p53 (niveles de proteina %)

0 50 100 150 200

p53 (niveles de proteina %)

o

70 80 90 100 110
P53 (niveles de proteina %)

0 50 100 150 200

i r=0,80 i r=0,75 :\: r=0,94 X =022
Z 300 ° P=0,008 Z 300 PP Z 400 P=0,0001 <zc 150 P=0,52
El £ [ ) ) £ 300 cé

o 200 5 200 ° = E 100

] Y L] € 200 3

E 100 i’j 100 l”j 2adl () L’@ 50

[3) o [3) (3]

> > > =

< v 2 <

19} 19} 19} 19}

& & - 4

p53 (niveles de proteina %)

Figura 9. Los niveles de pS3 y PCKI1 correlacionan durante el ayuno irn vivo. A) Niveles de proteina y mRNA en el
higado de ratones WT alimentados ad libitum, o en ayuno durante 6, 12 0 24 horas (n=4-6 por grupo). B) Correlaciones entre
los niveles de proteina de p53 y los niveles de proteina y de mRNA de PCK1 durante el ayuno. La expresion de GAPDH
(western blot) y la de HPRT (qRT-PCR) han sido empleadas como control de carga. Los valores del grupo control han sido
normalizados al 100%. Los datos se presentan como media + SEM. *P<0.05; **P<0.01 y ***P<0.001.

5.2.3 p53 se une al promotor de PCK1.

La correlacion positiva entre los niveles de p53 y PCK1 sugieren que p53, como factor de
transcripcion, podria regular la expresion de PCK 1. Motivados por estas evidencias, buscamos
los potenciales sitios de union para p53 localizados en la region del promotor del gen de PCK1
utilizando la base de datos de JASPAR (http://jaspar.genereg.net/), donde encontramos 3
motivos putativos para p53 (Figura 10A). Encontramos 8 elementos consenso para p53 en la
region de las primeras -1330 pares de bases (pb) localizadas antes del lugar de inicio de la
transcripcion del promotor de PCK1 (Figura 10B). Para evaluar la capacidad de p53 para
regular la transcripcion de PCK1, realizamos un ensayo de actividad luciferasa en las células
Hep3B, en presencia o ausencia de p53. Para ello, utilizamos dos plasmidos que expresaban la
luciferasa bajo la actividad de dos fragmentos de diferente tamanio del promotor de PCK1, el
plasmido pADTrack-1330-pck1 y el plasmido

118



Resultados

pADTrack-490-pck1 [360]. Encontramos que la cotrasfeccion de p53 con ambos plasmidos del
promotor de PCK1 incrementa significativamente la actividad de la luciferasa (Figura 10B), lo
que indica que el lugar de unién para p53 debe estar localizado en la region compartida por
ambos plasmidos del fragmento del promotor de PCK 1. Para evaluar la interaccion directa entre
p53 y PCK1, realizamos una inmunoprecipitacion de la cromatina, que confirmo la interaccion
en la region mas proximal del promotor de PCK1 (10C-D).

Para corroborar estos resultados obtenidos in vitro, realizamos un nuevo ChIP in vivo, en
ratones WT alimentados ad libitum o sometidos a una restriccion calorica del 60%, una
condicién fisioldgica que promueve la gluconeogénesis hepatica [41]. Encontramos que, en
estas condiciones, hay un enriquecimiento en la union de p53 al promotor de PCK1 (Figura
8E).
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Figura 10. p53 es un factor de transcripcion para PCK1. A) Motivos de union putativos para p53 utilizando la base

de datos JASPAR. B) Identificacion de diversos sitios de union para p53 (circulos en negro) localizados en el promotor del gel
de PCK1 (-1330 pb desde el lugar de inicio de la transcripcion), identificados con el software PROMO. Ensayo de la actividad
luciferasa en las células Hep3B, transfectadas con el plasmido control p0 o el plasmido que sobre expresa p53, y con el plasmido
control pADTrack o los plasmidos pADTrack-1330-pck1 y pADTrack-490-pck1(n=3 por grupo) C) Diagrama de la region de
-490/+1 del promotor de PCK1 que indica la localizacion de los primers utilizados en el ChIP. Los circulos en negro representan
los sitios de unién para p53 ubicados en esa region del promotor del gen de PCK1. D) Cuantificacion de la intensidad de las
diferentes bandas de producto de PCR (n=3 por grupo). E) Diagrama del promotor de PCK1 que muestra la localizacion de la
region amplificada en los ratones WT alimentados ad libitum o sometidos a una restriccion calérica del 60%. Cuantificacion
de la qRT-PCR (n=4-5 por grupo). Los datos se presentan como media + SEM. *P<0.05 y ***P<0.001.

5.2.4 La O-GlcNAcilacion promueve la gluconeogénesis a través de p53.

Para investigar en detalle la relevancia de la O-GlcNAcilacion de p53 en la regulacion de
los niveles de PCK1, tratamos a nuestras células THLE-2 con PUGNAc, encontrando un
incremento significativo de los niveles de PCK1 que, en contraste, no tiene lugar cuando
silenciamos p53 (Figura 11A). De acuerdo a estos resultados, la estimulacion de la O-
GlcNAcilacion en las células Hep3B no afecta a los niveles de PCK 1, mientras que la
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recuperacion de la expresion de p53 en estas células permite que el efecto estimulador de
PUGNAC sobre PCK1 tenga lugar (Figura 11B). En linea con estos resultados, observamos que
cuando recuperamos la expresion de p53 en las células Hep3B con el plasmido pA149S, y
tratamos a las células con PUGNACc, no tienen lugar ni el incremento en los niveles de p53
estimulados por el tratamiento, ni el incremento en los niveles de PCK1 (Figura 11C). Tomando
nuestros datos en conjunto, observamos que p53 se une al promotor de PCK1 modulando su
transcripcion, siendo para ello necesaria la estabilizacion de p5S3 mediante su O-GlcNAcilacion.
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Figura 11. La O-GlcNAcilacién promueve la expresion de PCK1 a través de p53. A) Niveles de
proteina de PCK1 en las células THLE-2 tratadas con PUGNAc 75 uM, transfectadas con el siRNA control o
el siRNA para silenciar p53 (n=6 por grupo). B) Niveles de proteina de PCK1 en las células Hep3B tratadas
con PUGNAc 75 uM, transfectadas con el plasmido control o el plasmido que sobre expresa p53 (n=6 por
grupo). C) Niveles de proteina de p53 y PCK1 en las células Hep3B tratadas con pugnac 75 pM, transfectadas
con el plasmido control o el plasmido pA149S (n=6 por grupo). La expresion de GAPDH ha sido empleada
como control de carga. Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan
como media + SEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

53 LOS RATONES QUE NO EXPRESAN P53 EN EL HiGADO MUESTRAN UNA CAPACIDAD
GLUCONEOGENICA DETERIORADA.

5.3.1 Los ratones que no expresan p53 producen menos glucosa hepatica.

La relacion entre pS3 y PCK1 que mostraron nuestros datos, nos condujo a generar dos
modelos animales que no expresan p53 en el higado, para estudiar en profundidad el papel del
p53 enddgeno en el metabolismo de la glucosa. Para ello, un modelo animal se generd
inyectando el virus AAV8-Cre en la vena de la cola de los ratones adultos con el gen p53
floxeado (ratones floxp53) (Figura 12A-B). El otro modelo animal se generd cruzando ratones
floxp53 con ratones que genéticamente expresan la recombinasa Cre bajo el control del
promotor de la albumina y el enhancer de la a-fetoproteina (ratones Alfp-Cre), que generan
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una descendencia que carece del gen p53 especificamente en el higado (ratones p53 HKO)
(12D-E).
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Figura 12. Generacion de los modelos animales deficientes para pS3 en el higado. A) Esquema ilustrativo de la
estrategia seguida para generar el modelo animal en el que se disminuyen los niveles de p53 en el higado inyectando el
virus AAV8-Cre en los ratones Floxp53. B) Niveles de p53 en los ratones Floxp53 inyectados con el virus AAV8-GFP o
el AAVS8-Cre un mes después de la inyeccion (n=8-10). C) Ganancia de masa corporal e ingesta acumulada durante las 4
semanas posteriores a la inyeccion de los virus. D) Esquema ilustrativo de la estrategia seguida para generar el modelo
animal AlfpCre Floxp53, denominado p53 HKO, en el que los ratones Floxp53 expresan genéticamente el gen de la
recombinasa Cre bajo el promotor de la albimina. E) Genotipado de los ratones p53 HKO. F) Ganancia de masa corporal
e ingesta acumulada durante las 4 semanas posteriores al destete. La expresion de HPRT ha sido empleadas como control

de carga. Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como media + SEM.
*P<0.05.

Estos dos modelos animales no mostraron diferencias en ingesta ni en ganancia de masa
corporal (Figura 12C y 12F), ni en la tolerancia a glucosa ni en la sensibilidad a insulina (Figura
13A-B y Figura 13E-F) respecto a sus grupos control. Sin embargo, mostraron bajos niveles de
glucosa en sangre tras la administracion del piruvato (Figura 13C y Figura 13G), mostrando
una capacidad gluconeogénica deteriorada. Como se explicé en el apartado de la introduccion,
el piruvato es un sustrato gluconeogénico que se integra en la via molecular de la
gluconeogénesis a nivel del complejo de la piruvato deshidrogenasa, que lo descarboxila para
generar acetil-CoA. Posteriormente, es carboxilado para generar oxaloacetato (sustrato directo
de PCK1) por la piruvato carboxilasa. Para estudiar si los bajos niveles de glucosa en sangre
durante la PTT se debian a un deterioro general de la gluconeogénesis, o a una disminucion de
la actividad de PCK, realizamos un ensayo en el que administramos glicerol a nuestros ratones,
que es un sustrato gluconeogénico que se integra en la via molecular de la produccion de
glucosa en una etapa posterior a PCK1, por lo que no necesita de su actividad para estimular la
produccion de glucosa. No se observaron diferencias en los niveles de glucosa en sangre en
nuestros modelos animales durante la GIiTT (Figura 13D y Figura 13H).
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Figura 13. Efecto de la deleccion hepatica de p53 sobre el metabolismo de la glucosa in vivo. A) Test de tolerancia

ala glucosa (GTT), B) Test de sensibilidad a la insulina (ITT), C) test de tolerancia al piruvato (PTT) y D) test de tolerancia al
glicerol (GIiTT) en los ratones floxp53 inyectados con el virus AAV8-GFP o AAV8-Cre (n=8-16). E) GTT, F) ITT, G) PTT y
H) GUTT en los ratones p53 HKO (n=8-14). También se representa el area bajo la curva (AUC) para cada grafica. Los datos
se presentan como media = SEM. *P<0.05; **P<0.01 y ***P<0.001.

Cabe resaltar que estos efectos observados no son consecuencia de cambios en la apoptosis
o regulacion del ciclo celular causados por la falta de p53 en el higado, ya que no se observan
diferencias en las tinciones de inmunohistoquimica para la CC3 y ki67 respecto a los controles,
diferencias que no obstante si son claramente visibles en las muestras de hepatocarcinoma
(Figura 14A-B).
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Figura 14. Inmunohistoquimica de los higados de los modelos animales sin p53 en el higado. A) Hematoxilina y
cosina (paneles superiores), cleaved caspase 3 (CC3) (paneles centrales) y ki67 (paneles inferiores) de los ratones floxp53
pinchados con el virus AAV8-GFP o AAVS8-Cre y un control positivo de hepatocarcinoma. B) Hematoxilina y eosina (paneles
superiores), cleaved caspase 3 (CC3) (paneles centrales) y ki67 (paneles inferiores) de los ratones control o AlfpCre floxp53,
y un control positivo de hepatocarcinoma.
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5.3.2 La recuperacion de la expresion de p53 revierte la hipoglucemia de los ratones
sin p53 hepatico durante la restriccion caldrica.

Para agregar una vision funcional a nuestros datos, sometimos a nuestros ratones a una
restriccion caldrica del 60%, condicion fisioldgica que incrementa la produccion hepatica de
glucosa. Mientras que no se apreciaron diferencias en el mantenimiento de la masa corporal y
de los niveles de glucosa en sangre cuando los animales tienen acceso ad libitum a dieta estandar
(Figura 15A-B), durante la restriccion caldrica los animales que no expresan p53 en el higado
no son capaces de mantener la glucemia en los mismos valores que los animales del grupo
control, sufriendo una marcada hipoglucemia (Figura 15C-D). En consonancia con estos
resultados, los ratones p53 HKO muestran una menor produccion hepdtica de glucosa durante
la restriccion caldrica (Figura 15E).
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Figura 15. Los ratones sin pS3 hepético desarrollan una marcada hipoglucemia durante la restriccion calérica. A)

Cambios en masa corporal y niveles de glucosa en sangre de los ratones Floxp53, inyectados con el virus AAVS-GFP o AAVS-
Cre, alimentados ad libitum (n=8-12 por grupo). B) Cambios en masa corporal y niveles de glucosa en sangre de ratones control
o p53 HKO alimentados ad libitum (n=8-12 por grupo). C) Cambios en masa corporal y niveles de glucosa en sangre de los
ratones Floxp53, inyectados con el virus AAV8-GFP o AAV8-Cre, durante la restriccion calérica del 60% (n=8-12 por grupo).
D) Cambios en masa corporal y niveles de glucosa en sangre de ratones control o p53 HKO durante la restriccion caldrica del
60% (n=8-14 por grupo). E) Produccion hepatica de glucosa en los ratones control y los p53 HKO en el cuarto dia de la
restriccion caldrica del 60% (n=6-12 por grupo). Los datos se presentan como media + SEM. *P<0.05; **P<0.01 y ***P<0.001.
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La recuperacion especifica de la expresion de p53 en el higado de nuestros modelos
animales revirtid la marcada hipoglucemia experimentada durante la restriccion calorica,
mostrando unos niveles de glucosa en sangre similares a los observados en el grupo control
(Figura 16A-B). A nivel molecular, observamos que los cambios en los niveles de PCK1
concuerdan con los perfiles glucémicos de los diferentes grupos experimentales, siendo
elevados en los ratones del grupo control sometidos a restriccion caldrica y que mantienen
niveles de glucosa estables; mientras que en los ratones que no expresan p53 en el higado, los
niveles de PCK1 y de glucosa circulante son bajos. La recuperacion de la expresion de p53
permite el incremento de nuevo de PCK1 en nuestros modelos animales durante la restriccion

(Figura 14C-D).
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Figura 16. La recuperacion de la expresion de p53 revierte la hipoglucemia sufrida durante la restriccién calérica.
Masa corporal y niveles de glucosa en sangre después de la recuperacion de la expresion de p53 en el higado de los ratones:
A) Floxp53 inyectados con el virus AAV8-Cre (n=6-14 por grupo) y B) ratones p53 HKO (n=6-14 por grupo). C) y D) Niveles
de proteina PCK1 en los grupos mencionados anteriormente. La expresion de GAPDH ha sido empleada como control de carga.
Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como media + SEM. *P<0.05, **P<0.01

y ***P<0.001.

Cabe destacar que nuestros modelos animales no mostraron diferencias en la glucemia
después de la ingesta durante el periodo de restriccion caldrica, restableciendo la glicemia igual
que los animales del grupo control (Figura 17A-B). Tampoco se observaron diferencias en los
niveles de cuerpos cetonicos y acidos grasos libres en suero (Figura 17C-D).
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Figura 17. Los modelos de ratén sin p53 en el higado restablecen la glucemia tras la ingesta. Niveles de glucosa
antes y después de la ingesta diaria durante la restriccion caldrica en A) los ratones Floxp53 inyectados con el virus AAVS8-
GFP 0 AAVS8-Cre y B) los ratones control y los p53 HKO (n=8-12 por grupo). C) y D) Niveles de acidos grasos libres y cuerpos
cetonicos en los modelos animales anteriormente mencionados, alimentados ad libitum o sometidos a restriccion calérica (n=4-
6 por grupo). Los datos se presentan como media + SEM. ***P<(.001.

5.3.3 La sobre expresion de p53 en el higado incrementa la gluconeogénesis hepatica.

Una vez estudiado el efecto de la disminucion de los niveles hepaticos de p53 en el
metabolismo de la glucosa, quisimos evaluar las consecuencias de la sobre expresion especifica
de p53 en el higado. Para ello, realizamos un ensayo de ganancia de funcion, en el que se
incrementaron los niveles de p53 en el higado de los ratones Alfp-Cre, administrando el virus
AAVS8-DIO-p53-EGFP, cuya actividad es dependiente de la recombinasa Cre (Figura 18A).
Nuestros resultados mostraron un incremento en los niveles de glucosa circulante durante la
PTT (Figura 18 C), sin cambios en la GTT, ITT, ingesta y ganancia de masa corporal (Figura
18 B-C).
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Figura 18. La sobre expresion de p53 en el higado incrementa la produccion hepatica de glucosa. A) Esquema
ilustrativo de la estrategia seguida para generar el modelo animal en el que se sobre expresan los niveles de p53 en el higado
inyectando el virus AAV-DIO-p53 en los ratones AlfpCre. B) Ganancia de masa corporal e ingesta acumulada durante las 4
semanas posteriores a la inyeccion de los virus. C) GTT, ITT y PTT en los ratones AlfpCre inyectados con el virus AAV-DIO-
p53 0 AAV-DIO-GFP (n=8-14). También se representa el area bajo la curva (AUC) para cada grafica. Los datos se presentan
como media + SEM. *P<0.05 y **P<0.01.

Consistentemente, los animales con niveles hepaticos de p53 incrementados, mostraron
niveles de glucosa elevados durante la restriccion caldrica (Figura 19B), sin que se observasen
diferencias en condiciones de alimentacion ad libitum (Figura 19A), ni tras la ingesta diaria
durante la restriccion caldrica (Figura 19C).
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Figura 19. Los ratones que sobre expresan p53 en el higado presentan niveles de glucosa mas elevados durante la
restriccion calérica. Cambios en masa corporal y niveles de glucosa en sangre de los ratones AlfpCre, inyectados con el virus
AAV-DIO-GFP 0 AAV-DIO-p53, A) alimentados ad libitum (n=8-12 por grupo) y B) durante la restriccion calorica del 60%
(n=8-12 por grupo). C) Niveles de glucosa antes y después de la ingesta diaria durante la restriccion calérica. Los datos se
presentan como media + SEM. *P<0.05.
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En conjunto, los resultados obtenidos en nuestros modelos de pérdida y ganancia de
funcion, evidencian que p53 juega un papel fundamental en el control de la gluconeogénesis
hepatica.

54 P53 ES NECESARIO PARA LAS ACCIONES GLUCONEOGENICAS DEL GLUCAGON EN EL
HIGADO.

5.4.1 El incremento de los niveles hepaticos de p53 inducidos por el glucagon requiere
de la O-GlcNAcilacion

Habiendo demostrado que el p53 endogeno ejerce un papel muy importante en la
regulacion de la gluconeogénesis hepatica, nuestro siguiente propdsito fue investigar si p53
podria mediar el efecto de las hormonas contra reguladoras. El glucagén, que es secretado por
las células a del pancreas cuando los niveles de glucosa circulante son bajos, estimula la
produccion hepdtica de glucosa. Al tratar a las células THLE-2 con glucagdn, observamos un
incremento significativo de los niveles de proteina de p53 (Figura 20A). Esta estabilizacion de
p53 inducida por el glucagon no ocurre cuando las células son tratadas con OSMI-1 (Figura
20B), indicando que la O-GlcNAcilacion media el efecto del glucagén sobre p53.

A) B) [JKHH
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Il KHH + glucagon 10nM + OSMI-1 100 uM

Niveles de proteina enlas THLE-2(%)
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Figura 20. El glucagén incrementa los niveles de pS3 a través de la O-GlcNAcilacion in vitro. A) Niveles de proteina
p53 en las células THLE-2 mantenidas en medio completo, KHH o KHH suplementado con glucagén 0.1, 10 o 25 nM (n=6).
B) Niveles de proteina de p53 en las células THLE-2 mantenidas en medio KHH suplementado o no con glucagon 10 nM y
OSMI-1 100 uM (n=6). La expresion de GAPDH ha sido empleada como control de carga. Los valores del grupo control han
sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como media + SEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

5.4.2 El glucagon requiere de pS3 para estimular la expresion y actividad de PCK1.

A continuacion, evaluamos el efecto del silenciamiento de p53 en las células THLE-2
tratadas con glucagon (Figura 21A). Aunque en estas condiciones el glucagon induce la
fosforilacion de CREB (pCREB), no tiene lugar el incremento en los niveles de PCK1 (Figura
21A) ni en la actividad de PCK1 (Figura 21B). Por tanto, nuestros datos indican que p53 se
encuentra downstream de pCREB en la via molecular del glucagén que induce la actividad de
PCK1. Para corroborar este hallazgo, tratamos a las células THLE-2 con forskolina que, al igual
que el glucagdn, incrementa los niveles intracelulares de AMPc activando a PKA. Observamos
que la forskolina induce la fosforilacion de CREB (sustrato de PKA) y, al igual que habiamos
observado previamente con el tratamiento con glucagon, incrementa los niveles de p53 (Figura
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21C). No obstante, al silenciar p53 en las células, la forskolina no es capaz de incrementar los
niveles de PCK1 (Figura 21D) ni la produccion de glucosa (Figura 21E).
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Figura 21. El glucagén requiere de pS3 para estimular la expresion de pS3. A) Niveles de proteina de p53, pCREB
y PCK1 en las células mantenidas en medio completo, KHH o KHH + glucagén 10 nM en las células THLE-2 tratadas con el
si0 o sip53 (n=6 por grupo). B) Actividad de PCK1 en las células THLE-2 mantenidas en KHH con o sin glucagén 10 nM y
tratadas con el si0 o sip53 (n=6 por grupo). C) Niveles de proteina de pCREB y p53 en las células THLE-2 tratadas con vehiculo
o forskolina 2 uM (n=6 por grupo). D) Niveles de proteina de pCREB y PCK1 en las células THLE-2 tratadas con si0 o sip53,
y estimuladas con el vehiculo o con forskolina 2 pM (n=6 por grupo). E) Producciuén de glucosa en las células THLE-2 tratadas
con si0 o sip53 y estimuladas con vehiculo o forskolina 2 uM (n=6 por grupo). La expresion de GAPDH ha sido empleada
como control de carga. Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como media +
SEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

De acuerdo con estos datos, ni el glucagén (Figura 22A) ni la forskolina (Figura 22B)
incrementan los niveles de PCK1 en las células Hep3B. Sin embargo, cuando recuperamos la
expresion de p53 en estas células, la capacidad de la forskolina de incrementar los niveles de
PCK1 (Figura 22C) y la produccion de glucosa (Figura 22D) se restaura de nuevo. Cabe
destacar que, cuando la recuperacion de los niveles de p53 en las células Hep3B se realiza con
el plasmido pA149S, que no se puede O-GlcNAcilar, la forskolina es incapaz de incrementar
los niveles de p53 y de PCK1 (Figura 22E)

129



MARIA JESUS GONZALEZ RELLAN

2z
=z
i)
)

[] Vehiculo
200 [l Forskolina 2uM

[]Vehiculo + p0 [ Hep3B + p0
[Vehiculo + pp53 [ Hep3B + pp53
[C]Forskolina 2uM + p0
[]Forskolina 2uM + pp53

Glucosa (pmol/ul/ug proteina)

PCK1

Niveles de proteina en las Hep3B (%)
Niveles de proteina en las Hep3B (%)

Niveles de proteina en las Hep3B (%)

Forskolina - + +
KHH 6h

Glucagon - 0.1nM 10nM veh veh forsk forsk

p0_ pp53 pO  pp53
et g — pokt
pCRES [ |
GAPDH
E) []Vehiculo + p0
[ Forskolina 2uM + p0
[]Vehiculo + pA149S
* []Forskolina 2uM + pA149S8

veh veh forsk  forsk

PO pp53  p0 ppS3
PCK1 [0 o ] o wpjan o we |
p53| ]
pCREB| e s -]

=, GAPDH| |

pCREB p53 PCK1

Niveles de proteina en las Hep3B (%)

Figura 22. La forskolina requiere de p5S3 para estimular la expresion de PCK1 en las células Hep3B. A) Niveles
de proteina de PCK1 en las células Hep3B mantenidas en medio completo, KHH, y KHH suplementado con glucagén 0.1 y 10
nM (n=6 por grupo). B) Niveles de proteina de pCREB y PCK1 en las células Hep3B tratadas con vehiculo o forskolina 2uM
(n=6 por grupo). C) Niveles de proteina de PCK1 y D) glucosa en las células Hep3B transfectadas con el p0 o pp53, y tratadas
con vehiculo o forskolina 2uM (n= 3-6 por grupo). E) Niveles de proteina de pCreb, p53 y PCKI1 en las células Hep3B
transfectadas con el p0 o pA149S, tratadas con vehicuolo o forskolina 2uM (n=4-6 por grupo). La expresion de GAPDH ha

sido empleada como control de carga. Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan
como media + SEM. *P<0.05 y **P<0.01.

5.4.3 El glucagon requiere de p5S3 para estimular la produccion de glucosa in vivo.

Para abordar en profundidad la relevancia fisioldgica de nuestros datos obtenidos in vitro,
estudiamos el efecto del glucagon sobre p53 in vivo. Encontramos que el glucagén incrementa
los niveles hepaticos de p53 (Figura 23A), efecto que no tiene lugar en los ratones Gegr -/-
(Figura 23B), resaltando la especificidad de la via de sefializacion del glucagén iniciada por la
activacion de su receptor en la regulacion de p53. El glucagén incrementa ademas la O-
GlcNAcilacion de p53 (Figura 23C), y al tratar a nuestros dos modelos de ratones que carecen
de p53 en el higado, encontramos que el efecto hiperglucemiante del glucagén se ve seriamente
comprometido (Figura 23D-E), siendo significativamente menor el incremento de glucosa en
nuestros modelos animales que en los respectivos animales control.
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Figura 23. p53 es necesario in vivo para el incremento de la produccion de glucosa inducido por el glucagon.
Niveles de proteina p53 en A) ratones WT y B) ratones Gegr -/- tratados con salino o con glucagon 200 pg/kg ip (n=5-9 por
grupo). C) Niveles de O-GlcNAcilacion de p53 en ratones WT tratados con salino o con glucagon 200 pg/kg ip (n=4 por
grupo). Niveles de glucosa en sangre en D) los ratones floxp53 inyectados con el virus AAV8-Cre o AAVS-GFP y E) los
ratones p53 HKO o los ratones control tratados con salino o con glucagén 200 pg/kg (n=6-10 por grupo). La expresion de
GAPDH ha sido empleada como control de carga. Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%. Los datos se
presentan como media + SEM. *P<0.05.

De este modo, los datos obtenidos in vivo e in vitro nos indican que, tanto el glucagdén como
la forskolina, requieren de p53 para estimular PCK1 y aumentar la produccion de glucosa
hepatica cuando es requerido.

5.5 P53 ES NECESARIO PARA EL EFECTO GLUCONEOGENICO DE LA ADRENALINA Y LOS
GLUCOCORTICOIDES.

5.5.1 La adrenalina y los glucocorticoides incrementan los niveles de p53 en el higado
por un mecanismo dependiente de la O-GlcNAcilacion.

Al igual que el glucagoén, la adrenalina y los glucocorticoides son hormonas contra
reguladoras muy importantes. Como se explico en la introduccion, tienen distintos mecanismos
y tiempos de accion. Al igual que el glucagén, la adrenalina estimula la gluconeogénesis
hepatica y reduce la captacion de glucosa por el musculo. Los glucocorticoides, ademas de
inhibir la secrecion de insulina, inducen la hiperglicemia mediante la estimulacion de la
expresion de las enzimas gluconeogénicas, y reduciendo la captacion periférica de la glucosa,
incrementando la resistencia a insulina. Al tratar a las células THLE-2 con adrenalina e
hidrocortisona, observamos un incremento significativo de los niveles de proteina de p53
(Figura 24A-C). Cabe destacar que la estabilizacion de p53 inducida por la adrenalina y la
hidrocortisona es inhibida al tratar a las células con OSMI-1 (Figura 24B-D), indicando que los
efectos de estas hormonas sobre p53 son mediados por la O-GIcNAcilacion.

131



MARIA JESUS GONZALEZ RELLAN

z

[T Medio completo
[ KHH 6h + adrenalina 10 uM
B KHH 6h + adrenalina 10 uM + OSMI-1 100 uM

Niveles de proteina en las THLE-2 (%) 2

Niveles de proteina en las THLE-2 (%)

p53
KHH 6h
_ KeHeh KHH6h  + adr
Adrenalina - 1uM 10uM MC +adr +QSMI
GAPDH GAPDH [ ——|
C) D)

[ Medio completo
[ KHH 6h + hidrocortisona 1 uM
[CJKHH 6h + hidrocortisona 1 uM + OSMI-1 100 uM

P~ N (] B [$:
o o o o o
o o o o o

o

Niveles de proteina en las THLE-2 (%)
Niveles de proteina en las THLE-2 (%)

KHH 6h
KHH 6h KHH 6h + hcort

Hidrocortisona - MC  +hcort + OSMI
ps3 = ps3 R Wl Y |

Figura 24. La adrenalina y el cortisol incrementan los niveles de pS3 in vitro a través de la O-GlcNAcilacién. A)
Niveles de proteina de p53 en las células THLE-2 mantenidas en medio completo, en KHH o en KHH suplementado con
adrenalina 1 y 10 pM durante 6 horas (n=6 por grupo). B) Niveles de proteina de p53 en las células THLE-2 mantenidas en
medio completo o en KHH suplementado o no con adrenalina 10 uM y OSMI-1 100 uM (n=6 por grupo). C) Niveles de
proteina p53 en las células THLE-2 mantenidas en el medio completo, KHH o KHH suplementado con hidrocortisona 0.1 o 1
UM durante 6 horas (n=6 por grupo). D) Niveles de proteina p53 en las células THLE-2 mantenidas en el medio completo o en
KHH suplementado o no con hidrocortisona 1 pM y OSMI-1 100 pM (n=6 por grupo). La expresion de GAPDH ha sido
empleada como control de carga. Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como
media + SEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

5.5.2 La adrenalina y los glucocorticoides requieren de p53 para estimular la
expresion y actividad de PCKI1.

A continuacion, estudiamos el efecto del silenciamiento de p53 en las acciones de la
adrenalina y los glucocorticoides sobre la gluconeogénesis hepatica. Encontramos que ni la
adrenalina ni la hidrocortisona son capaces de incrementar los niveles de PCK1 ni su actividad
en ausencia de p53 (Figura 25A-C-D). En consonancia con estos resultados, estas hormonas
tampoco son capaces de inducir un incremento de los niveles de PCK1 en las células Hep3B
(Figura 25B-E).
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Figura 25. La adrenalina y los glucocorticoides requieren de p53 para estimular la expresion de PCK1 in vitro. A)
Niveles de proteina de p53 y PCK1 en las células mantenidas en medio completo o en KHH suplementado con adrenalina 10
UM en las células THLE-2 tratadas con si0 o sip53 (n=3 por grupo). B) Niveles de proteina PCK1 en las células Hep3 B
mantenidas en medio completo, KHH o KHH suplementado con adrenalina 1, 10 y 20 pM. C) Niveles de proteina de p53 y
PCKI en las células mantenidas en medio completo o en KHH suplementado con hidrocortisona 1 uM en las células THLE-2
tratadas con si0 o sip53 (n=6 por grupo). D) Actividad de PCK1 en las células THLE-2 tratadas o no con hidrocortisona y
transfectadas con el si0 o sip53 (n=6 por grupo). E) Niveles de proteina PCK1 en las células Hep3B mantenidas en medio
completo, KHH o KHH suplementado con hidrocortisona 0.1, 1 y 10 uM. La expresion de GAPDH ha sido empleada como

control de carga. Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como media + SEM.
*P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

5.5.3 La adrenalina y los glucocorticoides requieren de p53 para estimular la
produccion de glucosa in vivo.

Al estudiar el efecto de la adrenalina y los glucocorticoides sobre p53 in vivo, encontramos
que ambas hormonas incrementan los niveles de p53 en el higado (Figura 26 A-C). La relevancia
fisiologica de estos datos fue respaldada con nuestros modelos animales que no expresan p53
en el higado, quienes producen significativamente menos glucosa tras el tratamiento con
adrenalina e hidrocortisona (Figura 26B-D). Por lo tanto, nuestros resultados sefialan que p53
es un factor de transcripcion imprescindible para que el glucagon, la adrenalina y el cortisol
induzcan de forma completa la expresion de PCK1 vy, por tanto, tenga lugar la produccion
necesaria de glucosa hepatica.
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Figura 26. La adrenalina y los glucocorticoides necesitan de p53 hepatico para inducir la produccion de glucosa.
A) Niveles de proteina de p53 en los ratones WT tratados con salino o con adrenalina 100 pg/kg (n=6 por grupo). B) Niveles
de glucosa en sangre en los ratones floxp53 inyectados con el virus AAVS-GFP o AAVS-Cre, y en los ratones control y p53
HKO, tratados con salino o con adrenalina 100 pg/kg (n=8-12 por grupo). C) Niveles de proteina de p53 en los ratones WT
tratados con salino o con hidrocortisona 20 mg/kg (n=6 por grupo). D) Niveles de glucosa en sangre en los ratones floxp53
inyectados con el virus AAVS-GFP o AAV8-Cre, y en los ratones control y p53 HKO, tratados con salino o con hidrocortisona
20 mg/kg (n=8-12 por grupo). La expresion de GAPDH ha sido empleada como control de carga. Los valores del grupo control
han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como media + SEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

5.6 LA SOBRE EXPRESION DE P53 EN LOS HEPATOCITOS REDUCE LA SENSIBILIDAD A
INSULINA.

5.6.1 La insulina regula negativamente los niveles de proteina de p53 en los
hepatocitos.

Una vez demostrado que p53 es esencial para el efecto gluconeogénico de las principales
hormonas contrarreguladoras, nuestro siguiente objetivo fue investigar su funciéon en las
acciones de la insulina. Como se explico en detalle en la introduccidn, la insulina es la principal
hormona hipoglucemiante. Principalmente, ejerce su efecto promoviendo la captacion de
glucosa en el musculo y en el tejido adiposo, e inhibiendo la gluconeogénesis hepatica [361].
Al tratar con insulina a nuestras células THLE-2 sometidas a ayuno, observamos una
disminucién de los niveles de p53 de un modo dependiente de la dosis (Figura 27A), asi como
una disminucion de los niveles de PCK1 (Figura 27B).
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Figura 27. La insulina regula negativamente los niveles hepaticos de p53. A) Niveles de proteina p53 en las células
THLE-2 mantenidas en medio completo, en KHH, o en KHH suplementado con insulina 1 o 10 nM (n=4-5 por grupo). B)
Niveles de proteina de p53 y PCK1 en las células THLE-2 mantenidas en medio completo, o en KHH suplementado o no con

insulina 10 nM (n=4-6 por grupo). La expresion de GAPDH ha sido empleada como control de carga. Los valores del grupo
control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como media £ SEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

5.6.2 La sobre expresion de p53 en los hepatocitos genera resistencia a insulina.

Al sobre expresar pS3 en los hepatocitos, la insulina pierde la capacidad de inhibir los
niveles de proteina y la actividad de PCK1 (Figura 28A-B), y de reducir la produccion hepatica
de glucosa (Figura 28C). Asimismo, cuando el incremento de los niveles de p53 tiene lugar con
el tratamiento con PUGNAc, que induce la O-GlcNAcilacion, y un incremento de los niveles
de proteina de p53, se obtiene el mismo resultado, observando que de nuevo la insulina no es
capaz de reducir los niveles de PCK1 (Figura 28D).
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Figura 28. Niveles elevados de p53 generan resistencia a insulina in vitro. A) Niveles de proteina de p5S3 y PCK1 en
las células THLE-2 transfectadas con el p0 o pp53 y tratadas con salino o insulina 10 nM (n=6 por grupo). B) Actividad de
PCK1 y C) produccién de glucosa en las células transfectadas con el p0 o pp53, en presencia o ausencia de insulina 10 nM
(n=6 por grupo). D) Niveles de proteina de p53 y PCK1 en las células THLE-2 mantenidas en KHH durante 6 horas, en
presencia o ausencia de insulina 10 nM y PUGNAc 75 pM (n=6 por grupo). La expresion de GAPDH ha sido empleada como

control de carga. Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como media + SEM.
*P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

Dado que AKT es una kinasa especifica involucrada en la via molecular de la insulina que
inhibe la gluconeogénesis, lo siguiente que hicimos fue tratar a las células THLE-2 con sc79,
un activador farmacoldgico de AKT. Observamos que el tratamiento con sc79 increment6 los
niveles de pAKT, y disminuy6 los niveles de p53 y PCK1 (Figura 29A-B). Sin embargo, la
sobre expresion de p53 anul6 la capacidad del sc79 de inhibir a PCK1, corroborando asi los
datos obtenidos previamente con el tratamiento con la insulina.
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Figura 29. La insulina regula negativamente los niveles de proteina de p53 a través de AKT. A) Niveles de proteina
de pAKT, p53 y PCK1 en las células THLE-2 mantenidas en medio completo, o en KHH suplementado o no con SC79 2 ng/
pl (n=3 por grupo). B) Niveles de proteina de PCK1 en las células THLE-2 transfectadas con p0 o pp53 y tratadas con vehiculo
0 SC79 2 pg/ ul (n=6 por grupo). La expresion de GAPDH ha sido empleada como control de carga. Los valores del grupo
control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como media £ SEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

5.6.3 La sobre expresion de p53 en el higado genera resistencia a insulina in vivo.

En linea con los resultados obtenidos in vitro, observamos un incremento significativo de
los niveles de PCK1 al sobre expresar p53 en el higado de los ratones WT (Figura 30A-B). Al
realizar un ensayo para evaluar la sensibilidad a insulina especificamente en el higado,
administrando la insulina directamente en la vena cava, observamos que, a pesar de la
activacion de pAKT, la insulina no es capaz de inhibir los niveles de PCK1 cuando se sobre
expresa p53 (Figura 30C-D). Para corroborar estos hallazgos, generamos un segundo modelo
animal, en el que sobre expresamos p53 especificamente en los hepatocitos, inyectando los
virus AAV-DIO-EGFP o AAV-DIO-p53-EGFP en los ratones Alfp-Cre. Al inyectar insulina
en estos ratones, observamos que disminuyen los niveles de glucosa en sangre en los ratones
del grupo control (Figura 30E-F). Sin embargo, este efecto hipoglucémico no ocurre en los
animales donde sobre expresamos p53 (Figura 30F), quienes, ademas, muestran niveles de
PCK1 persistentemente elevados al administrar insulina directamente en la vena cava (Figura
30G-H). Conjuntamente, nuestros datos muestran que la insulina activa la via de AKT para
disminuir los niveles de p53, para asi inhibir la expresion de PCK1 y reducir la produccion de
glucosa hepatica.
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Figura 30. La sobre expresion de pS53 in vivo genera resistencia a insulina. A) Representacion esquematica de la
estrategia seguida para generar el modelo animal en el que se sobre expresan los niveles de p53 en el higado inyectando el
adenovirus adp53 en los ratones WT. El virus adGFP se inyecta como control. B) Niveles de proteina de p53 y PCK1 en los
ratones WT inyectados con el adGFP o adp53 (n=3-6 por grupo). C) Niveles de proteina de pAKT y PCK1 en los ratones WT
inyectados con el virus adGFP, y tratados con salino o insulina 5 U/raton en la vena cava (n=6-8 por grupo). D) Niveles de
proteina de pAKT y PCK1 en los ratones WT inyectados con el virus adp53, y tratados con salino o insulina 5 U/raton en la
vena cava (n=5-8 por grupo). E) Representacion esquematica de la estrategia seguida para generar el modelo animal en el que
se sobre expresan los niveles de p53 en el higado inyectando el AAV-DIO-p53-EGFP en los ratones Alfp-Cre. El virus AAV-
DIO-EGFP se inyecta como control. F) Niveles de glucosa en sangre en los ratones Alfp-Cre inyectados con el virus AAV-
DIO-EGFP o AAV-DIO-p53-EGFP y tratados ip con salino o insulina 0.35 U/kg (n=6-10 por grupo). G) Niveles de proteina
de PCKlen los ratones Alfp-Cre inyectados con el virus AAV-DIO-EGFP y tratados con salino o insulina 5 U/ratén en la vena
cava (n=4-7 por grupo). H) Niveles de proteina de PCK1 en los ratones Alfp-Cre inyectados con el virus AAV-DIO-p53-EGFP
y tratados con salino o insulina 5 U/ratén en la vena cava (n=5-6 por grupo). La expresion de GAPDH ha sido empleada como
control de carga. Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como media = SEM.
*P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

5.7 P53 AFECTA A LA TOLERANCIA DE LA GLUCOSA POSTPRANDIAL Y SE ASOCIA CON LA
DIABETES TIPO 2 EN HUMANOS.

5.7.1 La sobre expresion de p53 en el higado causa hiperglicemia postprandial.

Dada la relevancia de p53 en la regulacion de la sensibilidad a insulina en el higado, nuestro
siguiente objetivo fue estudiar la implicacion de los niveles de p53 en la regulacion de la
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glicemia postprandial, un indicador fundamental de la sensibilidad a insulina, y estrechamente
ligado al desarrollo de diabetes tipo 2 [362]. Para ello, indujimos la sobre expresion de p53 en
los hepatocitos de los ratones Alfp-Cre, y realizamos un ensayo de tolerancia a la glucosa
postprandial. Mientras que no se observaron diferencias en la cantidad de comida ingerida
(Figura 30A), los ratones con elevados niveles hepaticos de p53 mostraron una glicemia
significativamente incrementada respecto a los ratones del grupo control (Figura 30B). Se
observo el mismo resultado cuando los animales se alimentaron con dieta alta en grasa, donde
la sobre expresion de p53 empeord la tolerancia la glucosa postprandial (Figura 30C-D).
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Figura 31. La sobre expresion de p53 en el higado empeora la tolerancia a la glucosa postprandial. A) Ingesta
acumulada y B) niveles de glucosa en sangre durante la realimentacion con dieta estandar (DS) de los ratones Alfp-Cre
inyectados con el virus AAV-DIO-EGFP o el virus AAV-DIO-p53-EGFP (n=8-12). C) Ingesta acumulada y D) niveles de
glucosa en sangre durante la realimentacion con dieta alta en grasa (HFD 60%) de los ratones Alfp-Cre inyectados con el virus
AAV-DIO-EGFP o el virus AAV-DIO-p53-EGFP (n=8-12). También se representa el area bajo la curva (AUC) para cada una
de las graficas de tolerancia a la glucosa postprandial. Los datos se presentan como media = SEM. *P<0.05, **P<0.01 y
***P<0.001.

5.7.2 La inhibicion de pS3 en el higado mejora la tolerancia a la glucosa postprandial.

Evaluamos a continuacion el impacto de la disminucion de los niveles hepaticos de p53 en
la tolerancia a la glucosa postprandial. Los ratones floxp53 inyectados con el virus AAVS-Cre
mostraron una glucosa postprandial disminuida, tanto al ser alimentados con dieta estandar
como con dieta alta en grasa (Figura 32A-D). En consonancia con estos resultados, los ratones
p53 HKO mostraron también estar protegidos contra la hiperglicemia postprandial, de modo
independiente de la cantidad y tipo de dieta ingerida (Figura 32E-H).
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Figura 32. La disminucion de los niveles hepaticos de p53 mejora la tolerancia a la glucosa postprandial. A) Ingesta
acumulada y B) niveles de glucosa en sangre durante la realimentaciéon con dieta estandar (DS) de los ratones Floxp53
inyectados con el virus AAV8-Cre 0 AAV8-GFP (n=7-12 por grupo). C) Ingesta acumulada y D) niveles de glucosa en sangre
durante la realimentacion con dieta alta en grasa (HFD 60%) de los ratones Floxp53 inyectados con el virus AAV8-Cre o
AAVS-GFP (n=7-12 por grupo). E) Ingesta acumulada y F) niveles de glucosa en sangre durante la realimentacion con dieta
estandar (DS) de los ratones control o p53 HKO (n=7-12 por grupo). G) Ingesta acumulada y H) niveles de glucosa en sangre
durante la realimentacion con dieta alta en grasa (HFD 60%) de los ratones control o p53 HKO (n=7-12 por grupo). También
se representa el area bajo la curva (AUC) para cada una de las graficas de tolerancia a la glucosa postprandial. Los datos se
presentan como media + SEM. *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

5.7.3 Los niveles hepaticos de p53 estan diferencialmente incrementados en los
pacientes humanos con diabetes tipo 2.

Una hiperglicemia postprandial elevada es una caracteristica principal en el desarrollo de
diabetes tipo 2 [363-365], por lo que quisimos evaluar la implicacion clinica de p53 en los
pacientes con diabetes. Para ello, evaluamos los niveles de p53 en el higado de pacientes
humanos con obesidad, clasificados en funcion de su normoglicemia (NG) o diabetes (DT2)
(Figura 33A-B). Encontramos que, aunque no hay diferencias en los niveles de expresion de
p53 entre los dos grupos de pacientes (Figura 33A), los niveles de proteina de p53 estan
significativamente elevados en los pacientes que desarrollan diabetes tipo 2 (Figura 33B), que
es concomitante con el incremento de los niveles de PCK1 (Figura 33B). Respaldando estos
resultados, encontramos que los niveles de proteina de p53, pero no sus niveles de expresion,
correlacionan positivamente con la glicemia 2 horas después de la realizacion de un test de
tolerancia a la glucosa postprandial (Figura 33C) y con resistencia a insulina, como evidencia
el indice HOMA (Tabla 14). El analisis de regresion lineal multiple muestra ademas que la
resistencia a insulina, junto con la edad de los pacientes, es un determinante importante en los
niveles hepaticos de proteina p53, pero no de mRNA (Tabla 15).
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Correlacion entre los niveles de mRNA de gfat! y gfat? con los niveles de glucosa en sangre 2 horas después de la carga oral
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carga. Los valores del grupo control han sido normalizados al 100%. Los datos se presentan como media + SEM. *P<0.05 y
**P<0.01.

P53 mRNA P53 proteina PCK1 mRNA PCK1 proteina

r P r P r P r P
Glucosa -0.24 0.109 0.22 0.156 -0.18 0.214 0.04 0.826
Glucosa postprandial 2 h -0.02 0.921 0.59 0.002 0.12 0.571 0.32 0.137
Insulina -0.03 0.825 0.29 0.054 -0.08 0.600 0.06 0.712
Insulina postprandial 2 h 0.16 0.461 -0.09 0.680 0.48 0.012 -0.08 0.708
HOMA -0.08 0.623 0.32 0.030 -0.14 0.355 0.09 0.585
QUICKI 0.26 0.085 -0.10 0.531 -0.14 0.361 0.02 0.887

Tabla 14. Analisis univariado de las correlaciones entre los niveles de proteina y de mRNA de p53 y PCK1
con las principales variables relacionadas con el metabolismo de la glucosa. Los valores son los coeficientes de
correlacion de Pearson y los P valores después de ser ajustados por edad, sexo e indice de masa corporal. HOMA, homeostasis
model assessment; QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index.
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p53 mRNA p53 proteina PCK1 mRNA PCK1 proteina

Modelo | B P B P B P B P
Edad 1.009 0.554 2.976 0.004 -1.522 0.181 1.288 0.179
Sexo -34.226 0.374 21.819 0.324 -20.473 0.415 11.256 0.612
IMC -0.455 0.872 1.901 0.206 -1.340 0.440 1.056 0.502
HOMA -0.224 0.863 1.582 0.037 -0.756 0.387 0.181 0.950
AST -2.519 0.662 -4.995 0.137 1.826 0.614 -5.406 0.139
ALT 1.737 0.624 2.701 0.187 -1.798 0.427 3.351 0.103
RZajustado 0.049 0.921 0.218 0.017 -0.040 0.654 -0.021 0.529

Modelo I B P B P B P B P
Edad 0.921 0.588 3.601 0.004 -1.600 0.145 1.112 0.221
Sexo -45.345 0.223 14.281 0.517 -11.234 0.631 15.308 0.450
IMC -0.472 0.867 2.420 0.122 -1.372 0.416 1.255 0.418
AST -1.394 0.808 -4.105 0.233 2.013 0.565 -5.272 0.107
ALT 1.310 0.706 1.716 0.404 -2.100 0.329 3.210 0.083
R? ajustado 0.064 0.719 0.140 0.046 -0.018 0.538 0.003 0.419

Modelo IlI B P B P B P B P
Edad 0.679 0.651 2.462 0.008 -1.372 0.191 1.243 0.188
Sexo -31.412 0.337 5.904 0.762 -11.978 0.594 17.798 0.431
BMI -1.085 0.669 2.041 0.163 -1.908 0.246 1.908 0.240
HOMA -0.292 0.812 1.577 0.034 -0.788 0.358 1.398 0.587
R? ajustado 0.028 0.863 0.208 0.008 -0.005 0.314 -0.014 0.450

Tabla 15. Andlisis de regresion lineal multiple con los niveles de mRNA y de proteina de p53 y PCK1
como variables dependientes para todos los sujetos en el estudio transversal. IMC, indice de masa corporal,
HOMA, homeostasis model assessment. [ es el coeficiente de regresion, que permite evaluar la significancia relativa de cada
variable independiente en el analisis de regresion multiple. El R? ajustado expresa el porcentaje de la variancia explicada por
las variables independientes en los diferentes modelos. Los valores estadisticamente significativos aparecen resaltados en
negrita.

En concordancia con los resultados obtenidos anteriormente, encontramos también que los
niveles de expresion de ogt y gfatl y gfat2, la primera enzima implicada en la sintesis de UDP-
GlcNAc, estan significativamente incrementados en los pacientes con diabetes tipo 2 (Figura
33D). El anélisis univariado muestra una fuerte asociacion entre el indice HOMA vy los niveles
de gfat2 (Tabla 16). Asimismo, el andlisis multivarial muestra que el indice HOMA contribuye
independientemente al 27% (p<0.05) de la variacion de la expresion de gfat2 después de ajustar
el efecto de la edad, el sexo y el indice de masa corporal (Tabla 17). Cabe resaltar que ni p53
ni PCK1 se asocian significativamente en nuestros pacientes diabéticos con el NAS score
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(Tabla 18-19), lo cual resalta que los resultados observados son independientes del dafio

hepatico.

ogt mRNA 0ga mRNA gfat1 mRNA gfat2 mRNA

r P r P r P r P
Glucosa 0.28 0.070 0.01 0.922 0.31 0.049 0.24 0.118
Glucosa postprandial 2 h 0.26 0.223 0.34 0.102 0.50 0.018 0.49 0.012
Insulina 0.07 0.669 0.02 0.888 0.09 0.592 0.35 0.021
Insulina postprandial 2 h 0.16 0.459 0.29 0.177 0.10 0.653 0.28 0.170
HOMA 0.11 0.471 0.07 0.962 0.14 0.377 0.39 0.009
QUICKI -0.25 0.104 -0.06 0.691 -0.22 0.172 -0.41 0.006

Tabla 16. Analisis univariado de las correlaciones entre los niveles de mRNA de ogt, oga, gfat1y gfat2
con las principales variables relacionadas con el metabolismo de la glucosa. Los valores son los coeficientes de
correlacion de Pearson y los P valores después de ser ajustados por edad, sexo e indice de masa corporal. HOMA, homeostasis
model assessment; QUICKI, quantitative insulin sensitivity check index.

ogt mRNA 0ga mRNA gfat1 mRNA gfat2 mRNA

Modelo | B P B P B P B P

Edad -2.115 0.123 -2.398 0.067 0.667 0.821 0.615 0.841
Sexo 35.188 0.248 6.219 0.825 59.276 0.335 90.926 0.146
IMC 2.344 0.261 0.104 0.955 2.227 0.598 0.729 0.871
HOMA 0.933 0.363 0.120 0.901 1.632 0.404 5.838 0.007
AST 0.274 0.948 2.966 0.466 1.569 0.847 13.084 0.140
ALT -0.332 0.901 -1.243 0.621 -0.566 0.912 -3.782 0.490
RZajustado 0.149 0.391 0.097 0.681 0.055 0.915 0.279 0.048
Modelo Il B P B P B P B P

Edad -1.885 0.151 -2.333 0.069 0.568 0.839 0.797 0.803
Sexo 25.412 0.371 1.546 0.955 52.876 0.344 66.616 0.285
IMC 2.563 0.203 0.266 0.895 2.789 0.488 2.150 0.646
AST 0.928 0.819 4.259 0.289 2.130 0.782 12.899 0.160
ALT -0.883 0.726 -2.315 0.344 -1.170 0.807 -4.350 0.438
RZajustado 0.117 0.384 0.094 0.539 0.041 0.894 0.124 0.344
Modelo Il B P B P B P B P

Edad 0.015 0.994 -1.899 0.141 0.930 0.732 1.730 0.557
Sexo 78.799 0.090 6.899 0.803 69.053 0.203 117.849 0.045
IMC 3.909 0.232 1.030 0.607 2.314 0.547 0.866 0.839
HOMA 1.058 0.526 -0.008 0.993 1.493 0.422 5.591 0.010
RZajustado 0.086 0.422 0.057 0.639 0.057 0.680 0.198 0.055

Tabla 17. Analisis de regresion lineal multiple con los niveles de mRNA de los genes implicados en la O-GlcNAcilacion
como variables dependientes para todos los sujetos en el estudio transversal. IMC, indice de masa corporal;

143



MARIA JESUS GONZALEZ RELLAN

HOMA, homeostasis model assessment. [ es el coeficiente de regresion, que permite evaluar la significancia relativa de cada
variable independiente en el analisis de regresion multiple. El R? ajustado expresa el porcentaje de la variancia explicada por
las variables independientes en los diferentes modelos. Los valores estadisticamente significativos aparecen resaltados en
negrita.

Caracteristica Descripion Puntuacion
Esteatosis (%) <5
5-33
33-66
>66
Inflamacién lobular No
<2 focos
2-4 focos
>4 focos
Ballooning de los hepatocitos No
Moderado
Evidente
Tabla 18. NAS score de los pacientes estudiados. La puntuacion del NAS va de 0 a 8, y es la suma de las
puntuaciones individuales para esteatosis (0-3), inflamacion lobular (0-3) y ballooning de los hepatocitos (0-2).

N=_OWN=-OWN=-O0

P53 mRNA P53 protein PCK1 mRNA PCK1 protein
r P r P r P r P
NAS score 0.14 0.406 0.10 0.556 -0.18 0.286 -0.10 0.584

Tabla 19. Analisis univariado de la correlacion entre los niveles hepaticos de proteina y mRNA de p53 y
PCK1 con el NAS score. Los valores son los coeficientes de correlacion de Pearson y los P valores después de ser ajustados
por edad, sexo e indice de masa corporal.
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6. DISCUSION.

p53 ha sido uno de los genes mas estudiados en los ultimos 30 afos en el campo de la
oncologia [203], debido a sus funciones anti tumorales, controlando la proliferacion y la muerte
celular de las células dafiadas [366-369]; y porque se encuentra mutado en mas del 50% de los
tumores [370, 371], lo que pone de manifiesto su importante funcioén en el control del ciclo
celular. El interés en p53 se magnifica aun mas por el hecho de que, a diferencia de otros
supresores tumorales, donde las mutaciones que sufren se asocian frecuentemente a su
inactivacion, las alteraciones genéticas que padece p53 pueden inactivarlo o hacer que gane
nuevas funciones, mayoritariamente pro tumorales [372-374]. Siendo este el escenario por
excelencia en el que se han estudiado y caracterizado las funciones clasicas de p53,
posicionandose como el principal mediador de la respuesta a estrés, los estudios mas recientes
sefialan que p53 desarrolla otras funciones no canoénicas, como el control de la homeostasis
energética, que tienen también un fuerte impacto en el control del metabolismo celular y la
supresion tumoral [273, 375-377].

La glucosa es la principal fuente de energia para la mayoria de los eucariotas,
proporcionando energia y metabolitos para que las células puedan realizar sus funciones y
dividirse. Es ademas el principal sustrato que nutre de intermediarios al ciclo de Krebs [290],
por lo que el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa es un proceso de vital importancia.
Curiosamente, la mayoria de las células cancerosas muestran alteraciones en el metabolismo de
la glucosa [288]. En estas, la glucdlisis es la via preferida para la obtencion de energia, mediante
la descomposicion de glucosa a piruvato, incluso en condiciones aerdbicas normales. El
piruvato resultante es convertido entonces a lactato. Aunque por esta via se obtiene menos
energia que descomponiendo completamente la glucosa a CO2 y H20, las células cancerosas
obtienen asi esqueletos carbonados y otros precursores para la biosintesis, y compensan la
menor obtencion de energia catabolizando mayores cantidades de glucosa que las células
normales. Este cambio de preferencia de la respiracion mitocondrial a la glucolisis anaerobia
se conoce como el efecto Warburg, y permite a las células tumorales dividirse a gran velocidad
[289]. Los intermediarios obtenidos durante la glucélisis sirven como precursores para la
sintesis de aminodacidos, lipidos y nucleotidos. Estudios recientes han demostrado que p53 es
capaz de modular el metabolismo de la glucosa de las células tumorales, oponiéndose al efecto
Warburg [378, 379]. En estas condiciones de estrés severo, una de las estrategias de p53 es la
reduccion de los niveles de la glucosa-6-fosfatasa deshidrogenasa [380], suprimiendo asi el
consumo de glucosa por parte de las células tumorales, y promoviendo su apoptosis. p53
también reprime la expresion de PDK2, permitiendo asi la activacion del complejo PDH y
favoreciendo la produccion de acetil-CoA a partir de piruvato, en detrimento de la produccion
de lactato [293]. Se ha visto que p53 disminuye también los niveles de la hexokinasa 2,
inhibiendo la glucoélisis en las células de cancer de prostata [294]. Ademds de regular las
enzimas glucoliticas, se ha descrito que p53 disminuye la disponibilidad interna de glucosa
inhibiendo la captacion de glucosa, reprimiendo la expresion de los transportadores de glucosa
GLUT!1 y GLUT4 [295], y disminuyendo los niveles de GLUT3 al reprimir la actividad de su
activador transcripcional NF-kappaB [296]. La activacion de la via molecular de PI3K/AKT
promueve la glucolisis en las células cancerosas. La enzima PTEN es una fosfatasa que inhibe
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la activacion de AKT [297]. Se ha descrito que p53 inhibe la via PI3K/AKT activando la
transcripcion de PTEN y Parkin, una proteina que a su vez regula positivamente a PTEN [298-
300]. Ademas, p53 inhibe la via PI3K/AKT inhibiendo la expresion del receptor de insulina en
las células de cancer de mama [301].

Aunque la importancia de la actividad de p53 en el metabolismo de la glucosa de las
células tumorales es evidente, su funcidon en la homeostasis de la glucosa de las células normales
se ha estudiado escasamente, por lo que en esta tesis nos propusimos evaluar su funcion en el
higado, por ser el principal 6rgano gluconeogénico en condiciones de privacion de nutrientes,
lo que le posiciona como un 6rgano fundamental en la homeostasis de la glucosa. Al igual que
en el estudio previo realizado por el grupo de Andreas Prokesch [287], encontramos que los
niveles de proteina de p53 en el higado se regulan por el estado nutricional, mostrando un
incremento significativo durante el ayuno. En esta tesis, demostramos ademas que el
incremento que se da en los niveles de p53 ocurre ya a tiempos cortos de ayuno, concretamente
a las 6 horas, manteniéndose hasta las 24 horas de ayuno, y restableciéndose rapidamente hacia
los niveles basales tras la realimentacion, lo que refleja su sensibilidad a los cambios en la
disponibilidad de nutrientes. Ademas, identificamos por primera vez que la glucosa circulante
es la sefial del estado nutricional que regula los niveles hepaticos de p53, tanto en modelos in
VIvo COMO in Vitro.

Se ha descrito que la actividad de p53 estd estrechamente ligada a un incremento
intracelular de sus niveles de proteina [358, 381], donde las modificaciones postraduccionales
que sufre tienen una gran funcion estabilizadora, impidiendo que se degrade. Tal es asi que, en
el campo de la oncologia molecular, se ha descrito que p53 es la proteina en la que se han
caracterizado y descrito mas sitios de modificaciones postraduccionales, realizadas por
diferentes enzimas [210, 219], lo cual refleja la complejidad y precision de la regulacion de la
actividad de p53. Asi, se ha caracterizado que la proteina p53 se modifica
postranscripcionalmente por fosforilacion [220], acetilacion [221], metilacion [222],
sumoilacion [223], ubiquitinaciéon [224], ADP-ribosilacion [225], nedilacién [226] y O-
GlcNAcilacion [227]. En esta tesis demostramos que el incremento de los niveles de p53 que
se da durante el ayuno no es debido a un incremento en sus niveles de expresion de mRNA,
sino a la modificacion postraduccional de la O-GlcNAcilacion. En este sentido, hemos visto al
inmunoprecipitar p53 que sus niveles de O-GlcNAcilacion se incrementan durante el ayuno.
Ademas, la inhibicion quimica de la O-GlcNAcilacion, empleando el inhibidor OSMI-1, impide
el incremento de los niveles de p53 durante el ayuno; y la estimulacion quimica del proceso,
empleando PUGNAc, promueve la acumulacion de proteina de p53 en condiciones basales. Se
habia descrito que la O-GlcNAcilacion prolongaba la vida media de la proteina p53 en
condiciones de dafio celular, y en un contexto tumoral [227], pero nunca antes se habia
demostrado su implicacioén en estabilizar p53 en un contexto fisioldgico. Con los resultados
obtenidos en este trabajo, no podemos descartar que durante el ayuno tengan lugar otras
modificaciones en p53 que sean importantes para la determinacion de sus dianas
transcripcionales, o que incluso complementen y ayuden a prolongar la vida media de su
proteina. Pero si podemos concluir que la O-GlcNAcilacion es fundamental e irremplazable en
este proceso de estabilizacion, ya que los experimentos con los activadores e inhibidores
quimicos de la O-GlcNAcilacion, asi como los que implican el uso del mutante de pS3 que no
se puede O-GlcNAcilar, con la mutacion S149A, eliminan por completo la regulacion y el
efecto de p53 durante el ayuno.

Una vez demostrada la fuerte regulacion de los niveles hepaticos de p53 por el estado
nutricional, nuestro siguiente propdsito fue determinar su funcion durante el ayuno.
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Encontramos una fuerte correlacion entre los niveles de p53 y de la proteina PCK1, tanto
en modelos animales como en modelos in vitro sometidos a condiciones de privacion de
alimentos. Estos resultados van en linea con los obtenidos previamente por Ido Goldstein y
colaboradores [308], donde se muestra que las células HepG2 tratadas con nutlin-3a, un
activador quimico de p53, muestran un incremento de la expresion de algunos genes
involucrados en la gluconeogénesis, como la glicerol kinasa (GK), la aquaporina 3 (AQP3) y
la aquaporina 9 (AQP9). Sin embargo, nunca antes se habia establecido una relacion directa
entre p5S3 y PCK1, la enzima que constituye el punto de control més importante del proceso de
sintesis de novo de la glucosa [65, 66]. Nuestros resultados muestran que p53 se une al promotor
de PCKI1, incrementando asi su transcripcion. Esta interaccion directa entre pS3 y PCKI1 se
traslada a nivel funcional a la capacidad de p53 de inducir la produccion de glucosa, como
demuestran nuestros modelos in vivo e in vitro que carecen de la expresion de p53, y se
muestran incapaces de realizar la gluconeogénesis de forma eficaz. Reforzando la intervencion
de PCK1 en los efectos gluconeogénicos de p53, encontramos que nuestros modelos animales
que no expresan p53 en el higado no son capaces de producir glucosa a partir de piruvato, pero
si a partir de glicerol, ya que este tltimo se incorpora a la gluconeogénesis en una etapa posterior
a PCKI, por lo que no necesita de su actividad para inducir la gluconeogénesis hepatica.
Ademas, cuando manipulamos simultdineamente la expresion de p53 y PCK1 in vitro, en
nuestras células THLE-2, observamos que el incremento de la produccion de glucosa que
promueve la sobre expresion de p53 se ve inhibido al silenciar PCK1; y que la disminucién en
la produccion de glucosa que nos encontramos al silenciar p53 se restablece al sobre expresar
en estas células PCK1, resultados que denotan la gran importancia de PCK1 al mediar los
efectos gluconeogénicos de p53. Ademas, encontramos que la funcion de p53 es también
importante en condiciones crénicas de privacion de nutrientes, ya que nuestros modelos
animales que no expresan p53 en el higado muestran una severa hipoglucemia cuando son
sometidos a condiciones de restriccion caldrica durante varios dias consecutivos. Mientras que
los animales WT muestran un incremento de la expresion de los genes gluconeogénicos en estas
condiciones [382], nuestros modelos que no expresan p53 en el higado tienen grandes
dificultades para mantener la glucemia, teniendo que recibir varios de ellos una suplementacion
de glucosa durante el ensayo, por mostrar valores de glucosa en sangre cercanos a los 20 mg/dl.
De forma consistente con este resultado, observamos que los niveles de PCK1 se encuentran
muy elevados en nuestros ratones WT sometidos a restriccion caldrica, pero no asi en los
modelos que no expresan p53 en el higado. Sin embargo, la recuperacion de la expresion de
p53 en el higado de estos animales, empleando técnicas virogenéticas, permite la recuperacion
de los niveles de PCK1, y el consiguiente restablecimiento de los niveles circulantes de glucosa
hasta los niveles mostrados por los ratones WT. Cabe destacar ademas que previamente se habia
demostrado que, en el higado, la O-GlcNAcilacién tenia un papel muy importante en la
induccion de la gluconeogénesis durante el ayuno y la resistencia a insulina. Concretamente, se
habia descrito que la O-GlcNAcilacion de los coactivadores transcripcionales CRTC2 [236] y
PGCla resultaba imprescindible para su estabilidad y funcion gluconeogénica [246]. En esta
tesis hemos demostrado que la estimulacion de la O-GIcNAcilacion promueve la expresion de
PCK1, pero para ello necesita de p53, ya que cuando lo silenciamos se pierde el efecto
estimulador de la O-GIcNAcilacion sobre el incremento de expresion de PCK1. Del mismo
modo, la recuperacion de la expresion de p53 en las células Hep3B permite que la estimulacion
de la O-GlcNAcilacion con PUGNAc genere un incremento en los niveles de proteina PCK1,
efecto que no tiene lugar si se recupera la expresion de p53 en las células Hep3B con la
mutacion S149A, donde entonces se pierden por completo los efectos activadores de PUGNAc
sobre PCK 1. Estos resultados ponen de manifiesto varios aspectos importantes: resaltan la gran
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implicacion de p53 en la gluconeogénesis hepatica, ya que, aunque se habia demostrado que la
O-GlcNAcilacion activaba la produccion de glucosa y estabilizaba a factores tan importantes
en este contexto, como son CRTC2 y PGCla, al silenciar o mutar p53, se pierde por completo
el efecto gluconeogénico, no siendo posible que se compense por otra proteina o factor de
transcripcion. Lo mismo ocurre con nuestros modelos in vivo e in vitro donde silenciamos p53.
A pesar de que PCK1 es una enzima muy importante, sometida a un fuerte control
transcripcional por parte de numerosos activadores y factores de transcripcion, como Fox01
[383, 384], Fox03 [385], NF-Y [386], KAT2B [70] y PGCla [387], cuando silenciamos p53,
los niveles de PCK1 permanecen bajos. Esto sugiere que, por un lado, la accion de p53 en la
transcripcion de PCK1 es muy importante y fundamental; y, por otro lado, que se requiere de
la actividad de varios activadores y factores de transcripcion para que la expresion de PCK1
sea completa. Esto nos alejaria de la visiébn de una accién redundante de los multiples
activadores de PCK1, para interpretarlo conjuntamente como una accion coordinada de los
diferentes factores de transcripcion y activadores, para una expresion de PCK1 eficiente y
adaptada a las necesidades particulares de la intensidad del estimulo que propicia y requiere de
la transcripcion de PCK1.

Una vez demostrado el importante papel que ejerce p53 en la gluconeogénesis hepatica,
nuestro siguiente proposito fue discernir si también estaba involucrado en la respuesta a las
principales hormonas glucorreguladoras. Cuando el alimento no es accesible, se desencadenan
una serie de respuestas hormonales y fisiologicas para mantener los niveles de glucosa dentro
del rango homeostatico. La primera respuesta que previene de un descenso brusco de la
glucemia es la inhibicion de la secrecion de insulina [388, 389], seguida de la secrecion de las
hormonas contra reguladoras, cuando la glucemia desciende del rango fisioldgico 6ptimo [388,
389]. Sorprendentemente, en el desarrollo de esta tesis, hemos encontrado que p53 participa en
las acciones glucorreguladoras de las principales hormonas que controlan la homeostasis de la
glucosa. El glucagoén estimula la gluconeogénesis hepatica, y la expresion de PCK1, por la via
de AMPc [390]. Nuestros resultados, tanto en modelos in vivo como in vitro, muestran que
tanto el glucagdn como la forskolina, que es un agente que incrementa los niveles intracelulares
de AMPc, mimetizando la via de sefializacion del glucagon [334], incrementan los niveles de
proteina de p53. Encontramos que esta estabilizacion de los niveles de proteina de p53 es
dependiente de la O-GlcNAcilacion, ya que al inmunoprecipitar pS3 vemos que tras el
tratamiento con glucagoén aumenta su O-GlcNAcilacion, y al tratar a las células con el inhibidor
OSMI-1, el glucagén es incapaz de incrementar los niveles de proteina de p53. Ademads, vemos
que la funcion de p53 resulta imprescindible para los efectos del glucagon sobre PCK1 y sobre
la produccion hepdtica de glucosa. En los modelos in vitro, el silenciamiento de p53 impide que
el glucagdn incremente los niveles de proteina de PCK1, la actividad enzimatica de PCK1, y la
produccion de glucosa. En linea con estos resultados, la recuperacion de la expresion de p53 en
las células Hep3B permite que estas células respondan de nuevo a los efectos hiperglucemiantes
del glucagon y la forskolina, ausentes por completo en esta linea celular. Estos hallazgos in
vitro se respaldan con los obtenidos in vivo, donde el tratamiento con glucagén incrementa
notablemente los niveles de p53 en el higado de los ratones WT, y no asi en los ratones Gegr -
/-, lo que pone de manifiesto la implicacion de la via de sefalizacion del glucagén en la
estabilizacion de p53. Ademas, en nuestros modelos animales que no expresan p53 en el higado,
la respuesta hiperglicemiante tras el tratamiento con el glucagén estd atenuada, mostrandose
significativamente menor que la de los ratones WT. Encontramos unos resultados idénticos
cuando tratamos a nuestros modelos in vivo e in vitro con la adrenalina, hormona
hiperglicemiante que, al igual que el glucagén, incrementa los niveles intracelulares de AMPc
para inducir la activacion de la produccion hepatica de glucosa [334]; y cuando tratamos a
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nuestros modelos con glucocorticoides que, a diferencia del glucagén y la adrenalina, no
incrementan los niveles intracelulares de AMPc, sino que promueven la union directamente de
su receptor al promotor de PCK1, a la vez que reclutan a otros activadores y factores de
transcripcion para que la expresion de PCK1 sea eficiente y completa [29, 114]. En esta tesis
demostramos por primera vez la implicacion de p53 en la respuesta a las principales hormonas
glucorreguladoras. Estos resultados nos llevan de nuevo a apreciar la importancia de la funcion
de p53 en las acciones gluconeogénicas del higado. A pesar de que hasta la fecha se han descrito
numerosos mecanismos por los que el glucagdén y la adrenalina regulan la produccion hepatica
de glucosa, que implican la accion de distintos factores de transcripcion y coactivadores, como
CRTC2 [69, 98], HNF-4a y PGC-1a. [68, 99], y Fox01 [100-102]; y lo mismo para el GR, para
el que se ha descrito que interacciona con los elementos de respuesta a AMPc [115], y con los
factores de transcripcion PPARa [116], HNF3a, HNF3[3 [117], Fox01 [118] y Fox03A [119];
en nuestros resultados vemos que la inhibicion de p53 es capaz de reducir significativamente la
produccion de glucosa en respuesta al glucagon, adrenalina y glucocorticoides. Esto nos
permite apreciar la relevancia de todos y cada uno de los factores implicados, para que la
respuesta que conlleva a la produccion de glucosa sea completa y adecuada. Y no solo eso, sino
que también nos permite apreciar la complejidad fisioldgica de los diferentes mecanismos que
son necesarios para mantener la homeostasis de la glucosa, lo que pone de manifiesto el valor
de la glucosa como sustrato y como fuente de energia a nivel sistémico. Es por ello evidente
asumir la relevancia tan grande que un factor de transcripcion de respuesta a estrés, como es
p53, puede tener a la hora de detectar los niveles de glucosa en sangre y desencadenar la
respuesta fisiologica adecuada, que en este caso es la gluconeogénesis.

La regulacion de la gluconeogénesis no es solo importante en un contexto de hipoglucemia,
para mantener los niveles de glucosa en sangre dentro del rango fisioldgico Optimo, sino
también para reducirla o suprimirla cuando es oportuno, para evitar condiciones de
hiperglucemia, que también son perjudiciales [391, 392]. La insulina es la principal hormona
hipoglucemiante [393]. La insulina puede inhibir la produccion hepatica de glucosa de forma
directa, actuando en el higado a través de su receptor ubicado en la membrana celular, o de
forma indirecta, actuando en el pancreas, el cerebro y el tejido adiposo [120]. Se ha descrito
que sus acciones directas en el higado son las mas relevantes a la hora de suprimir la produccion
de glucosa. En este sentido, se ha demostrado que la insulina puede disminuir directamente los
niveles de expresion de PCK1 [79], y que los ratones transgénicos que sobre expresan PCK1
muestran una marcada resistencia a insulina [394] e hiperglicemia [72]. Nuestros resultados
muestran que, en condiciones normales, la insulina disminuye los niveles de proteina de p53 en
el higado. Sin embargo, la sobre expresion de p53, o el incremento de proteina p53 generado
como consecuencia de una O-GlcNAcilacion desregulada, impiden que la insulina disminuya
los niveles de proteina de PCKI, su actividad enzimatica y la consiguiente produccion de
glucosa. Ademas, encontramos que la actividad de p53 tiene un impacto directo en la tolerancia
a la glucosa postprandial, un pardmetro muy sensible e informativo del manejo del control
glucémico de los individuos [191, 196]. Estos resultados ponen de manifiesto que la
degradacion de p53 es importante para la supresion de la produccion hepatica de glucosa por la
insulina.

Todos estos resultados preclinicos obtenidos en la realizacion de esta tesis, llevados a cabo
en modelos in vivo e in vitro, sefialan inequivocamente el importante papel que desarrolla p53
en la regulacion de la produccion hepatica de glucosa, asi como que la sobre expresion de p53
genera resistencia a insulina. Esto nos llevo a evaluar la translacion de nuestros hallazgos a un
contexto clinico en pacientes humanos. En estudios previos se habia determinado que ciertas
mutaciones en p53, ademas de tener importantes implicaciones en cancer, también se
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relacionaban con alteraciones metabdlicas en humanos. En este este sentido, se ha visto que los
pacientes con el sindrome de Li Fraumeni, causado por mutaciones en p53, y que presentan
predisposicion a padecer cancer, muestran ademas un incremento en la fosforilacién oxidativa
en el musculo esquelético [395]. Los pacientes con ataxia telangiectasia, propensos a desarrollar
resistencia a insulina e hipercolesterolemia, los niveles de p53 son elevados, ya que la proteina
responsable de la enfermedad, la kinasa ATM, es una inductora de la actividad de p53 [304].
Al examinar los niveles de p53 en el higado de pacientes obesos con normoglucemia o DT2,
nuestros resultados muestran un incremento significativo de los niveles de proteina de p53,
PCK1, asi como de la expresion de los principales genes implicados en el proceso de O-
GlcNAcilacion. Encontramos ademas una correlacion positiva entre los niveles de proteina de
p53 con el indice HOMA y los niveles de glucosa postprandial 2 horas después de la toma de
oral de la glucosa. Estos hallazgos apoyan los datos preclinicos, que muestran que niveles
elevados de p53 en el higado se asocian a resistencia a insulina. Teniendo en cuenta que los
altos niveles de PCKI1 se correlacionan con tasas altas de gluconeogénesis en pacientes
humanos [396], es plausible asumir que p53 esté involucrado en los desordenes metabdlicos
asociados a la actividad de PCK1. La O-GlcNAcilacion también se habia relacionado con la
resistencia a insulina [255] y la gluconeogénesis [235, 246], mostrandose elevados niveles de
O-GlcNAcilacion en los leucocitos de los pacientes diabéticos [251]. En linea con estos
resultados, en esta tesis demostramos por primera vez la existencia de elevados niveles de
expresion de las principales enzimas involucradas en la O-GlcNAcilacion, como son OGT y
GFAT, en el higado de pacientes obesos con DT2, asi como su correlacion positiva con los
niveles de glucosa postprandial 2 horas después de la toma de oral de la glucosa. Esto indicaria
que la O-GlcNAcilacion de p53 participa en la desregulacion del metabolismo de la glucosa
caracteristico de la diabetes.

Tomando todos nuestros resultados en conjunto, en la presente tesis se describe un nuevo
papel de p53 en la regulacion de la homeostasis de la glucosa, tanto en condiciones fisiologicas
como patofisiologicas, involucrdndose en el desarrollo de la DT2 en humanos. Hemos
demostrado que p53 se une al promotor de PCK 1 para regular su transcripcion, lo que tiene un
impacto directo en su actividad enzimatica, que se correlaciona con sus niveles de proteina, y
se refleja en un incremento de la tasa de produccion hepatica de glucosa. Asimismo, hemos
demostrado que la estabilizacion de p53 para sus acciones gluconeogénicas es dependiente de
la O-GlcNAcilacion, y que p53 se requiere para las acciones reguladoras de las principales
hormonas involucradas en el control de la homeostasis de la glucosa. Finalmente, vemos que
nuestros hallazgos preclinicos, que sefialan que un incremento en los niveles hepaticos de p53
genera resistencia a insulina, se corroboran en pacientes humanos diabéticos, quienes muestran
elevados niveles de proteina de p53.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante la realizacion de esta tesis nos permiten establecer las
siguientes conclusiones:

Los niveles de p53 en el higado estan fuertemente regulados por el estado nutricional,
siendo los niveles circulantes de glucosa una importante sefial reguladora.

La estabilizacion de los niveles de proteina de p53 por el estado nutricional es
dependiente de la O-GlcNAcilacion.

p53 es fundamental para la gluconeogénesis y la regulacion directa de la expresion de
PCKI.

pS3 es imprescindible para las acciones glucorreguladoras del glucagon, la adrenalina,
el cortisol y la insulina; asi como para sus efectos sobre PCK1.

El incremento en los niveles de proteina de p53 genera resistencia a insulina.

En los pacientes obesos con diabetes tipo 2 se encuentra un incremento de los niveles
de p53, PCK1 y las principales enzimas involucradas en la O-GlcNAcilacion.
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RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROXECTOS DE EXPERIMENTACION ANIMAL

Expediente niim.: 15010/17/007 Data de inicio: 10.05.2018
Persoa interesada: Rubén Nogueiras Pozo Forma de inicio: solicitude do interesado
Procedemento: resolucién de autorizacién

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 experimentacion animal,
cuxos datos se detallan a continuacién:

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 : Tipol | | Tipoll [ | Tipolll
CONSIDERACIONS LEGAIS E TECNICAS

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

artigo 33 as condiciéns de autorizacions dos proxectos con animais de
experimentacion.

: 2. O artigo 88 da Lei 39/2015, de 1 de outubro, do procedemento administrativo
E comun das administracions publicas (BOE 236, do 2 de outubro de 2015) establece
g que a resolucién que pofia fin o procedemento decidira todas as cuestiéns expostas
g polos interesados e aquelas outras derivadas deste.
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XUNTH DE GHLIC[H Departamento Territorial

Edificio Administrativo de Servizos Multiples

CONSELLERIA DO MEDIO RURAL Vicente Ferrer, 2
15071 — A Coruiia

3. O Servizo de Gandaria da Coruiia revisou a documentacién achegada na solicitude
e o resultado favorable da avaliacién do proxecto, realizada polo érgano habilitado
da Seccién de Experimentaciéon Animal do Comité de Bioética da Universidade de
Santiago de Compostela.

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

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

: RODRIGUEZ VAZQUEZ, MANUEL

: XEFE TERRITORIAL
Data e hora: 14/05/2018 08:46:39

Asinado

% Verificacién: https://sede xunta.gal/cve
i
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[E] CVE: hkBhcBnYg1
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de 13 de novembro, polo que se aproba a estrutura organica 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 mencionado proxecto precisa someterse a unha avaliacion retrospectiva aos
tres anos.

3 A autorizacidon deste proxecto tera unha duracién de cinco anos, transcorrido
este tempo, debera ser renovada esta autorizacion.

A citada autorizacién é unicamente valida nas condicions que figuran no expediente.
Ante calquera cambio significativo no proxecto que poida ter efectos negativos sobre o
benestar dos animais, deberd solicitar a confirmacién da autorizacién ao Servizo
Provincial de Gandaria.

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

Contra a presente resolucion, que non lle pon fin a 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 recepcion desta resolucién. Todo isto, segundo o
disposto nos artigos 121 e 122 da citada Lei 39/2015.

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

A Coruia, 10 de maio de 2018
O xefe territorial

Manuel Rodriguez Vazquez
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iA DE MEDIO AMBIENTE,
RACION.LOCAL
IACION DEL TERRITORIO

> IViadric

Ref.: CAP-T-0717-15

D./D.2 MARIA JESUS GONZALEZ RELLAN
EDIF. CIMUS - AVDA. DE BARCELONA, S/N
15706 SANTIAGO DE

COMPOSTELA (CORUNA)

Notifico a Vd. que el Sr. Director General de Agricultura y Ganaderia, ha dictado la
siguiente Resolucion:

“Vista la solicitud formulada por D./D.2 MARIA JESUS GONZALEZ RELLAN, con N.L.F.
33555153Q, para obtener el reconocimiento de la capacitacion para realizar las funciones de
EUTANASIA DE LOS ANIMALES, REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS, de animales
utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacién y otros fines cientificos,
incluyendo la docencia.

Visto el informe favorable del Area de Proteccién Animal.

Considerando que el solicitante cumple con los requisitos para estimar su solicitud, de
acuerdo a lo dispuesto en la Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, por la que se establecen
los requisitos de capacitacion que debe cumplir el personal que maneje animales utilizados,
criados o suministrados con fines de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la
docencia.

Esta Direccion General ha resuelto: reconocer la capacitacién a D./D.2 MARIA JESUS
GONZALEZ RELLAN, con N.I.F. 33555153Q, para realizar, sin limitacion de especie, las funciones
de EUTANASIA DE LOS ANIMALES, REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS, de animales
utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacion y otros fines cientificos,
incluyendo la docencia, e incluirle en el correspondiente registro.

El mantenimiento de esta capacitacion se debe demostrar al menos cada ocho afios,
en los términos que establece el articulo 20 de la Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, a
partir de la fecha de esta Resolucidn.

La presente Resolucidon no poné fin a la via administrativa y contra la misma podra
interponer recurso de Alzada en el plazo de un mes a partir del dia siguiente al de la recepcion
de esta notificacién, ante el Viceconsejero de Medio Ambiente, Administracién Local y
Ordenacion del Territorio, o ante el Director General de Agricultura y Ganaderia o en
cualquiera de las formas previstas en el articulo 38.4 de la Ley 30/1992, de Régimen Juridico de
las Administraciones Publicas y del Procedimiento Administrativo Comun de conformidad con

lo previsto en los articulos 107, 114 y 115 de dicha Ley.”
Se adjunta Certificado de Capacitacion.

Madrid, 13 de octubre de 2015
AREA DE PROTECCION ANIMAL
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RESOLUCION DE RECONOCIMIENTO DE LA CAPACITACION E INCLUSION EN EL REGISTRO DE
PERSONAL QUE MANEJA ANIMALES UTILIZADOS, CRIADOS O SUMINISTRADOS CON FINES DE
EXPERIMENTACION Y OTROS FINES CIENTIFICOS, INCLUYENDO LA DOCENCIA (Orden
ECC/566/2015, de 20 de marzo)

Vista la solicitud formulada por D./D.2 MARIA JESUS GONZALEZ RELLAN, con N.IF.
33555153Q, para obtener el reconocimiento de la capacitacion para realizar las funciones de
EUTANASIA DE LOS ANIMALES, REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS, de animales
utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacién y otros fines cientificos,
incluyendo la docencia.

‘ Visto el informe favorable del Area de Proteccién Animal.

Considerando que el solicitante cumple con los requisitos para estimar su solicitud, de
acuérdo a lo dispuesto en la Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, por la que se establecen
los requisitos de Capacitacion que debe cumplir el personal que maneje animales utilizados,
criados o suministrados con fines de experimentacién y otros fines cientificos, incluyendo la
docencia.

Esta Direccién General ha resuelto: reconocer Ia Capacitacién a D./D.2 MARIA JESUS
GONZALEZ RELLAN, con N.I.E. 33555153Q, para realizar, sin limitacién de especie, las funciones
de EUTANASIA DE LOS ANIMALES, REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS, de animales
utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacién y otros fines cientificos,
incluyendo la docencia, e incluirle en el correspondiente registro.

El mantenimiento de Ia capacitacioén se debe demostrar al menos cada ocho afios, en
los términos que establece el articulo 20 de I3 Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, a partir
de la fecha de esta Resolucidn.

interponer recurso de Alzada en el plazo de un mes a partir del dia siguiente al de la recepcion
de esta notificacién, ante el Viceconsejero de Medio Ambiente, Administracién Local y
Ordenacién del Territorio, o ante el Director General de Agricultura y Ganaderia, o en
cualquiera de las formas previstas en el articulo 38.4 de I3 Ley 30/1992, de Régimen Juridico de
las Administraciones Publicas y del Procedimiento Administrativo Comun de conformidad con
lo previsto en los articulos 107, 114 y 115 de dicha Ley.

Madrid; 13 de octubre de 2015 :
EL DIRECTOR GENERAL DE AGRICULTURA Y GANADERIA

Fdo.: José Luis Sanz icente
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Certificado de reconocimiento de la capacitacion para manejar animales
utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia. Orden ECC 566/2015, de 20 de marzo

D./D.2 MARIA JESUS GONZALEZ RELLAN, con N.I.F. 33555153Q, ha obtenido el
reconocimiento de la capacitacion para realizar, sin limitacién de especie, las funciones de:

EUTANASIA DE LOS ANIMALES
REALIZACION DE LOS PROCEDIMIENTOS

N° de certificado: CAP-T-0717-15

ORGANISMO QUE EXPIDE EL CERTIFICADO
Direccién General de Agricultura y Ganaderia
Consejeria de Medio Ambiente, Administracién Local y Ordenacion del Territorio

El reconocimiento de la capacitacion para la realizacion de las funciones relacionadas en
este certificado surtira efecto en todo el territorio nacional.

Fecha Sello

13 de octubre de 2015

IRECTOR GENERAL DE AGRICULTURA Y GANADERIA

Fdo.: José Luis Sénz icente
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