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Introduccidn

INTRODUCCION

OBESIDAD: LINEAS GENERALES.

La OMS (organizacion mundial de la salud) define la obesidad como la acumulacion excesiva o
anormal de grasa corporal que puede ser perjudicial para la salud. La identificacion de la obesidad se
mide mediante el indice de Masa Corporal, (IMC) que es la relacion existente entre el peso expresado en
kilogramos y la altura expresada en metros cuadrados.

Durante el desarrollo evolutivo del Homo sapiens la seleccion natural ha premiado la capacidad para
almacenar la energia en forma de grasas, permite aprovechar al maximo los recursos disponibles. Pero lo
que antafio supuso una ventaja muy importante para la supervivencia, actualmente, en gran parte de los
paises no lo es, ya que los humanos se encuentran en un ambiente en el que no existe una limitacion en el
acceso a los nutrientes, lo que unido a un cambio en los habitos de vida de la poblacién, estan provocando
un incremento muy acusado en los casos de obesidad y sobrepeso (1).

Prevalence (%)

<10.0
10.0-19.9

W 200-299

N 2300
Not applicable
No data

Figural: Mapa mundial de la obesidad.

El principal problema que presenta el incremento en los casos de obesidad es que va pareja a
procesos de dafios vasculares (tanto cerebrales como cardiacos), diabetes tipo Il, problemas respiratorios,
alteraciones en el aparato locomotor (osteoartritis especialmente) e incluso ciertos tipos de cancer(2).

El concepto de balance energético es fundamental para comprender el proceso de acimulo de grasa
en el organismo. El balance energético es la relacion entre la energia que capta el organismo y la energia
consumida asi la energia que entra en el organismo es obtenida del procesado de los alimentos ingeridos,
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por lo que tanto la cantidad de alimento ingerido como el gasto energético van a ser dos aspectos
fundamentales para el balance energético.

Energy Intake Energy Expenditure
ReStl'ng
Calori
Calories =
Consumed
(eating) Activity

Exercise

Energy Balance

Figura2: Balance energético.

Cuando el balance energético es positivo la energia sobrante se almacena en el tejido adiposo blanco
(WAT). Dicho tejido estd formado principalmente por adipocitos que se caracterizan por ser células
redondeadas de gran didmetro que presentan una gran gota lipidica conformada mayoritariamente por
triglicéridos que ocupa la mayor parte del citoplasma relegando al resto de organulos y al nicleo a la
periferia de la célula. Como se ha comentado anteriormente la funcién principal del tejido adiposo blanco
es el almacenaje de energia si bien también presenta la capacidad de secretar una serie de moléculas
conocidas como adipoguinas que intervienen en la regulacion del balance energético.

En el caso de que el gasto energético supere al aporte energético procedente de los alimentos se
considera un estado de balance energético negativo. El gasto energético puede ser llevado a cabo
mediante tres vias:

Ejercicio fisico: produce un consumo de energia mediante el uso de los nutrientes en los mdsculos
del organismo. La cantidad de energia gastada mediante esta via va a depender en gran medida de los
habitos de vida de cada individuo.

Metabolismo basal: se define como la cantidad minima de energia necesaria para que el organismo
pueda llevar a cabo las funciones metabolicas basicas. El gasto energético asociado al metabolismo basal
va a depender de varios factores como pueden seraltura, sexo, masa muscular, etc.

Termogénesis: se define como la capacidad de generar calor mediante reacciones metabdlicas. Este
fendmeno es muy importante ya que ayuda a mantener la homeostasis térmica que permite que las
reacciones fisiologicas ocurran de la forma correcta. El principal tejido implicado en este proceso es el

16
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tejido adiposo pardo (BAT) lo que lo sitia en un lugar privilegiado en la regulacion del balance
energeético.

Tejido adiposo pardo

El BAT estd formado por adipocitos pardos que se caracterizan fundamentalmente porgue su
citoplasma presenta un nimero elevado de gotas lipidicas asi como una gran cantidad de mitocondrias
que son las responsables del color caracteristico de este tejido.

Los primeros estudios sobre este tejido centralen el metabolismo datan de finales de la década de los
afios 70, en ellos se establece que el BAT esta inervado por el sistema nervioso simpatico y que su
actividad va a variar tanto con la dieta como por la exposicién a frio. La produccién de calor va a ocurrir
a través de la proteina desacopladora UCP1(3, 4), que produce una via altemativa en la cadena de
transporte de electrones consistente en ciclos futiles en los que se produce el gasto de energia con el inico
objetivo de generar calor.

En la concepcion clasica, este tipo de tejido se encuentra en neonatos pero con el paso del tiempo va
a ir involucionando, siendo inactivo o inexistente en humanos adultos al contrario de lo que ocurre en
roedores donde el tejido si permanece funcional en la edad adulta, si bien recientemente mediante el uso
de técnicas de imagen como el PET (Positron Emision Tomography) junto a estudios de histologia, han
permitido identificar tejido adiposo pardo funcional en individuos adultos sanos que sufrieron una
exposicion moderada a frio(5).

A lo largo de los afios 80 fueron descritos los receptores B-adrenérgicos los cuales van a ser
estimulados por la liberacion de noradrenalina liberada por los extremos de las fibras pertenecientes al
sistema nervioso simpatico. Se conocen tres tipos de poblaciones de receptores B-adrenérgicos (B 1, B 2y
B3) que estan presentes en el tejido adiposo pardo y en el tejido adiposo blanco, tanto en humanos como
en roedores, la activacion del receptor B3 produce un incremento de la lipdlisis asi como la produccién de
calor mediante el ciclo alternativo de la cadena de transporte de electrones (6).

Asociados a estos descubrimientos, se encontré que en el tejido adiposo blanco de aquellos
individuos que fueron tratados con agonistas del receptor B3-adrenérgico aparecian células con una
morfologia similar a las del tejido adiposo pardo ( fueron nombrados como adipocitos beige)(7). La
utilizacion de ratones genéticamente modificados ha permitido determinar que la homeostasis térmica no
solo va a estar regulada mediante los cambios en el tejido adiposo pardo en parches anatomicamente
localizados sino que los adipocitos beige presentarian un rol central en el proceso(8).

Se ha postulado que los dos tipos de adipocitos con relevancia en el proceso termogénico tendrian
precursores celulares distintos; asi los adipocitos pardos procederian de precursores mesenquimales
iguales a los de las células miogénicas (cardiacas y musculares) mientras que los adipocitos beige tendran
su origen en precursores comunes a los de los adipocitos blancos, por lo que la diferenciacion a adipocitos
beige es una diana terapéutica de gran interés en la actualidad (9).
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Figura3: Histologia de tejido adiposo blanco y tejido adiposo pardo.

Asi la regulacion del balance energético es un proceso altamente complejo en el que intervienen tanto
sefiales fisiologicas como de comportamiento ademés de un gran nimero de tejidos. Todas estas sefiales
sevan a integrar tanto a nivel del sistema nervioso central como en sistemas periféricos.

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL Y REGULACION DE LA HOMEOSTASIS ENERGETICA.

El interés por entender el papel del cerebro en la regulacion del balance energético corporal empezé
en la década de los 50 cuando se observo que pacientes con adenomas hipofisarios presentaban un rapido
y significativo aumento de peso. Afios después, y a través de distintos experimentos con ratas en los que
mediante lesiones o bloqueos farmacologicos se estableci6 la teoria del “modelo de doble centro” en la
que se postulaba la existencia de dos centros hipotalamicos implicados en la regulacion del peso comoral:
el denominado centro de saciedad llamado hipotalamo ventromedial (VMH) y centro del hambre
nombrado como &rea hipotalamica lateral (LH) (10).

Actualmente se sabe que uno de los principales puntos de regulacion de la ingesta es el hipotalamo,
donde se establecen distintos circuitos neuronales mediados por neuropéptidos. Sin embargo, existen
otras areas cerebrales que también intervienen en la integracion de sefiales periféricas y centrales,
colaborando en definitiva en la regulacion de la homeostasis energética.

Hipotadlamo

Dentro del cerebro, el hipotalamo es una regién fundamental en la regulacion de la ingesta ya que
regula las sefiales periféricas. Dentro del hipotalamo se diferencian distintos nicleos neuronales, el ncleo
arcuato (ARC) hipotadlamo paraventricular (PVH), dorsomedial (DMH), lateral (LH) y ventromedial
(VMH) implicadas en la regulacion de la ingesta.
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Figura4: Esquema de los nicleos hipotalamicos mas relevantes en la regulacion de metabolismo energético. (11)

Nucleo Arcuato (ARC)
Esta considerado el principal nicleo regulador de la ingesta por las siguientes razones: Esta situado

en la parte mas basal del hipotdlamo, justo encima de la eminencia media. En esta zona casi no existe
barrera hematoencefalica permitiendo el paso de numerosas sustancias circulantes en sangre hacia el
cerebro, pudiendo asi responder rapidamente a fluctuaciones en nutrientes y hormonas.

Los grupos neuronales que lo componen estdn muy inervados por axones desde distintas zonas del
cerebro y presentan receptores para muchas hormonas, reflejando asi la existencia de una alta regulacion.

En él se diferencian dos grupos de neuronas (NPY/AgRP y POMC/CART) que estdn proximos e
interconectados, que reciben sefiales del estado nutricional y producen neuropéptidos orexigénicos y
anorexigénicos respectivamente, constituyendo el primer orden de neuronas implicadas en la regulacion
de la ingesta(12).

NPY

Es un neuropéptido secretado por las neuronas NPY del ARC, que emiten proyecciones hacia otros
nucleos neuronales (PVH, DMH Yy LH). La administracion de NPY en ratas, tanto intrace rebroventricular
como en diferentes nlcleos hipotalamicos (VMH, PVH y LH) estimula la ingesta y disminuye el gasto
energético(13). Ademas, activa enzimas lipogénicas en el higado y tejido adiposo blanco.

Los niveles de mRNA de NPY en el ARC, asi como el péptido NPY, aumentan de forma
significativa durante el ayuno y disminuyen después de este. (14) A pesar de que NPY es una sefial
orexigénica, el raton deficiente en NPY, presenta un fenotipo normal, con una pequefia disminucién en la
ingesta provocada por ayuno. Esto puede ser debido a un mecanismo compensatorio generado por otros
neuropéptidos como por ejemplo AgRP (15). NPY se une a los receptores YR. Se han descrito 6, de los
cuales Y1R-Y5R se encuentran en rata, mientras que Y6R se ha descrito en raton(16). Debido a la
capacidad de NPY de unirse a distintos receptores hace pensar que el efecto orexigénico del
neuropéptido pueda ser debido a una accion conjunta de los distintos receptores siendo los receptores
Y1R e Y5R los principales responsables de mediar el efecto de NPY. El raton deficiente Y1R es obeso
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(17), el bloqueo de Y5R inhibe la ingesta (18) y el raton deficiente en YRS tiene atenuada la respuesta a
NPY(19).

AgRP

AgRP (Péptido relacionado con Aguti) es un neuropéptido de 132 aminoacidos que se expresa en el
nacleo arcuato del hipotalamo y ademés en humanos también se expresa en el tejido adiposo(20).
Coexpresa con NPY y las neuronas AgRP proyectan a varios nucleos hipotalamicos, tales como PVH y
DMH y a regiones extrahipotalamicas (21).

La leptina inhibe la liberacion de AgRP, al igual que NPY, la expresion de AgRP esta regulada por la
deficiencia de leptina causada por ayuno o mutacion (22) ademas es un potente y selectivo antagonista de
los receptores de melanocortinas implicados en el control del balance energético (23). La inhibicion de
estos receptores conlleva un fenotipo obeso que estd asociado con hiperfagia, disminucion de la
termogénesis y de la eficiencia caldrica. A diferencia de NPY, la administracion de AgRP de manera
cronica en roedores causa una sostenida hiperfagia que lleva a obesidad (24, 25).

POMC- Sistema Melanocortinas

La propiomelanocortina (POMC) es un polipéptido de gran tamafio que se expresa en neuronas del
nucleo arcuato , es el precursor de una serie de proteinas como la hormona estimulante de melanocitos (a-
MSH) y la adrenocorticotropina (ACTH). Los niveles de expresion de POMC reflejan el estado
energético del organismo ya que disminuyen con el ayuno y aumentan tras la administracion de leptina o
después de 6h tras la realimentacién(26). Tanto mutaciones en el gegn POMC como anomalias en su
procesamiento dan lugar a obesidad temprana (27). Dentro de las melanocortinas, la mas implicada en la
regulacion de la ingesta y el peso comporal es a-MSH (hormona estimulante de melanocitos), que ejerce
su efecto mediante la uniébn con los receptores de melanocortinas (MC3 y MC4), expresados
mayoritariamente en zonas sobre las que proyectan las neuronas del ARC tales como el PVH. Ademas de
disminuir la ingesta, activa el eje tiroideo y aumenta el gasto energético mediante el aumento de la
termogeénesis (28, 29).

Los agonistas de estos receptores de melanocortinas causan anorexia, mientras que los antagonistas
inducen hiperfagia y obesidad; ademas alteraciones en estos receptores son de gran importancia en el
desarrollo de la obesidad temprana severa en humanos (30, 31).En ratones, la deficiencia genética del
receptor de melanocortinas 4 origina hiperfagia y obesidad (32).

CART

Transcrito regulado por anfetamina y cocaina (CART) se expresa en las mismas neuronas que POMC
en el ARC. La homologia de CART entre humanos y ratas es del 92%, y pese a esta alta conservacion, en
ratas existen dos isoformas mientras que en humanos solo la forma corta CART (33).

El péptido CART se expresa en distintas zonas del cerebro incluyendo el PVH, DMH, regién
perifornical, LH y sobretodo en el ARC. Las neuronas que secretan CART estan asociadas a los sistemas
de recompensa y refuerzo, procesamiento sensorial, estrés, regulacion endocrina e ingesta (caracterizada
por la inhibicion de la ingesta sin modificar gasto energético) (34).La administracion ICV de CART
provoca activacion neuronal en el PVH, causando asi la reduccion de la ingesta en condiciones normales
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y la ingesta que se origina tras un periodo de ayuno (35). Los niveles de expresion de CART caen durante
el ayuno o diabetes, indicando que la expresion de CART esta regulada por sefiales periféricas (36).
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Figura5:Regulacion de la ingesta mediante las acciones en las neuronas hipotalamicas y su integracion con seiales
periféricas(37)
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Nucleo Dorsomedial (DMH)

El nacleo DMH, recibe conexiones de otras zonas como el hipotalamo medio y lateral, asicomo del
ARC de donde recibe proyecciones de NPY/AgRP integrando y procesando esta informacion (38). Esta
relacionado con la modulacion de la secrecion de glucocorticoides, temperatura corporal, suefio y vigilia,
ritmo circadiano y actividad locomotora(39).

Nucleo Paraventricular (PVH)
Esta situado en la parte anterior del hipotalamo, proximo a la parte superior del tercer ventriculo. Es

el principal nucleo productor de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la hormona liberadora
de tirotropina (TRH). Constituye una de las areas de neuronas secundarias que procesan la informacion
para la regulacién de la homeostasis energética, ya que recibe proyecciones desde las neuronas
NPY/AgRP del ARC (atentan la sefial inhibitoria GABA -€rgica), melanocortinas (aumenta la sefial
GABA-érgica), orexinas y otras zonas como el nucleo tracto solitario.

El PVH es muy sensible a la administracion de péptidos implicados en la ingesta como CCK, NPY,
ghrelin o GLP-1. Estas proyecciones desde otros nucleos, asi como los péptidos periféricos, pueden
regular la actividad de las neuronas TRH y de las que expresan CRH, indicando asi que el PVH integra
sefiales nutricionales con el eje hipofisario y tiroideo (40). EI PVH puede, ademds, ser un lugar de
interaccion entre el sistema de endocanabinoides y neuronas reguladoras de la ingesta: se ha encontrado
que el receptor de endocanabinoides CB1 se coexpresa con CRHy CRH-R1, de modo que el aumento de
endocanabinoides lleva a un descenso en la secrecion de CRH, pudiendo éste ser el mecanismo a traves
del cual se ejerce, en ultima instancia, el efecto de los glucocorticoides sobre la ingesta (41).

Hipotalamo Lateral (LH)
Este nucleo forma parte del segundo orden de integracion de sefiales implicadas en la regulacion

energética, especialmente del ARC. En él se sintetizan dos tipos de péptidos: hipocretinas (orexinas) y
hormona concentradora de melanina (MCH). Se caracterizan por emitir proyecciones a un amplio nimero
de zonas del sistema nervioso central (cortex, tdlamo o sistema limbico) participando en numerosas
funciones tales como aprendizaje, memoria, emocion, y respuestas motoras en funcion del estado
energeético ya que estan reguladas por numerosas hormonas, entre ellas, ghrelin y leptina.

Orexinas (OXs)

Las orexinas A y B, se obtienen a partir del procesamiento proteolitico de la pre-pro-orexina. Son
secretadas por neuronas distintas (42), y ejercen su efecto a través de proyecciones a distintas zonas del
cerebro entre las que se encuentran PVH, ARC, talamo, cdrtex cerebral, nlcleo del tracto solitario y
nucleo dorsal motor del vago. Esta serie de conexiones sugieren que las orexinas estan implicadas en
diferentes aspectos relacionadas con la ingesta de nutrientes. Las orexinas se unen a dos receptores
especificos, ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central, pertenecientes ambos al grupo de
receptores acoplados a proteinas G (43). Se las ha relacionado también con la ingesta de liquidos y con el
suefio pues la falta del gen de orexinas en ratones induce narcolepsia (44, 45).

La administracion central de orexina A ejerce un potente efecto orexigénico, mientras que la orexina
B no tiene efecto (46). La expresion del mRNA de pre-pro-orexina aumenta en situaciones de ayuno, y
este efecto se revierte cuando se trata a las ratas con leptina en el ventriculo lateral (47). Se sabe que el
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50% de las neuronas productoras de orexinas expresan receptores tanto de orexina como de leptina, y que
se activa la expresion de orexina ante hipoglucemia causada por insulina. Todas las neuronas
hipotalamicas que se activan durante el estado de ayuno reciben proyecciones desde las neuronas
productoras de orexina, entre ellas el NPY con el que establece, a bajas concentraciones, un efecto
sinérgico sobre la ingesta, pudiendo ser el sistema de las orexinas un regulador de NPY y de su efecto
sobre ingesta y metabolismo. El raton deficiente para la orexina es hipofagico pero con un indice de
crecimiento normal, gracias a una disminucion en la tasa metabdlica. Es ademas un buen modelo de
estudio de narcolepsia humana (48) ya que las neuronas productoras de orexinas proyectan también a
areas asociadas con el despertar y la atencion.

En circunstancias de inanicion, las orexinas pueden mediar tanto en respuesta a la atencion, para
mantenerse despiertos, como en la ingesta dando la orden del inicio de la comida. Esto hace que las
orexinas sean buenas candidatas para la conexidn entre insomnio y obesidad. La orexina puede jugar un
importante papel como hormona periférica implicada en la regulacion de la ingesta energética ya que
también se expresa en células endocrinas de la mucosa gastrica, intestino y pancreas (49), y la
administracion periférica aumenta los niveles de glucosa en sangre.

MCH

Es un péptido orexigénico que ejerce su efecto sobre la ingesta de forma independiente de NPY y
orexina, ya que no se observa ningun efecto sinérgico cuando se administran juntos en el tercer ventriculo
de ratas(50). Ademés de participar en la regulacion de la ingesta, se le han atribuido otras funciones:
regulacion del suefio y vigilia, reproduccion, regulacion de la sed y la integracion de sefiales sensoriales y
su respuesta motora. Los niveles de mRNA de MCH estan elevados en animales obesos y durante el
ayuno, y la administracion repetida de MCH ICV incrementa la ingesta y produce obesidad moderada en
ratas (51). Ademas, la deleccidén del gen en raton resulta en un fenotipo hipofagico y muy delgado, con
una tasa metabdlica muy alta, mientras que el raton transgenico que sobreexpresa el precursor de MCH es
hiperfagico y desarrolla obesidad central.

El efecto estimulador de ingesta de MCH parece competir con a-MSH puesto que, tras la
administracién conjunta de ambos péptidos, uno antagoniza el efecto del otro (52). El LH puede ser
también un lugar de accién para el sistema de endocanabinoides ya que las neuronas orexigénicas de esta
zona (orexina y MCH) expresan CBL1, receptor de endocanabinoides (41). Se ha demostrado
recientemente que la estimulacion de CB1 activa la misma ruta intracelular que la orexina A, sugiriendo
un papel orexigénico de los endocanabinoides a traves de esta poblacion neuronal. Ademés, teniendo en
cuenta que estas neuronas proyectan hacia zonas del VTA, es posible que el LH actie como punto
integrador de sefiales orexigénicas, hipotalamicas y extrahipotaldmicas, mediadas por el sistema de
endocanabinoides. También las neuronas MCH pueden participar en la sefal orexigénica de los
endocanabinoides, ya que se ha comprobado que los endocanabinoides pueden estimular las neuronas
MCH, disminuyendo la sefial inhibidora GABA, causando un aumento de la ingesta. Efecto que puede ser
blogueado mediante la administracion de leptina.

Se ha encontrado que la inyeccién central de MCH controla el metabolismo de lipidos en WAT
mediante la sobre-expresion de proteinas clave del metabolismo lipidico y responsables del
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almacenamiento de lipidos. Estos efectos estdn acompafiados por un descenso de la lipolisis (11). Estos

efectos del MCH sobre el WAT estan mediados por el sistema nervioso simpatico.

La inyeccion central de MCH estimula, en el higado, el almacenaje de lipidos. Este proceso se
produce por la conexidén existente entre el sistema nervioso central y el higado a través del sistema
nervioso parasimpatico. Los efectos registrados en el metabolismo lipidico en el higado son regulados por

la actividad de MCH en elndcleo lateral(11).
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Figura6: Efectos de la inyeccion central de MCH en el metabolismo periférico.
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Nucleo VMH
Desde que fue denominado “centro de saciedad” al comprobar que lesiones bilaterales causaban

hiperfagia y obesidad, la participaciéon del nicleo VMH en la regulacion de la ingesta parece clara (10). El
VMH puede aumentar directamente la actividad de las neuronas POMC mediante microcircuitos,
estimulando su actividad excepto en estado de ayuno en el que disminuye, ademas de proyectar hacia
otros nucleos hipotaldmicos y al tronco cerebral. Por su parte el ARC también regula la actividad del
VMH donde se encuentran receptores de melacortinas, y receptores del péptido Y, sugiriendo que tanto
POMC como NPY emiten proyecciones al VMH.

La administracion de NPY en el VMH aumenta la ingesta, el ayuno esta asociado con unos niveles
elevados de NPY en esta regién, mientras que la respuesta electrofisioldgica de las neuronas en el VMH a
a-MSH esta disminuida en animales en ayuno y/o tratados con AgRP. La importancia del VMH en la
regulacion de la homeostasis energética ha sido apoyada por estudios en los que se demuestra la
existencia de ObRb y activacion neuronal inducida por leptina: inyecciones selectivas de leptina en el
VMH reducen la ingesta y el peso corporal en ratas delgadas. También, estados metabdlicos alterados
tales como ayuno o prefiez alteran de forma selectiva la expresion de ObRb en el VMH. Mientras, la
deleccion de ObRb, de forma selectiva en este nucleo, disminuye la ganancia de peso corporal con un
aumento de los niveles plasmaticos de leptinay de la expresion de UCP1 en BAT (53).

Otro ejemplo de regulacion ndcleo especifica de la ingesta a nivel del VMH, es la modificacion de la
actividad de AMPK y consecuentemente de la via de metabolismo de lipidos(54). En concreto, se ha
propuesto que la inhibicion de FAS a nivel del VMH (genética, farmacologica o por hornonas
periféricas) provoca el descenso de la ingesta, sugiriendo que FAS en este nucleo puede actuar como un
sensor nutricional integrando sefiales periféricas con los mecanismos centrales que regulan la ingesta.
Ademas, en el VMH se expresa el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), implicado en la
regulacion del desarrollo neuronal y su plasticidad, y cuya expresién se reduce en situaciones de
ayuno(53). Se ha comprobado en humanos que la alteracion de BDNF o su receptor TRKB, causan
hiperfagia y obesidad, ademés de retraso en el desarrollo mental, disminucion de la memoria a corto plazo
e hiperactividad (55, 56). Este factor, que interviene en las funciones metabdlicas reguladas porel VMH,
estd regulado a su vez por distintos factores nutricionales. Este efecto no es mediado por el sistema de
melanocortinas, a diferencia de lo que se pensaba inicialmente, ya que BDNF reduce la ingesta'y el peso
corporal en ratones deficientes de MCR4 (52).

TEJIDO ADIPOSO BLANCO

Tradicionalmente se pensaba que el tejido adiposo blanco presentaba Unicamente la capacidad de
almacenar energia en forma de grasa, posteriormente se ha encontrado que dicho tejido presenta
capacidad secretora. Actualmente se conocen gran cantidad de péptidos que van a presentar acciones
tanto a nivel autrocrino como a nivel endocrino, al conjunto de estos péptidos se denominan
adipoquinas (57). Este tejido presenta la capacidad de recibir informacion procedente de otros 6rganos asi
como la capacidad de responder a dichas sefales, lo que hace que el tejido adiposo blanco se convierta en
un tejido clave en la regulacion de procesos biolégicos (58).
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Leptina

La leptina fue identifica en 1994 a raiz de la identificacion del gen ob, el cual codifica a un péptido
de 167 amino&cidos con un peso de 16 KDa (59), va a ser secretada por el tejido adiposo blanco, de tal
modo que en individuos obesos los niveles de leptina van a estar incrementados debido al aumento en la
cantidad de tejido adiposo blanco y van a reducirse con la pérdida de peso. Se expresa en menor medida
en otros tejidos como el tejido adiposo marron y el mdsculo esquelético entre otros. Es capaz de llegar al
cerebro atravesando la barrera hematocefalica a través de un transportador activo y saturable (60).

Existen numerosas formas del receptor de leptina que se generan mediante splicing altemativo de
mRNA derivado de la expresion del gen ob, por ejemplo en ratones existen cinco tipos distintos. Estas
isoformas se diferencian en tres grupos: las secretadas que se caracterizan porque van a presentar
Unicamente dominios extracelulares. Las formas cortas caracterizadas porgue presenta varios aminoacidos
truncados y que se distribuyen fundamentalmente por los capilares del sistema nervioso central por lo que
se cree que son responsables del transporte a través de la barrera hematocefalica. Por Gltimo quedaria la
denominada como forma larga (LEPRDb), que pertenece al grupo de receptores similares al de la
interleukina 6 (IL-6). Estructuralmente su principal caracteristica es la existencia de un domino
intracelular variable, este receptor de leptina se encuentra mayoritariamente en diversos nucleos
hipotalamicos incluyendo el arcuato (donde estimula a las neuronas POMC/CART e inhibe las
NPY/AgRP), el dorsomedial, el ventromedial y toda una seria de regiones extrahipotaldmicas. Se
caracteriza porque carece de actividad enzimatica per se, dicha actividad es debida a la quinasa de Janus 2
(JAK2) a la cual se encuentra unida (61, 62).

La union de la leptina con el LEPRb desencadena tanto la autofosforilacion de JAK2 como del
LEPRb en varios residuos de tiroxinas, permitiendo asi la unién con una serie de moléculas sefializadoras,
la cuales a su vez pueden ser fosforiladas por JAK2. STAT3 se une a la tiroxina 1138, debido a esta unién
STAT3 es fosforilada por JAK2, posteriormente se produce la dimerizacion de STAT3 que es traslocada
al ndcleo donde actia regulando la transcripcion de genes diana entre los que se encuentran los de los
neuropéptidos orexigénicos por lo que esta via de sefalizacion es fundamental para el efecto
anorexigénico de la leptina. En ratones en los que se cambia la tiroxina 1138 por otro aminoacido, los
ratones son hiperfagicos y obesos(62, 63).

Otro lugar de fosforilacion importante es la tiroxina 1077, a la cual se une STAT5 de tal modo que va
a ser activada mediante fosforilacién por la actividad de JAK2. La eliminacion de STAT5 genera
obesidad e hiperfagia. La actividad de STAT5 va a contribuir a la accion anorexigénica de la leptina (62,
64).

La tiroxina 985 constituye otro lugar de fosforilacion relacionado con la actividad de la leptina, a este
residuo se puede unir la fosfatasa de tiroxina 2 (SHP2), este proceso estimula la via de sefializacion
asociada a la kinasa extracelular regulada por sefiales (ERK). Dicha via de sefializacion inhibe los efectos
asociados a la via JAK2/STAT3(65). A este residuo también se puede unir SOCS3 que es un inhibidor de
STAT3(62, 66, 67). Existe otra via relacionada con la actividad a nivel hipotalamico de la leptina, un
actor principal en la activacion de esta via es la proteina adaptadora SH2B1 que se va a unir a JAK2 con
el receptor de insulina (IRS), mediando la activacion de PI3K. La disrupcion del gen de SH2B1 lleva
asociado resistencia a insulina 'y obesidad(68). La activacion de PI3K activa a su vez a AKT, enzima que
fosforila a FOXOL1 en varios lugares provocando su inactivacién, la cual se manifiesta reduciendo la
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ingesta 'y el peso comoral. La sobreexpresion de FOXOL1 en el nlcleo arcuato produce la desaparicion de
los efectos de la leptina que llevan asociados un incremento de la ingesta y el peso corporal (69), mientras
que la eliminacion de FOXO1 produce una reduccién de la ingesta y del peso corporal(70).
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Figura7:Viade sefalizacion de la leptina(62).

Resistina

La resistina es un péptido de 114 aminoacido perteneciente a un grupo de proteinas ricas en cisteina
(RELMs) implicadas en procesos de inflamacion. En roedores se sintetiza fundamentalmente en el tejido
adiposo blanco, aunque se expresa en mucha menor medida en otros tejido como la hip6fisis, glandulas
adrenales, hipotalamo, etc(71, 72). Los niveles de resistina circulantes estan incrementados en animales
obesos, la inmunoneutralizacion de la resistina lleva asociada un incremento en la tolerancia a la glucosa
y una mejora en las acciones de la insulina(73, 74).

La administracion ICV de resistina en ratas en estado de ayuno, produce un descenso transitorio en la
ingesta, de tal modo que después de 3 horas ya no se observa dicho descenso en la ingesta(75). Este
descenso de la ingesta es debido al blogueo del incremento de NPY/AGRP y el descenso de CART
debido al estado de ayuno. Ademas incrementa la expresion de SOCS3 independientemente de los niveles
de leptina circulantes (76).

En humanos la resistina se puede detectar en suero, pero a diferencia de lo que ocurre en ratones, su
liberacién va a ser debida mayoritariamente a la actividad de los macréfagos del tejido adiposo
blanco(77). Humanos y ratones presenta una homologia de un 60% tanto en la secuencia de ADN como
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en la secuencia de aminoacidos que conforman la proteina(78). Estas diferencias génicas son
consideradas las responsables de la carencia en la produccién de resistina en adipocitos humanos, esta
alteracion en la sintesis es debida a la carencia de un sitio gendmico de union a PPARy en adipocitos
blancos humanos (79).

El uso de ratones transgénicos que expresan resistina humana en macrofagos y monocitos presentan
predisposicion a desarrollar resistencia a insulina(80). Estos datos parecen evidenciar que los efectos de la
resistina descritos en raton serian extrapolables a humanos. En pacientes humanos se han encontrados
datos que apoyan los efectos descritos con animales y datos que los contradicen(81).

Adiponectina

La adiponectina es un péptido de 247 aminoacidos que se caracteriza porque esta formada por 3
subunidades que se agregan formando hexdmeros (LMW) o estructuras mas complejas (HMW), ademés
se puede encontrar en forma completa o bien como un fragmento globular.

La adiponectina actia a través de dos receptores diferentes Adipo-R1 que se expresa de forma
mayoritaria en el misculo esquelético y Adipo- R2 que se encuentra principalmente en el higado. Estos
receptores regulan el efecto de la adiponectina sobre la fosforilacion de AMPK y la actividad de PPA Ry
lo que conlleva un incremento de la B-oxidacion de los acidos grasos y la captacion de glucosa, por lo que
presenta un rol importante en la regulacion de la sensibilidad a la insulina (82).

Interleukina 6

La interleukina 6 es una citokina que circula en forma glicosilada de tal modo que su peso molecular
oscila entre 22y 27 KDa. Se expresa en el tejido adiposo blanco y en el sistema nervioso central y su
receptor es homdlogo al del receptor de leptina (83).

Los niveles séricos de IL-6 son proporcionales al indice de masa corporal y se encuentran
incrementados en estados de obesidad(84) y ademéas la IL-6 esté& relacionada con un incremento en la
resistencia a la insulina y un descenso en la tolerancia a la glucosa. Los niveles plas maticos de IL-6 se
utilizan como indicadores de desarrollo de diabetes de tipo 2 y de patologias cardiovasculares.

El raton KO para IL-6 se caracteriza porque presenta incrementados tanto el peso corporal como la
ingesta a partir de los 6 meses de edad llegando a desarrollar obesidad en condiciones de dieta estandar.
La inyeccion a nivel central de IL-6 produce una reduccion en la ingestay en la adipogéneis, aumenta la
lipdlisis y el gasto energético, y revierte los efectos que se observan en los ratones KO. Los ratones
transgénicos que sobreexpresan IL-6 presenta problemas de crecimiento y una reduccion de peso corporal
asociado a una reduccion en la masa grasa(85, 86).

TNFa

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es una citokina proinflamatoria que se sintetiza como una
proteina transmembrana de 26 KDa (87) que posteriormente se escinde un fragmento de 17 KDa que va a
ser soluble y es la molécula que se conoce como TNFa y es la bioldogicamente activa. Se sintetiza
fundamentalmente en la fraccion estromal del tejido adiposo blanco (88).

La pérdida de peso reduce los niveles circulantes de TNFa llevando consigo un incremento en la
sensibilidad a la insulina. La administracion crénica TNFa reduce la sensibilidad a la insulina y de tal

modo si administramos blogueantes se incrementa la sesibilidad a la insulina. Dicho fendmeno se observa
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en roedores pero no en seres humanos. El raton carente de TNFa presenta proteccion contra la resistencia
a insulina debida a la obesidad (89, 90).

SENALES GASTROINTESTINALES CON ACCIONES METABOLICAS

El sistema gastrointestinal esta formado por varios drganos los cuales van a producir hormonas que
estan implicadas en los procesos de regulacion tanto de la homeostasis energética, la gran mayoria de
estas sefiales van a estar relacionadas con la reduccion de la ingesta o con la pérdida de peso.

(ypotha%amb‘

Food «—— |

intake \ARC ; /

Sl \\ .
\
— \\

! ;/Brainstcm 2N
£ NTS
3 $ \ AP \\\
, X

Obestatin?

3 | \
F} ‘«‘vygbs ~--3 Ghrelin

OXM £ LT}
. -« A Adipose
tissue

Figura8: Principales sefales gastrointestinales con efectos metabdlicos(91).

Insulina.

La insulina es sintetizada en el pancreas, en unas estructuras multicelulares con capacidad secretora
conocidas como son los islotes de Langerhans. La liberacion de la insulina a la sangre estimula la
captacion de glucosa en tejidos periféricos sensibles a su accion como el misculo esquelético, el higado
y el WAT. La insulina presenta la capacidad de atravesar la barrera hematocefalica (a través de transporte
mediado por receptor) permitiendo su actuacion en el sistema nervioso central(92).La administracién ICV
de insulina disminuye la ingesta, llegando a revertir el sindrome hiperfagico en individuos afectados por
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diabetes tipo I, estos efectos son debidos a la accion de la insulina en las neuronas del nicleo arcuato del
hipotalamo(93).

El receptor de insulina (IR) se encuentra distribuido en una gran cantidad de tejidos, aparte de los
previamente mencionados masculo esquelético, higado y WAT el receptor de insulina se puede encontrar
también en los glébulos rojos en la sangre y en las neuronas en distintas regiones del sistema nervioso
central( fundamentalmente el bulbo olfatorio , la hipéfisis y el hipotalamo). Se han generado ratones
knockout para los receptores de insulina(IR-1, IR-2) especificos para el sistema nervioso central. Los
machos KO no presentan diferencias en peso e ingesta con respecto a los controles contrariamente a lo
que ocurre en las hembras las cuales son aproximadamente 10-15% mas pesadas que los controles y cuya
ingesta se encuentra incrementada. Tanto machos como hembras presentan mas grasa que los controles lo
que lleva apareado un incremento de los niveles de leptina (94).

La union insulina con su receptor hace que este Gltimo adquiera actividad catalitica y pueda fosforilar
a proteinas diana, que en Gltima instancia modifican la expresion, entre otros, de distintos neuropéptidos
hipotalamicos tales como NPY y POMC, regulando asi el efecto de la insulina sobre la ingestay el peso
corporal(95, 96).

Ghrelin

Ghrelin es un péptido de 28 aminoacidos identificado en el afio 1999 y que es sintetizado en el
estomago. Historicamente era conocido un receptor huérfano (GHS-R) cuya activacion estaba ligada a un
incremento en la secrecion pulsatil de la hormona de crecimiento (GH). Se sintetizaron toda una seria de
secretagogos tanto peptidicos como no peptidicos que eran capaces de incrementar la secrecion de GH
tanto in vivo como in vitro. El estudio del GHSR en lineas celulares que fueron puestas en contacto con
extractos de diferentes tejidos y en las que posteriormente, se analizaron los niveles Ca* intracelular que
se producen durante la activacion del receptor. Este proceso permite determinar en qué tejidos se
encuentra la molécula que activan al receptor, siendo en el estdmago donde se encontraba la mayor
actividad del receptor(97). A mayores de esta capacidad para incrementar la secrecion de GH, el ghrelin
también incrementa la ingesta(98, 99) y la adiposidad(100) tanto en humanos como en roedores debido a
la liberacion de los péptidos NPY y AgRP, que son producidos en neuronas del ARC.

La union de ghrelin con su receptor, GHSR1a, produce un incremento en la actividad de Sirtl. Sirtl
es una encima deacetilasa que se encuentra ampliamente distribuida en tejidos periféricos con relevancia
en el control del metabolismo (WAT, misculo esquelético, células B e higado)(101-104) donde regula la
homeostasis de la glucosa y el metabolismo de lipidos, también se encuentra en el sistema nervioso
central donde regula la homeostasis energética y de la glucosa (105) ademas también va a ejercer su
actividad deacetilasa sobre p53.

El incremento en la actividad deacetilasa de Sirtl, debido a la unién de ghrelin a su receptor, produce
la deacetilacion de p53, que a su vez produce un incremento en la fosforilacion de la protein-kinasa
activada por AMP (AMPK)(106).
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Figura9: Via de sefalizacion hipotalamica de ghrelin(106).

AMPK se va a expresar en regiones hipotalamicas relevantes para el control de la ingesta (ARC, LH,
PVHy VMH), y su actividad es fundamental en la respuesta adaptativa en el proceso de regulacion de la
ingesta. Asi, en estado de ayuno AMPK se encuentra activado (mediante fosforilacion) proceso que es
revertido cuando los animales se realimentan (107).

Esta fosoforilacion produce la activacion de AMPK, lo que a su vez conlleva una inhibicion del
metabolismo de acidos grasos mediante la fosforilacion de acetil coencima A carboxylasa (ACC) dando
lugar a un descenso en los niveles de malonil coencima A y un incremento en la actividad de camitina
palmitoiltransferasa 1 (CPT1). Este incremento en la actividad de CPT1A se relaciona con un aumento en
la beta oxidacion de acidos grasos en la mitocondria, dicho proceso metabdlico esta asociado a la s intesis
de especies reactivas de oxigeno (ROS) las cuales son eliminadas por la proteina desacopladora 2 (UCP2)
lo que permite la activacion de las neuronas hipotalamicas productoras de NPY y AgRP.(107, 108)
incrementando asi la ingesta. Recientemente se ha descrito una segunda via en la que la union de ghrelin
con su receptor provoca un incremento en la produccion de ceramidas en el hipotalamo, fendmeno
imprescindible para la accién orexigénica de ghrelin. El incremento en la concentracidén de ceramidas esta
mediado por la actividad de CPT1C, que se expresa en la pared del reticulo endoplas matico.

La inhibicidon de la sintesis de ceramidas bien mediante el uso de farmacos o con ratones KO para
CPT1C desembocan en la desaparicién de los efectos orexigénicos de ghrelin. Del mismo modo el
incremento de la sintesis de ceramidas mediante la sobreexpresion de CPT1C mediante vectores
adenovirales se produce un incremento en la ingesta.(109)
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La inyeccion subcutdnea de ghrelin diariamente durante 2 semanas produce un incremento
significativo en la masa corporal. Mediante el estudio de la composicion corporal usando técnicas de
absorcion de rayos-X se ha encontrado que dicho aumento de masa es debido Unicamente al incremento
del tejido adiposo blanco, mientras que la masa muscular y 6sea permanecen inalteradas. Siguiendo este
protocolo experimental se ha encontrado un incremento en el cociente respiratorio (RQ), lo que significa
que estos individuos estan utilizando carbohidratos como fuente de combustible en el lugar de grasa, este
cambio en el cociente respiratorio se produce independientemente de cambios en el gasto energético (EE)
y en la actividad locomotora (LA). Ademas el efecto en la adiposidad es independiente del efecto del
ghrelin sobre la GH, ya que en ratas dwarf (deficientes en GH) a las que se inyectd ghrelin subcutanea
mantienen el efecto sobre la adiposidad.(100).

INTESTINO DELGADO

Colecistoquinina

La colecistoquinina (CCK) es un péptido que se expresa a lo largo de todo el tracto digestivo si bien,
la mayor parte se produce en células I del duodeno, de donde es liberado rapidamente a la circulaciény
tejidos circundantes en respuesta a la llegada de alimentos al intestino, siendo la liberacion mayor en
aquellas dietas ricas en grasa o en proteinas. El principal efecto de la CCK es la reduccion de la ingesta,
retrasa el vaciado gastrico, y estimula la secrecion de enzimas pancredticas(110). Existen 2 receptores
para CCK: el CCK-1R (0 CCK-A) que se encuentra a lo largo de todo el tracto gastrointestinal y el CCK-
2R(0 CCK-B) que se localiza en el cerebro.

La administracion de CCK inhibe la ingesta mediante la reduccion en la duracion de la comida, a
altas dosis se produce nauseay fenémenos de aversion al sabor. Este efecto anorexigénico es mediado por
el receptor CCK-1R y la sefial al sistema nervioso central se realiza a través del nervio vago, ya que se ha
encontrado un bloqueo en este efecto después de la vagotomia(111, 112).Los antagonistas de CCK
generan un incremento en la cantidad de calorias ingeridas asi como la reduccién en la percepcion de la
sensacion de saciedad (113).

CCK presenta una vida media muy corta, de tal modo que solo tendra efecto cuando es administrada
menos de 15 minutos antes de la ingesta. La administracion cronica de CCK no produce un descenso de
peso sibien se ha descrito que en tratamiento conjunto con leptina mejora el efecto en la pérdida de peso
asociada al tratamiento con leptina(114).

GIP

El polipeptido inhibidor gastrico (GIP) es un péptido de 42 aminoacidos sintetizado
predominantemente en la células K en las regiones proximales del intestino delgado, también se localiza
en el sistema nervioso central favorece la supervivencia celular(115). Los niveles circulantes de GIP son
bajos durante periodos de ayuno pero estos niveles se incrementan pocos minutos después de la ingesta de
nutrientes.

El receptor de GIP presenta dos isoformas, de 466 y 493 aminoacidos respectivamente, que se
expresan en las células B pancreaticas, tejido adiposo, corazén y cerebro. El receptor de GIP esta
acoplado a la adenilato ciclasa cuya activacion va a incrementar el calcio intracelulary el flujo de acido
araquidonico. La activacion del receptor de GIP produce la activacion de vias de sefializacion
dependientes de factores de crecimiento que incluyen a la quinasa activada por mitégeno (MAPK), las
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quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK 1/2), fosfoinositol 3 kinasa (PI3K) y la protein kinasa
B (AKT).

GLP-1

El Péptido Similar al Glucagon tipo 1 (GLP-1) se produce en la células L del intestino delgado a
partir del proglucagon, péptido resultante de la expresion del gen del glucagén. El proglucagon es un
polipéptido de 160 aminoacidos que se expresa en el intestino (delgado y grueso), células a del pancreas,
papilas gustativas y regiones del sistema nervioso central entre las que se encuentra el hipotalamo (116,
117). En todos estos tejidos se produce el mismo mRNA que va a ser procesado de forma diferencial en
originando cada uno de sus derivados.

Asi en las células o del pancreas la encima convertasa de proproteinas (PC2) escinde al
preprogulcagon en varias moléculas: Glucagén, el polipéptido pancredtico emparentado con glicentin
(GRPP), el fragmento mayor del glucagon (MPGF) y el péptido interviniente (IP-1)(118). Por otro lado
en las células L del intestino delgado y en el sistema nervioso central, el proceso de protedlisis va a ser
mediado por la enzima PC1/3, en este caso se originan: GRPP, Oxintomodulina, GLP-1, GLP-2, IP-2 y
Glicentin(119). En las papilas gustativas se encuentran las tres convertasas de proteinas, lo que se traduce
en la formacion de glucagon y GLP-1y 2(120).

Proglucagon

-

626370 71 77 109 110 124 125

Pancreas
I
1 30 33 6164 69 72

Gut/ Brain

IASWAN
107NH, 111 123 126

AN
1 30 33 69

Figura10 :Procesado del glucagon(121).

El GLP-1 se secreta como respuesta a diferentes nutrientes (como carbohidratos, grasa, fibra, etc.) en
un patrén bifasico, una primera fase a los 10-15 minutos después de la ingesta y una segunda fase entre
30-60 minutos (122).
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La molécula completa de GLP-1 esta conformada por 37 aminoacidos, de esta forma inicial se
truncan los 6 aminoacidos iniciales y, en ocasiones, el aminoacido final para dar lugar a la forma activa
mayoritaria de GLP-1(123). La vida media del GLP-1 en sangre es muy corta, aproximadamente 2
minutos, esto es debido a su eliminacion por via renal, por via hepatica y también por la degradacion
proteolitica a través de la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V).

El receptor de GLP-1(GLP-1R) es una proteina heptamérica de 463 aminoécidos, acoplada a
proteinas G que se expresa en multiples tejidos: islotes pancreaticos, los conductos del pancreas, rifiones,
pulmones, en la piel, corazén, células inmunes, hipotalamo, hipocampo y cortex cerebral; la presencia del
GLP-1R en el higado, en el tejido adiposo blanco y en el misculo esquelético no esta clara si bien se han
encontrado efectos especificos de GLP-1en estos tejidos(124).

Acciones sobre la secrecion de insulina.

En el pancreas el GLP-1R se encuentra mayoritariamente en las célulasf3, aunque también existe en
células oy 8. La activacion del GLP-1R estimula la sintesis de AMP ciclico mediante la activacion de la
enzima adenilato cliclasa, el aumento de AMPc estimula la actividad de la protein kinasa A, un
incremento del calcio intracelular, la inhibicion de los canales de potasio dependientes de ATP y
finalmente la liberacion de la insulina(125). El uso de Rp-cAMPS, un antagonista de PKA, produce una
marcada reduccion en la secrecion de insulina(126).

Ratones KO para el receptor de GLP-1 son viables y se desarrollan correctamente, presentan niveles
incrementados de glucosa en sangre tanto en ayuno como en la fase postprandial sin que existan cambios
en la ingesta o en el peso(127).

Existe una via altemativa a la anteriormente descrita que interviene en la liberacion de insulina por
parte del pancreas debido a la accion de GLP-1, independiente de la accion PKA. En esta via el acumulo
de AMPc va a activar a las proteinas Epac2, que son proteinas que actian como sensores de CAMP. Las
proteinas Epac2 van a tomar como diana a un grupo de pequefias proteinas G (Rab3y Rab3A). GLP-1
aumenta la actividad de la enzima glucoquinasa fosforilando a la D-Glucosa lo que produce la activacion
de la via regulada por la actividad de Epac2(128).

SAD-A es una proteina activada por AMP que se expresa Unicamente en el sistema nervioso central y
en el pancreas, la sobreexpresion de SAD-A no origina cambios en los niveles basales de glucosa pero si
produce un incremento en los efectos derivados de GLP-1 y sus agonistas (129).

El gen translocador de la célula B (BTG2) interviene en numerosas funciones celulares como la
diferenciacion, proliferacion y supervivencia celular e interviene en la regulacion de los efectos de GLP -1
en la secrecion de insulina mediante el incremento de la actividad del factor de transcripcion de Pdx-
1(130).

En ratas vagotomizadas se ha observado una reduccion de las secrecion de insulina con respecto a los
controles cuando se inyecta GLP-1 a dosis fisiologicas. Si inyectamos GLP-1 a dosis farmacoldgicas se
produce un incremento en la cantidad de insulina secretada si bien las diferencias registradas entre los
distintos grupos experimentales se mantienen (131).
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Figura11 :Efectos de GLP-1 en las células B del pancreas(124).

Acciones en el sistema nervioso central.
El receptor de GLP-1 se expresa en el nucleo del tracto solitario, en un grupo de neuronas no

catecolaminérgicas. Este grupo neuronal proyecta hacia otras regiones cerebrales, siendo el hipotdlamo la
principal de estas regiones. En el hipotalamo podemos encontrar receptores de GLP1 en los principales
nucleos hipotalamicos encargados de regular la homeostasis energética siendo el ndcleo paraventricular el
qgue presenta una mayor densidad de este tipo de neuronas (132, 133). Numerosos estudios han
demostrado que la activacion a nivel central del receptor de GLP-1 produce un descenso en la ingesta 'y
una reduccion en el peso corporal(134).

El nucleo arcuato es capital en el proceso de regulacion de la ingesta debido a la presencia de
neuronas orexigénicas (NPY/AgRP) y anorexigenicas (POMC/CART). Asi la administracion en el tercer
ventriculo de GLP-1 en ratas ayunadas durante 48h bloquea el incremento de los niveles de mRNA de
NPY/AgRP inducidos por el periodo de ayuno. En el caso de los neuropéptidos anorexigénicos, que
disminuyen su expresion tras el ayuno, este efecto también se ve atenuado con el tratamiento de GLP-1.
Estos cambios en la expresion de los neuropéptidos encargados de la regulacion de la ingesta evidencian
que GLP-1 presenta un rol importante en la regulacion de la sensacién de la saciedad (135).

La inyeccion directamente en el nucleo arcuato no presenta efectos sobre la regulacion de la ingesta,
lo cual es contradictorio con los datos existentes de la expresion del mRNA en esta region (136). Sin
embargo cuando se produce la inyeccion en el nlcleo paraventricular la supresion de la ingesta es
robusta(137).

El glutamato monosddico administrado durante el desarrollo postnatal en ratas, lleva a la eliminacion
de las neuronas NPY en el arcuato. Estas ratas siguen respondiendo a la inyeccion de NPY en el nicleo
paraventricular, y este efecto no es bloqueado por la administracién de GLP-1 ICV como si ocurre en
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ratas intactas (138). Esto evidencia una conexion neuronal directa en entre los ndcleos paraventricular y
arcuato.

GLP-1 va a actuar de forma sinergica con la leptina en sus efectos en el hipotalamo, asi la inyeccion
conjunta de ambos farmacos intraperitonealmente incrementa el efecto anorexigénico independientemente
de la estimulacion de los efectos hipotalamicos de leptina (no se produce sobreexpresion de
pSTAT3)(139).

Ademas de proyectar hacia el hipotalamo las neuronas GLP-1 presentes en el nucleo del tracto
solitario van a proyectar a otras zonas del sistema nervioso central, y algunas de esas zonas como son el
nicleo acumbens (NAc) o el area ventral tegmental (VTA) son zonas fundamentales en la regulacion de
los mecanismos de recompensa.

La inyeccion de GLP-1 directamente en el nicleo acumbens produce un descenso de la ingesta sin
producir malestar intestinal(140). En estudios de comportamiento en el que los animales son enjaulados
junto con un mecanismo de palanca (sistema de condicionamiento operante) que permite el acceso a
pellets de comida dulce, los individuos tratados con GLP-1 (tanto en NAc como VTA) presentan menor
actividad activando la palanca por lo que este tratamiento reduce al preferencia por la comida debido a la
reduccion de la recompensa obtenida derivada del consumo de la comida dulce (141).

Efectos termogénicos.
Recientemente se ha descrito que la activacion del receptor de GLP-1 en el sistema nervioso central

incrementa la actividad del tejido adiposo marron interescapular a través de la estimulacion del sistema
nervioso simpatico. Como resultado se encuentra un incremento en la temperatura y un incremento en la
lipogénesis del BAT. Usando animales carentes de receptor de GLP-1 (GLP-1R KO) se observa como en
animales KO no ocurre la activacion del tejido adiposo marrén (142).

Anélogos de GLP-1
GLP-1 presenta una serie de efectos beneficiosos como tratamiento para la obesidad si bien presenta

una vida media demasiado corta para que pueda ser utilizado como tratamiento, como respuesta a este
inconveniente surgieron analogos con el objetivo de evitar la degradacion del GLP-1 por parte de la DPP-
V.

A principios de los afios noventa se descubri6 en la saliva del lagarto Gila (H suspectum) un péptido,
exendin-4 (EX4), capaz de unirse al receptor de GLP-1, la homologia con GLP-1 del al 53% pero a partir
de suestructura se desarrollaron formulas sintéticas mas efectivas como el exenatide. (143)

Exenatide presenta unicamente dos residuos de diferencia con GLP-1, se caracteriza porque lleva
asociado un incremento de la vida media hasta casi las tres horas, la inyeccion subcutaneo dos veces al
dia lleva a un descenso de HbAlc de un 1% y una pérdida de peso de entorno a 2 kilos tras 30 semanas de
tratamiento. Comparando los efectos de Exenatide frente al tratamiento con insulina no se observa un
descenso significativo de los niveles de HbA1c pero en los individuos tratados con insulina presenta un
incremento de pesode 3 kg(144).

Liraglutide es un analogo sintético de GLP-1 que presenta una homologia del 97%, dentro de estos
cambios de secuencia destaca la conjugacién del acido palmitico a la lisina 36 utilizando un glutamato
como elemento de union. Esta estructura resulta 6ptima para la actividad en estudio in vitro y también un
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incremento en la duracion de las acciones (145, 146). En la sangre, liraglutide se une a la aloimina lo que
reduce los efectos de DPP-IV sobre la vida media de la molécula. Los efectos de liraglutide producen un
descenso en la hemoglobina glicosilada de un 1,8% y lleva asociada una pérdida de peso de 2-3 kg tras 26
semanas de tratamiento. En estudios que comparan los efectos de liraglutide con los exenatide evidencian
una mayor reduccién de hemoglobina glicosilada asi como una mayor pérdida de peso convirtiéndolo en
el andlogo idéneo para el tratamiento de la obesidad de los disponibles en la actualidad (147, 148).

OTROS REGULADORES DE LA HOMEOSTASIS ENERGETICA.

Ademas de todos los antes citados, hay un gran nimero de sefiales procedentes de distintos 6rganos y
tejidos que pueden influenciar la ingesta y/o gasto energético. El papel desempefiado por distintas sefiales
hormonales procedentes de glandulas endocrinas tales como la tiroides, génadas, adrenales o hipofisarias
entre otras es ampliamente conocido. Mas recientemente se ha postulado, y en algin caso demostrado,
que sefales procedentes del tejido muscular, higado o hueso pueden influenciar de forma marcada en
algun caso dicha homeostasis. Dada la teméatica de esta tesis en este apartado solo revisaremos en
profundidad una proteina generada en el endotelio vascular, la endoglina, que desperto6 nuestro interes.

ENDOGLINA

La endoglina (también conocida como CD105) es una glicoproteina homodimérica transmembrana
(184 kDa) identificada en la células proliferantes del endotelio vascular donde esta altamente expresada
(149). También se expresa en menor medida en otros tejidos como el musculo liso, células mesangiales,
fibroblastos, hepatocitos y keratinocitos(150). Actla como receptor accesorio para el factor de
crecimiento transformante  (TGFB)(151).

La endoglina es una proteina integral de membrana de tipo 1 que presenta un gran dominio
extracelular, un dominio hidrofébico transmembrana y un dominio citosolico pequefio. Presenta dos
isoformas alternativas: la isoforma larga que es la mayoritaria, (L) y la isoforma corta (S) que se
diferencian tanto en el tamafio como en la secuencia del dominio intracelular; asi la forma L presenta un
domino intracelular de 47 aminoéacidos frente a los 14 de la forma S de los cuales 7 presentan una
secuencia exclusiva para esta isoforma(152). La endoglina humana presenta una secuencia caracteristica
RGD (Arg-Gly-Asp) que es un lugar de adhesion de proteinas presentes en la matriz extracelular, este
motivo no se va encontrar en raton, rata, perro y cerdos.

Estructuralmente la endoglina pertenece a la familia de las proteinas de la zona pelucida
caracterizada por una secuencia de 260 aminoacidos en la region extracelular(153). La region citosdlica
estd fosforilada de forma constitutiva, por lo que puede ser objetivo de serin y treonin kinasas entre las
que se incluyen los receptores de TGFf tanto de tipo | (ALK-I) como de tipo 11(154).
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Figura12: Estructura y secuencia de la endoglina(150).

La endoglina es un receptor accesorio de TGF-f3 que modula la actividad de TGF-B1 y 3 pero no de
TGF-B2 en numerosos tipos celulares (155). En monocitos humanos, entre otros tejidos, la presencia de
endoglina reduce los efectos producidos por TGF-B en la inhibicion de la proliferacion celular, la
expresion de diferentes componentes de la matriz extracelular (proteglucanos, colageno, fibronectina e
inhibidor del activador del plasmin6geno-1)(156-158). Asi la inhibicién de endoglina mediante el uso de
anticuerpos especificos o de RNA antisentido estimula los efectos inhibitorios sobre la proliferacion
celular y sobre la migracién mediados por TGF-B. Del mismo modo la sobre-estimulacion de endoglina
contrarresta los efectos inhibitorios anteriormente descritos(159). En células endoteliales la inhibicion de
endoglina produce un incremento en la apoptosis debida a los efectos de TGF-f y fendémenos de hipoxia.
Estos resultados se correlacionan perfectamente con el hecho de que los niveles de endoglina se
encuentren incrementados en células endoteliales durante procesos de angiogénesis (160, 161).

La angiogénesis es un proceso complejo y altamente regulado que origina nuevos vasos sanguineos
que permite satisfacer las necesidades metabdlicas y de oxigeno de los diferentes tejidos. Este proceso
consta de dos fases diferenciadas y coordinadas, una fase de activacion y una fase de maduracion (162,
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163). Las células epiteliales en estado de reposo presentan un ratio de division muy bajo, sibien aquellas
gue se encuentran involucradas en un proceso de angiogénesis presentan un ratio de division muy
elevado. Asi durante la fase de activacion se originan una serie de ramificaciones desde el vaso principal,
esta fase se caracteriza por la degradacion de la matriz extracelular y la proliferacion de dichas células lo
que origina un “brote” que crece en direccidbn al estimulo angiogénico mediante division del
endotelio(164). Este proceso de expansion va a ir remitiendo durante la fase de maduracion y se produce
el reclutamiento de células mesenquimales que pueden ser pericitos o células de masculo liso vascular
(VSMCQ). Este proceso es muy complejo y se origina debido a interacciones entre el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), TGF-B y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). Los animales KO
para endoglina mueren durante la gestacion debido a defectos cardiacos que se originan por la deficiencia
en VSMC. Esto es debido a que la ausencia de endoglina impide las acciones de TGF-B, lo que reduce el
reclutamiento de células mesenquimales dando lugar a paredes vasculares defectuosas (165, 166).

Muchos de los procesos descritos anteriormente ocurren de la misma forma durante la angiogénesis
tumoral. La endoglina se encuentra sobre-expresada tanto en las células de los vasos sanguineos como en
células tumorales lo que la convierte en un marcador de diagnéstico de algunos tipos de cancer. Los
animales haploinsuficientes (Eng +/-) a los que se les inocularon células tumorales via subcutanea
presentaban tumores de menor tamafio y con una menor irrigacion (167).

Las células mononucleares (MNCs) activadas intervienen en el proceso de reparacion de los vasos
sanguineos y presentan niveles elevados de endoglina (168, 169). Inyectando MNCs sanos tanto de
individuos sanos como de individuos haploinsuficientes se observa una mejora en la actividad del
miocardio, efectos que no ocurren cuando inyectamos monocitos afectados por telangiectasia
hemorrégica hereditaria (Que son haplodeficientes para endoglina)(170). Los monocitos Eng +/- presenta
una menor capacidad para localizar a las células miocardicas. El proceso de la localizacion de las células
esta mediado por SDF-la (factor derivado de las células estromales), una quimioquina que regula la
adherencia de las células mononucleares a los vasos sanguineos, donde estimula la proliferacion de las
células endoteliales en la zona. La liberacion de SDF-1a esta regulada por la actividad de VEGF, el cual
se encuentra disminuido en células Eng +/- lo que explicaria la reduccion en el reclutamiento de MNC, lo
que evidencia la conexion existente entre la expresion de endoglinay la reparacion vascular(171).

El bloqueo de NO debido a las acciones farmacoldgicas o bien por motivos genéticos lleva asociado
un descenso de la angiogénesis producida como resultado a fendmenos isquémicos (172, 173). La
regulacion de eNOS estd mediada por el estrés endotelial, hipoxia, ciertas hormonas y por factores de
transcripcion entre los que destaca TGF-1B. Asi, la endoglina presenta un rol importante en la regulacion
de la expresion de eNOS, un proceso que es llevado a cabo mediante 2 mecanismos. La endoglina es
capaz de regular la expresion del mRNA de eNOS a través del receptor de TGF-B e incrementando los
niveles de su sustrato Smad2. Este incremento de Smad2 es debido a un incremento en su estabilidad
mediante la reduccion de la ubiquitinacion evitando asisu posterior degradacion mediante proteasoma. El
proceso proteolitico esta mediado mediante Smurf 2 cuya expresion esta regulada por endoglina. El
segundo mecanismo de regulacion esta relacionado con el control de la actividad de eNOS. En
condiciones fisioldgicas para la produccion de NO van a ser necesarias la unién de eNOS con endoglinay
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Hsp90. En células sin endoglina no se va a producir NO, y en aquellos organismos haploinsuficientes
presenta unos niveles de NO inferiores a los controles de fenotipo salvaje (173-176).

La endoglina presenta un rol esencial en el desarrollo de los vasos sanguineos ya que su deficiencia
da lugar al desarrollo de la telangiectasia hemorréagica hereditaria (HHT), cuyos afectados presentan una
malformacion en los vasos sanguineos de la piel, mucosas y otros drganos internos como los pulmones, el
higado y el cerebro(177). Esta malformacion origina hemorragias en todos estos tejidos, debido a la
aparicion de lesiones vasculares. EI mecanismo parece ser debido a los procesos apoptoticos masivos
debidos a la haploinsuficiencia de la endoglina. En pacientes con este tipo de patologia se ha encontrado
alteraciones en la regulacion (tanto aumentados como disminuidos) de un 20% de genes involucrados en
el control de la homeostasis energética (178), lo que otorga a la endoglina una potencial importancia en
procesos metabolicos. Se ha encontrado que existe una correlacion positiva entre los niveles de endoglina
plasmaticos y la hemoglobina glicosilada circulante en humanos afectados por diabetes de tipo 2(179).
Como se ha comentado antes la endoglina estd relacionada con la aparicion de problemas en el
funcionamiento del endotelio, fenGmeno que a su vez también esta relacionado con alteraciones en el
metabolismo de la glucosay en la aparicion del sindrome metabdlico (180).
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OBJETIVOS

Estudiar el papel de la haploinsuficiencia de endoglina sobre la homeostasis energética y metabdlica
y caracterizar su posible influencia sobre el desarrollo de la obesidad inducida por dieta alta en grasa. .

Estudiar los efectos de la estimulacion central de GLP-1 sobre la homeostasis energética y
adiposidad. Valoracion de la contribucién de distintos nucleos hipotaldmicos en dichas acciones
biolégicas y caracterizacion de los mecanismos involucrados. .
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MATERIALES Y METODOS

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para realizar estos experimentos se utilizaron ratas Sprague-Dawley (Animalario General,
Universidad de Santiago de Compostela). En todos los disefios experimentales se trata de ratas macho
adultas (peso aproximado de 250-300g). Los animales permanecen en el animalario durante 5 6 6 dias
antes del experimento, para que se adapten a las condiciones de temperatura y luz. Estas condiciones, que
se mantienen constantes, son de 22°C e iluminacion controlada con ciclos altemos de 12 horas
(luz/oscuridad). Las ratas se alimentan con pienso comercial (SD) (ver tabla 1) y agua ad libitum.

Para los experimentos con ratones se utilizaron ratones macho de la cepa swiss (Animalario General,
Universidad de Santiago de Compostela) adultos de 8 semanas de edad (peso aproximando 20 gramos).
Los animales permanecen en el animalario durante 5 o 6 dias antes del experimento, para que se adaptena
las condiciones de temperatura y luz. Las condiciones del estabulario son de 22°C e iluminacién
controlada con ciclos altemos de 12 horas (luz/oscuridad). Los ratones fueron alimentados con pienso
sélido comercial (tablal) y agua ad libitum. En el caso de los modelos de obesidad inducida por dieta, los
ratones fueron alimentados con dieta alta en grasa 45% (HFD) (Research Diets 12451; 45% of calories
from fat, 4.73 kcallg, Research Diets, New Brunswick, NJ) durante un periodo de 12-16 semanas.
(Tablal)

Los ratones haplodeficientes en endoglina son un modelo genético que se caracteriza porque los
animales presentan el gen de la endoglina en haploidia, por lo que presentan niveles reducidos de
expresion de endoglina. Estos ratones son utilizados como modelos animales que mimetizan los efectos
de la Telangiectasia Hemorragica Hereditaria. Estos animales fueron producidos a partir de una base
genetica C57BL/6 y animales de esa cepa fueron utilizados como controles Los modelos deficientes en
endoglina fueron proporcionados por los doctores J.M. Lépez Novoa (CSIC y CIBERER) y C. Bemabéu
(Departamento de Fisiologia y Farmacologia Universidad de Salamanca)).(181, 182)

Los ratones p53 KO son un modelo extensamente utilizado en el estudios sobre desarrollo y
formacién de tumores, los animales fueron producidos a partir de una cepa mixta C57BL/6J y129/Sv. En
estos animales se eliminaron un 40% de la capacidad codificadora de dicho gen de tal modo que no
origina p53.(183)

Los ratones FGF21 KO fueron obtenidos del Mutant Mouse Regional Center, y se caracterizan
porque son de una cepa mixta de C57BL/6J con C57BL/6BCrl. Presentan un blogqueo total de la expresion
de FGF21. Este modelo animal fue cedido por el grupo del doctor F. Villarroya (Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular Universidad de Barcelonay CIBERObN).
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Los ratones Sirtl tg fueron obtenidos a partir de una cepa pura de CB57/BL6, la sobreexpresion de
Sirtl en estos animales produce un incremento de entre dos y cuatro veces con respecto a compafieros de
camada no transgenicos, este incremento va a afectar tanto a los niveles de RNAmM como a los de
proteinas.(184) Este modelo animal fue cedido porel grupo del doctor M. Serrano (CNIO).

Todos los procedimientos llevados a cabo sobre animales vivos fueron aprobados por el jefe del
servicio provincial de ganderia del departamento territorial da conselleria do medio rural da provincia de
A Corufia bajo los nimeros de procedimiento (15005 AE/12/FUNO01/FIS02/RNP1 en el caso de rata 'y
15005 AE/12/FUNO1/FIS02/RNP2 en el caso de raton) de acuerdo con la legislacion vigente( Real
Decreto 1201/2005,del 10 de Octubre, sobre la proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos. Decreto 296/2008, del 30 de Diciembre, de proteccion de los
animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos, incluida la docencia, y por el que se
crea el “Rexistro de centros de cria”, de suministradores y usuarios y la “Comision Galega de Benestar
dos Animais de Experimentacion”. Orden del 15 de septiembre de 2006 por la que se crea el “Comité de
Bioética da Conselleria do Medio Rural’. Ley 1/1993, del 13 de abril, de proteccion de los animales
domésticos y salvajes en cautividad. Decreto 153/1998, del 2 de abril, por lo que se aprueba el reglamento
que desarrolla la Ley 1/1993, del 13 de abril. Ley 32/2007, del 7 de noviembre, para el cuidado de los
animales, en su explotacion transporte, explotacion y sacrificio.

Composicion SD(g) SD (kcal) HFD(g) HFD (kcal)
Caselna 200 800 200 800
L-cisteina 3 12 3 12
Almidon de maiz 315 1260 72,8 291
Maltodextrina 10 35 140 100 400
Sucrosa 350 1400 172,8 691
Celulosa 50 0 50 0
Aceitede soja 25 225 25 225
Manteca de cerdo 20 180 177,5 1598
Mezclasc: gor;; ner ales 10 0 10 0
Fosfato dicalcico 13 0 13 0
Carbonato calcico 5,5 0 5,5 0
Citrato potasico 16,5 0 16,5 0
Mezclavd1<(e)(;/(i)ﬁaminas 10 40 10 40
Bitartrato de Colina 2 0 2 0
Tabla1: Composicion dieta estandar ydieta alta en grasas.
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CANULACION INTRACEREBROVENTRICULAR (ICV).

Esta operacion debe llevarse a cabo aproximadamente unos 4 dias antes del experimento. El objeto
de la implantacion de estas canulas es acceder al ventriculo lateral. Se utilizan canulas de polietileno. En
el caso de rata se usa el modelo PE-20, de calibre fino (1.09 mm de didmetro externo y 0.38 mm de
diametro intemo) y en el caso de raton se usa el modelo PE-50 (0,58mm de diametro intemo y 0,965 de
diametro externo) (Clay-Adans, Becton-Dickinson, New Jersey, USA)

En uno de los extremos de la canula se pone un tope, y se corta en bisel a unos 3/4 mm de distancia
en elcasode ratay entre 2/3 mm en el caso de raton, siendo esta parte la que se introduce en el cerebro y
que permite el acceso al ventriculo lateral. El extre mo opuesto de la canula se sella hasta el momento de
la inyeccion cuando se corta el extremo sellado con una tijera permitiendo la entrada de la aguja para la
inyeccion.

Una vez anestesiados los animales se realiza un corte transversal en la piel de la cabeza a la altura de
la frente y hasta la parte posterior de los ojos, dejando al descubierto el tejido subcutaneo, el cual debe ser
retirado con ayuda de un bisturi hasta dejar a la vista el craneo. Se localiza a simple vista el bregma, que
separa frontales de occipitales, y que se utiliza como punto de referencia para realizar un orificio (1.2 mm
lateral y 1 mm posterior, 1mm lateral y 0,1mm posterior para rata y raton respectivamente) a través del
cual se introduce la canula. Posteriormente, se afiade cianoacrilato para que la canula quede
perfectamente fijada y se selle toda la zona abierta. Para comprobar que la canula se ha colocado en la
posicidn correcta, se inyecta Protamina 2%, disuelta en agua con acetato sodico, que claramente tifie el
ventriculo lateral de azul, demostrando asi la buena implantacién de la canula.

A través de dicha canula se lleva a cabo la administracion de diferentes tratamientos, en primer lugar
llevamos a cabo una dosis respuesta en ratas en la que se inyecta liraglutide a diferentes dosis para
determinar la dosis adecuada para experimentos posteriores. Las dosis utilizadas fueron: 1y 10 pg/rata el
grupo de controles se trata con suero fisiologico. Se llevaron a cabo controles de ingesta mediante elpeso
de la comida, antes de inyectar el farmaco y a 2,4,6,8,24,48 y 72 horas posteriores a la inyeccion del
compuesto. El peso se controlé antes de la inyeccion y a las 24,48 y 72 horas posteriores a la inyeccion
del compuesto.

La misma metodologia se ha replicado utilizando ratones como modelo animal. Las dosis utilizadas
para raton son 0,3,1 y 3 pg de liraglitide por ratdon, igualmente los controles se tratan con suero
fisiologico.

El siguiente experimento se utiliza para contrastar los efectos de liraglutide (3 pg/raton) con los de
GLP-1(1pg/raton) dosis adaptada de estudios previos (185, 186), a este experimento se afiadid un grupo
“pair feed” que se caracteriza porque es tratado con vehiculo pero tiene el acceso a la comida restringido
al peso medio de la comida ingerida por el grupo de liraghitide (3ug/raton). Se llevaron a cabo una serie
de experimentos con animales genéticamente modificados (FGF21 KO, p53 KOy Sirt1Tg) que presentan
una metodologia experimental compartida. En este tipo de experimentos hay dos genotipos diferentes
aquellos que presentan la alteracion genética (ya sean KO o transgénicos) y aquellos individuos con un
fenotipo salvaje. Cada uno de estos genotipos va a ser tratados tanto con liraghitide (3ug/raton) como con
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suero fisiologico (a modo de controles).Se llevan a cabo controles de ingesta 'y peso tras 24 horas tras la
administracion del compuesto.

La doble administracién de farmacos a través de las cénulas ICV presenta una metodologia
experimental mas compleja que en el caso de la inyeccion simple. En este trabajo se llevo a cabo la
administracion simultanea de AICAR y Liraglutide. En este experimento se establecen 4 grupos
experimentales; un grupo control tratado con suero fisiolégico, un grupo tratado con liraglutide
(3pg/raton), un grupo tratado con AICAR (5pg/ratéon) y un grupo tratado con liraglutide y AICAR, cabe
destacar que a todos los animales se les inyecta el mismo volumen independientemente de la sustancia a
administrar Se llevan a cabo controles de ingesta y peso tras 24 horas tras la administracion de los
farmacos.

IMPLANTACION DE MINIBOMBAS OSMOTICAS

Para la realizacion de un tratamiento cronico a nivel central se usan minibombas os méticas (modelo
1007D; Alza Corp., Palo Alto, CA). Estas bombas, que tienen un volumen de expulsién constante de
aproximadamente 0,5 plhora, se rellenan con el compuesto a utilizar o su vehiculo hasta un volumen
total de aproximadamente 103 pl,y se ponen en fisiolégico en un bafio a 37 °C durante, al menos, 4 horas
previas a la operacion para asegurar que ya estan liberando el tratamiento cuando se colocan sobre el
animal, durante el proceso de montaje de las bombas se les acopla un tubo de silicona. Para colocar estas
bombas se procede a realizar una canulacion ICV seguida de un corte en la zona lumbar de la rata,
practicando un bolsillo mediante la separacion de la piel de las capas inferiores para crear el espacio
suficiente para implantar la minibomba, una vez la bomba se encuentra colocada en la zona lumbar se
acopla el tubo de silicona a la canulay se sella la unién con cianoacrilato. Una vez en el interior, se sutura
el corte para evitar que la minibomba se desplace.

La implantacion de bombas osmoticas se ha llevado a cabo tanto en individuos normales como con
individuos obesos. En ambos experimentos se utilizaron tres grupos experimentales; Controles (Suero
Fisiologico), Liraglutide (3ug/raton)y “pair feed” (tratados con suero fisioldgico, comida restringida).

ADMINISTRACION EN NUCLEOS HIPOTALAMICOS.

Una vez anestesiados los animales y comprobado el plano quirlrgico, se les practica un corte de
aproximadamente un centimetro en la piel de la cabeza, perpendicular a la sutura sagital del craneo y se
retira el tejido subcutdneo dejando el craneo al descubierto. A continuacion, los animales son
inmovilizados en un marco estereotaxico (David Kopf Instruments). Las inyecciones se realizan de forma
bilateral en cada ndcleo (una inyeccion en cada hemisferio) con una microjeringa Hamilton (Hamilton,
Serie 700, Modelo 7001, Vol. 1uL calibre 25) dirigida a las coordenadas estereotaxicas propias de cada
nucleo que se determinan siguiendo las indicaciones del atlas estereotaxico Paxinos G. & Watson C de
cerebro de rata. El sistema inyector se mantiene en las coordenadas durante 5 minutos adicionales
posteriores a la administracion intrantcleo. Una vez finalizada la inyeccion y retirada la microjeringa, la
piel de la cabeza se fija al craneo con cianoacrilato.

Se llevaron a cabo inyecciones en el ndcleo arcuato, paraventricular, dorsomedial , lateral y
ventromedial en los dos hemisferios cerebrales.(Tabla 2)
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Anterior Lateral Ventral
Arcuato 2.8 mm 0,3 mm 10,2 mm
Lateral 2,85 mm 2 mm 8,1 mm
Dorsomedial 3,12 mm 0,5 mm 8,6 mm
Paraventricular 1,9 mm 0,5 mm 8 mm
Ventromedial 2,85 mm 0,6 mm 10 mm

Tabla2: Coordenadas estereotaxia inyeccion directa de Liraglutide.

Los grupos experimentales utilizados en este experimento son controles (suero fisiologico) y
liraglutide (10pg/rata). Después de la cirugia los animales fueron sometidos a un proceso de analgesia
mediante la inyeccion de acido acetil salicilico (300ug/Kg). Se llevaron a cabo controles de peso e ingesta
a las 24 horas tras la cirugia.

En el ndcleo ventromedial también se llevéd a cabo la sobreexpresion de AMPK mediante el uso de
vectores adenovirales (1x10° pfu tanto de AMPK-CA como de GFP que actia como control) y la
inyeccion simultanea de liraglutide. Para esto se disefiaron cuatro grupos experimentales distintos:
Vehiculo+GFP, Liraglutide (10pg/rata)+GFP, VehiculotpAMPKCA y Liraghitide (10pg/rata)+pAMPK-
CA. Se administro acido acetil salicilico (300ug/Kg)y se llevaron a cabo controles de ingesta y peso a las
24 horas.

TEST DE AVERSION CONDICIONADA AL SABOR

Este experimento se realiza para averiguar si el tratamiento con una determinada sustancia esta
causando algun tipo de reaccion adversa en los animales. Para ello, se intenta asociar el tratamiento con
sabordulce (bebida preferida al agua por los animales).

Asi, durante los cinco primeros dias de experimento se restringe a 2 horas diarias el acceso a la
bebida (agua normal), mientras que el dia del tratamiento, en el mismo momento de la administracién de
la sustancia, se le da de beber durante media hora la bebida dulce (agua con sacarina).

Metodologia Experimental:
Grupos experimentales:

Vehiculo (Suero Fisiolégico) IP + Vehiculo (Suero Fisiologico) ICV.
LiCl IP + Vehiculo (Suero Fisiolégico) ICV.
Vehiculo (Suero Fisiologico) IP + Liraglutide (3ug/raton) ICV.

La administracién de LIiCl intraperitoneal va a generar malestar intestinal. Al dia siguiente, a la
misma hora que se les permitié el acceso a la bebida los dias anteriores, se le ofrecen a cada animal dos
botellas, una con agua y otra con sacarina. Si el tratamiento administrado les causa algun tipo de malestar,
los animales asociaran el sabor dulce con ese malestar, y elegiran preferentemente el agua corriente como
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bebida. Mientras que si el tratamiento no tiene ningun tipo de efecto en el animal , optara por beber la
bebida dulce. En el caso del LiCl los animales van a presentar siempre preferencia por el agua corriente.

TEST DE EXPOSICION A FRIO.

A los animales se les afeita la region escapular el dia previo al experimento de exposicion a frio. El
dia del experimento los ratones son estabulados en una cadmara fria a 4°C durante 6h. Se mide la
temperatura por via rectal (BAT-12 Microprobe-Thermometer; Physitemp, Clifton, NJ) cada 60 minutos
siendo la primera medida antes de entrar en la camara fria. En aquella medida en las que se produzca una
diferencia de temperatura significativa se sacan fotos con una camara térmica (E60bx Compact-Infrared-
Thermal-Imaging-Camera; FLIR, West Malling, Kent, U.K.) que son analizadas mediante software
especifico (FLIR-Tools-Software; FLIR).

TEST DE TOLERANCIA ALA GLUCOSA Y ALAINSULINA (GTTEITT)

Los test de tolerancia a glucosa e insulina nos permite conocer la capacidad que tiene el metabolismo
de un individuo para tolerar la glucosay el grado de resistencia a insulina. Para esto la noche previa al test
dejamos a los animales en ayuno, una vez pasada la noche tomamos una medida de los valores de glucosa
basales, tomando una muestra de sangre a través de la cola y la depositamos en una tira reactiva
conectada a un glucémetro. A continuacion pesamos los animales e inyectamos glucosa o insulina IP en
funcién de supesoy del test a realizar (2 gr/kg de D-glucosa y 0,75U/Kg de insulina respectivamente). Se
toman medidas de glucosa sanguinea a través de la cola a los 15, 30, 60, 90y 120 minutos después de la
inyeccion.

Con los datos obtenidos se construye una curva a partir de la cual se calcula el Area Bajo la Curva
(AUC) de cada uno de los grupos experimentales por separado.

FENOTIPADO METABOLICO.

El fenotipado metabdlico se lleva a cabo mediante un sistema de calorimetria indirecto formado por
jaulas individuales que presentan ventilacion y sensores que registran la actividad locomotora (LA), el
gasto energético (EE), cociente respiratorio (RQ). También presenta sensores especificos para el control
de la ingesta de comida y agua (PhenoMaster, Sophisticated Life Science Research Instrumentation, TSE
system, Germany). Los animales permanecen las 48 horas previas al experimento en unas cajas especiales
para que se adapten al tamafio de la jaula y al sistema de comida y bebida que presenta el sistema de
fenotipado, pasado este periodo los animales se estabulan en la cajas metabdlicas y permanecen dentro
durante un periodo de 24/48 horas durante el cual se llevan a cabo la toma de medidas para los diferentes
parametros.

PERFUSION INTRACARDIACA

El cerebro de los animales se fija mediante perfusion intracardiaca como paso previo al estudio
inmunohistoquimico Tras la anestesia intraperitoneal del animal con el anestésico habitual y comprobar el
plano quirGrgico se procede a la apertura de la cavidad abdominal. Tras la localizacion del apéndice
xifoides, este se levanta ligeramente con unas pinzas procediendo a la rotura del diafragma y al corte de
las parrillas costales. Tras la apertura de la caja toracica y del pericardio, a continuacion se administra
mediante una inyeccion intracardiaca 200 pl de heparina (Heparina sddica Mayne 5%; Mayne Pharma)
en el ventriculo izquierdo, con el fin de evitar problemas de coagulacion en los vasos durante la perfusion.
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A continuacidn, se realiza una pequefia incisién en la punta del ventriculo izquierdo por la cual se
introduce una canula hasta llegar a la raiz de la aorta. Tras pinzar la via se secciona la orejuela de la
auricula derecha. A través de dicha via se bombea una solucién de suero fisiologico 0.9% NaCl, con el fin
de eliminar la sangre del sistema circulatorio. La decoloracion del higado, asi como la de la propia
solucién salina que sale por la orejuela seccionada marca el inicio del proceso de fijado. A través de la
misma via se introducen 500 ml de una solucion de formalina (100mM) en tampén fosfato pH=7.4)
durante aproximadamente 10 minutos. La eficacia de la perfusion puede constatarse por la rigidez plena
del animal. Los tejidos son diseccionados y mantenidos en la solucion de fijado durante 12 horas a 4°C. A
continuacién se realizan un par de lavados en tampon fosfato.

INCLUSION EN PARAFINA

Una vez fijadas las muestras mediante perfusion intracardiaca se lleva a cabo la inclusion en parafina
gue permite conservary contar las muestras en seccion de pocos micrometros de espesor. El primer paso
de este proceso es la eliminacion del agua presenta en la muestra ya que la parafina es inmiscible con ella,
para esto se pasa la muestra por una serie de bafos de etanol seriados, se llevan a cabo tres bafios de 10
minutos, en etanol de 70°,90°,96° y etanol absoluto. Posteriormente se la muestra se sumerge en un
sustancia que sea miscible tanto con el etanol como con la parafina, en nuestro caso xileno ( 3 bafios de
10 minutos). La muestra se sumerge en parafina previamente fundida, se llevan a cabo tres pases de una
hora cada uno. Finalmente se trasvasa la parafina liquida en un molde y se deja enfriar para que se forme
un bloque con la muestra en su interior. A partir de este bloque se llevan a cabo secciones de 6um que se
sitGan en un portaobjetos para ser posteriormente tefiida con hematoxilina- eosina.

TINCION HEMATOXILINA-EOSINA.

Previo a la tincion hematoxilina-eosina hay que preparar la muestra, el primer paso es proceder al
desparafinado de la misma para lo que se realizan dos bafos en xileno de 10 minutos. Posteriormente se
llevan a cabo una serie de incubaciones ( 2 bafios de 10 minutos) en una serie de disoluciones de etanol de
concentracion descendiente (50°, 70°,80°,96° y etanol absoluto) tras esto se sumergen la muestras en agua
destilada para finalizar el proceso de hidratacion.

La fase de tincion propiamente dicha comienza con la inmersion de la muestra en hematoxilina
durante 10 minutos. Para eliminar los restos de la hematoxilina, las muestras se sumergen en agua
corriente seguida de dos lavados en agua destilada de 5 minutos. Una vez eliminados los restos de
hematoxilina comienza la exposicion de la muestra a la eosina durante dos minutos. Se mantiene 3
minutos en etanol de 70°, seguido de 5 minutos en etanol 96°y finalizando la deshidratacion de la muestra
con dos lavabos con etanol absoluto. Posteriormente se trata la muestra con xileno ( 2 inmersiones de 10
minutos) y finalmente se aplica medio de montaje para finalizar las preparaciones y permitir su
observacion al microscopio.

MEDIDA DE LA COMPOSICION CORPORAL

Para la realizar las medidas de composicion corporal se ha usado la técnica de resonancia magnética
nuclear (Whole Body Composition Analyzer; EchoMRI). Las medidas se realizan antes del tratamiento y
el Gltimo dia de tratamiento, previo al sacrificio de los animales.
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WESTERN BLOT (WB):

El western blot es una técnica que nos permite detectar proteinas especificas dentro de una mezcla
compleja de las mismas. Ademas esta técnica nos permite cuantificar los niveles de una proteina de
interés en una muestra. El western blot consta de diferentes pasos:

Extraccion de proteinas totales:

Se realiza todo el proceso en hielo para evitar que las proteinas se degraden. Las muestras de tejido se
introducen en tampadn de lisis (en una proporcidonl:5 peso:volumen). y posteriormente son homogenizadas
mecanicamente. Se centrifuga a 13500 rpma 4°C durante 30 minutos. En el sobrenadante se determina la
concentracion de proteina (método colorimétrico Bradford) mediante el reactivo Bio-Rad Protein Assay
Kit, (Bio-Rad Laboratorios, Inc., Richmond, CA). En el caso de tejido adiposo (fundamentalmente blanco
aunqgue puede ocurrir en también e pardo) es necesario llevar a cabo varias centrifugaciones seguidas del
retirado del sobrenadante, este proceso permite ir reduciendo progresivamente los lipidos en la muestra
que interfieren con las determinaciones posteriores. Se afiade el tampdn de carga y tampon de lisis, y se
calientan a 95°C durante 10 minutos.

Electroforesis y Transferencia.
La separacion por peso de las proteinas se realiza por electroforesis en geles SDS-PAGE, compuesto
pordos fases:

Fase superior o stacking que se caracteriza porque presenta un tamafio de poro muy amplio que
permite que las proteinas entren en la segunda fase formando una mezcla homogénea.

Fase inferior o separadora que permite la separacion de las proteinas exclusivamente en funcion del
tamafio. El porcentaje de acrilamida de esta Ultima fase varia en funcion del tamafio de las proteinas a
estudiar.

La cantidad total de proteina cargada es de 40 pg de hipotdlamo y 20 pg de tejido adiposo pardo e
higado o 15 pg en el caso del tejido adiposo blanco. Para determinar el peso de las proteinas y confirmar
la transferencia de las muestras se utiliza un marcador comercial (Precision plus protein Standard, Bio-
RAD)

Para cargar el gel, la proteina se lleva a un volumen de 16 pl con tampén de lisis, y se le afiade
tampon de carga 5X (el tampon de carga debe de quedar en la muestra a 1X).La electroforesis se realiza
durante 60-75 minutos bajo las siguientes condiciones: Voltaje constante 130 Vy Amperaje 180 mA.

La transferencia (Transferencia Semiseca) se realiza sobre membrana de PVDF (Millipore), que debe
ser activada previamente (5 minutos en Etanol, 2 minutos en H,O destilada y 2 minutos en Tampon de
Transferencia). Duracion trasferencia: 90 minutos a 25 V y 180 mA. Finalizada la Transferencia se
bloguea la membrana con exceso de proteina (BSA 3%) durante 60 minutos de agitacion a temperatura
ambiente.

Inmunodeteccidn.
Se lava la membrana con solucion de lavado TBS-TWEEN 0.1 % en 3 lavados de 10 minutos.
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Se incuba con el Anticuempo primario toda la noche a 4°C 6 2 horas a T® ambiente en solucion de
blogueo (TBS-TWEEN al 0.1% + 3% BSA) en agitacion (Tabla5).Se realizan 3 lavados de 10 minutos
cada uno con la TBS-TWEEN.

Se incuba 1 hora a T® ambiente con el anticuermpo secundario en solucion de bloqueo, este anticuerpos
secundario esta conjugado con HRP y quimioluminiscencia. (Tabla5)Se realizan 3 lavados de 10 minutos
cada uno con la TBS-TWEEN.

Se incuba la membrana durante 1-2 minutos con el sustrato y potenciador de quimioluminiscencia a
volimenes iguales (1ml de cada), en oscuridad y sin agitacion.

Cuando el anticuempo secundario se incuba con el sustrato y el potenciador se emite una reaccién
luminosa que permite la visualizacién, mediante autorradiografia, de la interaccion de los anticuerpos con
la proteina de la muestra.

Se coloca la membrana en un cassette de autorradiografia con peliculas fotograficas (Amersham,
HiperfilmM RPN 6K) y se revelan las peliculas a distintos tiempos en funcién de la sefial obtenida.

Para rehibridar la membrana con otros anticuerpos es necesario incubarla en solucion de “stripping”
durante 30 minutos a 50°C. Asi se consigue despegar el anticuerpo de la membrana. A continuacién se
lava con solucion de lavado (3 lavados de 5 minutos) y se procede a bloquear de nuevo la membrana.
Para conservar la membrana para futuros experimentos se lava en PBS, se seca al aire sobre un papel de
filtro y se guarda.

Disoluciones Western Blot

Tampon de lisis: (500ml): 3.0285 ml TRIS-HCI pH=7.5, 5 ml Triton X-100 v/v, 0.185 ml EDTA,
0,19 ml EGTA, 0.092 ml Ortovanadato sodico, 1.0495 ml Fluoruro Sédico, 1.115 ml Pirofosfato Sodico,
y 42.75 Sacarosa. Esta solucion se conserva a 4° Cy en el momento de su uso se le afiaden los inhibidores
de proteasas (Roche Diagnostics): 1 pastilla de coctel de inhibidores/sml tampon de lisis.

Gel 6%:7 ml H20d 13.5 ml Tampon A (90.1 g Tris-HCI, 2g SDS, 1 | H20Od; pH=8.8), 5.4 ml
Acrilamida, 75 ul TEMED y 150 ul APS.

Gel 8%:5.2 ml H20 d, 13,5 ml Tampén A, 7.2 ml Acrilamida, 75 ul TEMED y 150 ul APS

Tampon de carga 5X (25 ml): 12,5 ml glicerol, 1,25 ml B-mercaptoetanol, 2,5 g SDS, 0.125 ml azul
de bromofenoly 6,25 ml Tris-HCI pH 6.8.

Tampodn de electroforesis 5X (1 1): 72 g Glicina, 15 g Tris base y 5 SDS. Para pasara 1X: 100 ml de
tampon de electroforesis 5X en un volumen final de 500 ml.

Tampdn de transferencia 25X (500 ml): 72.5 g Tris base, 36.5 g Glicinay 4.5 g de SDS. Para pasar a
1X: 40 ml del tampon de transferencia 25X, 200 ml de Metanolen un volumen final de 1 L de H2Od.

TBS-TWEEN (11): (24,2 g Tris- Base, 80 g NaCly 1 ml Tween 20© en un volumen final de 1L, aun
pH=7.6)
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Sustrato de Quimioluminiscencia: Pierce® ECL Wb substrate6 (Thermo scientific)

Anticuerpo Casa Comercial Dilucion Anticuerpo Casa Dilucion
Primario Secundario comercial

NF«p Santa cruz 1:1000 Anti-Conejo Dako 1:5000
biotechnology Cytomation

pAKT Cell Signaling 1:1000 Anti-Conejo Dako 1:5000
Cytomation

AKT Cell Signaling 1:1000 Anti-Conejo Dako 1:5000
Cytomation

PTEN Santa cruz 1:1000 Anti-Raton Dako 1:5000
biotechnology Cytomation

GLUT4 Santa cruz 1:1000 Anti-Conejo Dako 1:5000
biotechnology Cytomation

UCP1 Abcam 1:1000 Anti-Conejo Dako 1:5000
Cytomation

UCP3 Abcam 1:1000 Anti-Conejo Dako 1:5000
Cytomation

CIDEA Santa cruz 1:1000 Anti-Conejo Dako 1:5000
biotechnology Cytomation

PRDM 16 Abcam 1:1000 Anti-Conejo Dako 1:5000
Cytomation

pAMPK Cell Signalling 1:2000 Anti-Conejo Dako 1:5000
Cytomation

pACC Millipore 1:500 Anti-Conejo Dako 1:5000
Cytomation

ACC Millipore 1:2000 Anti-Conejo Dako 1:5000
Cytomation

B-Tubulina Sigma Aldritch 1:5000 Anti-Raton Dako 1:5000
Cytomation

GAPDH Millipore 1:5000 Anti-Raton Dako 1:5000
Cytomation

Tabla3: Referencia de anticuerpos primarios y secundarios, diluciones de uso y casa comercial.

PCR ENTIEMPO REAL (REAL TIME PCR).

La PCR en tiempo real es una técnica que nos permite cuantificar los niveles de expresion de un gen
determinado mediante el estudio de los niveles de mMRNA. Debido a la inestabilidad de las moléculas de
RNA previamente se realiza un proceso de retrotranscripcion para obtener cDNA que es una molécula
que presenta una mayor estabilidad.
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Extraccion de RNA total.
Las muestras congeladas fueron homogenizadas mecanicamente después de afiadirle 650 ul de de
Trizol (Invitrogen).

Agregar 350ul cloroformo. Agitar y dejar 5 min a temperatura ambiente para g se separen las fases.

Con cuidado poner en la centrifuga (que debe estara 4°C) a 12.000 rpm durante 15 minutos. Se retira
el sobrenadante donde se encuentra el RNA, en la fase fendlica se encuentran el resto de componentes
celulares.

Agregamos isopropanol en relacion 1:1 con la cantidad de sobrenadante g hayamos extraido mas
200ul. Agitamos las muestras y las ponemos 10 min en el -20 para g precipite el RNA.

Centrifugamos 10min a 12.000 rcfa 4°C

Decantamos en un solo movimiento, teniendo cuidado de no perder el pellet. Agregamos 1 ml de
Etanol al 75% a cada muestra. Agitamos y centrifugamos durante 10min a 12.000 mpm.

Nuevamente decantamos las muestras seguidas de un spin de 1minuto para eliminar todos restos de
isopropanol de las paredes del tubo. A continuacion retiramos los restos y disolvemos dicho pellet en
agua DEPC.

Retrotranscripcion.
La reaccion de retrotranscripcion se lleva a cabo en un volumen total de 30 pl, con las siguientes
proporciones:

Volumen de muestra necesario para obtener: 500 ng de (grasa parda o blanca) 6 100 ng (higado) de
RNA total

6 ul de tampon de reversotranscripcion

1.5 ul CIMg2 de 50 mM (Invitrogen)

6 ul de mezcla de dNTPs

0.17 pl de cebadores (Random primers, Invitrogen)

0.25 pl inhibidor de RNasa(RNaseOUT®, 40 U/ ul Invitrogen)

2 pl de m-MLV reversotranscriptasa (200 U/ pl, Invitrogen)

Volumen correspondiente de H,0 MQ para obtener el volumen final de 30 pl

En la reversotranscripcion se carga una muestra a mayores que es un control negativo (30 ul de
me zcla de reaccion excepto MMLYV, cuyo volumen era sustituido por H,0 MQ).
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Una vez preparadas las mezclas de reaccidn, se incubaron en un termociclador, que realiza los
siguientes pasos: 50 minutos a 37°C, 15 minutos a 42°C, 5 minutos a 95°C, y finalmente las muestras se
mantienen a 4°C.

PCR Tiempo Real (TAQ MAN)

Se usa como sistema de deteccion las Sondas Tagman (Sondas especificas marcadas con
fluorocromos: donador y aceptor). Esta basado en la transferencia de energia fluorescente mediante
resonancia (FRET) entre las dos moléculas, de tal modo que cuando la sonda esta integra, la fluorescencia
entre ambos fluorocromos se anula.

El fluorocromo utilizado para la realizacion de la PCR ha sido TAMRA que posee un maximo de
absorcion de 560nmy un maximo de emision de 580nm. Los primers usados fueron disefiados segun la
base de datos BLAST del NCBI. La mezcla de reaccion de PCR cuyo volumen final era de 12 pl estaba
constituida por:

2.92 ul H20-MQ

0.36 pul Oligonucledtido sentido (10 uM) (Tabla6)

0.36 ul Oligonucledtido antisentido (10 uM)(Tabla6)

0.36 pul Sonda (5 uM)(Tabla6)

6 ul Tagman Universal PCR master mix; (Applied Biosystens)
2 ul Muestra (RT)

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

La curva patrdn consta de 6 puntos realizados pordilucion seriada (1:4) a partir de un volumen total
de 30-40 ul resultante de la mezcla de distintas muestras de RT (2 pl de distintos productos de RT, pero
siempre del mismo tratamiento o tejido).

Las condiciones de amplificacion fueron de:

1) 50°C durante 2 minutos

2)95°C durante 10 minutos,

3) 95 ° durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto. Namero de ciclos: 40

Para lleva a cabo la reaccion de PCR se utilizo 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystens)
mediante el programa informatico 7300 System Software® (Applied Biosystemns).

El andlisis de los datos se realiza en base a un gen de referencia, en este caso el 18S, en concreto
calculando la diferencia entre eficiencias de ambos genes: referencia y problema.
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Disoluciones Real Time PCR:
TRIZOL® Reagent (Invitrogen)

H20 DEPC: agua bidestilada con dietilpirocarbonato al 0.1%. Tras una noche a T ambiente se
autoclave.

Tampon de Reverso Transcripcion:(5X first strand buffer; Invitrogen)(250 nM Tris-HCI, pH 8.3,
375nM KClI, 15mM MgCI2, 50nM DDT)

Mezcla de Nucleotidos: (dTTp,dCTp,dGTp, dATp, con una concentracion de 10 mM de cada uno.

Gen Secuencia

FW 57-CGG CTA CCA CAT CCA'AGG AA-3

18S RV 5°-GCT GGA ATT ACC GCG GCT-3’

PB 5°-GAC GGC AAG TCT GGT GCCAGC A-3’

FW 5 -AGCCGACCGGTT CTG TCAT-3

HPRT RV 5°-GGT CAT AAC CTG GTT CAT CAT CAC-3’
PB 5°-CGA CCC TCA GTC CCAGCG TCG TGAT-3"
FW 57-TGG GCG GGATGG TCT CTT T-3

ACC a RV 5°-AGT CGC AGA AGC AGC CCATT-3’

PB 5°-ACC TTT GAA GAT TTC GTC AGG ATC TTT GAT GA-3’
FW 5 -CCCCAAGTGCTG CGATT-3

ADRB 1 RV 5°-AGG TAC ACG AAG GCC ATG ATG-3’

PB 5°-TCG TCC GTC GTCTCC TTC TAC GTG C-3’
FW 5 -GTG GAT CGU TAT GTTGCT ATC ACA-3
ADRB2 RV 5°-CAC TCG GGC CTT ATT CTT GGT-3’

PB 5°-CGC CCT TCA AGT ACC AGAGCCTGCT-3’
FW 5 -CACCGCTCAACAGGT TTG ATG-3

ADRB3 RV 57-CCC AGA AGT CCT GCA AAA ACG-3’

PB 5°-ACG TGA AGG GCC GTG AAG ATCC AGC-3’
FW O -TCC TCATIG ACG CCG ACA -3

BMP7 RV 5°-GGT ATC GAG GGT GGA AGA ATT CT-3’

PB 5°-TCA TGA GCT TCG TCA ACC TAG TGG AAC ATG-3’
FW 57-GTG CGT AAG AGC CGA GAT AA-3

CEBPa RV 5°-TGG TCA ACT CCA ACA CCT TCT G-3°
PB 5°-AAA CAG CGC AAC GTG GAG ACG CA-3’
FW 5 -CAG AGT AGC CCC TTG ICT TTT GG-3

CEBPB RV 5°-GGA TTG CAG GTC AGA CACAGA A-3°

PB 5 -TGA GGA TAG CCA GGT CAA AGC CCA-3’
FW 57-CCT ACG ACA TCC GAT GCA CAA-3

CIDEA RV 5°-TCT GTG CAG CAT AGG ACA TAA ACC-3’
PB 5 -CTT CAA GGC CGT GTT AAG GAA TCT GCT G-3°
CPT-TM Commeraal primers provided by AppUed Biosystems (reference Rn0T140778Z_gT) |
FAS Commerdal primers provided by Applied biosystems (Ref.Mm0125329Z m1)
FW 5 -CACTCT GGT ACC CAG GAC CAA TAA-3
FGF21 RV 5°-CCC TCA ACT TTT CTC TGC CTA GGT-3’

PB 5°-ACA AGA GTA GAG GTG GTG GGC AGA ATG CC-3’

FW 5- CGT GCT GCG GTA CAG CC-3

INSIG2 RV 5°-GGC TCT CCT AGATGC CTG TCA-3’

PB 5°-CAG CTG TGA TTG GAC TAT TGT ACC CCT GCA-3’
FW 5 -GGG AAA TGA TGT GGC CAG ATT-3

LPL RV 5°-CCC TAA GAG GTG GAC GTT GTC T-3’

PB 5°-ACT GGA TGG AGG AGG AGT TTA ACT ACC CCC-3’
FW 5 -CGCCGAAACCGATGT CAG TA-3

NOR1 RV 5°-ACC TCT CCT CCC TTT CAG ACT GTC T-3’

PB 5°-AGT GTC GGA TGG TTA AGG AAG TTG TGC GT-3’

FW 5 -CGATCATCCA TAT TCU AGG TCA AG-3

PGCla RV 5°-CGA TGT GTG CGG TGT CTG TAGT-3’

PB 5°-AGG TCC CCA GGC AGT AGATCC TCT TCA AGA-3’
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PPARa Commerdal primers provided by Applied biosystems (Ref. Mm0044039 m1))
FW 5 -CG TGC TGC GGT ACA GCC-3

PPARy RV 5°-CGC CAA CAG CTT CTC CTT CTC-3’
PB 5°-ATG TCT CAC AAT GCC ATC AGG TTT GGG C-3°

PRDMT6 Commerdal primers provided by Appied biosystems (Ref. MmOT2665TZ mT )
FW 5 -GCG GCT GTT GTC TAC CAT AAGC-3

SREBP1c RV 5°-TGT TGC CAT GGA GAT AGC ATC TC-3’

PB 5°-ACC AGC TGC ATG CCA TGG GCAAGT A-3’
FW 5 -CGACTG CCA TGT ACA CCA AGG-3

UCP1 RV 5°-CCC GAG TCG CAG AAA AGA AG-3’
PB 5°-ACC GAC GGC CTT TTT CAA AGG GTT TG-3’
UCP3 Commerdal primers provided by Applied biosystems (Ref. Rn00565874 mT )

FW 5™-GGG AAATGA TGT GGC CAG ATT-3

RV 5°-CCC TAA GAG GTG GAC GTT GTC T-3’

PB 5°-ACT GGA TGG AGG AGG AGT TTA ACT ACC CCC-3’
FW 5 -CCAGGT CGT GGC TGG AGT CT-3

G6Pase RV 5°-TGT AGATGC CCC GGATGT G-3°

PB 5°-CAG GCA TTG CTG TGG CTG AAA CTT TCA G-3°
FW 5 -CCACAG CTG CTG CAG AACAC-3

PEPcK RV 5°-GAA GGG TCG CAT GGC AAA-3°

PB 5°-AGG GCA AGA TCATCATGCACGACCC-3’

FW 57-GCCGTG GAG TAC GAC AAC ATCT-3

NFxB RV 5°-GTG TAG TCC CAT CAT AGG TGG TAC TGT-3"
PB 5°-CTG CTT CTG GAG GGT GAT GCC CAC-3’

Tabla4: Oligonucledtidos y sondas usados en la PCR en tiempo real.

LPL

INMUNOHISTOQUIMICA

Para el estudio inmunohistoquimico, el cerebro se fija mediante perfusion intracardiaca tal y como se
detall6 anteriormente. Una vez fijados los tejidos del animal, se extrae el cerebro y se mantiene inmerso
en la misma solucion de fijado durante 12 horas a 4°C. A continuacion se transfieren a tampén fosfato
0,1M durante 1 hora. Las secciones se realizan en un vibrotomo (Vibratome® Series 1000) en secciones
de 50 umde espesor. Las secciones se recogen en buffer fos fato.

Deteccion inmunohistoquimica de la expresion de c-FOS:

a) Incubacion en anticuerpo primario ¢-FOS (Santa Cruz) en dilucién 1:1000 durante
toda la noche a 4°C.

b) H,O, 3% en agua destilada (para inhibir la peroxidasa endégena) 10 min

c) Como sistema de deteccion se utilizo EnVision policlonal (polimero de dextrano conjugado con
anticuerpos anti-conejo y con peroxidasa; Dako) 30 min.

d) DAB (Dako) 10 min, preparada siguiendo el protocolo del fabricante (1 gota de DABen 1 mL del
disolvente suministrado).

Entre cada uno de los pasos se realizan 2 lavados de 10 min cada uno.

Al finalizar la reaccion las secciones se extienden en portas xilanizados (Histobond) dejandolos secar
y posteriormente se deshidratan (etanol), se aclaran (xilol) y se montan con un medio de montaje
permanente.
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La reaccion fue observada y fotografiada bajo un microscopio Provis AX70 (Olympus Comp.; Tokyo,
Japan). El numero de células tefiidas en cada seccidén se usa como numero representativo de células con
inmunoreactividad positiva de c-FOS.

SELECCION DE PACIENTES.

Para determinar los efectos potenciales de los agonistas de GLP-1 en humanos, se estudiaron 25
pacientes obesos y con diabetes de tipo 2 emparejados por género, edad e indice de masa corporal (BMI)
antes y después del tratamiento antidiabético de 12 meses (+/- 3 meses). Los pacientes fueron sometidos a
uno de los siguientes tratamientos: metformina, metformina junto con exenatide o bien metformina junto
con liraglutide La dosis inicial de metformina es de 500mg por via oral dos veces por dia, la dosis fue
aumentada a 1000mg por via oral dos veces pordia porvia oral. En el caso de exenatide en la dosis e de
5ng subcutaneo dos veces al dia incrementada tras dos semanas a 10 pg subcutaneos 2 veces al dia. A los
pacientes tratados con liraglutide se les administrd una Unica dosis diaria de 0,6pug subcutdneos que
fueron, tras dos semanas, ampliados a 1,2ug subcutaneos en unica administracion. Se afiadid un grupo
que solo ha sido tratado con metformina. Todos los pacientes son de origen Caucasoide atendidos en el
Departamento de Endocrinologia de la Clinica Universitaria de Navarra y se sometieron a una evaluacion
clinica, incluyendo la historia clinica, examen fisico, analisis de la composicion corporal, la evaluacion
co-morbilidad, asi como entrevistas nutricionales realizadas por un equipo de consulta multidisciplinaria.
Todos los sujetos fueron no fumadores y no mostraban signos de infeccion. Los criterios de inclusién
fueron: edad entre 20 y 80 afios, niveles de hemoglobina Alc (HbAlc) > 7,0% y ninglin tratamiento
previo con insulina y / o una sulfonilurea. Los criterios de exclusion incluyeron lactantes o mujeres
embarazadas, hipertension no controlada tratados o no, niveles de péptido C <0,1 ng / ml en ayuno, la
hipoglucemia recurrente o hipoglucemia asintomatica, la presencias de retinopatia proliferativa o
maculopatia que requiera tratamiento agudo, insuficiencia renal definida como s creatinina-sérica > 133
mmol / 1 en hombres y > 124 mmol / 1 para las mujeres, historial de pancreatitis cronica o pancreatitis
aguda idiopatica, algun evento coronario agudo, insuficiencia cardiaca, otro evento cardiaco o un derrame
cerebral, alteraciones tiroideas, alteraciones hematologicas o consumo de cualquier farmaco que afecte a
la homeostasis energética.

La inyeccion de exenatide o liraglutide se llevd a cabo en la parte superior del brazo, en el abdomen o
en el muslo mediante el uso de un boligrafo precargado. La administracion de exenatide se lleva a cabo
antes de dos de las principales comidas de dia separadas por un minimo de 6 horas (idealmente antes del
desayuno y de la cena). En el caso de liraglutide se animé a los pacientes a que se inyectaran el farmaco a
la misma hora todos los dias.

Los procedimientos llevados a cabo en pacientes humanos fueron aprobados por el Comité Etico de
la Clinica Universitaria de Navarra de acuerdo a la normativa expuesta en la Convencion de Helsinki,
todos los pacientes han sido debidamente informados y han dado su aprobacion para ser incluidos en este
estudio.

ANTROPOMETRIA.

Para calcular el indice de masa comoral, el peso se ha medido utilizando una balanza con escala
digital con un limite de deteccion de 0,1Kg, la altura ha sido medida utilizando un estadiémetro Holtain
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(Holtain Ltd., Crymych, UK) con un limite de deteccion de 0,dcm. La circunferencia de la cintura fue
determinada entre la cresta iliaca y la caja toracica en la region medioaxilar. La grasa corporal fue

estimada mediante pletismografia de desplazamiento de aire (Bod-Pod®, Life Measurements, Concord,
California, USA).

CALORIMETRIA INDIRECTA.

El gasto energético en reposo (REE) y el cociente respiratorio (RQ) fueron determinados mediante un
sistema ventilado de circuito abierto durante una noche en ayuno (Vmax29, SensorMedics Corporation,
Yorba Linda, California). Tras el ajuste por la composicion corporal el REE se compara con la medidas
estandar para el REE se rigen por ecuaciones especificas que dependen de la edad y el sexo. La actividad
fisica se ha validado utilizando cuestionarios. Basado en los datos de REE y de actividad fisica se calcula
el gasto energético total para cada uno de los individuos. Los pacientes recibieron consejo dietético por
parte de un experto después de las medidas basales. Tanto el gasto energético como la actividad fisica
fueron medidas antes y después del tratamiento durante 12 meses.
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TRATAMIENTO METFORMINA METFORMINA +EXENATIDE MET FORMINA+LIRAGLUTIDE

Variables Pre-Metformina Post-Metformina Pre-Exenatide Post-Exenatide Pre-Liraglutide Post-Liraglutide Significancia

Género (h/m) 7/3 7/3 8/3 8/3 10/4 10/4 n.s.
Glucosa (mmol/l) 10.2 +/- 0.6 8.3 +/- 0.5* 10.8 +/- 0.5 8.1 +/- 0.6* 10.9 +/- 1.0 8.0 +/- 0.9* n.s
Insulina (mmol/) 131.4 +/- 15.0 100.3 +/- 12.6* 136.4 +/- 11.2 105.7 +/- 12.0* 137.0 +/- 13.1 104.8 +/- 10.5% n.s

HbA1c (%) 8.57 +/- 1.24 6.77 +/- 1.20* 8.49 +/- 1.18 7.01 +/- 0.99* 8.50 +/- 1.33 7.02 +/-1.08* n.s
Triglicéridos (mmol/l) 1.9 +/- 0.4 1.8 +/- 0.7 2.1+/-1.2 1.7 +/- 0.8" 2.0+/- 0.9 1.8 +/- 0.7 n.s
Colesterol Total (mmol/l) 5.2 +/- 0.5 5.1 +/- 0.8 5.3 +/- 0.7 5.5 +/- 0.8 5.6 +/- 0.9 5.5 +/- 0.8 n.s
Colesterol-LDL (mmol/l) 3.4+/- 0.5 3.5+/- 0.9 3.6 +/- 0.6 3.5+/- 0.7 3.6 +/- 0.6 3.4+/- 0.7 n.s.
Colesterol-HDL (mmol/l) 1.1+/- 0.2 1.2+/- 0.4' 1.2 +/- 0.3 1.1+/- 0.4" 1.4 +/- 0.5 1.2 +/- 0.4 n.s.

Tabla5: Caracteristicas bioguimicas en ayuno de los pacientes con diabetes tipo 2.HbA1c, hemoglobina ; LDL, Lipoproteinas debaja densidad; HDL,

Lipoproteinas de alta densidad (Test-t de Student Metformina n=10; Metformina + Exenatide n=11; Metformina + Liraglutide n=14).
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DETERMINACIONES SANGUINEAS

En roedores, la glucosa plasmatica se midié por el método de la oxidasa de la glucosa
(glucosay triglicéridos Spinreact, Espafia). Los acidos grasos libres no esterificados (NEFAS)
se determinaron utilizando un kit comercial (Wako , EE.UU.). Los triglicéridos (TG) y el
colesterol se determinaron utilizando un kit comercial de Randox Laboratories (LTD, Reino
Unido). Las medidas de leptina e insulina se llevaron a cabo mediante ELISA (Millipore
Corporation , Billerica , MA).

En los pacientes, las muestras de plasma se obtuvieron por puncion venosa después de
una noche de ayuno. La glucosa se analizd en base a reacciones espectrofotométricas
enzimaticas llevadas a cabo por un analizador automatico (Hitachi Modular P800 , Roche,
Basilea , Suiza). La insulina se midi6 por medio de un ensayo de quimioluminiscencia
amplificado enzimaticamente (IMMULITE ® , Diagnostic Products Corp. , Los Angeles,
CA). HbA1c fue analizada mediante cromatografia liquida de alto rendimiento.

Se calcularon los niveles de triglicéridos, colesterol total, lipoproteina de alta densidad
(HDL) colesterol y lipoproteinas de baja densidad (LDL) - colesterol como se describe
previamente (187, 188) . La leptina se midi6 mediante un método RIA de doble anticuemo
(Linco Research , Inc. , St. Charles , MO) como se informd anteriormente (189) ; -ensayo
cocientes intra-e inter de variacion fueron 5,0y 4,5 %, respectivamente . Todos los estudios
clinicos fueron aprobados, desde un punto de vista ético y cientifico , por el Comité de Etica
del hospital y se llevaron a cabo de conformidad con los principios de la Declaracion de
Helsinki con los pacientes de dar su consentimiento informado para la participacion .

TRATAMIENTO ESTADISTICO.

Los datos son presentados segun la formula media +/- error estandar de dichas medias.
Los test estadisticos utilizados varian en funcion del experimento, asiaquellos con dos grupos
se utiliza el test t de Student, para aquellos en los que hay més de de dos grupos usanmos
ANOVA de una via usando la correccién a posteriori de Bonferroni. Para el estudio de los
datos de gasto energético se utilizo un ANCOVA. En cado uno de estos casos se considera
que la diferencia entre medias es significativa cuando el valor de P<0,05. El software
utilizado para el analisis estadistico fue el Graphpad Instat 3(GraphPad Software, Inc. La
Jolla,USA),o bien R statistics.( R Foundation for Statistical Computing,Vienna, Austria).
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RESULTADOS

BLOQUE I. EFECTO DE LA HAPLODEFICIENCIA DE ENDOGLINA SOBRE LA HOMEOSTASIS
ENERGETICA.

Los ratones heterocigotos paraendoglina alimentados con dieta estdndar no
presentan alteraciones metabdlicas.

Ratones de la misma edad tanto de fenotipo salvaje (wild type) como heterocigotos para
endoglina fueron alimentados con dieta estandar durante 8 semanas (hasta las 12 semanas de
edad). Al final de este periodo se llevaron a cabo mediciones de peso, ingesta y composicion
comporal. No se observan diferencias significativas en el peso (Figural3.A), ni en la
composicion comporal (Figural3.B-C) ni en la ingesta (Figural3.D).
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Figura13: Peso corporal (A), masa grasa (B), masa no grasa (C) eingesta acumulada(D) en ratones
hap loinsuficientes para endoglina (Test-t de Student n=8 cada grupo).
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Se llevaron a cabo estudios de fenotipado metabdlico mediante calorimetria indirecta
comenzando por estudios sobre el gasto energético en los cuales no se observaron diferencias
entre los dos genotipos estudiados.(Figural4)
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Figura14: Gasto Energético (kcal/g/h) total (A), gasto energético corregidopor la masa no grasa (B) (Test-
t de Student n=8 cada grupo)

En cuanto a la actividad locomotora, se observa un ligero pero significativo incremento
en los animales heterocigotos con respecto a los wild type (Figural5.A) si bien cuando se
lleva a cabo la correccién con la masa magra(Figural5.B), no se registra la diferencia entre
genotipos.
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Figura15 : Actividad locomotora total (cortes en el haz de luz infrarroja) (A) corregidapor la masa no
grasa (B) y por la masa corporal (C) (Test-t de Student n=8 cada grupo).
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El estudio del cociente respiratorio (RQ) no revela ningun tipo de alteracion debido a la
ausencia parcial de endoglina, nidurante la fase de luz ni durante la fase oscura. (Figural6)
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Figura16: Cociente respiratorio (VO2/VCO2) en la fase luminosa (A) en la fase oscura (B) y total (C) (Test-t
de Student n=8 cada grupo).

Homeostasis de la glucosa.

Tras el fenotipado metabdlico se han estudiado los posibles efectos de la pérdida parcial
de la endoglina en el metabolismo de la glucosa, para esto se ha lleva a cabo un test de
tolerancia a la glucosa (GTT) y un test de tolerancia a insulina (ITT). En el caso del test de
tolerancia a la glucosa no encontramos ningun tipo de alteracion en los individuos
heterocigotos con respecto a los controles.(Figural7)
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Figura17: Test de tolerancia a la glucosa, medidas de glucosa en sangre (mg/dL en sangre) (A) y areabajo
la curva (B) (Test-t de Student n=8 cada grupo).
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En el caso del test de tolerancia a la insulina se observan diferencias entre los grupos con

los datos de glucosa obtenidos in vivo si bien en el area bajo la curva no se observan
diferencias entre ambos grupos.(Figural8)
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Figura18: Test de tolerancia a la insulina, medidas de glucosa sanguinea ( mg/dL) (A) y area bajo la curva
(B) (Test-t de Student n=8 cada grupo).

Los ratones heterocigotos paraendoglina alimentados con dieta altaen grasa
presentan una composicion corporal y un fenotipo metabdlico normal.

Ratones de 8 semanas de edad tanto wild type como heterocigotos fueron sometidos a
dieta alta en grasa (45% contenido graso) durante 16 semanas. Tras este periodo se observa
que no existen diferencias en el peso corporal (Figural9.A) entre ambos grupos,
consecuentemente tampoco existen diferencias en la masa corporal ni en la masa magra
(Figural9.B-C), igualmente no hay cambios en la ingesta(Figural9.D).
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Figura19: Peso corporal (A), masa grasa (B), masa no grasa (C) e ingesta acumulada(D) en ratones
hap loinsuficientes para endoglina en animales alimentados con dieta alta en grasa (Test-t de Student n=8 cada

grupo).

Igual que con los individuos alimentados con dieta estandar se llevo a cabo el fenotipado
metabdlico de los individuos obesos. Estudiando el gasto energético no se observan
diferencias significativas entre ambos grupos.(Figura20)
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Figura20: Gasto Energético (kcal/g/h) total (A), gasto energético corregidopor la masa no grasa (B)en
animales alimentados con dieta alta en grasa(Test-t de Student n=8 cada grupo).

Tampoco se encontraron diferencias en la actividad locomotora total(Figura2l.A), lo
mismo ocurre con la actividad locomotora corregida por la masa magra(Figura21.B)
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Figura21: Actividad locomotora tota (cortes en el haz de luz infrarroja)l (A) corregida por la masa no grasa
(B) y por la masa corporal (C). (Test-tde Student n=8 cada grupo).
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El estudio del cociente respiratorio no revela diferencias entre ambos grupos ni durante la
fase oscura nidurante la fase de luz.(Figura22)
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Figura22: Cociente respiratorio (VO2/VCO2) en la fase luminosa (A) en la fase oscura (B) y total (C) en
animales alimentados con dieta alta en grasas. (Test-t de Student n=8 cada grupo).

Homeostasis de la glucosa en animales alimentados con dieta altaen grasa.

Después de una noche de ayuno, el GTT no evidencia ningun tipo de diferencias entre los
animales de fenotipo salvaje y los heterocigotos (Figura23). En el caso del ITT se observa un
descenso significativo en las medidas de glucosa in vivo 60 minutos después de la inyeccion
en los animales heterocigotos. Sin embargo, cuando se comparan las areas bajo la curva no se
observan diferencias entre grupos.(Figura24)
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Figura23: Test de tolerancia a la glucosa, medidas de glucosa en sangre (mg/dL en sangre) (A) y areabajo la

curva (B) animales con dieta alta en grasas. (Test-t de Student n=8 cada grupo).
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Figura24: Test de tolerancia a la insulina, medidas de glucosa sanguinea ( mg/dL) (A) y area bajo la curva (B)
animales con dieta alta en grasa. * P< 0,05 vs Wild Type. (Test-tde Student n=8 cada grupo).

Efectos moleculares en la via de la insulina.

Para observar los efectos a nivel molecular de la deficiencia de endoglina decidimos
medir mediante westem blot los niveles de AKT y AKT fosforilado, NFkp (factor nuclear
Kappa-beta) y PTEN ( homologo de fosfatasa y tensina) en musculo esquelético, higado y
tejido adiposo blanco.

Asi en el musculo esquelético se observa un incremento en los niveles de AKT si bien
cuando observamos el ratio pAKT/AKT, que nos informa del grado de activacion de la
enzima, no se encuentran diferencias entre ambos grupos.(Figura25)
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Figura25: Niveles proteicos en mUsculo esquelético de animales alimentados con dieta alta en grasas. *P<
0,05 vs Wild Type. (Test-tde Student n=8 cada grupo).

En el caso del higado observamos un descenso en los niveles de pAKT que lleva parejo
un descenso en el ratio pAKT/AKT en aquellos animales haploinsuficentes para endoglina, no
se encontraron cambios en NF«kf ni PTEN.(Figura26)
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Figura26: Niveles proteicos hepaticos de animales alimentados con dieta alta en grasas. * P< 0,05 vs Wild
Type. (Test-tde Student n=8 cada grupo).

El higado es un actor principal en la regulacion del metabolismo de la glucosa por lo que
también llevamos a cabo medidas de los principales enzimas involucradas en la produccion de
glucosa (mediante Real Time PCR) que son la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa ( G6Pase) y
la fosfenolpiruvato carboxiquinasa ( PEPCK). El mRNA de estas enzimas no varia con
respecto a los controles WT.(Figura27)
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Figura27: Niveles de expresion de RNA mensajero en higado. (Test-t de Student n=8 cada grupo).

La acumulacién de lipidos en el higado es uno de los principales efectos asociados al
desarrollo de la obesidad, por lo que llevamos a cabo medidas del contenido hepatico de
triglicéridos, siendo éstos significativamente menores en los animales heterocigotos
(Figura28)

7 A
] Wild Type

N | I Endoglina+/-
i)
>
o 54
é *x
w
o 4
.0
=
o 3
2 1
w
o
T 2
D
0
= 1
=

0

Figura28: Medida de la cantidad de triglicéridos hepaticos. ** P < 0,01 vs. Wild Type. (Test-t de Student
n=8 cada grupo).
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En el tejido adiposo blanco no observamos cambios en ninguna de las proteinas
anteriores (AKT, pAKT, PTEN o NFkf), sibien se observa un incremento significativo en los
niveles del transportador de glucosa 4 (GLUT4) en comparacion con los controles. (Figura29)
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Figura29: Niveles proteicos en tejido adiposo blanco de animales alimentados con dieta alta en grasas. *
P< 0,05 vs Wild Type. (Test-t de Student n=8 cada grupo).

Finalmente llevamos a cabo medidas del contenido plasmatico de algunos de los
principales pardmetros circulantes (insulina, glucosa, triglicéridos, &cidos grasos libres y
colesterol). La deficiencia parcial de endoglina produce un descenso significativo en los
niveles de insulina(Figura30.A) permaneciendo inalterados los niveles de
triglicéridos (Figura30.C), glucosa(Figura30.B), é&cidos grasos libres(Figura30.D) vy
colesterol.
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Figura30: Medidas de parametros circulantes en suero: Insulina (A), glucosa (B), triglicéridos (C), acidos
grasos libres (D) y colesterol (E). * P < 0,01 vs. Wild Type. (Test-t de Student n=8 cada grupo).

BLOQUE Il. EFECTO A NIVEL DEL SISTEMA CENTRAL DE GLP-1 SOBRE LA HOMEOSTASIS
ENERGETICAY ADIPOSIDAD.

Estudio dosis- respuesta de liraglutide en ratas.

El Liraglutide es un analogo de GLP-1 que actia a largo plazo, se ha demostrado que la
administracion sistémica de dicho farmaco produce un descenso de peso significativo, si bien
los efectos derivados de la inyeccion central de Liraglutide (analogo de GLP-1) no han sido
descritos. A tal efecto se lleva a cabo una canulacion ICV seguida de la inyecciéon de
Liraglutide a diferentes dosis (1pg/rata'y 10ug/rata).(Figura3l)
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Figura31: Ingesta acumulada medida a las 2,4,6,8,24,48 y 72 horas tras la administracion de Liraglutide
ICV (dosisde 1ug/rata 'y 10ug/rata).* P< 0,05 vs. V ehiculo. (ANOVA de una via n=8 cada grupo)

La inyeccion de liraglutide ICV provoca una reduccion significativa de la ingesta en
ratas, tanto utilizando una dosis de lpg como con una de 10pg. El efecto en la reduccion de
ingesta se registra a las 24 horas tras la inyeccion y en el caso de la dosis de de 10 pg este
efecto permanece hasta las 48 horas tras la inyeccion del farmaco. A las 72 horas post-
inyeccion no se observa ningun efecto significativo en la ingesta acumulada. (Figura31l)
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Figura32: Ganancia de peso medida a 24,48 y 72 horas tras la inyeccion de Liraglutide ICV (dosis de
1pg/rata y 10ug/rata). *P< 0,05. ** P< 0,01 vs Vehiculo. (ANOVA de una via n=8 cada grupo)

El peso de cada animal se midié a intervalos de 24 horas; se observa una reduccién
significativa de peso con las dosis de 1ug y 10ug, estos efectos se mantienen a las 48 horas y
desparecen por completo a las 72 horas tras la inyeccion de liraglutide. A la vista de estos
resultados, la dosis utilizada para los experimentos llevados a cabo con ratas en el presente
trabajo sera la dosis de 10ug/rata.(Figura32)
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Estudio dosis- respuestaen raton.
Los experimentos de inyeccion central de liraglutide en raton para estudiar el efecto
dosis-respuesta se realizaron con el mismo procedimiento al utilizado anteriormente para rata.
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Figura33: Ingesta acumulada medida a las 2,4,6,8,24,48 y 72 horas tras la ad ministracion de Liraglutide
ICV (dosisde 0,3ug/raton, 1ug/ratony 3ug/raton.) *P< 0,05 vsVehiculo. (ANOVA de una via n=8 cada grupo)

En el caso del raton, la inyeccion central de liraglutide produce un descenso significativo
en la ingesta con las dosis de 1 y 3 pg/raton. A diferencia de lo observado en la dosis
respuesta de rata no se observan efectos en la ingesta a las 48y 72 horas.(Figura33)
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Figura34: Ganancia de peso medida a 24,48 y 72 horas tras la inyeccion de Liraglutide ICV (dosisde
0,3pg/raton, 1pg/ratony 3ug/ratén.). * P< 0,05. ** P< 0,01 vs Vehiculo. (ANOVA de una via n=8 cada grupo)

La administracion en el ventriculo lateral de liraglutide, produce un descenso de peso
significativo en aquellos animales a los que se les administraron 1 y 3ug. Al igual que en la
ingesta, no se producen cambios en el peso corporal a las 48 y 72 horas tras la administracion
de liraglutide. En los experimentos con ratones utilizaremos la dosis de 3ug ya que con esta
dosis los efectos registrados en el peso corporal son mas evidentes.(Figura34)
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Estimulacion del receptor de GLP-1 a niwel central con GLP-1 y Liraglutide.

Como ya se ha visto en los experimentos de las dosis respuesta, el liraglutide altera el
peso corporal y la ingesta después de su administracion en el sistema nervioso central. En este
experimento se comparan los efectos de la inyeccion tanto de GLP-1 como de liraglutide. Asi
GLP-1 va a producir una pérdida de peso comoral independientemente de su efecto
anorexigénico, fenémeno que también ocurre en el grupo tratado con liraglutide
(Figura35.A). Sin embargo el liraglutide produce un descenso en la ingesta, fendémeno que no
ocurre en el grupo tratado con GLP-1(Figura35.A) debido a que éste es eliminado por la
DPP-IV.

Para determinar si la pérdida de peso registrada en el grupo tratado con liraglutide es
debida a la reduccion de la ingesta se afiade al experimento un grupo “pair feed”, que se
caracteriza porque no pueden comer ad libitum sino que su comida esta limitada a la cantidad
de comida consumida por el grupo tratado con liraglutide. Este grupo se trata con vehiculo

ICV (Figura35.B).

En este experimento observamos que el descenso de peso asociado al tratamiento con
liraglutide es independiente de la ingesta ya que el grupo “pair feed”, a pesar de comer lo
mismo que el grupo tratado con liraglutide no presenta una pérdida de peso. (Figura35.B)
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Figura35: Ingesta acumulada (A) y cambios en el peso corporal (B) 24 horas después de la inyeccion de
farmacos y vehiculo.. ** P< 0,01 vs Vehiculo. *** P< 0,001 vs Vehiculo ## P< 0,01 vs.”pair feed”. (ANOVA de una
via n=8 cada grupo)

Test de awersion condicionada al sabor

Este tipo de procedimiento se lleva a cabo para determinarsi los efectos que producen un
descenso en la ingesta son debido a acciones especificas del tratamiento o bien son debido a
que produzca malestar o sensacion de enfermedad en los animales. Los animales tratados con
liraglutide presentan una preferencia por la sacarina significativamente mayor que los
animales tratados con cloruro de litio (controles positivos para la sensacion de malestar).
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Nuestros resultados no presentan diferencias significativas en el grupo de ratones tratados
con liraglutide con respecto a los valores de preferencia por sacarina obtenidos en el grupo
tratado con vehiculo, lo que evidencia que la reduccién de ingesta reproducida por el
liraglutide no esta asociada al malestar de los animales .(Figura36)
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Figura36: Porcentaje de preferencia par sacarina. *** P< 0,001 vs Vehiculo. # vs. Vehiculo ICV LiClIP .0,05
(ANOVA de una via n=8 cada grupo)

Fenotipado metabolico.

Mediante el fenotipado metabdlico se busca comprender que procesos pueden estar
implicados en la pérdida de peso asociada a la administracién central de liraglutide.
Observamos que en los animales tratados con liraglutide no hay diferencias significativas en
el gasto energético total(Figura37.A), pero cuando lo corregimos por la cantidad de masa
magra, principal responsable del gasto energético, si se observa un incremento significativo
en el gasto energético en los ratones tratados con liraglutide (Figura37.B).
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Figura37: Gasto Energético (kcal/g/h) total (A), gasto energético corregido por la masa no grasa (B), gasto energético
frente a masamagra (C). *P< 0,05 vs Vehiculo. (ANCOVA V ehiculo n=8, Liraglutide n=10, V ehiculo-PF n=6 cada

grupo)

La actividad locomotora es uno de los procesos cuyos cambios pueden explicar
alteraciones en el gasto energético, pero en el caso de nuestro experimento no se observan
alteraciones en la actividad locomotora entre los diferentes grupos.(Figura38)
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Figura38: Actividad locomotora tota (cortes en el haz de luz infrarroja)l (A) corregida por la masa magra
(B) y por la masa corpoaral (C). (ANOVA de una via V ehiculo n=8, Liraglutide n=10, V ehiculo-PF n=6)

El cociente respiratorio es la relacion existente entre en volumen de CO, producido y el
volumen de O, consumido, este cociente nos va a informar del tipo de nutrientes que esta
utilizando el organismo para la obtencién de energia. En el caso de nuestros animales tratados
con liraglutide no se observan alteraciones significativas en el cociente
respiratorio.(Figura39)
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Figura39: Cociente respiratorio (VO2/VCO2) en la fase luminosa (A) en la fase oscura (B) y total (C).
(ANOVA de una via V ehiculo n=8, Liraglutide n=10, V ehiculo-PF n=6)
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Efectos de laestimulacion del receptor de glp-1 sobre el tejido adiposo marrén.

Anteriormente se ha descrito que el GLP-1 incrementa la temperatura en el tejido
adiposos marron (142). Sin embargo los mecanismos involucrados en las acciones de
liraglutide sobre el tejido adiposo pardo no estdn descritos. En nuestro experimento
encontramos que la inyeccion del farmaco no produce efectos en la temperatura
corporal(Figurad0.A), si bien en estos mismos animales se observa un incremento en la
temperatura interescapulara las 12 horas tras la inyeccion de liraglutide (Figura40.B-C).
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Figura40:A) Temperatura corporal medida por viarectal. B) Temperatura interescapular medida mediante
termografia. C) Fotos termograficas. * P< 0,05 vs Vehiculo. (Test-t de Student n=8 cada grupo).

En el estudio histolégico del tejido adiposo pardo mediante tincién con hematoxilina-
eosina observamos como se produce un descenso en el tamafio de las gotas lipidicas en el los
animales tratados con liraglutide.(Figuradl.A)

En los animales tratados con liraglutide se observa un incremento en la expresion génica
de una serie de genes relacionados con los procesos termogénicos como son CIDEA, FGF21,
BMP7, PRDM 16, ADRB1, UCP1 y UCP3.(Figura41.B)

79



DANIEL BEIROA TARRIO

Niveles de mRNA en BAT (%Control)

A
Vehiculo
I Liraglutide (3ug/raton) ICV
B ESNVehiculo-PF
400 -
- T ~ 1000
350 A :
- 900
300 1 . - 800
- 700
250
- 600
00 - z T
2 ) | - 500
150 S i - 400
L L | R \
100 { N Ik N N R \ \ R
N | R N N R (R R K \
N | N | N | N R RIR IR .\ - 200
N RIBEIRRKNERRKKNK I N [N
N R KRR R RERRKNRIEB N | N
501N (KN R N [N [N N (N KN IBR BRH KN
N RRRIRRKKRRRRRIKRNR
N
JRNRIRIRIRIRRRRRNKRKKK L
00 ,\'\ Q.o & 7\0 Q'\ U §\ %"l, Q“b va Q:\ q:\ Q'\ ,\b
W FSFSFFFE &S QQQ\&

Figura41:A) Tincion Hematoxilina-Eosina tejido adiposo marron. B)Niveles de RNA mensajero en el tejido
adiposo pardo. *P< 0,05. * P< 0,01 vs Vehiculo. (ANOVA de una via n=8 cada grupo)

Estos datos obtenidos mediante PCR se correlacionan con los datos de expresion de
proteina obtenidos mediante westem blot.(Figura4?)

Tanto estos datos obtenidos mediante el andlisis de proteina como los obtenidos de la
expresion génica son independientes de la ingesta ya que los incrementos registrados en el
programa termogénico en el BAT no se observan en el grupo “pair-Feed”.
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Figura42: Niveles de proteina en el tejido adiposo marron medida mediante westernblot. * P< 0,05 vs
Vehiculo. (ANOVA de una via n=8 cada grupo)

La temperatura basal a las 24horas tras la inyeccion de liraglutide no presenta diferencias
entre ambos grupos, sibien cuando sometemos a los animales a un periodo a baja temperatura
(4°C) observamos que los animales tratados con liraglutide presentan menor perdida de
temperatura que los controles tratados con vehiculo, lo que sugiere que estos animales son
mas resistentes al frio.(Figura43)
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Figura43: Temperatura corporal medida mediante viarectal. * P<0,05,. ** P< 0,001 vs Vehiculo. (Test-t
de Student n=8 cada grupo).

Debido al incremento en la expresién de FGF21, que estd implicada en procesos
termogénicos descritos anteriormente(190) , decidimos inyectar liraglutide en el ventriculo
lateral en ratones deficientes de FGF21. Como resultado de dicha inyeccion se produce un
descenso significativo en peso(Figura44.B) e ingesta(Figurad4.A) tanto en los animales
control como en los KO, indicando que la ausencia de FGF21 no bloquea los efectos de
liraglutide.
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Figura44: Ingesta acumulada 2,4,6,8 y 24h. (A) ganancia de peso carporal 24h. (B). *P< 0,05, ** P< 0,01 vs
Vehiculo, *** P< 0,001 vs Vehiculo. (Test-t de Studen; WT+Vehiculo vs.WT+ Liraglutide; FGF21KO+ V ehiculo vs
FGF21KO vs. Liraglutide; n=8 cada grupo)

Efectos de laestimulacion del receptor de glp-1 en el tejido adiposo blanco.

En el tejido adiposo blanco los efectos de liraglutide producen una reduccion en el
tamafo de los adipocitos con respecto a los correspondientes controles, fendmeno que se
observa mediante estudios histoldgicos.(Figura45)
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Figura45: Tincion Hematoxilina-Eosina para tejido adiposo blanco.

El estudio de los niveles de expresion del RNA mensajero en el tejido adiposo blanco
sefiala un incremento significativo de UCP1y Prdm16 de forma independiente a la ingesta ya
que en el grupo “pair feed” no se registra este incremento. También se observa un descenso en
los niveles de CEBPa tanto en el los individuos tratados con liraglutide como en el grupo
“pair feed” lo que evidencia que los cambios en CEBPa no son debido a efectos especificos
del farmaco.(Fig 46)
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Figura46: Niveles de RNA mensajero en tejido adiposo blanco. * P<0,05. * P< 0,01 vs V ehiculo. (ANOVA
de una via n=8 cada grupo)

Debido al incremento registrado en el RNA mensajero de UCP1 decidimos comprobar si
también existe un incremento en los niveles de proteina mediante westem blot. Asi se ha
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encontrado un incremento en los niveles proteicos de UCP1 de forma independiente de la
ingesta.(Figurad7)
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Figura47: Niveles de UCP1 en tejido adiposo blanco * P< 0,05 vs Vehiculo. (ANOVA de una via n=8 cada
grupo)

Efectos de laestimulacion central del receptor de glp-1 sobre el higado

Una vez analizados ambos tejidos adiposos decidimos estudiar los posibles efectos de la
inyeccion central de liraglutide sobre el higado. Los niveles de RNAm de diferentes genes
implicados en el metabolismo de lipidos en el higado no varian significativamente debido a la
accion central de liraglutide.(Figura48)
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Figura48: Niveles de RNA mensajero en higado. (ANOVA de una via n=8 cada grupo) (ANOVA de una via n=8
cada grupo)

La estimulacion del receptor de glp-1 a nivel hipotalamico regula la actividad
termogenica.

Anteriormente se describen todo una serie de efectos asociados a la inyeccion central de
liraglutide en tejidos periféricos. A continuacion pasamos a estimular directamente los
receptores de GLP-1 en distintos nucleos hipotalamicos mediante la inyeccion directa de
liraglutide en cada uno de ellos. .

La inyeccion de liraglutide en el nicleo arcuato provoca un descenso significativo del
peso(Figurad9.C) y la ingesta tras 24 horas (Figura49.B) en el grupo tratado con liraglutide.
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Figura49: Inyeccidon nucleo-especifica en el nlcleo arcuato. Inmunohistoquimica c-FOS (A), ingesta
acumulada (B) y peso corporal (C). * P< 0,05. **P< 0,01 vsVehiculo. (Test-t de Student n=8 cada grupo).

En cuanto al anélisis de los niveles de expresion de RNAmM no se encuentran efectos
significativos derivados de la inyeccion de liraglutide ni en el tejido adiposo pardo
(Figura50.A) ni en el tejido adiposo blanco.(Figura50.B)
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Figura50: Niveles de RNAm en tejido adiposo pardo (A) y tejido adiposo blanco (B) tras lainyeccion de
liraglutide en el nlcleo arcuato. * P< 0,05 vs control. (Test-tde Student n=8 cada grupo).

La inyeccion de liraglutide en el hipotalamos lateral produce un descenso significativo de
la ingesta(Figura51.B) tras 24 horas, si bien en el caso del peso corporal estd proximo a ser
estadisticamente significativo(Figura51.C) ( P=0,07).. No se observan cambios en la
expresion de RNA mensajero nien el BAT(Figura52.A) niel WAT. (Figura52.B)
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Figura51: Inyeccion nucleospecifica en el nicleo lateral. Inmunohistoquimica c-FOS (A) ingesta acumulada
(B) y peso corporal (C).** P< 0,01 vs Vehiculo. (Test-tde Student n=8 cada grupo).
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Figura52: Niveles de RNAm en tejido adiposo pardo (A) y tejido adiposo blanco (B) tras la inyeccion de
liraglutide en el nicleo lateral. (Test-t de Student n=8 cada grupo).

La inyeccion de liraglutide en el nicleo paraventricular produce un descenso significativo
en peso(Figura35.C) e ingesta (Figura53.B) pero no se observar cambios en los datos
obtenidos mediante PCR en tiempo real en ambos tejidos adiposos.(Figura54.A-B)
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Figura53: Inyeccion nucleospecifica en el nlcleo paraventricular. Inmunohistoquimica c-FOS (A) ingesta
acumulada (B) y peso corparal (C).*P< 0,05 vsVehiculo. (Test-t de Student n=8 cada grupo).
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Figura54: Niveles de RNAm en tejido adiposo pardo (A) y tejido adiposo blanco (B) tras la inyeccion de
liraglutide en el nlcleo paraventricular. (Test-t de Student n=8 cada grupo).

La inyeccion de liraglutide en el nicleo dorsomedial no provoca efectos ni en peso
corporal(Figurab5.A) ni ingesta acumulada (Figura55.B). Tampoco se observan cambios en
la expresion del RNA mensajero tanto de tejido adiposo blanco como pardo. (Figurab6.A-B)

91



DANIEL BEIROA TARRIO

A
o
=
o =
@ =
> =)
o
g
z ¢
17 - 0
= 2]
= 12 fe g o
= § 6
& A E .
S 3 B 0
3 S 10 -
£ 61 S 2.
< a
s 4 g 14
o o
5 5. @ -16 -
£ S 18
0 9%

92

[ Vehiculo
B Liraglutide (10ug/rata) DMH

Figura55: Inyeccion nucleospecifica en el niicleo dorsomedial. Inmunohistoquimica c-FOS (A) ingesta
acumulada (B) y peso corporal (C). (Test-t de Student n=8 cada grupo).
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Figura56: Niveles de RNAm en tejido adiposo pardo (A) y tejido adiposo blanco (B) tras la inyeccion de
liraglutide en el nlcleo dorsomedial. (Test-t de Student n=8 cada grupo).

Cuando inyectamos el agonista de GLP-1 en el nucleo ventromedial observamos una
pérdida de peso corporal significativa(Figuras7.C), esta pérdida de peso no lleva asociada un
descenso significativo de la ingesta.(Figura57.B)
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Figura57: Inyeccion nucleospecifica en el nucleo ventromedial. Inmunohistoquimica c-FOS (A) ingesta
acumulada (B) y peso corporal (C). (Test-tde Student n=8 cada grupo).

Ademas se observa un incremento en los niveles de expresion del RNA mensajero de
UCP1 en el tejido adiposo blanco(Figura58.C) y un incremento en la expresion en UCP1 en
el tejido adiposo pardo.(Figura58.A), dicho incremento también se observa en los niveles
proteicos de UCP1en el tejido adiposo pardo.
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Figura58: Niveles de RNAm en tejido adiposo pardo (A) niveles proteicos de UCP1 en tejido adiposo pardo
(B) niveles de RNAm en tejido adiposo blanco(C) tras la inyeccion de liraglutide en el nicleo ventromedial. * P<
0,05 vs control. (Test-t de Student n=8 cada grupo).

Ampk es esencial para las acciones de liraglutide en baty wat.

En los resultados descritos hasta el momento describimos una serie de efectos en tejidos
periféricos (tejido adiposo marron y blanco) tras la inyeccion de liraglutide tanto a nivel
especifico de los nucleos hipotalamicos como en el ventriculo lateral.

Dado que AMPK en el niucleo ventromedial se ha descrito como un factor muy
importante en la regulacién del programa termogénico en el BAT (107, 191), estudiamos la
posible implicacion de esta quinasa en las acciones de liraglutide. Se observa un descenso en
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los niveles de AMPK fosforilado (forma activa) y en pACC (forma inactiva) en el hipotdlamo
de ratones tratados con liraglutide.(Figura59)
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Figura59: Niveles hipotalamicos proteicos medidos mediante western blot ** P< 0,01 vs Vehiculo. (ANOVA
de una via n=8 cada grupo)

A continuacion se llevo a cabo la activacion farmacologica de AMPK mediante el uso del
farmaco AICAR mediante la inyeccion ICV de ambos compuestos. Como resultado se ha
encontrado que la activacion de AMPK mediante AICAR bloquea la reduccion del peso
corporal inducida por liraglutide (Figura60.B), sibien es incapaz de bloquear los efectos en la
ingesta.(Figura60.A)
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Figuraé0: A) Ingesta acumulada a 24 horas B) Ganancia de peso corporal a las 24 horas. * P< 0,05, **P<
0,01,***P<0,001 vs V ehiculo. (Test-t de Studen; Vehiculo vs. Liraglutide; AICAR+ Vehiculo vs AICAR vs.
Liraglutide; n=8 cada grupo).
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Segun los datos obtenidos en los experimentos de inyecciones de liraglutide en nucleos
concretos del hipotalamo, el nlcleo ventromedial se presenta como el mejor candidato a la
hora de explicar los efectos periféricos de liraglutide independientes de la ingesta. A
continuacion de la estimulacion farmacolégica de AMPK, se llevd a cabo una sobre expresion
de AMPK en el nacleo ventromedial mediante el uso de vectores adenovirales (AMPK-CA)
los cuales expresan una isoforma de AMPK la cual carece de elementos reguladores lo que
provoca que se exprese de forma constante.. Como resultado encontramos que la pérdida de
peso producida por la actividad de liraglutide se ve completamente bloqueada cuando se
activa AMPK de manera especifica en el nicleo ventromedial.(Figura61.B)
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Figuraé1: Ingesta acumulada 24h. (A) ganancia de peso corporal 24h. (B). * P< 0,05 vs Vehiculo(Test-tde
Studen; GFP+V ehiculo vs.GFP + Liraglutide; pAMPKCA+ V ehiculo vs pAMPKCA vs. Liraglutide; n=8 cada grupo).

El estudio de los niveles proteicos de UCP1 revela que el incremento en la expresion de
UCP1 debido a los efectos de liraglutide son bloqueados tanto en el tejido adiposo blanco
(Figura62.B) como el tejido adiposo pardo (Figura62.A)del mismo modo que ocurre con el
peso corporal cuando AMPK es activada en el nlcleo ventromedial.
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Figura62: Niveles de UCP1 en tejido adiposo pardo (A) y en tejido adiposo blanco (B) *P< 0,05 vs
Vehiculo. (Test-tde Studen; GFP+V ehiculo vs.GFP+ Liraglutide; pAMPKCA+V ehiculo vs pAMPKCA vs.
Liraglutide; n=8 cada grupo)

A mayores en estas ratas se midieron algunos de los principales parametros circulantes de
interés en el estudio de la homeostasis energética y la homeostasis metabdlica. En ellas se
observa un descenso de los niveles de leptina cuando llevamos a cabo el tratamiento con
liraglutide en el ventromedial si bien el descenso de leptina no se observa en aquellos
animales que sobreexpresan AMPK.(Tabla6)
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GFP Vehiculo GFPLiraglutide AMPKCA Vehiculo | AMPKCALiraglutide
Leptina (ng/mL) 1,17+/0,44 0,66+/-0,22% 0,48+/-0,14 0,85+/-0,49
FFA (pg/pL) 0,61+/-0,01 0,62+/-0,02 0,62+/-0,02 0,62+/-0,01
TAG (pg/pL) 30,71+/-2,70 24,77+/-3,06 28,14+/2,78 30,85+/-4,57
Insulina(ng/mL) 3,14+/-0,51 3,57+/-0,51 2,60+/-0,51 2,16+/-0,18
Glucosa(mg/mL) 25,5+/-0,40 25,27+7/-0,46 26,05+/-0,55 25,14+7-0,38
Colesterol(pg/pL) 0,94+/-0,04 0,97+/-0,03 1,01+/-0,03 1,06+/-0,03

Tablaé: Parametros circulantes tratadas con vehiculo o liraglutide y con GFP o con adenovirus de AMPK
constitutivamente activo * P< 0,05 vs Vehiculo. (Test-tde Studen; GFP+V ehiculo vs.GFP+ Liraglutide;

PAMPKCA+ V ehiculo vs pAMPKCA vs. Liraglutide; n=8 cada grupo)

Previamente se ha observado que el sistema Sirt1/p53 interacciona con AMPK a nivel del

CIWT + Vehiculo ICV

B WT + Liraglutide ICV(3pg/raton)

C3TKO+ Vehiculo

== TKO+ Liraglutide ICV(3pg/raton)

6 -
54
4
3]
2]
14
0

Ingesta Acumulada 24h. (g)

—

1 -
0,51
0 -
0.5-
A1
1.5
2 A
2,51
]

-3,5°

Ganacia de Peso Croporal 24h. (g

*x *x

sistema nervioso central siendo elementos fundamentales para el efecto orexigénico de
ghrelin(106). Adicionalmente se ha observado que GLP-1 inhibe los efectos de ghrelin(192).
Para estudiar la posible implicacion del sistema SIRT1/p53 en las acciones de liraglutide
administramos liraglutide en ratones Sirtl transgénicos que presentan una sobreexpresion
moderada de Sirtly los correspondiente controles de fenotipo normal. Observamos que tras
24h de la inyeccién ICV de liraglutide tanto los ratones normales como los SIRT1-tg
disminuyen su ingesta(Figura63.A) y su peso corporal.(Figura63.B)

Figura63: Ingesta acumulada 24h. (A) ganancia de peso carparal 24h. (B). **P< 0,01 vsVehiculo. (Test-tde
Studen; WT+V ehiculo vs.WT + Liraglutide; TKO+ V ehiculo vs TKO vs. Liraglutide; n=8 cada grupo)
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Igualmente tras la inyeccion ICV de liraglutide en ratones p53 KO y sus respectivos
controles se observa un descenso significativo de peso(Figurat4.B) e ingesta(Figura 64.A)
tanto en los KO como en los controles.
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Figura64:Ingesta acumulada 24h. (A) ganancia de peso corporal 24h. (B). ** P< 0,01 vs Vehiculo. (Test-tde
Studen; WT+V ehiculo vs.WT+ Liraglutide;P53KO+ V ehiculo vs P53KO vs. Liraglutide; n=8 cada grupo)

Efectos de liraglutide en modelos animales de obesidad inducida por dieta.

Para comprobar si los efectos descritos anteriormente se producen también en animales
obesos, llevamos a cabo la administracion ICV de liraglutide en ratones obesos inducidos por
dieta. Observamos un descenso significativo en la ingesta(Figura65.A), y en el peso en los
grupos tratado con liraglutide. Sin embargo, este descenso de la masa corporal también se
observo en el grupo “pair feed” por lo que la pérdida de peso serd debida inicamente a los
efectos anorexigénicos de liraglutide.(Figura65.B)
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Figuraéb6: Ingesta acumulada (A) y ganancia de peso corporal (B) en animales alimentados con dietas alta
en grasa. . * P< 0,05, P<0,001 vsV ehiculo. (ANOVA de una via n=8 cada grupo)

Consistente con estos resultados observamos que el liraglutide es incapaz de producir
cambios en los niveles hipotaldmicos de pAMPK. (Figura66)
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Figura67: Niveles proteicos hipotalamicos de pAMPK en animales alimentados con dieta alta en grasas.
(ANOVA de una via n=8 cada grupo)
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El siguiente paso fue comprobar que ocurre en la expresion de marcadores termogénicos
en el tejido adiposo pardo y en el tejido adiposo blanco. A nivel periférico no se registra
ningn cambio en los niveles de RNA mensajeros de los marcadores termogénicos en el tejido
adiposo marron.(Figura68)
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Figura68: Niveles de mRNA en el tejido adiposo marron del animales alimentados con dieta alta en grasas.
(ANOVA de una via n=8 cada grupo)

Del mismo modo tampoco se producen cambios en los niveles de proteina de UCP1 nien
los niveles de RNA de PRDM 16 en el tejido adiposo blanco.(Figura69)
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Figura69: niveles proteicos de UCP1 en tejido adiposo blanco ( A) niveles de mRNA de PRDM 16 (B).
(ANOVA de una via n=8 cada grupo)

Esta falta de efectos termogénicos tras la inyeccion central de liraglutide también se va a
observar cuando estudiamos el gasto energético.(Figura70)
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Figura70: Gasto Energético (kcal/g/h) total (A), gasto energético corregidopor la masa no magra (B).
(ANOVA de una via n=8 cada grupo)
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Efectos de la administracion de liraglutide de formacronica.

Anteriormente hemos descrito toda una serie de efectos anorexigénicos y termogeénicos
asociados a la administracion central de liraglutide, los efectos de la administracion central
sobre el peso y la ingesta se prolongan a lo largo de 48 horas, por lo que la administracion
cronica de liraglutide resulta de interés para comprobar si los efectos sobre la homeostasis
térmica se mantienen a lo largo del tiempo.

La administracion crénica durante 7 dias de liraglutide a nivel central no produce ningun
efecto significativo en el peso corporal o en la ingesta acumulada en animales alimentados
con dieta estandar.(Figura7l)
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Figura71: Ingesta acumulada (A) y peso corporal (b) tras 7diasde tratamiento croénico con liraglutide ICV
en ratones alimentados con dieta estandar . (ANOVA de una via n=8 cada grupo)

Igual que en el caso de los animales alimentados con dieta estdndar observamos que el
tratamiento crénico ICV mediante minibombas os mbticas no produce efectos sobre el pesoy
la ingesta de animales obesos.(Figura72)
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Figura72: Ingesta acumulada (A) y peso corporal (b) tras 7diasde tratamiento croénico con liraglutide ICV
en animales obesos. (ANOVA de una via n=8 cada grupo)

Los anélogos de glp-1 incrementan el gasto energético en pacientes obesos con
diabetes de tipo 2.

Como complemento a los datos mecanisticos obtenidos en ratones llevamos a cabo el
estudio de una cohorte de pacientes obesos que presentan diabetes tipo 2y que fueron tratados
durante un afio con dos analogos diferentes de GLP-1(e xenatide y liraglutide) en combinacién
con metformina. Durante el periodo de tratamiento no se observd ningun episodio de
hipoglucemia ni tampoco se encontraron casos de pancreatitis. Al inicio del estudio, todos los
grupos presentaban una distribucion uniforme de sexos y edades, igualmente no se observaron
diferencias significativas en cuanto al indice de masa corporal, contomo de la cintura,
composicion corporal, gasto energético, cociente respiratorio o variables bioquimicas u
hormonales.

Tras un afio de tratamiento se produjo un descenso en los niveles de glucosa e insulina
tras el ayuno. Tras el afio de tratamiento no se observaron cambios en los niveles de
lipoproteinas de alta densidad o en los niveles de lipoproteinas de baja densidad. Los
individuos tratados con andlogos de GLP-1 junto a metformina presentan una reduccion
significativa en el indice de masa corporal y de la cantidad de masa corporal asi como un
aumento en la masa no grasa. No se produjeron tampoco cambios en el cociente respiratorio y
los pacientes continuaron con sus habitos sedentarios.

El gasto energético total no se encuentra alterado tras el afio de tratamiento(Tabla.7), si
bien cuando ajustamos dicho gasto energético a los niveles de masa no grasa observamos
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como en aquellos individuos tratados con agonistas de GLP-1 se registra un incremento
significativo del gasto energético (Figura73.B-C), mientras que en aquellos pacientes tratados
con metformina (Figura73.A)no se registro el incremento en el gasto energético.
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Figura73: Cambios en el gasto energético en reposo caregidopor la masa no grasa en pacientes tratados
con metformina (A) con metformina y exenatide (B) y con metformina y liraglutide (C).* P<0,001 vs Datos
previos al tratamiento(Test-tde Student).
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TRATAMIENTO

METFORMINA

METFORMINA +EXENATIDE

MET FORMINA+LIRAGLUTIDE

Variables Pre-Metformina Post-Metformina Pre-Exenatide Post-Exenatide Pre-Liraglutide Post-Liraglutide Significancia
Genero (m/f) 7/3 773 8/3 8/3 10/4 10/4 n.s
Edad (years) 65 +/- 11 67 +/- 14 66 +/- 15 n.s
IMC (kg/m?) 33.0+/- 6.6 31.4+/- 9.5 34.9 +/- 2.6 32.1 +/- 1.8 35.3+/-2.2 32.0 +/- 2.7 *
Cintura (cm) 115 +/- 13 110 +/- 19 116 +/- 10 106 +/- 15 117 +/- 11 110 +/- 16 n.s
Masa grasa (%) 39.0 +/- 16.9 37.9+/- 9.4 39.5 +/- 4.3 35.8 +/- 3.7% 39.2 +/- 3.6 35.1 +/- 3.3° *

FFM (%) 63.3+/- 17.0 67.1+/-9.3 60.7 +/- 4.2 64.3 +/- 3.4% 60.8 +/- 3.1 64.9 +/- 3.0% *

REE (kJ/d) 7670 +/- 1030 7469 +/- 1230 7595 +/- 832 8240 +/- 901 7623 +/- 1014 8326 +/- 1107 n.s

REE (kJ/kg/d) 74.9 +/- 10.0 74.1+7- 11.7 75.7 +/- 8.4 79.1 +/- 8.7 76.0 +/- 10.3 80.9 +/- 11.2 n.s

REE (kJ/kg FFM/d) | 121.0 +/- 16.7 114.3 +/- 18.8 120.6 +/- 5.1 135.7 +/- 6.0° 122.4+/- 6.9 143.6 +/- 7.1 *
RQ (vCO,/v0,) 0.85 +/- 0.02 0.84 +/- 0.03 0.85 +/- 0.04 0.85 +/- 0.05 0.83 +/- 0.06 0.84 +/- 0.04 n.s
PAL 1.47 +/- 0.11 1.46 +/- 0.08 1.45 +/- 0.15 1.48 +/- 0.12 1.46 +/- 0.13 1.47 +/-0.16 n.s

Tabla7:IMC, indice de masa corporal; FFM, masa no grasa;
comparador con los datos previos al tratamiento. (Test-t de Student Metformina n=10; Metformina + Exenatide n=11; Metformina + Liraglutide n=14)
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DISCUSION

BLOQUE 1. EFECTO DE LA HAPLODEFICIENCIA DE ENDOGLINA SOBRE LA HOMEOSTASIS
ENERGETICA.

Los animales que presentan una ausencia total de endoglina (Eng -/-)(181, 193) mueren
durante la fase embrionaria debido a que el proceso de angiongénesis no ocurre de forma
correcta. Los animales heterocigotos (Eng +/-) son perfectamente viables y no presentan
problemas reproductivos y constituyen una herramienta Gtil para el estudio del papel
fisiologico de la proteina endoglina.

La endoglina es una glicoproteina relacionada con numerosas acciones como la
angiogénesis , fisiologia vascular, preclampsia, etc.(150). La deficiencia de esta proteina
produce un descenso en la sintesis de NO lo que produce que el endotelio deje de funcionar
correctamente,(150) dicho proceso suele ir acompafiado por alteraciones en el metabolismo de
la glucosa y la aparicion de sindrome metabdlico, (180, 194). Por tanto la endoglina podria
tener un papel potencial en el proceso de regulacion de la homeostasis energética.

La haploisuficiencia para la endoglina no produce cambios importantes en la ingesta ni en
el peso o la composicién corporal. Del mismo modo el fenotipado metabdlico tampoco
presenta alteraciones en gasto energético, actividad locomotora o cociente respiratorio,
sugiriendo que la hemideficiencia de endoglina no va a presentar un rol importante en
aquellos aspectos relacionados con el control del peso comporal. Ademas es importante sefialar
que este fenotipo se observa tanto en animales alimentado obesos alimentados con dieta alta
en grasacomo en animales alimentados con una dieta normal.

Los niveles circulantes de endoglina estan correlacionados con los niveles basales de
glucosaen pacientes con diabetes e hipertension y con los niveles de hemoglobina glicosilada
en pacientes con diabetes (179), por lo que decidimos estudiar los efectos que tiene la
deficiencia de endoglina en el metabolismo de la glucosa.(179) Nuestros datos indican que la
haploinsuficiencia de endoglina no produce cambios relevantes en la sensibilidad a la insulina
en animales alimentados con dieta estandar. Cuando los animales son alimentados con dieta
alta en grasa, que incrementa el riesgo de padecer obesidad y resistencia a insulina, si
encontramos que los niveles de glucosa se encuentran reducidos significativamente una hora
después de la administracion de la insulina con respecto a sus compafieros de camada de
genotipo normal. Sin embargo, cuando se analiza el &rea bajo la curva no existen diferencias
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en la sensibilidad a la insulina entre los animales haploinsuficientes con respecto a sus
controles.

Los datos obtenidos en humanos previamente y los datos que obtuvimos en los ratones
indican que la ausencia de endoglina presenta un rol importante en la regulacion de los niveles
de insulina, ya que la haploinsuficiencia de endoglina reduce la hiperinsulinemia inducida por
la dieta alta en grasa.(179) Tenemos que resaltar que el descenso en los niveles de insulina se
produce sin que existan alteraciones en el peso corporal lo que sugiere que de algin modo la
endoglina presentaun rolen la sintesis y/o la liberacion de insulina.

La via de sefializacion de PI3K/Akt es una de las dianas sobre las que actia la insulina y
va a estar suprimida por las acciones de PTEN(195). Se ha encontrado que la inhibicion de la
via de PI3K/Akt debido a la sobreexpresion de PTEN reduce los niveles de endoglina
circulante debido a la inhibicion de su liberacion en las células endoteliales. Dada la relacion
existente entre la via PI3K/Akt y la sintesis y liberacion de endoglina decidimos determinar si
los animales con deficiencia en endoglina presentan alteraciones en esta via. Encontramos un
descenso en los niveles proteicos de pAKT en el higado de los animales haploinsuficientes,
esta relacion inversa entre el patron de expresion de endoglina y la activacion de la ruta de
supervivencia promovida por AKT en el higado encaja con la capacidad antiapoptdticay con
las acciones en la proliferacion celular endotelial debidas a las acciones de endoglina. La
expresion de pAKT se encuentra inalterada en el tejido adiposo blanco y en el misculo.
Ademés, la haploinsuficiencia no provoca alteraciones en los niveles de PTEN en higado,
tejido adiposo blanco o misculo. Estas evidencias observadas en conjunto evidencian una
modulacion diferencial de AKT y PTEN debida a la ausencia parcial de endoglina, siendo
ademas la modulacion de AKT dependiente del tipo de tejido que se estudie. Estudios
tanto en cultivos celulares como en animales demuestran la importancia de NFk-B en las
patologias asociadas con la sefializacion de la insulina . (210) En este estudio no hemos
conseguido encontrar alteraciones en los patrones de expresion de NFx-B en tejido adiposo
blanco, higado o musculo, de tal modo que los niveles del factor de transcripcion NF«k-B no
estan regulados por endoglina. A nivel celular la insulina estimula la captacién de glucosa
induciendo la translocacion del receptor de glucosa 4 (GLUT4) desde sus lugares de
almacenaje intracelulara la membrana celular, donde facilita el transporte de glucosa desde la
matriz extracelular al interior de los adipocitos o de las fibras musculares (196). Asi
estudiamos los niveles del receptor de glucosa 4 y encontramos que en el tejido adiposo
blanco los niveles de dicho receptor se encuentran incrementados en los animales deficientes
en endoglina alimentados con HFD. La importancia del GLUT 4 en el mantenimiento de la
homeostasis de la glucosay de la sensibilidad a la insulina ha sido demostrado en diferentes
modelos animales (197). La sobre-expresion encontrada en GLUT4 en animales heterocigotos
(Eng +/-) podria deberse a un mecanismo de compensacion debido a los bajos niveles de
insulina.

Otro aspecto clave en un estado de obesidad inducida por dieta es el incremento de los
niveles de triglicéridos en el higado(198). En el caso de los animales haploinsuficientes para

109



DANIEL BEIROA TARRIO

endoglina alimentados con dieta alta en grasa observamos que los niveles totales de
triglicéridos hepaticos se encuentran reducidos.

Las personas afectadas por HHT (Telangiectasia hereditaria hemorragica) presentan
alteraciones en la expresion génica en sus células endoteliales de tal modo que un 20% de sus
genes presentan patrones de expresion alterados con respecto a individuos sanos. Gran parte
de estos genes pertenecen a la familia proteica SLC, que esta formada por toda una serie de
receptores de membrana entre los que se encuentran los transportadores de glucosa (GLUT1y
4), el transportador de &cidos grasos FATPL, el transportador mitocondrial de fosfatos PiC y
el transportador mitocondrial de glutamato GC-1, se ha demostrado que estos genes estan
involucrados en vias de sefializacion dependientes de insulina. Estos datos sirven como apoyo
a la relacion existente entre la endoglina y la regulacion de la insulina.

En resumen los datos obtenidos sugieren que los animales haploinsuficiente para
endoglina presentan alteraciones compatibles con un defecto en la produccion y/o liberacion
de insulina por las células beta del pancreas cuando son sometidos a un periodo prolongado a
comida alta en grasas. Ademas, cuando los animales son alimentados con una dieta alta en
grasas, la endoglina también ejerce un papel regulador en el contenido lipidico del higado.

BLOQUE Il. EFECTO A NIVEL DEL SISTEMA CENTRAL DE GLP-1 SOBRE LA HOMEOSTASIS
ENERGETICA'Y ADIPOSIDAD.

Los mecanismos centrales que convierten a GLP-1 en un potencial tratamiento contra el
desarrollo de la obesidad son fundamentalmente tres: La reduccion de la ingesta(134), el
descenso en el almacenamiento lipidico(199) en el tejido adiposo blanco y, por Gltimo, un
incremento en la actividad termogénica asociada al tejido adiposo pardo (142). La diversidad
de estas acciones a nivel central es probablemente debida a la amplia distribucién del receptor
de GLP-1 en el sistema nervioso central. (200)

Actualmente se estan utilizando una serie de terapias basadas en el uso de agonistas de
GLP-1 junto con otro tipo de farmacos (normalmente metformina) como tratamiento de la
diabetes tipo 2 en humanos (201). Liraglutide es un analogo de GLP-1 de actuacion a largo
plazo indicado para el tratamiento de la diabetes tipo 2(202, 203). A mayores de su capacidad
antidiabética se ha demostrado que lleva asociada una reduccion del peso tanto en roedores
obesos(203) como en pacientes (201).

Estudios anteriores han demostrado la existencia de diferencias tanto en la intensidad del
efecto anorexigénico como en la duracion del mismo en las acciones centrales de GLP-1 con
respecto a sus analogos cuando se administran en el sistema nervioso central (179) . En el
presente estudio estudiamos los efectos producidos por la inyeccion de liraglutide en el
sistema nervioso central sobre el tejido adiposo pardo y blanco.

En este trabajo demostramos que la administracion de liraglutide en el sistema nervioso
central estimula la termogénesis y la adquisicion de caracteristicas propias del tejido adiposo
pardo por parte del tejido adiposo blanco, sibien no se encuentran efectos en el higado. Segun
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nuestros datos estos efectos son debidos a la accién de AMPK hipotaldmico en el nacleo
ventromedial. Estos resultados evidencian un mecanismo central mediante el cual se explican
las acciones de GLP-1 sobre el tejido adiposo independientemente de sus acciones sobre la
ingesta. El descenso en el peso corporal se ha observado tanto en animales delgados como en
animales obesos. El efecto termogénico se observa Unicamente en animales alimentados con
una dieta normal pero no en los alimentados con una dieta alta en grasa, lo que sugiere que los
efectos derivados de la estimulacion del receptor de GLP-1 son dependientes del estado
metabolico del animal. De acuerdo con los datos conocidos hasta la fecha encontramos que la
estimulacion central aguda del receptor de GLP-1 produce un descenso de la ingesta y del
peso comoral. (134, 142, 199) En nuestro caso encontramos que con una Unica inyeccion de
liraglutide a nivel central los efectos biolégicos de la estimulacién del receptor de GLP-1 se
mantienen hasta las 24 horas después de la inyeccion. Sin embargo, el tratamiento cronico (7
dias) de liraglutide a nivel central no produce efectos significativos en el peso o la ingesta de
los animales.

La pérdida de peso comoral provocada por liraglutide es independiente de la ingesta de
alimentos. Nuestros datos muestran un aumento en el gasto energético 24 horas después de la
inyeccion de liraglutide. Este incremento en el gasto energético es debido a un incremento en
la actividad termogénica en el tejido adiposo pardo asicomo un incremento en la expresion de
marcadores termogénicos en el tejido adiposo blanco. Estos cambios explicarian el descenso
del peso comoral independiente de la reduccién de la ingesta. El incremento de la
termogénesis en BAT es un proceso que también se observa cuando se administra GLP-1, si
bien no se han publicado efectos de GLP-1 sobre los marcadores termogénicos en tejido
adiposo blanco.(142)

Dado que el receptor de GLP-1 se encuentra distribuido a los largo de todo el sistema
nervioso central, en este trabajo se determinaron los efectos de la estimulacion del GLP-1R en
diferentes regiones hipotalamicas(200). Observamos que la administracién directa de
liraglutide mediante inyeccion estereotaxica en los nlcleos paraventricular, arcuato y lateral
produce un descenso en la ingestay/o en el peso cormporal.

Los efectos registrados en el nlicleo arcuato resultan controvertidos respecto a (136)
estudios previos, ya que hasta el momento los datos conocidos sobre el rol de GLP-1R en el
nucleo arcuato estan relacionados con la homeostasis de la glucosa, sibien los procedimientos
de dicho estudio divergen en gran medida de los llevados a cabo en este trabajo, ya que el
compuesto utilizado para estimular el receptor de GLP-1 es diferente (liraglutide en nuestro
caso frente a GLP-1 en estudios previos) y las mediciones de la ingesta fueron llevadas a
corto plazo en estudios previos (2 horas) mientras que en este trabajo se lleva a cabo el control
de ingesta hasta las 24 horas.

A diferencia de las regiones hipotalamicas anteriormente descritas, la inyeccion directa
de liraglutide en el ndcleo ventromedial produce un descenso significativo del peso corporal
pero no de la ingesta. Estos cambios en el peso se correlacionan con un incremento en los
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niveles de UCP1 tanto en el tejido adiposo pardo como el tejido adiposo blanco. A la vista de
estos resultados, el nacleo ventromedial se postula como un elemento central en el desarrollo
de los efectos producidos por liraglutide a nivel central, si bien no podemos obviar que
aquellas regiones extra hipotalamicas que también expresan el receptor de GLP-1 podrian
estar regulando los efectos centrales de liraglutide. A mayores de los resultados descritos en
este trabajo, se ha descrito en trabajos previos el rol del nicleo ventromedial como regulador
de la actividad termogénica en el tejido adiposo pardo(107), siendo la via de AMPK un
regulador de suma importancia en la disipacion de la energia actuando como mediador de los
efectos que tiene la inyeccion central de liraglutide en el tejido adiposo blanco y pardo.

Nuestros datos muestran que tras la inyeccion ICV de liraglutide se observa un descenso
en la actividad de AMPK que se manifiesta como un descenso en los niveles de pAMPK
presentes en el hipotalamo. Asi el siguiente paso fue comprobar si la estimulaciéon de la
actividad de AMPK bloqueaba los efectos de liraglutide en el nicleo ventromedial. Para esto
utilizamos vectores adenovirales que aumentan los niveles AMPK mediante la expresion
constitutivamente activa de dicha proteina, observamos que el incremento de la actividad de
AMPK en el nucleo ventromedial es suficiente para abolir los efectos de liraglutide sobre el
tejido adiposo blanco y pardo. Los efectos observados in vivo se reproducen cuando
activamos AMPK farmacolégicamente utilizando AICAR. Este conjunto de datos evidencia
que el AMPK presente en el nucleo ventromedial es responsable de los efectos en la
termogénesis registrados en los tejidos adiposos blanco y pardo producidos por la
estimulacion del receptor de GLP-1 en el sistema nervioso central.

Estudios previos realizados por nuestro grupo demostraron que la via hipotalamica de
Sirt1/p53 regula las acciones orexigénicas de ghrelin mediante la regulacion del AMPK
presente en el hipotalamo.(106) Asi tras observar la importancia de AMPK sobre las acciones
centrales de liraglutide decidimos evaluar los potenciales efectos de estas proteinas en dichas
acciones. Sirtl es una deacetilasa que regula una gran cantidad de procesos. A nivel
metabolico Sirtl se encuentra actuando en el higado, el misculo, el tejido adiposo blanco6 y
también en el sistema nervioso central. La ausencia de Sirtl en los principales nucleos
hipotalamicos encargados de la regulaciéon de homeostasis energética genera profundas
alteraciones en el organismo, asi en el nlcleo arcuato la eliminacion de Sirtl en neuronas
POMC(205) o AgRP (206) origina trastomos en el balance energético. En el nucleo
ventromedial la ausencia de Sirtl produce una mayor sensibilidad a la obesidad inducida por
dieta mientras que su sobre-expresion tiene un efecto protector sobre la obesidad inducida por
dieta(207). La inyeccion ICV de liraglutide tanto en ratones que sobre-expresan Sirtl como en
animales KO para p53, produce hipofagia asi como pérdida de peso corporal. Por tanto, las
acciones de liraglutide mediadas por AMPK son independientes de la via SIRT1/p53.

El tratamiento con liraglutide también produce el incremento de FGF21, que es un factor
de transcripcion que se sobre-expresa durante exposiciones a frio(208). Sin embargo la
administracion ICV de liraglutide en animales carentes de FGF21 provoca un descenso en
peso e ingesta similar al que ocurre en los controles de fenotipo salvaje, de tal modo que los
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niveles enddégenos de FGF21 no influyen en los efectos de liraglutide sobre el gasto
energético.

En animales obesos debido a la exposicion a dieta alta en grasa durante 12 semanas, que
representaria un modelo similar al tipo de obesidad mas frecuente en humanos, observamos
cémo la administracion de liraglutide a nivel central produce un descenso de la masa corporal,
sibien no existen alteraciones en los marcadores termogénicos o en el gasto energético que se
encontraban alterados en los animales no obesos.(199) Estos resultados se corresponden con
datos ya existentes en los que se evidencia que los animales obesos son resistentes a los
efectos que se producen en el tejido adiposo blanco tras la administracion central de GLP1
(199). La ausencia de efectos en el programa termogénico podria ser rescatada mediante un
tratamiento mas largo plazo o bien mediante el uso de dosis mayores de liraglutide, dado que
el estudio de tratamientos cronicos ICV no producen cambios en el peso o la ingesta. En
cualquiera de los escenarios posibles lo que sugieren nuestros datos es que los efectos en la
ingestay en el peso corporal van a estar regulados de forma independiente.

Se ha descrito que el tejido adiposo pardo puede estar activo en humanos (209-213)por lo
que decidimos contrastar nuestros resultados en pacientes obesos con diabetes tipo 2. Estos
pacientes fueron tratados exclusivamente con metformina o con metformina en combinacion
con los agonistas del receptor de GLP-1 exenatide y liraglutide. Nuestros datos indican que
los pacientes con terapia combinada presentan un incremento en el gasto energético, algo que
en estudios anteriores no se habia publicado nunca. Las diferencias existentes entre nuestros
datos con respecto a otros estudios pueden ser debidas a la duracion del tratamiento ya que en
estudios previos la duracion de los tratamientos fue de 4,8y 12 semanas (214-216) mientras
que en nuestro trabajo la duracion del tratamiento es de un afio. Nuestros datos muestran que
la reducciéon de Hb1Ac es similar a la descrita en estudios del mismo tipo con exenatide y
liraglutide (201, 215, 216). Las dosis aplicadas a los pacientes son dosis conocidas sin que
produzcan ningun efecto indeseable a nivel digestivo.(215, 216)

Los datos obtenidos en ratones obesos en los que los efectos sobre la termogénesis se
encuentran bloqueados contrasta con los datos obtenidos en pacientes, esto puede ser debido a
la duracién del tratamiento o bien debido a que en humanos los analogos de GLP-1 son
usados siempre junto a otras drogas. Con la tecnologia vigente no podemos determinar si el
incremento del gasto energético en los pacientes es debido a los efectos de liraglutide sobre la
via de AMPK por lo que no podemos excluir que dichos efectos puedan estar regulados
parcialmente por mecanis mos periféricos.

Asi en este bloque se exponen una serie de evidencias tanto farmacol6gicas como
genéticas que demuestran que la estimulacion central del receptor de GLP-1 no solo produce
un incremento en la termogénesis en el tejido adiposo pardo, sino que también produce la
adquisicion de caracteristicas termogénicas del tejido adiposo blanco. EI mecanismo que
regula esta especificamente localizado en el nicleo ventromedial, siendo la estimulacion de
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AMPK en dicho nucleo suficiente para el bloqueo de las acciones de liraglutide sobre el tejido
adiposo blanco y pardo.
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Figura74:Modelo propuesto para los efectos centrales de liraglutide.
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CONCLUSIONES

La deficiencia de endoglina no influye sobre la homeostasis energética aunque
desempefia un papel regulador sobre la homeostasis de la glucosa, posiblemente regulando la
secrecion pancreéatica de insulina y el contenido de lipidos en el higado en ratones sometidos
a dieta alta en grasas.

La estimulacion central del receptor de GLP-1 regula la homeostasis energetica actuando
en distintos grupos neuronales del hipotalamo.

La estimulacion central del receptor de GLP-1 estimula la termogeénesis en el tejido
adiposo pardo y la formacion de adipocitos marrones en el tejido adiposo blanco de ratones
alimentados con una dieta estandar pero no en animales obesos inducidos por dieta.

El efecto termogénico de liraglutide esta mediado por la disminucion de AMPK en el
ndcleo ventromedial. y es independiente de FGF21.

El tratamiento combinado de metformina con analogos del receptor de GLP1 durante 1
afio incrementa el gasto energético en pacientes obesos con diabetes tipo 2.
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