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Resumen

La obesidad y el sobrepeso se definen como un incremento de la masa corporal debido
sobre todo a una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la
salud. Ambos se han convertido en una epidemia mundial llegando a ser un problema
importante de salud publica, convirtiéndose en el sexto factor principal de riesgo de defuncion
en el mundo (Cuadro 1). El aumento de la prevalencia de sobrepeso y obesidad esta asociado
con muchas enfermedades cronicas como la diabetes mellitus, las enfermedades
cardiovasculares, accidentes cerebrovasculares, hipertensién y ciertos tipos de céancer; esto
conduce a una mayor tasa de mortalidad y morbilidad, reduciéndose asi la calidad y la esperanza
de vida de quién lo padece (Novelle et al., 2013; Medina-Gomez and Vidal-Puig, 2005;
Fruhbeck, 2008; Calle and Kaaks, 2004; Farooqi, 2005).

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) clasifica el estado nutricional de un
individuo basandose en el indice de Masa Corporal (Body Mass Index, BMI), una medida de
asociacion entre masa y la talla de un individuo (masa en kilogramos dividido por la altura en
metros elevada al cuadrado) que es usada comunmente para clasificar el bajo peso, sobrepeso y
obesidad en adultos. Una persona con un IMC igual o superior a 25 es considerada con

sobrepeso y con un IMC igual o superior a 30 es considerada obesa.

Datos y cifras

Desde 1980, la prevalencia de la obesidad se ha duplicado en todo el mundo.
En 2008, 1400 millones de adultos (mayores de 20 afos) presentaban
sobrepeso. Dentro de este grupo, mas de 200 millones de hombres y cerca de
300 millones de mujeres eran 0besos.

e En 2008, el 35% de las personas adultas mayores de 20 afios presentaban
sobrepeso, y el 11% eran obesas.

e EI 65% de la poblacion mundial vive en paises donde el sobrepeso y la
obesidad se cobran més vidas de personas que la insuficiencia ponderal.

e  En 2012, més de 40 millones de nifios menores de cinco afios presentaban
sobrepeso.

e | aobesidad puede prevenirse.

Cuadro 1- Datos de la OMS sobre la obesidad y sobrepeso (Nota descriptiva N°311
Mayo de 2014).

El peso, la composicion corporal y el almacenamiento de energia en forma de
triglicéridos en el tejido adiposo son determinados por la interaccidn entre factores genéticos,
ambientales y sociales; todo esto afecta al balance energético, balance entre la ingesta de
calorias y el gasto de las mismas. Estudios fisiologicos han sugerido previamente que la masa
corporal y las reservas de energia son reguladas homeostaticamente, mediante la pérdida o
ganancia de masa produciendo cambios en la ingesta o el gasto energético. Asumiendo que un
individuo no tiene problemas con la absorcion de nutrientes, el almacenamiento de energia en

forma de grasa solo se incrementara si la energia ingerida excede el total del gasto energético
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(actividad fisica, metabolismo basal y termogénesis adaptativa) (Spiegelman and Flier, 2001;
Barsh et al., 2000; Schwartz et al., 2000; Schwartz and Porte, Jr., 2005).

Durante los ultimos afios muchas de las investigaciones se han centrado en identificar los
mecanismos moleculares de la homeostasis energética (Fruhbeck, 2008; Medina-Gomez and
Vidal-Puig, 2005; Medina-Gomez et al., 2005). El sistema nervioso central (CNS) influye en el
balance energético y la masa corporal a través de tres mecanismos: (1) efecto del ambiente,
incluyendo alimentacion y actividad fisica; (2) efectos en la actividad del sistema nervioso
auténomo, que regula el gasto energético y otros aspectos del metabolismo; y (3) efectos en el
sistema neuroendocrino, incluyendo secrecion de hormonas como hormona de crecimiento
(GH), hormonas tiroideas (THSs), insulina, cortisol y hormonas sexuales. La coordinacion de
este sistema complejo ha sido sujeto de intensos estudios y ha aportado muchos avances en el
estudio de la obesidad (Spiegelman and Flier, 2001; Rossner, 2002).

La prevencion deberia ser el primer mecanismo de accion contra la obesidad, pero
también es muy importante el desarrollo de estrategias para el tratamiento. Nuevas sefiales y
factores involucrados en la modulacién del balance energético y del metabolismo estan siendo
continuamente descubiertos, proporcionando nuevas dianas terapéuticas para farmacos
potenciales contra la enfermedad metabdlica. Una estrategia complementaria es el mejor
conocimiento de como las sefiales hormonales actian y como la manipulacién de las rutas en las
que estan implicadas puede conducir a una mejora del la disfuncion metabdlica (Spiegelman
and Flier, 2001; Lopez et al., 2013).

El potencial de las hormonas tiroideas en el tratamiento de la obesidad ha sido conocido
desde hace décadas pero su uso terapéutico ha sido obstaculizado por sus efectos secundarios.
Conocer sus mecanismos de accion e implicacion en el balance energético puede ser de gran

relevancia para el tratamiento de la obesidad o el sindrome metabdlico.
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HOMEOSTASIS ENERGETICA: las sefiales periféricas

Es conocido que el hipotalamo regula el balance energético a través de una serie de

procesos que implican la integracion de hormonas periféricas, sefiales neuronales de saciedad y
del estado nutricional y la propia deteccion de nutrientes. El hipotdlamo no sélo regula la
ingesta de comida y el gasto de energia, sino que también la utilizacion y participacion de
nutrientes, regulacion de la homeostasis de la glucosa y el metabolismo periférico de los lipidos
(Spiegelman and Flier, 2001; Williams, 2012).

Ciertas hormonas sintetizadas a nivel periférico son capaces de enviar informacién al
cerebro e intervenir asi en la homeostasis energética, el apetito y la saciedad; algunas de ellas,
todas conocidas por reducir la ingesta, son: colecistoquinina ( cholecystokinin, CKK), glucagon,
péptido similar al glucagon tipo 1 (Glucagon like peptide-1, GLP-1), resistina, enterotastina,
polipéptido pancreético, etc.(Singh, 2014); dentro de estas, existen dos importantes hormonas
anorexigénicas que envian sefiales al hipotdlamo del estado nutricional y de adiposidad
conocidas con el nombre de leptina, producida por el tejido adiposo blanco, y la insulina
producida por las células-p del pancreas. La Unica hormona periférica orexigénica es conocida
con el nombre de ghrelin y es producida principalmente en el estomago (Williams, 2012).

Hablaremos a continuacion un poco méas extensamente de algunas de los méas relevantes.

Leptina e insulina

e Leptina

Es una proteina conocida por su capacidad para suprimir el apetito y regular el gasto
energético. Es sintetizada principalmente por los adipocitos (95% de la produccion), aunque
también se ha encontrado en el estomago y en la glandula pituitaria (Sobrino et al., 2014). Los
niveles circulantes de leptina estan correlacionados con el indice de masa corporal y el tejido
adiposo. Su concentracion en sangre va a ser proporcional al contenido de grasa asi como en
funcién del gasto energético (Considine et al., 1996; Schwartz et al., 1997; Schwartz et al.,
2000). Los receptores de leptina (leptin receptors, LEPRs) son expresados en distintas regiones
del cerebro incluyendo el ARC en el hipotalamo (Dodd et al., 2015). La leptina es transportada
a través de la barrera hematoencefalica por un sistema de transporte saturable (Banks et al.,
1996; Banks, 2001) y ejerce un efecto anorexigénico a través del arcuato (Mercer et al., 1996a),
de tal forma que inhibe las neuronas NPY/AgRP y activa las neuronas POMC/CART,
produciendo como resultado una reduccion en la ingesta (Baskin et al., 1999; Sahu, 2003).
Ademas la leptina estimula la actividad del sistema nervioso simpatico (SNS) incrementando el
gasto energético mediante la estimulacion del tejido adiposo pardo (Brown Adipose Tissue,
BAT) y la expresion de UCP-1 (Boguszewski et al., 2010) (Sobrino et al., 2014; Dodd et al.,

2015). Deficiencia en leptina causa obesidad severa con marcada hiperfagia (Coll et al., 2007).
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e Lainsulina.

La insulina es una hormona producida por el pancreas, concretamente en los islotes de
Langerhans en las células B-pancreéticas. Es la principal hormona que suministra glucosa a los
tejidos proveniente de la sangre y su secrecion va estar directamente relacionada con los niveles
de glucosa en sangre (Woods et al., 2000) ademas de poder estar también vinculada, al igual que
la leptina, con los niveles de adiposidad, es decir, a las reservas de grasa en el cuerpo (Polonsky
et al., 1988; Schwartz et al., 2000; Woods et al., 2000) . La insulina viaja a través de la
circulacion actuando en el hipotalamo implicandose asi en el control del masa corporal a través
del sistema nervioso central (Schwartz et al., 2000; Sobrino et al., 2014). Las neuronas POMC
y AgRP son dianas cruciales de la sefializacion por insulina (Varela and Horvath, 2012), poseen
una elevada expresion de su receptor y ha sido demostrado que la administracion central de
insulina regula el comportamiento de la ingesta, suprimiéndola, ya que desciende la expresién

de NPY y por el contrario estimula la expresion de POMC (Porte, Jr. et al., 2005).

Sefiales de saciedad: Ghrelin

Responden al contenido de nutrientes y sus niveles estan influenciados por la cantidad de

calorias que se incorporan en la dieta. Una de las mas importantes:

La ghrelin es una hormona orexigénica recientemente descubierta, producida y sintetizada
en el estbmago que acta como un ligando endégeno natural del receptor de secretagogos de la
hormona del crecimiento (GHS, Growth hormone secretagogue receptor o ghrelin receptor)
(Simpson et al., 2009; lantorno et al., 2014). En menor proporcion es secretada también por el
tejido intestinal, el higado, el pancreas endocrino, las génadas, la placenta (donde no se conoce
su funciéon muy bien), la glandula pituitaria y el hipotalamo (Ravussin et al., 2001). La ghrelin
estimula el apetito y sus niveles se incrementan con el ayuno y descienden después de comer, al
contrario que otras hormonas (Tschop et al., 2001; Cummings et al., 2002; lantorno et al.,
2014). También existe esta hormona en el ndcleo ARC del hipotalamo, y se ha encontrado
neuronas inmunorreactivas para ghrelin en los nacleos paraventriuclar, arcuato, ventromedial y
dorsomedial del hipotdlamo, y en la regién periformical y el lecho ependimal del tercer
ventriculo (Kojima et al., 1999; Cowley et al., 2003). La administracion ICV de ghrelin causa
un incremento dosis-dependiente en la ingesta y reduce el gasto energético provocando un
aumento en el peso corporal (Dhillo and Bloom, 2001; Wren et al., 2001). El efecto de la
ghrelin en el CNS podria estar mediado principalmente por la accion sobre el ARC, sobre las

neuronas NPY/AgRP (Kamegai et al., 2001; Shintani et al., 2001; Casanueva and Dieguez,
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2002; Kamegai et al., 2001). La infusion cronica de ghrelin en el CNS no solo incrementa la
lipogénisis o inhibe la oxidacién del tejido adiposo blanco sino que también provoca un
descenso en la expresion de UCP1 y 3 en el BAT, produciendo una reduccion del gasto
energético (Kamegai et al., 2001; Coll et al., 2007; Coll and Yeo, 2013).

Los niveles de ghrelin en individuos obesos se ha visto que estan disminuidos (Dhillo and
Bloom, 2001; Tschop et al., 2001) y por el contrario en individuos que padecen anorexia
nerviosa o algun tipo de reduccién de dieta poseen altos niveles de esta hormona (Cummings et
al., 2002; Sam et al., 2012).

EL HIPOTALAMO

El hipotdlamo es conocido como un elemento fundamental en el control y la coordinacion

de la actividad homeostatica periférica. Esta pequefia region diencefalica localizada debajo del
talamo es considerada el centro neuroendocrino del organismo y controla un amplio nimero de
procesos homeostaticos como son la ingesta, la saciedad, la bebida, el metabolismo, la
temperatura la reproduccion, la lactancia, la funcion cardiovascular, el ciclo suefio-vigilia y la
secrecion hormonal (Everitt and Hokfelt, 1990; Lopez et al., 2010a; Kalsbeek et al., 2010).

Esta region esta organizada anatomicamente en poblaciones de células establecidas en
grupos definidos llamados ndcleos, con mdaltiples conexiones neuronales gracias a
proyecciones axonales formando de esta forma circuitos. Estos ndcleos hipotalamicos modifican
la expresion de neurotransmisores especificos y neuromoduladores dependiendo de la sefial
homeostética proveniente de los nutrientes (aminoéacidos, acidos grasos y glucosa) y de
hormonas (leptina, ghrelin, glucosa, resistina e insulina) que alcanzan el hipotalamo e informan
de la condicidn de las reservas energéticas dentro del cuerpo (Dietrich and Horvath, 2013; Lage
et al., 2008; Murphy and Ebling, 2011; Martinez de Morentin et al., 2014b; Lopez et al., 2007b;
Lopez et al., 2007a). Esta informacion es procesada en poblaciones neuronales especificas
capaces de modular la expresion o sintesis de nueropéptidos orexigénicos (promueven la ingesta
de energia) o neuropéptidos anorexigénicos (inhiben la ingesta). Dentro de estos nucleos
hipotaldmicos los méas relevantes modulando la homeostasis energética son: el ndcleo arcuato
(ARC), el paraventricular (PVH), el dorsomedial (DMH), el ventromedial (VMH) y el lateral
(LHA).
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El ndcleo arcuato

Uno de los nacleos mas importantes en el control de la ingesta, es el nucleo arcuato
(ARC). Esta localizado por debajo del VMH a ambos lados del tercer ventriculo y proximo a la
eminencia media donde la barrera hematoencefalica es semipermeable, haciendo de él un lugar
perfecto para recibir sefiales periféricas inductoras de la saciedad o el apetito como son la
leptina, ghrelin, insulina, glucocorticoides y hormonas tiroideas, reflejando la disponibilidad de
nutrientes (Herwig et al., 2008; Simpson et al., 2009). Lesiones en el ARC de ratones resulta en
obesidad e hiperfagia (Olney, 1969).

El ndcleo arcuato estd formado por dos importantes y diferenciadas poblaciones
neuronales con efectos opuestos en la ingesta de energia: 1) un grupo de neuronas
anorexigénicas, las neuronas POMC, que expresan pro-opiomelanocortina (POMC) vy el
trénscrito regulado por cocaina y anfetamina (cocaine and anphetamine regulated transcript,
CART), todos proyectan ampliamente en el CNS, y I1) otro grupo de neuronas orexigénicas, las
neuronas AgRP que co-expresan el péptido relacionado con agouti (agouti related protein,
AgRP) vy el neuropéptido Y (NPY); estas neuronas proyectan sus axones a otros grupos de
neuronas localizadas en el ndcleo paraventricular (PVH) y en el area lateral hipotalamica
(LHA), el ndcleo dorsomedial (DMH) y el VMH (Morton et al., 2006). La mayoria de las
neuronas del arcuato expresan el receptor de la leptina (Tartaglia et al., 1995; Mercer et al.,
1996b) y de insulina (Marks et al., 1990), ambas hormonas inhiben las neuronas NPY/AgRP
(Schwartz et al., 1992; Wang et al., 1997), que sin embargo son estimuladas por ghrelin
(Kojima et al., 1999; Kamegai et al., 2001). Por el contrario, neuronas POMC/CART son
activadas por leptina e insulina (Elias et al., 1998; Kristensen et al., 1998; Elias et al., 1999) e
inhibidas por ghrelin (Shintani et al., 2001). En general, cuando existe restriccion calorica, o
déficit energético, la concentracién de leptina desciende, y como consecuencia en el hipotalamo
hay un incremento en la expresion de genes orexigénicos (NPY, AgRP) y un descenso en la
expresion de genes anorexigénicos (POMC, CART, THR) (Murphy and Ebling, 2011). La
interaccién entre estas dos poblaciones neuronales constituye el sistema de melanocortinas que

es responsable del control del apetito y del gasto energético.

e Neuronas NPY/AgRP

NPY fue descubierto inicialmente por Tatemoto y colaboradores como un poderoso
estimulador de la ingesta regulando la masa corporal a través de sus efectos en la ingesta y en el
gasto energético (Tatemoto et al., 1982; Clark et al., 1984). Se expresa en todo el sistema
nervioso central pero la mayoria de neuronas que expresan NPY se encuentran en el ARC y la

mayoria coexpresan AgRP (Gehlert et al., 1987). NPY actla a través de 5 tipos de receptores
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('Y1-Y5) aunqgue sus acciones orexigénicas son ejercidas principalmente a través del Y1y el Y5
(Nguyen et al., 2012). Su expresion se ve incrementada en condiciones de ayuno y reducida en
condiciones de saciedad. Se ha observado que en ratas adultas, la inyecciéon ICV de NPY
estimula la ingesta (Clark et al., 1984), provoca una reduccion de la termogénesis en el BAT
(Egawa et al., 1991) (Shi et al., 2013) y una inhibicién del eje tiroideo (Fekete et al., 2001;
Fekete et al., 2002). Sin embargo, a pesar de su claro efecto orexigénico, la ablacion del gen npy
en estados embrionarios no produce efectos sobre la ingesta ni el gasto energético (Erickson et
al., 1996; Luquet et al., 2005; Shi et al., 2013) y la inactivacion genética de NPY durante el
estado adulto da lugar a un fenotipo delgado e hipofagico leve (Marsh et al., 1999; Thorsell and
Heilig, 2002; Ste et al., 2005). Esto lleva a pensar que debe existir otro mecanismo

compensatorio generado por otros neuropéptidos.

AgRP es otro neuropéptido orexigénico. Fue descubierto como un agonista inverso de
los receptores de melanocortinas. La co-localizacion de estos dos péptidos fue descubierta poco
después y se vio que tanto NPY como AgRP estaban presentes en los mismos procesos
derivados de las neuronas asociadas al hambre. Estas neuronas ademas liberan &cido vy-
aminobutirico (GABA: neurotransmisor del CNS cuyo papel principal es la reduccion de la
excitabilidad) estableciendo una accion inhibitoria de las neuronas de NPY/AgRP. La
administracion central de AgRP o bien su sobreexpresion genética se ha observado que induce
un aumento de la ingesta y una disminucion del gasto energético, generando asi un fenotipo
obeso (Graham et al., 1997; Ollmann et al., 1997).

Estas neuronas tienen extensas proyecciones dentro del hipotalamo incluyendo el PVH,
DMH y el LHA que parecen ser la principal diana de los efectos orexigenicos de NPY (Simpson
et al., 2009).

e Neuronas CART/POMC

Las neuronas de POMC se caracterizan por sus acciones anorexigénicas y estan
entremezcladas con las neuronas NPY/AgRP. Estas neuronas son una mezcla de neuronas con
naturaleza excitatoria e inhibitoria y liberadoras de nuerotransmisores como glutamato y GABA
(Hentges et al., 2009). Estas neuronas co-expresan POMC y CART. POMC actlia como péptido
precursor de tal forma que tras su escision, por enzimas convertasas, produce la hormona
estimulante de melonocitos (a-melanocyte stimulating hormone, a-MSH) que ejerce sus efectos
a través de la union a receptores de melanocortinas (melanocortin receptors, MC-Rs) acoplados
a proteinas G. Existen cinco tipos de MC-Rs aunque solo el MC3-R y el MC4-R se expresan en

el cerebro, siendo este Gltimo el méas expresado en el hipotalamo, sobretodo en el PVH (Elias et
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al., 1999). POMC también actlla como precursor de la adrenocorticotropina (ACTH) y de la B-

endorfina.

Las melanocortinas, incluida a-MSH, liberadas desde las neuronas POMC del ARC se
unen a receptores MC4-R para inhibir la ingesta. La deleccion de MC4-R en raton resulta en
hiperfagia, reduccion del gasto energético y obesidad, resaltando la importancia de este receptor
en la regulacion del apetito (Huszar et al., 1997; Simpson et al., 2009). Estudios recientes han
demostrado la importancia del sistema de melanocortinas en la regulacion de la homeostasis
energética en humanos; asi mutaciones en MC4R provocan el 6% de la obesidad severa
temprana en humanos y mas de 90 mutaciones han sido asociadas con la obesidad (Vaisse et al.,
1998; Farooqi et al., 2003; Simpson et al., 2009). La estimulacion de las neuronas POMC en el
ARC tiene como resultado una reduccion de la ingesta (Aponte et al., 2011) mientras que su
ablacién genera fenotipos hiperfagicos y obesos (Yaswen et al., 1999; Challis et al., 2004; Zhan
etal., 2013).

La mayoria de neuronas POMC en el ARC también co-expresan mRNA de CART.
Estudios en animales han mostrado que la administracion ICV de CART inhibe la ingesta de
comida mientras que la inyeccion ICV de antisuero de CART incrementa la ingesta (Kristensen
et al., 1998; Thim et al., 1998; Lambert et al., 1998), sugiriendo asi un importante papel en la
regulacion de la ingesta y de la homeostasis energética. Los niveles de este neuropéptido en el
ARC son regulados por la leptina circulante (Kristensen et al., 1998; Schwartz et al., 2000)
siendo incrementado tras la administracion de leptina periférica (Elias et al., 1998; Kristensen et
al., 1998; Wang et al., 2000) indicando su papel en la regulacion del balance energético.
Ademas, recientes estudios involucran activamente a este neuropéptido en el ciclo de suefio
(Lee et al., 2014a) (llustracién 1).
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lHustracion 1. Representacion de los dos grupos neuronales en el ARC (AgRP/NPY y

Pomc/Cart) regulados por los niveles de hormonas circulantes. Insulina y leptina inhiben las

neuronas AgRP/NPY, mientras que estimulan las neuronas POMC/CART. Ghrelin activa las

neuronas AgRP/NPY estimulando la ingesta.(Barsh and Schwartz, 2002).

El nucleo ventromedial del hipotalamo

El nacleo ventromedial del hipotdlamo (VMH) es un nucleo altamente conservado en

todas las especies, formado por un grupo de células bilaterales que se sitan cerca de la base del

diencéfalo, adyacentes al tercer ventriculo lateralmente al ARC. En la década de los 40,

surgieron las primeras evidencias de que el VMH podria estar involucrado en la regulacion de la

ingesta y del metabolismo energético mediante estudios realizados con animales que

presentaban lesiones en esta region ya que desarrollaban rapidamente un fenotipo obeso

(Hetherington and Ranson, 1940, 1942). Ademéas se ha implicado en un gran ndmero de

funciones homeostaticas y comportamentales tales como la regulacién del comportamiento

sexual femenino, alimentacién, balance energético y funcién cardiovascular (McClellan et al.,

2006; Shimogawa et al., 2014).
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Estudios con microarrays muestran que existen genes marcadores especificos del VMH
como el factor esteroidogénico 1 (steroidogenic factor-1, SF-1) (Segal et al., 2005), un factor
de transcripcién implicado en el desarrollo de las funciones fisiol6gicas del VMH. Su expresion
esta restringida a neuronas de este area (sobre todo la zona central y ventromedial) y esta
implicado en su correcto desarrollo (Budefeld et al., 2012) ademas de ser un componente
esencial en el balance energético (King, 2006) (Jo, 2012). Las neuronas que expresan SF-1 estan
implicadas en la homeostasis energética (Zhang et al., 2008) y contribuyen en la deteccion de
importantes reguladores energéticos como por ejemplo la leptina (Dhillon et al., 2006). Ratones
knockout en SF-1, carentes de un VMH normal, llegan a ser obesos y pueden alcanzar el doble
de su masa normal (Majdic et al., 2002); esto se atribuye principalmente a un descenso en la

actividad (King, 2006) y en su capacidad termogénica (Kim et al., 2011).

Existe también otro factor llamado factor neurotréfico derivado del cerebro (Brain-
derived neurotrophic factor, BDNF) que es altamente expresado en el VMH e implicado en la
regulacion de la ingesta y la masa corporal en roedores y humanos (Lyons et al., 1999; Rios et
al., 2001; Xu et al., 2003; Jo, 2012). Su expresion en el VMH esta regulada por nutrientes y
sefiales asociadas a ellos, como son la glucosa, la leptina (que aumenta sus niveles de expresion)
(Komori et al., 2006) y el ayuno (produce su reduccion en el VMH) (Rios et al., 2001). Algunas
neuronas SF-1 expresan este factor de tal forma que SF-1 modula su expresion (Jo, 2012). Se
piensa que las neuronas POMC del ARC tienen un papel en la activacion de las neuronas del
BDNF para que ocurra ese descenso en la ingesta y de la masa corporal (Simpson et al., 2009;
Pelleymounter et al., 1995; King, 2006).

El VMH tiene numerosas conexiones neuronales con otras areas del cerebro implicadas
en el comportamiento alimenticio. Estudios previos han demostrado que las conexiones
neuronales entre el VMH y diferentes regiones del cerebro como son el area preoptica medial
(POA), la estria terminal (la mayor via eferente de la amigdala terminal), la amigdala (AMG)
(implicada en aspectos emocionales del comportamiento alimenticio), el nicleo anterior (AH),
la sustancia gris central del mesencéfalo (Midbrain Central Gray, MCG) y la eminencia media
son importantes para las funciones neuroendocrinas en roedores (Renaud and Martin, 1975;
Millhouse, 1978; Shimogawa et al., 2014; Noble et al., 2014). A su vez, el VMH recibe
numerosas proyecciones neuronales de NPY, AgRP y POMC desde el ARC (Palkovits, 2003;
Simpson et al., 2009) y en él se expresan los receptores de NPY Y1y Y5 asi como MC4-R
(Lopez-Valpuesta et al., 1996; Harrold et al., 1999; Li and Davidowa, 2004). Posee una amplia
poblacion de neuronas sensibles a la glucosa que responden a la hipoglucemia ademas de
numerosos receptores que responden a dopamina, serotonina, GABA, histamina y estrogenos
(Shimogawa et al., 2014). Un gran nimero de receptores de la leptina también se expresan en

este nucleo (Elmquist et al., 1998).
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En los dltimos afios, el nacelo ventromedial (VMH) comenz6 a ser considerado como el
principal nacleo encargado del control del gasto energético mediante la modulacion de la
termogénesis en el BAT (Morton et al., 2006; Xue and Kahn, 2006). Primero, se demostré que
la estimulacion eléctrica de este ndcleo incrementaba la temperatura escapular del BAT y que
este efecto se inhibia al bloquear los receptores beta-adrenérgicos (Perkins et al., 1981). Luego
se postuld que este nucleo formaba parte de un eje entre VMH-Sistema Nervioso simpético
(SNS)-BAT a través del cual se modula la termogénesis en el BAT (Lopez et al., 2010b; Whittle
et al., 2012; Martinez de Morentin et al., 2012a; Martinez de Morentin et al., 2014a). Lo

desarrollaremos mas adelante.

El ndcleo paraventricular

El nucleo paraventricular (PVH) esta localizado en el hipotalamo anterior encima del
tercer ventriculo y ocupa una posicion central en la regulacién de la ingesta y el gasto
energético. Recibe un gran nimero de sefiales entrantes desde otras regiones hipotalamicas,
también del tronco cerebral, asi como sefiales peptidicas y parametros fisiolégicos conocidos
por su accion en la modulacion de la ingesta. Por ejemplo las neuronas sensibles a leptina
presentes en el ARC proyectan sus axones a este nucleo (Cowley et al., 1999a; Sutton et al.,
2014). La ruta de las melanocortinas esta muy estrechamente ligada a la funcién de este nucleo
y en el existe una densa expresion de receptores de melanocortinas (Kishi et al., 2003; Sutton et
al., 2014). Las fibras de NPY/AgRP y a-MSH convergen en este ndcleo también (Cowley et al.,
1999b; Li et al., 2000). Lesiones en el PVH son seguidas de un incremento en la ingesta y
obesidad (Aravich and Sclafani, 1983; Tokunaga et al., 1986). Ademas de su vinculacién con la
regulacion de la ingesta también existen datos que apoyan su participacion en el control del
gasto energetico, de tal forma que la infusion en el PVH de un agonista de uno de los receptores
de melanocortinas produce un incremento en el gasto energético (Cowley et al., 1999a; Sutton
etal., 2014).

Una gran variedad de neuropéptidos son sintetizados en este nacleo, algunos de ellos muy
vinculados a la regulacion de la ingesta. En el PVH se encuentran las neuronas liberadoras de la
hormona liberadora de corticotropinas (Corticotropin-releasing hormone, CRH), implicadas en
la regulacion de la ingesta y del balance energético, reguladas conjuntamente por NPY vy las
melanocortinas, de tal forma que CRH desciende la ingesta e incrementa la actividad del
sistema nervioso central a través de fibras que viajan desde el PVH a la médula espinal (Cowley
et al., 1999a; Palkovits, 2003). La leptina estimula la expresion de RNA mensajero de CRH
(Kalra et al., 1999; Sahu et al., 1995; Palkovits, 2003). Se ha observado en ratas obesas que la
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administracion central de CRH tiene un efecto inhibitorio sobre la ingesta (Rohner-Jeanrenaud
etal., 1989).

Por otra parte, la hormona liberadora de tirotropina (Thyrotropin-releasing hormone,
TRH) es sintetizada en las neuronas parvicelulares del PVH y algunas de estas células
coexpresan también el péptido CART. Estas neuronas reciben inervaciones de otras neuronas
como AgRP y POMC del ARC (Fekete et al., 2001; Ghamari-Langroudi et al., 2010). La TRH
suprime la ingesta y juega un papel crucial en la regulacion del balance energético (Kow and
Pfaff, 1991). La TRH estimula la liberacion de tirotropina u hormona estimulante de la tiroides

(TSH) por parte de la hipd6fisis. Veremos esto méas adelante.

Por dltimo, en neuronas locales del PVH es sintetizada la galanina, un marcador
neuroguimico de la ingesta de grasa que contribuye al apetito natural por las grasas y es
inhibido por la insulina (Akabayashi et al., 1994; Sahu et al., 1995; Wang and Leibowitz, 1997,
Palkovits, 2003).

El ndcleo dorsomedial

El nucleo dorsomedial (DMH) esta formado por tres subdivisiones y esta implicado en un
amplio numero de procesos fisiologicos tales como apetito, termorregulacién o estrés
(Schneeberger et al., 2014). Aunque este ndcleo contienen receptores de leptina e insulina
(Marks et al., 1990; Mercer et al., 1996b) asi como terminaciones axonales de neuronas
NPY/AgRP del ARC (Schwartz et al., 2000), solo unos pocos péptidos orexigénicos y
anorexigénicos son expresados en este nicleo (Palkovits, 2003). Las neuronas que expresan el
péptido similar a la galanina (Galanin galanin-like peptide, GALP) estan presentes en la regién

maés caudal de este nucleo (Jureus et al., 2000; Palkovits, 2003).

Lesiones en el DMH inhiben la ingesta (Bernardis and Bellinger, 1987). Este papel en el
comportamiento de la ingesta puede estar relacionado con el hecho de que las neuronas de este
nicleo emiten sus proyecciones al VMH y PVH (Thompson et al., 1996) y son activadas por
leptina (EImquist et al., 1998). Como ocurre en otras regiones hipotalamicas, la microinyeccién
de varias de las sefiales orexigénicas en el DMH provocan un incremento en la ingesta (Kalra et
al., 1999). El aumento de los niveles de NPY en este nucleo por manipulacién farmacolégica o
genética estimula la ingesta y el aumento de la masa corporal (Yang et al., 2009b; Bi et al.,
2012).
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El 4rea hipotalamica lateral

El &rea lateral hipotalamica (LHA) ha sido considerada esencial en la regulacion de la
ingesta y de la masa corporal. Lesiones en esta area resultan en una ingesta deficiente e incluso
a veces en afagia (ausencia de ingesta) (ANAND and BROBECK, 1951; Palkovits, 2003).
Recibe e integra muchas sefiales incluyendo estimulos metabolicos para modular la ingesta, la
actividad y la atencion o alerta segin las condiciones ambientales y nutricionales (MORRISON
et al., 1958; Goforth et al., 2014). Para contribuir a este proceso, el LHA recibe numerosas
proyecciones desde el ARC y dos tipos de neuropéptidos orexigénicos han sido localizados en
su superficie: MCH y OXs. Terminales inmunorreactivas de NPY, AgRP y a-MSH estan
presentes en este nicleo y mantienen contacto con células que expresan MCH y OXs (Broberger
et al., 1998; Goforth et al., 2014). Se ha demostrado que lesiones en esta region conducen a
marcadas alteraciones metabdlicas y endocrinas, tales como problemas de crecimiento,
problemas en el eje tiroideo y en la homeostasis de la glucosa (Bernardis et al., 1992; Lopez et
al., 2010a).

En humanos se han identificado dos receptores de MCH, Mchrl y Mchr2, mientras en
roedores solo ha sido identificado el primero de ellos, Mchrl. Ratones knockout para Mchrl
presentan un incremento en el gasto energético, actividad locomotora y son resistentes a la
obesidad inducida por dieta (Chen et al., 2002; Simpson et al., 2009), mientras que la inyeccion
en ratas en este nlcleo de MCH provoca un incremento en la ingesta de alimento (Qu et al.,
1996; Chen et al., 2002; Imbernon et al., 2013) y su sobreexpresion en ratones conduce a

obesidad y resistencia a insulina (Chen et al., 2002).

Otro neuropéptido expresado en el LHA es la orexina, también Ilamada hipocretina.
Existen dos tipos que derivan del mismo precursor: orexina A y orexina B, y actlan a través de
dos receptores OX1R y OX2R. Su administracion ICV incrementa la ingesta (Sakurai et al.,
1998; Lopez et al., 2010a; Alvarez-Crespo et al., 2013) y la leptina representa un modulador
crucial de este neuropéptido, inhibiendo la activacién de sus neuronas (Lopez et al., 2000;
Yamanaka et al., 2010; Goforth et al., 2014). Sin embargo, se vio también el importante papel
de este neuropéptido en los ciclos de suefio de tal forma que su ausencia en modelos animales o
bien en humanos provoca narcolepsia; por lo tanto se ha postulado que sus efectos en la ingesta,
nada claros aun, estan ligados a la excitacion y suefio reducido asociados (Hagan et al., 1999;
Hara et al., 2001; Simpson et al., 2009).
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llustracién 2. Regulacion hipotalamica del balance energético.(Lopez et al., 2013)

METABOLISMO LIPIDICO

El tejido adiposo blanco ( ‘white adipose tissue’, WAT) almacena triacilglicéridos durante

periodos de exceso de energia y los hidroliza (lipdlisis) para la obtencion de &cidos grasos que
seran usados por otros tejidos durante periodos de déficit energético. Este tejido representa el
6rgano maés eficiente para almacenar el exceso de &cidos grasos circulantes durante el periodo
postprandial (Zimmermann et al., 2009). Mientras la sintesis de triacilglicéridos ocurre también
en otros érganos como por ejemplo el higado (produccion de VLDL: lipoproteina de muy baja
densidad), la lipdlisis para la provisién de acidos grasos para otros 6rganos parece ser exclusivo
de los adipocitos (Ahmadian et al., 2009). En periodos de demanda, los &cidos grasos son
liberados desde la célula (donde se encuentran almacenados en forma de gotas de grasa) por la
accion de lipasas. Inicialmente, la limitada cantidad de lipidos presentes en los tejidos va a ser
hidrolizada. Pero durante periodos de ayuno prolongado, estos almacenes son insuficientes para
los requerimientos de &cidos grasos para la produccién de energia y las reservas de grasa son
movilizadas mediante la induccion de la lip6lisis en los adipocitos.

Fisiologicamente, los triglicéridos representan el mayor almacenamiento de energia del
cuerpo. El higado es uno de los érganos centrales en el metabolismo de los acidos grasos y de
los triglicéridos ya que recibe acidos grasos de dos fuentes: la primera fuente proviene de la

hidrolisis de los triglicéridos derivados del intestino que viajan en los quilomicrones durante el
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periodo postprandial, y la otra fuente proviene de los &cidos grasos no esterificados (non-
esterified fatty acids, NEFA) derivados de la lipolisis del tejido adiposo durante las condiciones
de ayuno. Junto a estas dos fuentes exdgenas de lipidos el higado es también capaz de sintetizar
acidos grasos (lipogénesis de novo) a partir del exceso de glucosa. Estos acidos grasos
provenientes de diferentes fuentes pueden ser utilizados para la oxidacion en el higado, o bien
ser ensamblados en triglicéridos para el almacenamiento o la secrecion desde el higado al
plasma en su mayoria en particulas conocidas como lipoproteinas, principalmente en forma de
lipoproteinas de muy baja densidad (‘very low-density lipoproteins, VLDL) (VLDL-TG)
(Gibbons et al., 2000; Bruinstroop et al., 2014). La regulacion de las VLDL-TG y su secrecién
es muy compleja; la disponibilidad de &cidos grasos, las hormonas (como la insulina) y la
formacidn o degradacion de ApoB (la mayor proteina estructural de VLDL) han sido implicadas
en la regulacion de la secrecion de estas particulas (Gibbons, 1990; Mason, 1998). Las VLDL-
TG secretadas por el higado pueden ser almacenadas en el tejido adiposo o ser usadas como
fuente de energia predominantemente por los musculos (Bruinstroop et al., 2014). Tanto
factores hormonales como el sistema nervioso autonomo pueden regular el metabolismo lipidico
hepético (Bruinstroop et al., 2014). Dentro del higado es muy importante la lipina 1 (LIPIN1) ya
que controla la produccién de TAG y la secrecion de VLDL, asi como los procesos de
regeneracion. Esta enzima existe en muchos otros tejidos: participa en el desarrollo y
mantenimiento del tejido adiposo, en el musculo controla el gasto energético y los procesos de
autofagia, y en el sistema nervioso periférico controla los procesos de mielinizacion (Csaki and
Reue, 2010). Su importancia es clave en el organismo ya que ratones deficientes en ella poseen
dificultades en el metabolismo de los lipidos en el higado y en el tejido adiposo asi como
resistencia a insulina (Mlinar et al., 2008; Peterfy et al., 2001). Deficiencias en esta proteina dan
lugar a la patologia conocida como lipodistrofia (Miranda et al., 2007). Los niveles de esta
proteina pueden ser regulados por glucocorticoides, esteroles, ayuno, etc.

El paso limitante de la lip6lisis esta controlado por la lipasa sensible a hormonas (HSL).
Esta enzima cataliza la hidrolisis de triglicéridos hasta monoglicéridos, finalmente, éstos son
degradados por la monoacilglicerol lipasa (monoacylglycerol lipase, MAGL). La HSL estd
sujeta a una intensa regulacion; esta enzima se activa por fosforilacion controlada por la
proteina kinasa A (PKA), la cual est4 asimismo activada por la via del AMP ciclico (AMPc). La
lipolisis se vera estimulada por todas aguellas hormonas que al unirse a su receptor provoquen
la activacion de proteinas G estimulantes y, por tanto la estimulacion de la adenilatociclasa y la
formacién de AMPc (catecolaminas unidos a receptores B3 adrenérgicos o glucagon). Por el
contrario, la lipélisis va a ser inhibida por aquellas hormonas cuyo receptor se encuentra
asociado a la adenilato ciclasa a través de proteinas G inhibitorias (catecolaminas unidas a

receptores B2 adrenérgicos o insulina).
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Los &cidos grasos incorporados a las células deben entrar en la mitocondria para su -
oxidacion. Este proceso va a estar controlado a nivel de la carnitin palmitoil transferasa |
(‘carnitine palmitoyltransferase I’, CPT1) un enzima mitocondrial que media el transporte de
acidos grasos de cadena larga a través de la membrana uniéndolos a las carnitina y regulada por
los niveles plasmaticos de malonil-CoA (sustrato de la sintesis de &cidos grasos y regulador de
su oxidacion) (Lage et al., 2008; Wakil and Abu-Elheiga, 2009). La estearoil CoA desaturasa
(‘Stearoyl-Coenzyme A desaturase-/’; SCD1) representa uno de los pasos claves en el
mantenimiento de los lipidos intracelulares pues esta implicada en la regulacién de la sintesis,
oxidacion y almacenamiento de acidos grasos. Es una desaturasa que convierte los acidos grasos
saturados en &cidos grasos moninsaturados. Estos acidos grasos monoinsaturados son los
sustratos para formar triglicéridos, ésteres de colesterol y diacilglicéridos (Flowers and Ntambi,
2009). Los acidos grasos extracelulares también pueden entrar en la célula para ser esterificados
en el reticulo endoplasmaético a través de una via en la que participa la enzima dicailglicerol
aciltransferasa (diacylglycerol acyltransferase, DGAT) generando también TG a partir de acetil
CoA vy diacilglicerol (DG) que pueden ser posteriormente secretados. Existen dos isoformas,
DGAT1y DGATZ2, ambas se encuentran principalmente en el ER y se expresan ampliamente en
numerosos tejidos pero sobre todo en aquellos con gran produccion de TG como el WAT v el
higado (Yen et al., 2008). DGAT2 parece poseer més afinidad por los sustratos y su ausencia en
ratones knock out no es compatible con la vida (Stone et al., 2004).

Los lipidos de la dieta (principalmente triglicéridos, fosfolipidos y esteres de colesterol),
una vez que llegan al intestino delgado son emulsionados por las sales biliares y las enzimas
pancredticas los transforman en productos primarios (monoacilglicéridos, acidos grasos libres,
colesterol, fragmentos de fosfolipios, etc.). Estos productos primarios son usados por los
enterocitos para formar quilomicrones que salen via linfatica hacia la sangre. Estos
quilomicrones y las VLDL son la principal fuente de triglicéridos para los adipocitos; estos son
hidrolizados hasta acidos grasos libres y monoglicerol por la lipoproteina lipasa (LPL) (Wang
and Eckel, 2009). Esta enzima se expresa en numerosos tejidos como el musculo esquelético,
tejido adiposo blanco y marrén (BAT) y en menor medida en tejidos como el higado y el
pulmdn; su actividad es util para determinar los niveles de triacilglicéridos en el adipocito
(Fried et al., 1993) y en su regulacion interviene el estado nutricional y hormonal. (Wang and
Eckel, 2009). Los &cidos grasos libres hidrolizados son captados por los adipocitos a través de
procesos de transporte activo mediado por proteinas transportadoras especificas de acidos
grasos, como la proteina de union a acidos grasos 3 (‘fatty acid-binding proteins’, FABP3).
Estas proteinas estan relacionadas con el transporte intracelular de &cidos grasos, con la
captacion celular de acidos grasos (liberados por la albimina), su almacenamiento intracelular,
y con la entrega de los acidos grasos a los sitios de su utilizacion. A mayores modulan la

concentracién intracelular de éacidos grasos y por lo tanto intervienen en la regulacion del

20



Introduccion

metabolismo lipidico (Chmurzynska, 2006). Una vez en el interior de la célula, los &cidos
grasos libres son re-esterificados para formar triglicéridos.

Algunos factores de transcripcion que intervienen en el metabolismo lipidico son PGCla
y PGCIB (receptor activado por proliferadores peroxisomales alfa y beta). Estos son
coactivadores transcripcionales que mejoran la actividad de muchos receptores nucleares y
coordinan los programas de transcripcion importantes para el metabolismo energético (incluidas
la biogénesis y oxidacion mitocondriales) y la homeostasis energética. PGCla se expresa
selectivamente en tejidos con sistemas mitocondriales muy desarrollados como el corazon,
musculo esquelético, grasa parda e higado, donde regula respectivamente algunos tipos de fibras
oxidativas, la contraccion, termogénesis, gluconeogénesis y p-oxidacion (Alaynick, 2008). Este
factor de transcripcion coactiva por un lado a PPARy (‘peroxisome-proliferator activated
receptors’), receptor nuclear altamente expresado en grasa considerado como el ‘director
regulador’ de la adipogénesis y sin €l las células precursoras son incapaces de expresar
cualquier aspecto fenotipico de los adipocitos (Farmer, 2006). Por otro lado, también activa al
factor respiratorio nuclear 1 (‘nuclear respiratory factor 1°, NRF1) que parece estar implicado
en la expresion de distintas subunidades nucleares respiratorias, asi como en la expresién de
elementos que componen la maquinaria de replicacion y transcripcién; juega un papel

importante en la biogénesis mitocondrial y el estrés oxidativo (Chen et al., 2003).

Como mencionamos antes, los acidos grasos pueden derivar de la dieta o de la sintesis de
novo. La lipogénesis de novo, es el proceso por el cual el exceso de glucosa es incorporado por
el higado o el tejido adiposo y mediante una serie de reacciones se convierte en acidos grasos
que posteriormente seran esterificados a glicerol para formar los triacilglicéridos. La ruta de
biosintesis de novo de los acidos grasos comprende tres enzimas principales; la acetil-CoA
carboxilasa (acetyl-CoA carboxylase, ACC) que cataliza la sintesis de malonil-CoA (donador de
carbonos en la sintesis de novo); la &cido graso sintasa (fatty acid synthase, FAS) es un
complejo enzimético que convierte posteriormente ese malonil-CoA en acidos grasos de cadena
larga, como el palmitato; y la malonil-CoA decarboxilasa (MCD) incrementa la
descarboxilacion del malonil-CoA, reduciendo los niveles de malonil-CoA celular y generando
acetil-CoA (Lopez et al., 2007a) (Menendez et al., 2009). ACC cataliza la carboxilacion de
acetil-CoA hacia malonil —CoA en un proceso dependiente de ATP; esta sintesis de malonil-
CoA es regulado reversiblemente por la MCD que convierte otra vez el malonil hacia acetil-
CoA. Ambos, son usados como substratos para la produccion de palmitato, el principal producto
de FAS. El resultado final es una molécula de acido graso saturada producida por FAS que
puede ser metabolizado dependiendo de los requerimientos: por un lado puede ser desaturado

para la formacion de &cidos grasos insaturados, derivado a moléculas de triglicéridos para el
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almacenamiento o canalizados hacia una serie de fosfolipidos con funciones celulares (Dowell
etal., 2005).

EI malonil-CoA no es solo un producto intermedio en la biosintesis de los acidos grasos,
sino que también es un importante regulador de la balanza entre la lipogénesis de novo y la
oxidacion de los acidos grasos. Los niveles de malonil-CoA dependen del equilibrio entre la
actividad de las enzimas ACC, FAS y MCD. La actividad de ACC y MCD estan reguladas por
la fosforilacion a través de la AMP proteina kinasa (AMPK). Cuando esta es activada
(fosforialada), fosforila e inhibe ACC, mientras que activa MCD. A mayores, AMPK una vez
activado también disminuye los niveles de expresion de FAS a través de un mecanismo
dependiente de una proteina llamada, proteina de unién al elemento regulador de esteroles
(sterol regulatory element binding protein-1, SREBP-1). Por lo tanto el efecto global de la
activacion de AMPK es la reduccion de malonil-CoA vy el flujo de sustratos en la via de la
biosintesis de acidos grasos. La disminucion de los niveles de malonil-CoA estimula a CPT1,
enzima que se encarga de la importacién de los acidos grasos de cadena larga hacia las
mitocondrias para su oxidacion (Lopez et al., 2007a; Lage et al., 2008).

Alterando el flujo a través de la ruta, los niveles de malonil-CoA pueden ser regulados
para activar o inhibir la B-oxidacion en las mitocondrias (Ruderman et al., 2003; Lopez et al.,
2007a). El significado metabdlico de los niveles de malonil-CoA se enfatiza gracias a que hay
dos isoformas de ACC (ACC1 y ACC2), ambas catalizan la formacién de malonil Co-A; ACC1
se expresa principalmente en los tejidos lipogénicos como el higado y el tejido adiposo, donde
se lleva a cabo el primer paso para la biosintesis de acidos grasos. Ciertos tejidos, como el
musculo esquelético y el corazon, no llevan a cabo una cantidad significativa de sintesis de
acidos grasos debido a los bajos niveles de FAS que poseen. En estos tejidos, ACC2 sintetiza
malonil-CoA para modulacion de la actividad CPT1 en lugar de hacerlo con los fines
biosintéticos (Saha et al., 1995; Ruderman et al., 2003).

Metabolismo de los acidos grasos en el hipotdlamo

Los enzimas implicados en la sintesis de &cidos grasos, mencionados anteriormente, se
expresan en el cerebro. Neuronas y células gliales necesitan la sintesis de lipidos para mantener
su homeostasis metabdlica. Es importante destacar que ACC, AMPK, CPT1, FAS y MCD son
altamente expresadas en los ndcleos hipotaldmicos implicados en la homeostasis energética:
ARC, DMH, PVH y VMH (Lopez et al., 2007a; Lage et al., 2008; Dieguez et al., 2009).
Curiosamente, los tratamientos con inhibidores de FAS, como son cerulenin o C75, producen
una pérdida de masa asociada a una hipofagia marcada (Loftus et al., 2000). Es de destacar que
el efecto anorexigénico de estos farmacos, especialmente de C75, estd mediado por la
acumulacion de malonil-CoA en el hipotalamo, que es percibido como una sefial de abundancia

de nutrientes (Hu et al., 2003). El efecto anorexigénico de los inhibidores de FAS se asocia con
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una disminucién en la expresion de neuropéptidos orexigénicos (AgRP y NPY) y un incremento
en la expresién de neuropéptidos orexigénicos (CART, POMC) en el ARC, aungue los
mecanismo moleculares no estan esclarecidos completamente (Loftus et al., 2000) (Gao and
Lane, 2003; Lopez et al., 2006). Por otro lado, la inhibicion farmacoldgica o la ablacién
genética de la actividad de CPT1 hipotalamico provoca una reduccién en la ingesta de alimento
(Wolfgang et al., 2006; Obici et al., 2003). Mientras la activacion hipotaldmica de CPT1 en el
contexto de una disminucién de los niveles de malonil-CoA después del tratamiento con

ghrelin, provoca un incremento en la ingesta (Lopez et al., 2008).
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lHustracion 3. Metabolismo lipidico hipotalamico: integra sefiales periféricas con los

sistemas de neuropéptidos. (Dieguez et al., 2009)

LIPOTOXICIDAD Y ER ESTRES

Aunque es obvio que le desarrollo de la obesidad es causado por un balance energético

positivo, no esta muy claro porque la expansion del WAT hacia otros tejidos caracteristica de
los individuos obesos esta fuertemente asociado con resistencia a insulina y diabetes (Haffner,
2006; Virtue and Vidal-Puig, 2008). Una de las hip6tesis que se sugiere es que la obesidad lleva
consigo un fracaso en la capacidad de expansion del tejido adiposo. Aunque el WAT posee un
amplio grado de expansion, su capacidad de almacenamiento puede saturarse produciéndose un

exceso de grasa redireccionado hacia otros tejidos que no son adecuados para el
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almacenamiento de lipidos. Bajo estas condiciones en estas células, el exceso de lipidos que
llega desde el WAT o desde la lipogénesis de novo entra en vias no oxidativas. Esto lleva a la
produccién de especies lipidicas reactivas como son los diacilgliceroles o las ceramidas, que
inducen una respuesta toxica especifica en estos 6rganos y pueden promover la apoptosis. Esta
acumulacion de especies reactivas se produce sobre todo en células B, higado, rifién, corazéon y
musculo esquelético y se conoce con el nombre de lipotoxicidad (Lee et al., 1994; Zhou et al.,
2000; Unger, 2002; Lelliott and Vidal-Puig, 2004; Medina-Gomez et al., 2007; Eizirik et al.,
2008). La lipotoxicidad ha sido vinculada al musculo esquelético y a la esteatosis hepéatica
asociada a resistencia a insulina (Farrell and Larter, 2006; Marra et al., 2008; Medina-Gomez et
al., 2007; Unger, 2002). La lipotoxicidad también puede ocurrir en el CNS como se observo en
ciertos desordenes neurodegenerativos como Parkinson o esclerosis amiotrofica lateral (Hayashi
et al., 2005; llieva et al., 2007; Matus et al., 2008). En base a esto se plantean varias dudas
acerca de si la lipotoxicidad ocurre en areas del cerebro involucradas en el control del balance
energético (como el hipotdlamo) y si esto tiene relevancia fisiopatoldgica. Como hemos visto
antes, los lipidos juegan un papel clave en la regulacion del balance energético en el area
hipotalamica por lo que puede haber un papel fisiopatolégico de la lipotoxicidad (llustracion
4).

Energy
Expenditure

-

WAT

Liver Muscle

Lipotoxicity

Hypothalamus

Lipotoxicity?

lustracién 4. La lipotoxicidad se produce en diversos tejidos periféricos pero también
en el sistema nervioso central, aunque aqui sus efectos fisiopatologicos no estan del todo

claros. (Martinez de Morentin et al., 2010).
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Los mecanismos por los cuales los lipidos pueden llegar a ser toxicos es a través de la
inflamacion o bien a partir de la induccion de estrés en el reticulo endoplasmatico (Unger, 2002;
Virtue and Vidal-Puig, 2008). El reticulo endoplasmatico (endoplasmic reticulum, ER) es un
organulo presente en todas las células eucariotas que forman una red interconectada de sacos de
membrana y es la principal ubicacion para el plegamiento, modificaciones post-transcipcioneles
y transporte, de proteinas secretoras, luminales y de membrana; ademas esta implicado en el
almacenamiento de calcio y biosintesis lipidica (Cunard, 2015; Ramirez and Claret, 2015). En
circunstancias normales, las proteinas mal plegadas se envian al citosol por parte del ER para
llevar a cabo una degradacién proteosomal. Sin embargo, a veces diversas perturbaciones
celulares prolongadas pueden alterar esta homeostasis del ER, provocando una condicion de
estres (ER stress), lo que lleva a la acumulacion de proteinas mal plegadas con caracter toxico.
Hace afios, se vio que esta acumulacion de proteinas mal plegadas en el ER, inducia la
expresion de unas proteinas reguladas por glucosa (glucose-regulated proteins, GPRs) y
posteriormente se activaba una compleja ruta de sefializacién conocida como respuesta a
proteinas mal plegadas (unfolded protein response, UPR) (Kozutsumi et al., 1988; Walter and
Ron, 2011; Lee and Ozcan, 2014) que regulaba la estructura de la membrana del ER y secretaba
proteinas con capacidad procesadora de una manera dindmica y coordinada (Rutkowski and
Hegde, 2010; Arensdorf et al., 2013). La UPR incrementa la capacidad de plegado del ER
mediante la regulacion de las traduccion de mRNA de chaperonas y inhibiendo la traduccién de
la mayoria de las proteinas. La activacion coordinada de estas rutas esta disefiada para reducir
rapidamente la carga del reticulo y restaurar su homeostasis, sin embargo pueden iniciarse las
rutas de muerte celular (programas de autofagia y apoptosis) cuando la homeostasis en el ER no
es restablecida en periodos prolongados de tiempo (Schroder and Kaufman, 2005; Cunard,
2015).

La UPR esta mediada por tres clases principales de sensores proteicos transmembrana
gue son regulados negativamente por una chaperona conocida como proteina de union a la
cadena pesada de inmuglobulina (chaperone immunoglobulin heavy chain binding protein,
BIP/GRP78). En condiciones de estrés, se produce un aumento de proteinas mal plegadas y esto
promueve la disociacion de BIP de estos sensores y posteriormente su activacion para intentar
aliviar esta sobrecarga mediante la reduccion de la traduccion, el aumento de la capacidad de
plegamiento de las proteinas o bien la degradacion irreversible de proteinas mal plegadas (Lee
and Ozcan, 2014; Walter and Ron, 2011; Ramirez and Claret, 2015).Las tres ramas de la UPR

son:

o Proteina kinase del ER (PKR-like ER kinase, PERK): proteina
transmembrana del ER tipo I. En condiciones de estrés, se produce la

homodimerizacién de PERK, su autofosforilacion y la activacion del dominio
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kinasa; una vez activado se inhibe el factor alpha 2 de iniciacion de la traduccion
eucariota (a eukaryotic translation initiation factor 2, elF2a), reduciendo asi la
sintesis de proteinas y la carga de ER estrés (Harding et al., 2000; Ma et al.,
2002).

e |IRE (Inositol-requiring protein-1): es una endonucleasa ER tipo I;
existen dos isoformas IREa y IREP (papel no muy claro en las UPR) (Tirasophon
et al., 1998). En condiciones normales IREa existe como mondmero asociado a
GRP78, sin embargo bajo condiciones de ER estrés, se produce su
homodimerizacién y autofosforilacién seguido de la liberacion de GRP78, vy
posteriormente la catalizacion del splicing del mRNA de la proteina de union
box-X 1 (X-box binding protein 1, XBP1) generando un potente factor de
transcripcion llamado XBP1s. Esta proteina modula la expresion de los genes de
la ruta UPR involucrados en el plegamiento de proteinas y la generacion de ER
(Bertolotti et al., 2000; Gardner and Walter, 2011; Lee et al., 2002; Calfon et al.,
2002).

e Factor de transcripcion activador 6 (Activating transcription factor 6,
ATF6): proteina transmembrana ER tipo Il; ATF6 esta retenido en la membrana
del reticulo mediante su asociacion fisiolégica con GRP78 en condiciones
normales (sin ER estrés) (Haze et al., 1999). Cuando se desarrollan
perturbaciones en el lumen del reticulo, la disociacion de GRP78 permite que
ATF6 sea trasladado al aparato de Golgi donde es procesado por diferentes
proteasas (Shen et al., 2002; Adachi et al., 2008). El extremo N-terminal de

ATF®6 es liberado y migra al ndcleo donde regula la transcripcion de varios genes

diana relacionados con el plegamiento de proteinas, incluyendo XBP1 (Haze et
al., 1999; Adachi et al., 2008).

lustracién 5. Ruta de las UPR con sus tres proteinas principales.(Lee and Ozcan, 2014).

Un gran namero de estudios han demostrado que la ruta de sefializaciéon UPR y el ER
estrés estan asociados con fisiopatologias y cambios metabdlicos incluyendo obesidad, diabetes
tipo 2, enfermedades del higado y desordenes neurodegenerativos (Park and Ozcan, 2013).
Estudios pioneros (Ozcan y colaboradores, 2014) demostraron gque existia una estrecha relacién
entre ER estrés y obesidad (Ozcan et al., 2004). En ratones o ratas alimentados con dieta alta en

grasa se ha observado ER estrés a nivel hipotalamico (Ozcan et al., 2009; Cakir et al., 2013;
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Contreras et al., 2014b), esto también se observd en modelos genéticos (Won et al., 2009;
Schneeberger et al., 2013). La administracién ICV de inductores farmacoldgicos del ER estrés
altera la sefializacion de la leptina (Ozcan et al., 2009; Hosoi et al., 2008; Hosoi et al., 2008)
mientras tratamientos con chaperonas quimicas alivia el ER estrés hipotaldmico y disminuye la
masa corporal en ratones ob/ob (Won et al., 2009) al mismo tiempo que induce una mejoria en
la sensibilidad a insulina y la homeostasis de la glucosa en ratones obesos y diabéticos (Ozcan
et al., 2006). El ER estréss en el hipotdlamo también contribuye a la resistencia a insulina; la
administracion central de insulina no suprime la ingesta de alimentos cuando se produce ER
estres agudo a nivel cerebral (Won et al., 2009). A nivel periférico, en el higado y tejido adiposo
de ratones obesos produce resistencia a insulina y diabetes tipo 11 (Ozcan et al., 2004). Ademas,
se ha observado que alteraciones como el colesterol y &cidos grasos libres inducen ER estrés
(Feng et al., 2003) y que la inflamacion, la acumulacion de lipidos y la hiperglicemia en células
B pancredticas e higado provoca la activacion de las UPR, conduciendo a una disminucién en la
expresion y sefializacion de la insulina (Ozcan et al., 2004; Lipson et al., 2006; Kammoun et al.,
2009; Fu et al., 2012; Contreras et al., 2014b).

Como se mencion¢ antes, dentro de las especies lipidicas reactivas que dan lugar a la
lipotoxicidad una de las mas importantes son las ceramidas. Las ceramidas son una familia de
lipidos formados por una esfingosina covalentemente unida a un &cido graso de longitud y
grado de saturacion variable. Aunque antiguamente se pensaba que eran simplemente
componentes de las membranas celulares, en los Gltimos afios se ha visto que practicamente
todos los estimulos que provocan estrés (calor, radiacion ultravioleta, hipoxia, estrés oxidativo,
etc) incrementan la produccién de ceramidas como parte de una respuesta celular conservada
evolutivamente (Hannun and Luberto, 2000; Hannun and Obeid, 2002; Sawai and Hannun,
1999). Tres vias son las principales para la produccion de ceramidas: 1) la sintesis de novo:
ocurre en el ER y es la mejor caracterizada de las tres rutas. Se sintetizan ceramidas a través de
moléculas menos complejas; la serina C-palmitoiltransferasa (SPT) es la enzima limitante en
esta ruta transformando palmitato mas serina en 3-oxo-dihidroesfingosina. Posteriormente, el 3-
oxo-dihidroesfingosina es reducido a dihidroesfingosina, la cual es entonces seguida por la
acilacion llevada a cabo por la enzima ceramida sintasa (CerS) para producir dihidroceramida.
La reaccidn final para producir ceramida es catalizada por la dihidroceramida desaturasa (Des 1
0 2). Varias de estas enzimas implicadas en la sintesis de novo de ceramidas son inducidos por
eventos inflamatorios aumentados durante la obesidad (Bikman and Summers, 2011). La
inhibicion farmacol6gica o la inhibicién genética de algunas de estas encimas produce un
potente efecto sobre el metabolismo energético celular (Holland and Summers, 2008). 2) Otra
de las rutas es la hidrolisis de esfingomielinas a través de la enzima esfingomielinasa (o

esfingomielina fosfodiesterasa, SMase) que cataliza la hidrolisis de las esfingomielinas. Las
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esfingomielinas son el esfingolipido mas abundante en mamiferos por lo que son una enorme
sustrato para la sintesis de ceramidas. Existen algunos estudios sobre el papel de este enzima en
la funcién metabdlica y en la obesidad. Los niveles de SMase acida estan elevados en el tejido
adiposo de ratones obesos (Samad et al., 2006). Interesantemente, aquellos humanos que poseen
el sindrome de Niemann que se caracteriza por la ausencia de la actividad de SMase &cida,
tienen problemas para ganar y mantener el peso corporal, lo mismo ocurre en los modelos
animales (CROCKER and FARBER, 1958; Garver et al., 2007). 3). La via de rescate o
recuperacion: las ceramidas pueden ser producidas a través del catabolismo de otros complejos
de esfingolipidos. La degradacién de esfingolipidos se produce en los endosomas y lisosomas.
Mediante una serie de eventos los esfingolipidos de orden superior se degradan dentro de los
compartimentos celulares con naturaleza acida gracias a las enzimas residentes (SMasa acida y
acido R-glucosidasa 1) para formar ceramidas (40-42), que es degradada a esfingosina y &cidos
grasos libres para ser capaz de entrar al citosol. Una vez en el citosol, la esfingosina se convierte

de nuevo a través de la ceramidasa (Bikman and Summers, 2011) (Ver llustracion 6).

Un incremento en la produccion de ceramidas puede dar lugar a ER estrés (Kahn et al.,
2006; Holland and Summers, 2008; Bikman and Summers, 2011). En relacion con esto, la
inhibicion farmacoldgica o la ablacion genética global de la sintesis de novo de ceramidas
provoca una mejora en la sensibilidad a insulina y en la homeostasis de la glucosa (Summers et
al., 1998; Yang et al., 2009a). Otras evidencias indican que los niveles de ceramidas en el
cerebro estan incrementados en obesidad inducida por dieta alta en grasa (Borg et al., 2012) y
que los niveles hipotalamicos regulados por CPT1c (isoforma especifica localizada en el ER)
median los efectos orexigénicos de ghrelin (Ramirez et al., 2013). Recientemente, nuestro grupo
demostré que la lipotoxicidad hipotalamica inducida por ceramidas y el ER estrés provocan un
descenso en el tono simpatico hacia el BAT, lo que produce un descenso en la termogénesis y
una ganancia de masa corporal independiente de la ingesta (Contreras et al., 2014b). Sin
embargo, no existen muchos datos que vinculen la lipotoxicidad o el ER estrés con las

hormonas tiroideas.
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lHustracion 6. Esquema de la ruta de sintesis de ceramidas.

SENSORES ENERGETICOS

AMPK

AMPK (AMP activated protein kinase) es una proteina muy bien conservada en
eucariotas. Es el componente downstream de una cascada de kinasas que actGa en un amplio
rango de niveles celulares, ademas de considerarse un sensor celular de los niveles de energia.
En los Gltimos afios, se ha demostrado que AMPK esta también involucrada en la regulacion del
balance energético a nivel de todo el cuerpo respondiendo a sefiales hormonales y sefiales
nutricionales que conducen a cambios en la homeostasis energética. La relevancia fisioldgica de
AMPK fue demostrada por el hecho de que el deterioro en las funciones de AMPK esta
asociado con alteraciones metabdlicas, resistencia a insulina, obesidad, desordenes hormonales
y enfermedad cardiovascular (Carling et al., 1987; Andersson et al., 2004; Kahn et al., 2005;
Carling et al., 2008; Lage et al., 2008; Blanco Martinez de et al., 2011).

A nivel molecular, AMPK es un complejo heterotrimérico formado por una subunidad o
catalitica con un dominio protein kinasa serina/treonina convencional, y dos subunidades
reguladoras, B y y. En mamiferos, cada subunidad es codificada por multiples genes (al, a2, B1,

B2, v1, y2, y3) que resulta en 12 posibles combinaciones de complejos AMPK. La subunidad a
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contiene un dominio kinasa N-terminal y un dominio C-terminal involucrado en la formacion
del complejo con las subunidades B y v; la subunidad B contiene un dominio C-terminal muy

combinado que son capaces por si mismos de forma un complejo con la subunidad y (Lage et

al., 2008).

La regulacion de la actividad de AMPK involucra por un lado una estimulacion alostérica
por un incremento en el ratio intracelular AMP/ATP asi como por su fosforilacion; la activacién
requiere la fosforilacion de la treonina 172 (Thr-172) en la subunidad catalitica o por una kinasa
upstream sensible a AMP (Ponticos et al., 1998; Hawley et al., 1996). Se han identificado dos
kinasas AMPK upstream: el supresor de tumores LKB1 (Liver Kinase B1) y la proteina kinasa
de la kinasa dependiente de calcio y calmodulina (Ca2+ /calmodulin-dependent protein kinase
kinase, CaMKK 1 y 2; CaMKK1 o CaMKK?2, también llamadas CaMKKa y CaMKKS},
respectivamente) (Woods et al., 2005; Carling et al., 2008; Hawley et al., 2005). Aungue in
vivo, la isoforma 2 parece ser mas importante. Algunas publicaciones sefialan también a la
proteina fosfatasa 2C a (protein phosphatase 2C alpha, PP2Ca) como un inhibidor de AMPK
mediante una desfosforilacion (Hurley et al., 2005; Steinberg et al., 2006b; Hardie, 2007) y
otras publicaciones, muestran que la proteina TAK1 (Transforming growth factor-beta-
activated kinase) activa AMPK (Woods et al., 2003; Hawley et al., 2005; Xie et al., 2006) y la
kinasa supresora de Ras (kinase suppressor of Ras, KSR2) interactda con la subunidad al de

AMPK, modulando su actividad (Costanzo-Garvey et al., 2009) (llustracion 7).

Un primer mecanismo de activacion de AMPK definido postula que AMPK es activado
alostéricamente por AMP, que también inhibe PP2Ca incrementando la fosforilacion en Thr172
y por tanto activando AMPK; este se conoce como mecanismo de regulacion dependiente de
AMP (Sanders et al., 2007; Lage et al., 2008); sin embargo estudios recientes postulan otro
mecanismo independiente de AMP llamado modelo de activacién dependiente de Ca®*: el
incremento de Ca?* conduce a la activacion de CaMKKP, que incrementa la fosforilacion en
Thrl72 y se activa AMPK; este mecanismo ocurre sin necesidad del incremento de AMP
(Sanders et al., 2007). Finalmente, se revel6 otro mecanismo que modula la actividad de
AMPK; este implica la formacion de un complejo entre la subunidad B de AMPK y CIDEA
(Cell-death-inducing likeeffector A) que provoca la degradacion de AMPK mediada por

ubiquitinacion reduciendo asi su actividad (Qi et al., 2008).

La visién clasica de AMPK, es como un sensor de energia intracelular que modula el
balance energético dentro de la célula. En muchos tejidos, la activacion de AMPK (su
fosforilacién) provoca la inactivacion de todos aquellos procesos consumidores de ATP
mientras se promueven los procesos catabdlicos para la produccion de ATP 'y restaurar asi el
ratio AMP:ATP (Kahn et al., 2005; Carling et al., 2008; Lage et al., 2008). La reduccion de la

30



Introduccion

actividad de AMPK en tejidos periféricos como el musculo, el higado y el tejido adiposo,
provoca una reduccion de la capacidad de ejercicio, de la tolerancia a la glucosa y una

predisposicion a la obesidad y la diabetes (Steinberg et al., 2006a) (Stark et al., 2013).

Ademas de en la periferia, AMPK actGa como un sensor clave en el balance energético
mediante la integracion de sefiales nutricionales y hormonales en el hipotalamo. AMPK actda en
neuronas hipotalamicas, vinculando el estado metabdlico de neuropéptidos clasico, con el
sistema de neurotransmisores que regulan la alimentacion. Se ha observado que AMPK es
expresado en varios ndcleos hipotaldmicos como el ARC, PVH, VMH y LHA (Minokoshi et al.,
2004a; Lopez et al., 2008; Lage et al., 2008; Lopez et al., 2006). El ayuno incrementa la
actividad de AMPK en mudltiples regiones del hipotdlamo y la realimentacion la inhibe
(Andersson et al., 2004; Minokoshi et al., 2004a; Lopez et al., 2008). Por otro lado la activacion
de AMPK en el hipotdlamo incrementa la ingesta y la ganancia de masa corporal, mientras que
su inhibicion promueve la hipofagia y la pérdida de masa (Minokoshi et al., 2004b)(Andersson
et al., 2004; Lopez et al., 2007a).

<—— 1} AMP/ATP

]

R ATP-consuming ATP-producing
Cellular level @ processes processes

Whole body Energy Energy production
level expenditure (i.e. food intake)

llustracién 7. Estructuray regulacién de AMPK. (Blanco Martinez de et al., 2011)

Como hemos mencionado antes, AMPK es un modulador clave de la ruta metabdlica
hipotalamica de los acidos grasos. La activacion de AMPK provoca la fosforilacion e inhibicion
de ACC, vy una disminucién de la expresion del mMRNA de FAS a través de la proteina
SREBP1; como resultado se produce una disminucidon marcada en los niveles de malonil-CoA,

lo que estimula la actividad de CPT1, y esto lleva a un incremento en la ingesta (Lopez et al.,
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2008; Kola et al., 2005; Minokoshi et al., 2004a; Minokoshi et al., 2008). Se establece asi un eje
crucial para el control de la homeostasis energética formado por AMPK-malonil CoA-CPT1
gue media no solo efectos en la periferia sino también a nivel central. Sefiales anorexigénicas
como la leptina, la insulina 0 GLP-1 inhiben AMPK a nivel hipotaldmico, provocando un
incremento en la actividad de ACC (Minokoshi et al., 2004a; Andersson et al., 2004; Seo et al.,
2008; Gao et al., 2007; Wolfgang et al., 2007). Por el contrario, sefiales orexigénicas como los
canabinoides, los glucocorticoides, ghrelin, hormonas tiroideas o AgRP, activan AMPK a nivel
hipotaldmico (Kola et al., 2005; Lopez et al., 2008; Lopez et al., 2010b; Ishii et al., 2008). Sin
embargo, hay excepciones, la resistina (RSTN) a pesar de poseer un efecto anorexigénico
provoca la activacién de AMPK (Vazquez et al., 2008). Claret y colaboradores, hipotetizaron
gue AMPK regulaba el balance energético y el apetito por media de sus acciones en neuronas
AgRP y POMC en el ARC. La deleccion de la subunidad a2 en neuronas AgRP causa un
fenotipo delgado con un incremento en la sensibilidad hacia el antagonista de las
melanocortinas, pero sin cambios en la ingesta. Por otra parte la deleccion en la en la subunidad
a2 en neuronas POMC reduce el gasto energético e incrementa la ganancia de masa corporal
(Claret et al., 2007a).

Varios modelos animales con delecciones selectivas en las subunidades de AMPK han
sido generados para el estudio de su papel en el metabolismo energético y la obesidad. Ratones
deficientes en AMPKa?2 a nivel global alimentados con dieta alta en grasa (Viollet et al., 2003)
y ratones deficientes en AMPKa2 pero en neuronas POMC alimentados con dieta estandar y
dieta alta en grasa muestran una elevada masa corporal y masa grasa (Claret et al., 2007b; Long
and Zierath, 2006). Por el contrario ratones con ablacion selectiva de AMPKa2 en neuronas
AgRP muestran un fenotipo delgado dependiente de la edad (Claret et al., 2007a). Estos datos
parecen indicar el importante papel que AMPK desarrolla en el ARC en el control de la ingesta.
Otros ratones como los ratones deficientes en AMPKB1 en condiciones de dieta alta en grasa o
dieta normal tienen reducida su ingesta, su adiposidad y su masa corporal total pero sin
cambios en el ratio metabdlico, la actividad fisica, la lipolisis del tejido adiposo y la lipogénesis
(Dzamko et al., 2010). La ausencia de alteraciones en el peso corporal o en la ingesta en algunos
de estos modelos animales se relaciona posiblemente con la compensacion que existe entre las
restantes subunidades cataliticas; por ejemplo en el caso del raton deficiente en AMPKa2 los
niveles de expresion de AMPKal estan incrementados (Viollet et al., 2003). Sin embargo, el
fenotipo obeso de los ratones POMCa2 KO no se debe a la compensacion por la sobreexpresion
de AMPKal (Claret et al., 2007a). Por tanto, el desarrollo de otros modelos de animales
focalizados en subunidades especificas de AMPK en nucleos hipotalamicos concretos o en
poblaciones neuronales, ayudaran a aclarar el papel de AMPK en la fisiologia de la obesidad y

en la respuesta a metabolitos periféricos.
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Muchas de las acciones de AMPK como modulador de la ingesta las ubican en el nicleo
ARC, pero AMPK en el VMH se ha demostrado que posee un papel méas integrador. Ultimas
investigaciones colocan al AMPK hipotalamico como un regulador central de la termogénesis a
través del sistema nervioso auténomo (autonomic nervous system, ANS) y a través del VMH.
Nuestro grupo, examind los efectos de las hormonas tiroideas sobre AMPK a nivel central y
sobre el metabolismo energético. El hipertiroidismo o la inyeccion central de T3 en el
hipotdlamo provocan una reduccién de la masa corporal sin verse afectada la ingesta. Como
consecuencia, se produce un incremento en la termogénesis (incremento de la expresion de
UCP1 y PGCla) por estimulacion del SNS a través de los receptores B3 adrenérgicos. Al
inyectar T3 directamente en el VMH (alta coexpresion de AMPK y de TR) se observaba una
disminucidn en la actividad de AMPK y un aumento en la actividad nerviosos simpética en el
BAT. Por otro lado, la inyeccion central de AICAR o de un adenovirus AMPK
constitutivamente activado, revertia los efectos en la pérdida de peso, reducia los niveles de
malonil-CoA y la expresion de marcadores termogénicos en BAT. La inyeccion en el VMH de
un adenovirus dominante negativo para AMPK, inducia pérdida de peso, incrementaba los
niveles de malonil-CoA y provocaba un aumento en el programa termogénico en BAT (Lopez et
al., 2010b). Este estudio, muestra que las hormonas tiroideas inactivan AMPK en el VMH y
provocan el aumento de la activacion de la termogénesis, lo que conduce a una pérdida de masa
sin afectar a la ingesta. De manera similar la administracion central de nicotina, estrégenos o
liraglutide (un analogo de GLP-1 de uso clinico) inhiben también la actividad de AMPK en el
hipotdlamo, lo que conduce a la activacion del SNS y de la expresion de los marcadores
termogénicos UCP1 y UCP3 en el BAT. Ademaés la inhibicion de la ruta lipogénica en el VMH
impide la activacion del BAT mediada a nivel central por nicotina o estrdgenos, revirtiendo la
pérdida de peso asociada a la administracion central de estas sustancias (Cannon and
Nedergaard, 2010; Martinez de Morentin et al., 2012a; Martinez de Morentin et al., 2014a;
Seoane-Collazo et al., 2014; Beiroa et al., 2014). Asi, el AMPK hipotaldmico no solo regula el

apetito, sino que también regula el gasto energético.
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lustracién 8. Esquema de las acciones de AMPK en tejidos periféricos. (Hardie, 2004)

KINASAS C-JUN AMINO TERMINALES ( JUN amino-terminal kinases, INKSs)

Kinasas c-JUN amino terminales (JNKs), también conocidas como kinasas activadas por
estrés (SAPKs, stress-activated protein kinases) constituyen una familia de proteinas de
transduccion de sefiales que son activadas bajo diversas circunstancias. JNKs son componentes
de una cascada de sefializacion clasica de proteinas kinasas activadas por mitdgenos (MAPK,
mitogen-activated protein kinase) que sirven para amplificar la sefial filtrando y permiten asi la
diversidad de la sefializacion. JNKs regula la expresion de genes a través de la fosforilacion y
activacion de factores de transcripcion como ¢cJUN o ATF2 (Gupta et al., 1995), o bien por la
regulacion de la estabilidad de mRNA (Chen et al., 1998). Tres genes codifican los miembros
de la familia INK (Jnk1, Jnk2 y Jnk3); mientras Jnk1 y Jnk2 son ampliamente expresados, Jnk3
se expresa especificamente en el cerebro, los testiculos y el corazén (Davis, 2000; Chang and
Karin, 2001; Manieri and Sabio, 2015). Pero se ha observado que la actividad de JNK es mayor
en el cerebro que en cualquier otro tejido dentro de los mamiferos (Coffey and Courtney, 1997;
Coffey, 2014; Hu et al., 1997; Kuan et al., 2003) lo que sugiere que los miembros de esta
familia de kinasas son reguladores clave dentro del CNS. Cada miembro de JNKs puede ser
expresado en varias variantes que pueden ser separadas en dos grupos en funcion de su tamafio:
las formas cortas sobre 46 kDa (JNK1al, JNK1B81, INK2al, JNK2B1, JNK3al) y las formas
largas sobre 54 kDa (JNK1a2, JNK1B2, INK2a2 JNK2B2, JNK30a2) (Sabio and Davis, 2014;
Manieri and Sabio, 2015).
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JNK es activado en respuesta a un amplio rango de estimulos: citoquinas (IL6, TNFa),
ambientes estresantes (hipoxia, radiacién ionizante), toxinas, drogas y cambios metabdlicos
incluyendo la obesidad y la hiperlipidemia. La obesidad causa una respuesta inflamatoria
crénica de bajo grado que conduce a la activacion de rutas de estrés, incluyendo la de JNK1;
esta es la principal isoforma que ha sido implicada en el desarrollo de la obesidad y resistencia a
insulina (Hirosumi et al., 2002), aunque JNK2 podia tener también un papel en esto (Tuncman
et al., 2006) (Imagen 9). La ablacién del gen Jnkl en ratones (ShRNA) o bien su inhibicion
farmacoldgica protege contra la resistencia a insulina inducida por obesidad (Hirosumi et al.,
2002; Kaneto et al., 2004; Bennett et al., 2003; Nakatani et al., 2004; Sabio and Davis, 2010).
Por otra parte, los estudios en ratones deficientes en JNK1 a nivel global en todo el cuerpo han
mostrado que esta kinasa controla la acumulacion de lipidos y la absorcién de lipidos en higado
(Imbernon et al., 2013). Los adipocitos durante la obesidad son objeto de estimulos de estrés, de
tal forma que la obesidad debida a alteraciones genéticas o inducidas por dieta, activa JNK1 en
el tejido adiposo (Hirosumi et al., 2002). Sin embargo, los ratones condicionales para JNK1
generados sobre tejidos periféricos sensibles a la insulina (Sabio et al., 2008; Sabio et al., 2009;
Sabio and Davis, 2010; Sabio et al., 2010b), no englobaban el fenotipo que se generaba con
ratones JNK1 knock out totales, lo que sugeria la posibilidad de que la activacion de JNK1 pero
a nivel del CNS podia contribuir al mantenimiento del balance energético y del metabolismo de
la glucosa. La activacion de JNK en el hipotalamo durante la obesidad se ha relacionado con el
ER estrés, la inflamacion y la hiperlipidemia (Ozcan et al., 2004; Prada et al., 2005a; Prada et
al., 2005b). En 2010, dos grupos independientes generaron dos modelos JNK1 knock out
condicionales en areas especificas del cerebro (Sabio et al., 2010a; Belgardt et al., 2010b)
usando un sistema de Nestin-cre (permite abolir el gen de interés en neuronas y astrocitos del
CNS (Tronche et al., 1999)); ambos estudios mostraron que estos ratones estaban protegidos
contra la obesidad inducida por dieta alta en grasa, resistencia a insulina e intolerante a la
glucosa a nivel central y periférico (Belgardt et al., 2010b; Sabio et al., 2010a). Por otro lado,
tenian reducida la acumulacion de lipidos en el BAT mientras los niveles plasmaticos de T3 y
T4 estaban elevados, lo que se correlacionaba con los altos niveles de TRH en el hipotalamo.
Estos datos parecian indicar que JNK1 en el CNS controlaba la homeostasis corporal mediante
la regulacion del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides (Sabio et al., 2010a). Ratones carentes de
JNK1 en todas las neuronas, presentaban un fenotipo metabdlico con el gasto energético
elevado (esto se correlacionaba con los niveles altos de T3), una ligera pérdida de masa pero
ningln cambio en la masa grasa con respecto a los controles, por lo que no quedaba claro si
estaban protegidos contra la obesidad (Belgardt et al., 2010b). Otros modelos de ratones
surgieron para intentar aclarar el papel de JNK en el CNS; ratones que sobrexpresaban JNK1 en
neuronas AgRP, desarrollaban obesidad cuando eran alimentados con dieta alta en grasa,

ademas de convertirse en resistentes a la leptina a nivel neuronal y sistémico (Tsaousidou et al.,
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2014). Estos resultados indicaban que JNK y en particular JNK1 desempefiaba un papel
fundamental en el control de la obesidad a nivel del CNS. Ademas, se ha demostrado que la
ablacion selectiva de JNK1 en el hipotdlamo y en la hipéfisis mediante un sistema de Nestin-
Cre conduce a la activacion del eje tiroideo, mostrando un incremento de TRH-R 'y TSHB en la
hipdfisis asi como niveles circulantes de T3 elevados (Belgardt et al., 2010b). Por tanto, JNK1
es un regulador negativo de la sensibilidad a insulina, del eje tiroideo y del crecimiento, aunque
las poblaciones neuronales implicadas en estos efectos no han sido definidas (Belgardt et al.,
2010a). Podriamos decir que JNK1 ha sido implicado en la regulacién de la ingesta y en el
metabolismo periférico de la glucosa (Unger et al., 2010; Belgardt et al., 2010a; Belgardt et al.,
2010b; Tsaousidou et al., 2014), pero sin embargo su implicacion en el metabolismo lipidico no
ha sido muy estudiado.
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lHustracién 9. Acciones de las isoformas de JNK sobre o6rganos especificos en el
metabolismo. JNK juegan un papel crucial en el metabolismo; las funciones de JNK1 y JNK2
son especificas de algunos 6rganos y han sido extensamente estudiados modelos animales.
(Manieri and Sabio, 2015).
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TERMOGENESIS: el tejido adiposo pardo

El balance energético es la diferencia entre la energia que obtiene un individuo a través de

la ingesta y la energia que gasta este individuo (gasto energético, GE). Dentro del GE, podemos
diferenciar entre la termogénesis obligatoria (energia consumida por un individuo en reposo,
ayunas y en condiciones de termoneutralidad; asociada a reacciones metabodlicas esenciales) y la
termogénesis facultativa o adaptativa (el calor producido por el masculo (tiritando) y el tejido
adiposo pardo como respuesta a la exposicion al frio o0 a una dieta hipercal6rica).

El tejido adiposo pardo a pesar de estar compuesto por células grasas es totalmente
diferente al tejido adiposo blanco. Sus adipocitos muestran una forma poligonal con una gran
cantidad de gotas lipidicas citoplasméticas pequefias (multiloculares), un nicleo central y un
gran numero de mitocondrias en los adipocitos; los lipidos son su fuente primaria de
combustible para la fosforilacion oxidativa y la produccion de calor (Cannon and Nedergaard,
2004; Contreras et al., 2014a). La gran cantidad de mitocondrias existentes en las células del
BAT es fundamental para que se produzcan la fosforilacién oxidativa y la termogénesis
(Ricquier, 2005). La membrana interior de las mitocondrias posee unos transportadores
especificos para el intercambio de ADP-ATP, fosfato, citrato, glutamato y malato. Ademas
mantienen un gradiente electroquimico muy grande generado por la cadena de transporte
electronico necesaria para la conservacion de la energia y para la sintesis de ATP en la
mitocondria asi como para su uso (Brand et al., 1999) (Ricquier, 2005).

El BAT puede considerarse un 6rgano altamente activo siendo considerado el principal
sitio donde ocurre la termogenesis sin temblor, que es facilitada a través del desacoplamiento
de la respiracion mitocondrial para la produccion de ATP, y mediada por la proteina
desacoplante 1 (UCP1, uncoupling protein 1) también conocida con el nombre de termogenina
y que esta localizada en la membrana mitocondrial interna y es un excelente marcador de este
tejido (Contreras et al., 2014a; Cannon and Nedergaard, 2004; Whittle et al., 2011). Esta
proteina disocia la cadena de transporte electronico para la produccion de calor, permitiendo el
libre movimiento de protones a través de la membrana mitocondrial (Whittle et al., 2011). La
funcion termogénica del BAT y UCP-1 ha sido extensamente estudiada. Ratones con el BAT
reducido genéticamente son propensos a desarrollar obesidad sin embargo ratones deficientes en
UCP-1 no son propensos a ganar masa corporal (Lowell and Flier, 1997). Por otra parte los
ratones carentes de UCP-1 son extremadamente sensibles al frio (Enerback et al., 1997;
Feldmann et al., 2009). Estos datos sugieren que podian existir mecanismos adicionales que
pueden controlar el gasto energético ademas de UCP-1. Posteriormente se identificaron otros
dos miembros de la familia de las proteinas desacoplantes: UCP-2 ampliamente expresada en
muchos tejidos, y UCP-3 expresada principalmente en el BAT y en el musculo esquelético. Se
ha demostrado que ratones deficientes en UCP-2 y UCP-3 tampoco presentaban una significante

predisposicion a hipotermia, reducido gasto energético u obesidad (Arsenijevic et al., 2000;
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Vidal-Puig et al., 2000). Es posible que existan mecanismos de compensacion entre estas
proteinas.

Recientes evidencias sefialan un segundo tipo de adipocitos marrones encontrados tanto
en humanos como en roedores. Se encontrd que tras estimulos termogénicos podian aparecer
células de grasa parda en determinados sitios anotémicos correspondientes al WAT. Estos
adipocitos beige (brite, Brown in White) derivan de células precursoras que se diferencia desde
células clasicas del BAT pero sin embargo estan méas proximas al linaje celular de un adipocito
blanco (Sharp et al., 2012; Wu et al., 2012; Lee et al., 2014b). Aunque el origen y la ubicacion
anatomica es diferente a la del BAT, este nuevo linaje celular presenta todas las caracteristicas
morfologicas y moleculares de un adipocito marron clasico y termogénicamente actlla como un
adipocito marron (Seale et al., 2008; Petrovic et al., 2010; Shabalina et al., 2013). Sin embargo
la capacidad termogénica de este nuevo tipo celular in vivo es mucho mas baja que los
adipocitos marrones. Este proceso de diferenciacién se conoce como browning.

El BAT esta ampliamente inervado por el sistema nervioso simpéatico (SNS) lo que hace
gue tenga una respuesta mucha mas rapida a su estimulacion, un hecho clave en su funcion
termogénica (Lafontan and Berlan, 1993; Robidoux et al., 2004; Cannon and Nedergaard,
2004). La accion simpatica, y por tanto su activacion, sobre los adipocitos pardos maduros se
ejerce principalmente a través de los receptores adrenérgicos B3 (B3-AR) (Cannon and
Nedergaard, 2004), mientras que los B1-AR parecen ser los principales responsables de la
accion noradrenérgica sobre la proliferacién de pre-adipocitos pardos (Bronnikov et al., 1999).

La generacion de calor o termogénesis, es muy importante en todos los animales
homeotérmicos para mantener la temperatura corporal interna estable, independientemente de
las influencias externas; puede ser regulada a través de sefiales hormonales o neuronales (Silva,
2006). Aunque cl&sicamente se creia que la importancia del BAT en humanos adultos no era
significativa, la aplicacién de una nueva técnica conocida como tomografia por emision de
positrones-tomografia computarizada (PETC/CT) combinada con 18F-fluorodeoxyglucose
(18F-FDG) mostro la presencia de este tejido en humanos adultos y su actividad (llustracion
10). Se vio que poseia localizaciones de este tejido adiposo pardo alrededor del cuello, clavicula
y médula espinal, metabdlicamente activos y capaces de captar y utilizar glucosa y acidos
grasos (Orava et al., 2011; Townsend and Tseng, 2014; Zingaretti et al., 2009). A raiz de estas
nuevas evidencias surgieron numerosos estudios para demostrar la importancia de este tejido en
los adultos (Cypess et al., 2009; Orava et al., 2011; Zingaretti et al., 2009; van Marken
Lichtenbelt et al., 2009; Vijgen et al., 2013; Yoneshiro et al., 2011) y se despert6 gran interés la
posibilidad de su manipulacion para su uso como una diana terapéutica contra la obesidad
(Cypess et al., 2014).
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lHustracion 10. Distribucion del tejido adiposo pardo en recién nacidos y en el humano
adulto (visualizado por 18F-FDG PET/CT). (Fenzl and Kiefer, 2014)

Para la activacion de la termogénesis, una sefial es transmitida via SNS a los adipocitos
maduros del BAT. Los nervios simpaticos que inervan el BAT conducen a la liberacion de
norepinefrina (NE, norepinephrine) y este neurotransmisor activa los receptores B-adrenérgicos
(B-ARs) expresados en los adipocitos marrones (se expresan mayoritariamente en grasa),
principalmente el subtipo Bs. Estimulado el receptor, la proteina G asociada a él provoca la
activacion de la adenilato ciclasa (AC, adenylate cyclase), incrementando CAMP, que a su vez
activa la protein kinasa A (PKA, protein kinase A), induciendo la termogeénesis (Contreras et al.,
2014a; Cannon and Nedergaard, 2004). La PKA tiene efectos en BAT tanto agudos como
cronicos; el efecto agudo incrementa la lipolisis conduciendo a un incremento de acidos grasos
libres (FFA, free fatty acid) en el citosol; este proceso ocurre por la activacion de la lipasa
adiposa de triglicéridos (ATGL, adipose triglyceride lipase), la lipasa sensible a hormonas
(HSL, hormone-sensitive lipase) y la lipasa monoacilglicerol (MGL, monoacylglycerol lipase),
que de forma secuencial hidrolizan triglicéridos para liberar FFAs. Estos FFAs son luego
importados dentro de la mitocondria a través de la carnitina palmitoiltransferasa 1a (CPT1a,
carnitine palmitoyltransferase 1a), donde son oxidados a través de la B-oxidacion o el ciclo del
acido citrico, conduciendo a la formacién de NADH y FADH, que seran luego oxidados en la
cadena de transporte electrénico. Esto lleva a un bombeo de protones fuera de la matriz

mitocondrial y a la creacién de un gradiente de protones que conduce de nuevo los protones
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hacia dentro de la matriz mitocondrial pasando a través de UCP1; la energia producida en ese
gradiente de protones es luego liberada, conduciendo asi a la produccion de calor por parte de la
mitocondria (Contreras et al., 2014a; Nedergaard et al., 1980; Nedergaard and Cannon, 1984;
Cannon and Nedergaard, 2004; de Jesus et al., 2001) (llustracion 11). La capacidad de disipar
energia que posee el tejido adiposo pardo es significativa dado su potencial para aumentar el
gasto de energia hasta en un 20% en los seres humanos. Ademas existen varios factores que lo
hacen atractivo para el tratamiento de la obesidad desde una perspectiva bioenergética. Cuando
esta activo, el tejido adiposo pardo es capaz de captar y disponer de una gran cantidad de lipidos
y de glucosa desde la circulacion (Whittle et al., 2011; Bartelt et al., 2011). Ademas su alta
vascularizacién hace que los efectos de la termogénesis se puedan transferir a lo largo de todo el
cuerpo (Roman et al., 2014). Esta caracteristica lo hace muy beneficiosos sustancialmente para

los pacientes obesos que sufren a su vez resistencia a la insulina y hiperlipidemia.
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lHustracion 11. Imagen representativa de los adipocitos en BAT y WAT. Esquema de la
activacion de la termogeénesis en el BAT por la exposicion al frio. (Lidell et al., 2014a; Lidell et
al., 2014b)

Regulacién central de la termogénesis

La termogénesis en mamiferos es activada y coordinada por el hipotdlamo via sistema

nervioso simpético (Townsend and Tseng, 2014). Diferentes estimulos como la exposicion al
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frio, la fiebre o el incremento en la ingesta cal6rica, llegan como sefiales al cerebro y son
coordinados en un area especifica (Cannon and Nedergaard, 2004; Whittle et al., 2011).

La informacion sobre la temperatura es detectada por termorreceptores situados en la
superficie del cuerpo y se transmite principalmente al area predptica (POA), que es un centro
termorregulador situado en el polo rostral del hipotdlamo (Srividya et al., 2006)). Por muchos
afios, el area preoptica ha sido considerada la Gnica region en el CNS responsable del control de
la termorregulacion, donde se localizaban neuronas sensibles al frio (Satinoff et al., 1976; Imai-
Matsumura et al., 1984; Boulant, 2000) y neuronas sensibles al calor que estan activas en
condiciones de termoneutralidad produciendo sefiales inhibitorias para suprimir la termogénesis
(Morrison et al., 2012). EI POA también recibe sefiales desde las areas termo sensibles ubicadas
por todo el cuerpo. Cuando se produce la estimulacion eléctrica o por frio de esta area se activa
el BAT vy la termogénesis (Holt et al., 1987; Thornhill and Halvorson, 1994; Thornhill et al.,
1994; Imai-Matsumura et al., 1984). Dentro del POA, su parte medial (MnPO), la estimulacién
glutamatérgica con N-metil-D-aspartato (N-mehyl-D-aspartate, NMDA) induce respuestas
fisioldgicas que imitan una respuesta defensiva contra el frio. Por el contrario, la estimulacion
del POA medial (MPO) o POA lateral (LPO) no recapitulan este efecto (Nakamura and
Morrison, 2008). Por otra parte, esta area POA proyecta a otros ndcleos centrales, modulando
la termogénesis. De hecho, la destruccion de la VMH suprime la capacidad de la sefializacion de
enfriamiento externo al POA para poder estimular BAT (Hogan et al., 1982; Preston et al.,
1989), lo que sugiere que la activacion del BAT por el POA se lleva a cabo a través del VMH.
De hecho, el VMH fue el primer nacleo del hipotadlamo en identificar su implicacion en la
termogénesis; se vio que en la estimulacion eléctrica de este nicleo se incrementaba la
temperatura del BAT y que ademas este efecto se eliminaba bloqueando los receptores B3
adrenérgicos (Holt et al., 1987; Perkins et al., 1981). Ademas la inyeccion de glutamato,
noerepinefrina, o serotonina directamente en el VMH provoca un efecto directo en la activacion
del BAT (Yoshimatsu et al., 1993; Hugie et al., 1992; Sakaguchi and Bray, 1989).

Anatémicamente existe una conexion entre el VMH vy el BAT. Existen evidencias de que
el VMH es infectado trans-sindpticamente desde el BAT con el virus de la pseudorrabia
(Bamshad et al., 1999). Ademas, existen varias areas del tronco cerebral, como los nlcleos rafe
palido (raphe pallidus, RPA) y la oliva inferior (inferior olive, 10), dos nucleos que han sido
funcionalmente ligados a la regulacion de la termogeénesis en BAT (Morrison, 1999; Morrison
and Madden, 2014; Morrison et al., 2014), donde las neuronas del VMH se han postulado para
modular la actividad del sistema nervioso simpatico (Cannon and Nedergaard, 2004).
Recientemente, evidencias genéticas apoyan el papel del VMH en la modulacién termogénica
del BAT. Ratones knock out en SF-1 en el VMH muestran una reduccién en el gasto energético
y en la expresion de UCP-1 en BAT (Kim et al., 2011; Jo, 2012).
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La termogénesis en BAT parece estar regulada por dos mecanismos entrelazados:
mecanismos termorreguladores y la influencia y deteccion de nutrientes por parte del cerebro
(Whittle et al., 2011). Se han identificado poblaciones neuronales en el hipotadlamo y en el
tronco cerebral que emiten proyecciones eferentes hacia el BAT, con una notable concentracion
de estas poblaciones en el PVH, donde la modulacion enddgena de neuropéptidos puede
conducir a un marcado incremento de la termogénesis en BAT (Verty et al., 2010). Estudios
farmacoldgicos y la ablacion postembrionaria las neuronas orexigénicas en el ARC han revelado
que conducen a un fenotipo delgado en ratones, asociado con hipofagia y la activacion del
programa termogénico en BAT (Bewick et al., 2005). En el LHA, el bloqueo de la accion de la
MCH conduce a una bajada de masa corporal acompariada de una aumento de la masa del BAT
interescapular y la expresion de UCP-1 (Pereira-da-Silva et al., 2003). Por otra parte en este
mismo nucleo, los clusteres neuronales que expresan OX-A parecen inducir la activacién del
programa termogénica en el BAT (Pereira-da-Silva et al., 2003).

Otras moléculas periféricas que son potentes reguladores del balance energético y del
apetito también pueden provocar efectos sobre la termogénesis en el BAT a través de acciones
en el hipotalamo. Asi, la leptina induce la termogénesis en el BAT a partir de sus acciones sobre
nucleos hipotalamicos como el DMH y el VMH (Toda et al., 2009; Harlan et al., 2011; Zhang et
al., 2011; Harlan et al., 2011). El bloqueo de la sefializacion de la leptina a nivel hipotaldmico,
revierte su efecto sobre la ingesta e incrementa la activacion del SNS hacia el BAT (Rahmouni
et al., 2009). Estas evidencias sugieren que la leptina puede utilizarse como diana terapéutica
para controlar la activacion de la termogénesis. De manera opuesta, la administracion central de
leptina provoca una supresion de la actividad simpéatica del BAT (por la reduccion de la
liberacion de noradrenalina) y la ablacion de su receptor, da como resultado un aumento de la
termogénesis y del gasto energético en BAT (Mano-Otagiri et al., 2009).

Nuestros estudios previos sefialan a que es AMPK en el VMH la llave reguladora
negativa de la actividad simpatica sobre la termogénesis de BAT, integrando sefiales periféricas
como por ejemplo THSs, estradiol, GLP1, BMP8b y drogas como la nicotina (Lopez et al.,
2010b; Whittle et al., 2012; Martinez de Morentin et al., 2012a; Martinez de Morentin et al.,
2014a; Beiroa et al., 2014). Todos estos datos llevaron a postular la existencia de un eje entre
AMPK-SNS-BAT como mecanismo de modulacion de la homeostasis energética con posibles
implicaciones en el tratamiento de la obesidad (Lopez et al., 2013). Esto supone un interesante
objeto de estudio para las acciones centrales de las hormonas tiroideas sobre la termogénesis a

nivel periférico.
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lHustrcidon 12. Regulacion térmica y nutricional de la actividad del SNS en el BAT
(Whittle et al., 2011). Las lineas azules y rojas representan circuitos termogénicos neuronales
respondiendo al frio y al calor, respectivamente. Las lineas verdes representan sefiales

nutricionales.

LAS HORMONAS TIROIDEAS
Las hormonas tiroideas controlan un amplio rango de procesos metabdlicos, como son el

crecimiento, el desarrollo y la tasa metabolica. Las hormonas tiroideas son producidas en la
glandula tiroides, localizada en la porcion anterior del cuello y formada por dos 16bulos laterales
conectados por un istmo. Esta glandula produce principalmente tiroxina (3,3",5,5"-
tetrayodotironina, T4) que posee una actividad bioldgica baja pero es la forma en la que se
localiza la mayoria en sangre y es precursora de la forma activa, la triyodotironina (3,5,3"-
triyodotrionina, T3), que se produce tras la eliminacion de una molécula de yodo del anillo
exterior, incrementando asi su actividad (Cheng et al., 2010; Brent, 2012; Warner and Mittag,
2012). T3 regula la produccion de energia y la tasa metabdlica, teniendo profundos efectos en la
funcion cardiaca, hepatica y neuro-muscular, asi como en el crecimiento natal, postnatal y el
desarrollo (Visser and Visser, 2012; Franklyn and Boelaert, 2012). Este critico paso en la
activacion de las TH es mediado por un grupo de enzimas conocidos como deyodasas (ver mas
abajo), tipo 1y tipo 2 (D1 y D2). Existe una deyodasa tipo 3 (D3) que inactiva ambas T4y T3:
convierte la T3 en la 3,5-diyodo-L-tironina (T2) y la T4 en 3,3’-5’-triyodotironina (rT3 o
reverse T3) (Arrojo E Drigo and Bianco, 2011; Brent, 2012; Cheng et al., 2010). T4 y T3 son
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producidas por células foliculares a través de la yodacion de los residuos de tirosina en la
glucoproteina llamada tiroglobulina, aunque la mayoria de la T3 circulante es generada de
forma periférica por la conversion de T4 a T3 gracias a las deyodinasas intracelulares (Mebis
and Van den Berghe, 2009a; Mebis and Van den Berghe, 2011; Brent, 2012). La glandula
tiroides también produce la calcitonina (secretada por las células parafoliculares e involucrada
en la regulacién de los niveles de calcio y fosforo en suero y la remodelacién esquelética, junto
con la hormona paratiroidea y la vitamina D)(Little, 2006a). En el suero, las hormonas tiroideas
se unen a proteinas de transporte de hormonas tiroideas como son la globulina fijadora de
tiroxina (TBG, T4-binding globulin), transtiretina (TTR, transthyretin) y la albumina (Mebis
and Van den Berghe, 2009Db).

El eje hipotalamo-hipofisis-tiroides controla los niveles de T4 y T3, a través de un control
de feedback negativo, principalmente, mediante el incremento o descenso de la demanda
metabolica, aunque existen otros factores que pueden afectar al control de este balance como
son algunas enfermedades, las drogas, las enfermedades tiroideas, los desordenes en la hipofisis
e incluso la edad (Little, 2006h; Mebis and Van den Berghe, 2009a; Mebis and Van den Berghe,
2011). Bajo condiciones normales, el hipotdlamo (en el PVH) se produce la hormona liberadora
de tirotropina (TRH) en respuesta a estimulos externos como son enfermedad, estrés, demanda
metabdlica y bajos niveles de T3. La TRH estimula la hipdfisis para liberar la hormona
estimulante de tiroides (TSH, thyroid-stimulating hormone), que acttia directamente en el
receptor de TSH expresado en las células foliculares de la tiroides, causando la secrecion de la
pro-hormona T4 y en menor medida de T3. Esto, altos niveles de T4 y T3 cesan la liberacion de
TSH vy bajos niveles la incrementan (Little, 2006a; Mebis and Van den Berghe, 2009a; Brent,
2012).

La ruta de activacion de la tiroxina es mediada por un grupo de enzimas llamadas
yodotironina deyodasas que elimina el yodo de la molécula de T4 y sus derivados; existen tres
tipos: tipo 1 (D1), tipo 2 (D2), y una deyodasa inactivante, la tipo 3 (D3). Estas tres enzimas
constituyen un grupo de proteinas (dimeric integral membrane thioredoxin fold-containing
proteins) que pueden activar o inactivar las hormonas tiroideas (Bianco and Kim, 2006; Mebis
and Van den Berghe, 2009b; de Jesus et al., 2001). Las deyodinasas son determinantes para
mantener el pool de T3 citoplasmatico, la concentracion nuclear de T3 y la saturacion de TR
(Hustracion 13).

D1 esté localizada en la membrana plasmatica, con un dominio transmembrana anclado
en la membrana y con un dominio globular catalitico hacia el citosol; el gen Diol es altamente
sensible a T3. Este tipo de deyodasa es expresada en la glandula tiroides, el higado, el rifién y la
glandula pituitaria; provoca la bioactivacion de T4 a T3 por deyodinizacién (Bianco and Kim,
2006; Mebis and Van den Berghe, 2009a) y su actividad estd regulada por T3 a nivel

transcripcional, con un incremento en la actividad de D1 durante el hipertiroidismo y un
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descenso en el hipotiroidismo (Mebis and Van den Berghe, 2009b). D1 es una enzima
cinéticamente ineficiente cuyo papel en la fisiologia del cuerpo no esta muy clara (Bianco and
Kim, 2006).

D2 es la principal enzima activadora de la T4 y tiene una elevada afinidad por el sustrato;
esta localizada en el reticulo endoplasmético, de este modo la produccion mediada por D2
ocurre intracelularmente. Esta enzima se expresa en el cerebro, la glandula tiroides, el muasculo
esquelético y la glandula pituitaria anterior; su funcién es convertir T4 a su forma activa T3y la
rT3 convertirla en 3,5-diyodo-L-tironina (T2). Es esencial para la produccién local de T3
(Mebis and Van den Berghe, 2009b; Mebis and Van den Berghe, 2011; Arrojo E Drigo and
Bianco, 2011).

D3 abunda en muchos tejidos durante las etapas tempranas del desarrollo; cuando el
embridon estd maduro, la expresion de D3 disminuye mientras la de D2 se incrementa,
provocando un aumento en la sefializacion de las hormonas tiroideas hasta después del
nacimiento y hasta la edad adulta. Es localizada en la membrana plasmaética, y esta presente en
la piel, cerebro, varios tejidos fetales, el Utero gestante y la placenta. Esta deyodinasa media la
degradacion de la hormona tiroidea: cataliza la conversion de T4 hacia 3,3’-5’-triyodotironina
(T3 o reverse T3) y la de T3 hacia T2 (Arrojo E Drigo and Bianco, 2011; Arrojo E Drigo et al.,
2013; Herwig et al., 2008).

Tanto las deyodasas como los receptores de hormonas tiroideas (TRs, thyroid hormone
receptors) estan situados intracelularmente. Las THs necesitan transportadores de membrana
para entrar al citoplasma debido a su carécter no lipidico. Han sido identificados varios
transportadores de dichas hormonas: NTCP (Na+/taurocholate cotransporting polypeptide),
translocador de é&cidos grasos (fatty acid translocase), transportadores de aminoécidos y
miembros de la familia de polipéptidos transportadores de aniones organicos (OATPs, organic
anion-transporting polypeptide) y la familia de proteinas de transporte monocarboxiladas
(MCT, monocarboxylate transporter) (Visser et al., 2008).

Dentro de la familia MCT, probablemente una de los transportadores mas importantes es
el MCT8. Este transportador esta localizado en diferentes tejidos como el higado y el cerebro
(incluyendo el hipotadlamo, el mayor sitio de integracion de la regulacion génica y feedback de
las THs) y es altamente selectivo para las THs (Friesema et al., 2010; Friesema et al., 2012;
Martagon et al., 2013; Brent, 2012). MCT8 es muy importante para la captacién y el flujo de las
THs a través de la barrera hematoencefalica y las neuronas (Martagon et al., 2013). La mayor
ruta de entrada de la T4 en el cerebro es a través de dicha barrera hematoencefalica; una vez
dentro del cerebro, dos de los principales transportadores especificos que existen aqui son el
polipéptido transportador de aniones organicos 1cl (OATP1C1, organic anion-transporting
polypeptide 1c1) y MCTS8; se podria decir que el principal transportador de T4 en el cerebro es
OATP1Cly parala T3 es el MCT8 (Lazar, 1993; Herwig et al., 2008) (llustracién 13).
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La bioactividad de las THs puede ser modulada a nivel de sus receptores nucleares que
actian como factores transcripcionales ligando dependientes; existen tres receptores funcionales
con similar afinidad por la unién a T3 y codificados por dos genes: TRa y TR (Mebis and Van
den Berghe, 2009a). Una vez dentro de la célula, T3 puede interactuar con receptores TH y
activar o inactivar la respuesta de genes. Dos genes, TRa y TR, codifican siete receptores
identificados que mediante un proceso de splicing alternativo o por el sitio de iniciacion de la
transcripcion, producen las diferentes isoformas (Herwig et al., 2008).

Los transcritos del gen TR producen tres proteinas de unién a ligando (TRB1-3) con una
region C-terminal conservada, incluyendo dominios DNA y de unién a ligando pero con
diferentes porciones N-terminal. La situacion es mas compleja con el gen TRa; uno de los dos
mayores productos de este gen, TRal, da lugar a un receptor-ligando, mientras el otro genera
tres principales isoformas llamadas TRa2, TRa3 y TRo4, que no se unen al ligando pero tienen
capacidades de union a DNA, aungue su funcién in vivo no estd clara (Warner and Mittag,
2012; Brent, 2012; Lopez et al., 2010b).

TRal y TRPI1 tienen una distribucidon muy extensa, mientras TRB2 estd mucho menos
distribuido y su expresion esta localizada en algunos tipos de células incluyendo neuronas TRH
en el PVH y células tirotropas en la pituitaria (Costa-e-Sousa RH and Hollenberg, 2012; Lechan
et al., 1993). Los humanos con mutaciones en el desarrollo de TR desarrollan resistencia
central a TH, indicando la importancia de esta isoforma en humanos (Costa-e-Sousa RH and
Hollenberg, 2012). Los TRs estan ampliamente distribuidos en todo el cerebro incluyendo la
expresion de la mayoria de isoformas, en el ARC en el VMH y en el PVH, en donde se

colocalizan con neuronas TRH (Herwig et al., 2008).

Thyroid Blood Target tissues

Health

lHustracidn 13. Sintesis y transporte de hormonas tiroideas (Wiersinga, 2014).
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Las hormonas tiroideas y el metabolismo

Se sabe desde hace mucho tiempo que las THs incrementan la tasa metabodlica basal. El
papel de las THs en la regulacion de la homeostasis energética es evidente en aquellos pacientes
que padecen algin desorden tiroideo. El hipertiroidismo es un sindrome clinico caracterizado
por la sobreactivacion de la glandula tiroidea de forma que se produce una sobreproduccion de
T3 y T4, conduciendo a un exceso de hormonas tiroideas circulantes. Esto lleva a un aumento
en el consumo de oxigeno y la produccion de calor, resultando en un incremento en la tasa
metabolica, pérdida de peso, incremento de la ingesta caldrica y taquicardias (Lopez et al.,
2010b; Warner and Mittag, 2012; Yehuda-Shnaidman et al., 2013). El 85% de los pacientes con
tirotoxicosis muestran una pérdida de peso, a pesar de que muchos de ellos tiene un elevado
consumo de comida (Brent, 2012; Silva, 2006; Bianco, 2011). En el otro extremo, el
hipotiroidismo, con niveles de T3 reducidos, poseen elevada sensibilidad al frio, descenso del
gasto energético, ganancia de masa a pesar de un descenso en la ingesta y bradicardia
(Alkemade et al., 2005; Alkemade, 2010; Warner and Mittag, 2012; Yehuda-Shnaidman et al.,
2013; Kim, 2008). Recientes estudios epidemioldgicos han mostrado una incidencia de hasta
un 20% de hipotiroidismo en pacientes obesos, sugiriendo el importante papel de las THs en el
desarrollo de la obesidad (Pearce, 2012; Kaptein et al., 2009). Muchos de estos efectos han sido
conectados a acciones directas de las THs en los tejidos metabdlicamente activos, como son el
higado, el WAT, el BAT, el musculo esquelético y el corazon (Warner and Mittag, 2012; Lopez
et al., 2010b; Silva, 2003; Silva, 2006; Klein and Ojamaa, 2001).

Las hormonas tiroideas: termogénesis y gasto energético

Las THs son cruciales para la ‘termogénesis obligatoria’, la produccion de calor debido a
la tasa metabolica; junto a la termogénesis obligatoria, las THs también modulan la
‘termogénesis facultativa’, es decir, la produccion de calor bajo demanda, cuando la temperatura
ambiental desciende por debajo de la termoneutralidad (Silva, 2006; Cannon and Nedergaard,
2004; Whittle et al., 2011). Los sitios y mecanismos de accidn para la termogénesis facultativa
divergen entre las dos clases de animales homeotermos; en péjaros el principal sitio de
termogénesis facultativa es el musculo esquelético (Silva, 2006) mientras en mamiferos
incluyendo los humanos, ocurre principalmente en el BAT (Cannon and Nedergaard, 2004;
Cannon and Nedergaard, 2010; Nedergaard et al., 2007).

El BAT es una diana de las THs y tiene un largo numero de TRs al y f1 (Hernandez and
Obregon, 1996; Silva, 1995). TRal es necesario para mantener la capacidad de respuesta
normal de los adipocitos marrones, mientras TR} media la expresion génica de UCP1 inducida

por T3 (Ribeiro et al., 2001; Ribeiro et al., 2010). Los ratones deficientes en TRa son
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intolerantes al frio y muestran una marcada incapacidad en la termogénesis en el BAT (Marrif et
al., 2005). La deficiencia global de TRal y TR-al/p, asi como la deleccion de todas las
isoformas de TRo (Thra-0/0), conduce a hipotermia y intolerancia al frio asociada a
termogénesis reducida en el BAT, pero no en la termogénesis obligatoria, debido a la respuesta
inducida por NE, a pesar de que la morfologia del BAT, desarrollo y reclutamiento son
normales (Marrif et al., 2005; Wikstrom et al., 1998; Johansson et al., 1999). Los modelos de
animales knockout en deyodinasas aportan también una interesante informacion sobre el papel
de las THs en la funcién del BAT. D2 es esencial para mediar la respuesta termogénica del BAT
a la estimulacion adrenérgica debido al incremento de la conversion de T4 a T3 dentro del
tejido; ratones con una alteracion en el gen Dio2 (D2KO) tienen dafiado las vias de la lipolisis y
la lipogénesis conduciendo a un disfuncion en el BAT (de Jesus et al., 2001; Christoffolete et
al., 2004; Castillo et al., 2011). En estos modelos, al igual que ocurre en animales hipotiroideos,
se observa una disfuncion en el BAT que conduce a una forma de termogénesis adaptativa mas
demandante energéticamente, induciendo resistencia a la obesidad. (Sjogren et al., 2007; Liu et
al., 2003; Marsili et al., 2011).

Recientes evidencias han cambiado el dogma periférico, demostrando que la accion de las
THs en la termogénesis del BAT es también mediada centralmente y que los efectos
metabdlicos a nivel de todo el cuerpo que se observan en el hipertiroidismo pueden ser
relacionados con una accién central, en lugar de un efectos directo de dichas hormonas sobre los
adipocitos del BAT (Sjogren et al., 2007; Lopez et al., 2010b).

La primera evidencia que demostré que los efectos metabdlicos de las THs estan
centralmente mediados fue abarcado en un estudio de Vennstrom et al. (Sjogren et al., 2007)
usando un ratén heterocigoto para un mutante de TRalphal con baja afinidad por T3; este raton
era hipermetabdlico, con incremento en el consumo de oxigeno, menor cantidad de masa grasa,
incremento en la ingesta y resistencia a obesidad inducida por dieta. El hipermetabolismo de
este raton fue explicado por la elevada actividad del BAT, es decir, incremento en la
termogénesis y el gasto energético; a pesar de esto, no presentaba incremento en la temperatura
corporal debido a la alteracion de la funcion vascular en la cola, conduciendo a una inapropiada
disipacion de calor (Warner et al., 2013). Estas alteraciones metabdlicas fueron neutralizadas
tras la denervacion funcional de la sefial simpatica hacia el BAT, indicando que el CNS
controlaba el metabolismo de estos ratones actuando a través de del sistema nervioso autbnomo
(Sjogren et al., 2007).

Evidencias mostradas por nuestro grupo han unido la actividad de AMPK con la

termogénesis inducida por THSs a través de la modulacion del SNS (Lopez et al., 2010b).
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Las hormonas tiroideas vy la ingesta

Alteraciones en el estado tiroideo estdn asociadas con cambios en los patrones de
alimentacion tanto en humanos como en roedores (Pijl et al., 2001; Lopez et al., 2010b;
Gonzalez et al., 2012). El efecto orexigénico de las THs es mediado por la regulacion del
conjunto de neuropéptidos hipotaldmicos, con una up-regulation de AgRP y NPY, y down-
regulation de POMC en el ARC de ratas hipertioideas (Pijl et al., 2001) (Ishii et al., 2003;
Lopez et al., 2010b; Gonzalez et al., 2012; Varela et al., 2012). La accion de TH ha sido
vinculada también a otras dianas en el mismo nicleo como son D2, UCP2 y mTOR (Varela et
al., 2012; Martinez de Morentin et al., 2014b). mTOR es una serina-treonina kinasa que modula
la progresién del ciclo celular asi como el crecimiento celular mediante la deteccion de cambios
que se producen en el balance energético, factores de crecimiento, nutrientes o oxigeno
(Martinez de Morentin et al., 2014b; Catania et al., 2011). La ruta de mTOR es altamente
expresada en nucleos hipotalamicos especificos como el ARC, donde se colocaliza con
NPY,AgRP y POMC (Cota et al., 2006; Martinez de Morentin et al., 2014b). A este nivel, la
sefializacion de mTOR juega un papel crucial en las redes hipotalamicas que responden a la
disponibilidad de nutrientes (como la concentracion de leucina) y el entorno hormonal
(Martinez de Morentin et al., 2014b; Catania et al., 2011).

Nuestro grupo ha demostrado que la hiperfagia inducida por la administracion aguda de
T3 o el hipertiroidismo crénico es mediado por la activacion especifica de la ruta de mTOR en
el nacleo ARC, donde mTOR colocaliza con TRa (Varela et al., 2012). En consecuencia, el
tratamiento central con rapamicina (inhibidor de mTOR), revierte totalmente la hiperfagia
inducida por el hipertiroidismo como resultado de una normalizacion de la expresion de AgRP y
NPY en el ARC (Varelaet al., 2012).

Estas evidencias indican que las acciones de T3 en varios de los sensores metabdlicos
hipotalamicos son diferentes: la regulacion de la ingesta es mediada a través de mTOR en el
ARC (Varela et al., 2012), mientras la modulacién del balance energético ocurre via AMPK en
el VMH (Lopez et al., 2010b) (llustracién 14).
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llustracién 14. Dianas identificadas de las hormonas tiroideas en el hipotdlamo adulto
(Warner and Mittag, 2012).

Hormonas tiroideas y metabolismo de la glucosa en el higado

Kalsheek y Fliers han demostrado que las THs modulan la produccion de glucosa
hepética y la sensibilidad a insulina a través de una via simpatética desde le PVH hacia el
higado, independientemente de las hormonas circulantes que regulan la glucosa (Fliers et al.,
2010a; Klieverik et al., 2008; Klieverik et al., 2009b). La tirotoxicosis incrementa la produccién
de glucosa por parte del higado. La simpatectomia aten(ia este incremento en la produccién de
glucosa hepéatica durante la tirotoxicosis, mientras la parasimpatectomia no afecta a la
produccién de glucosa hepética pero desciende la sensibilidad a insulina (Klieverik et al., 2008).
Tras la administracion central de T3 en el PVH (nucleo con abundante expresion de TRs) se
estimula la produccion hepatica de glucosa, pero la eliminacién de las conexiones simpatéticas
hacia el higado elimina este efecto (Klieverik et al., 2009b). Este estudio concluye que la
administracion central de las THs requiere un SNS intacto para actuar a través del eje PVH-
higado para controlar la produccion de glucosa. Dado que el ARC también tiene su funcion en
la modulacién de la produccién de glucosa hepatica (Obici et al., 2002; Konner et al., 2007;
Konner et al., 2009) y expresa un gran numero de TRs podria tener un potencial relevante para

futuras investigaciones sobre la sefializacion de TH y el metabolismo de la glucosa.
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lHustracion 15. Modelo representativo de las acciones centrales de las hormonas

tiroideas en el metabolismo periférico (Martinez-Sanchez et al., 2014).
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Los objetivos de este estudio fueron:

1. Determinar si las hormonas tiroideas actuando a nivel hipotalamico regulan el
metabolismo lipidico periférico.

2. Investigar los mecanismos moleculares que median dichos efectos.

3. Investigar si estas acciones son parte de una respuesta coordinada integrada entre la

homeostasis lipidica y el balance energético corporal a nivel global.
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Material y métodos

MODELOS ANIMALES Y CUIDADOS

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron:

1) Rata macho comun (Rattus Norvergicus) de la cepa Sprague-Dawley suministrados por el
Animalario General de la Universidad de Santiago de Compostela, con una masa corporal

de unos 250 gramos aproximadamente (9-11 semanas).

2) Ratén macho adulto (8-10 semanas) de la cepa C57BL6 y ratones macho knock-out para el
gen JNK1 (suministrados por la Doctora Guadalupe Sabio, del CNIO-Madrid) {Dong, 1998
1252 /id}{Das, 2009 1253 /id}{Sabio, 2009 1032 /id}.

3) Ratén macho adulto (8-10 semanas) de la cepa C57BL6 knock-out para el gen JNK2 y
floxeados para el gen JNK1 (suministrados por la Doctora Guadalupe Sabio, del CNIO-
Madrid) {Yang, 1998 1256 /id}{Clausen, 1999 1254 /id}{Das, 2007 1255 /id}{Das, 2009
1253 /id}{Sabio, 2010 1034 /id}.

Los animales fueron estabulados en condiciones estables de temperatura (21+2°C), con
ciclos de luz-oscuridad de 12 horas (8:00 horas-20:00 horas) y con un periodo de aclimatacion a

las instalaciones de unos 7 dias aproximadamente, previo a cualquier procedimiento.

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

reducir en todo lo posible el estrés generado durante los experimentos llevados a cabo.

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

Todos los procedimientos experimentales y protocolos de manipulacién de animales
Ilevados a cabo durante la realizacion de esta tesis han sido aprobados previamente por el jefe
del servicio provincial de ganaderia del departamento territorial de la Conselleria do Medio
Rural e do Mar de la provincia de La Corufia (competente para dictar dicha resolucion en base
al Decreto 245/2009 del 3 de abril por el que se regulan las delegaciones territoriales da Xunta
de Galicia y el Decreto 46/2012 del 19 de enero por el que se establece la estructura orgénica de

la Conselleria do Medio Rural e do Mar e do Fondo Galego de Garantia Agraria) cuya persona
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responsable es Miguel A.Lbépez Pérez y realizados bajo los nimeros de procedimientos: ID
15005AE/10/FUN/FISIO2/MLP2 (bajo el cumplimiento del RD 1201/2005 del 10 de octubre,
sobre la proteccion de los animales utilizados para la experimentacion vy otros fines cientificos)
y el ID 15010/14/006 (bajo el cumplimiento del actual y vigente RD 53/2013 del 1 de febrero,
por el que se establecen las normas bésicas aplicables para la proteccién de los animales
utilizados en expermientacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia), de acuerdo a la
legislacion vigente: Ley 30/1992 del 26 de noviembre del régimen juridico de las
administraciones publicas y del procedimiento administrativo comin, moficada por la Ley
4/1999, del 14 de enero, por la que se establece que la resolucién que proponga fin al
procedimiento decidira todas las cuestiones expuestas por los interesados y aquellas otras
derivadas de este; el Decreto 296/2008 del 30 de diciembre, de proteccién de los animales
utilizados para la experimentacion y otros fines cientificos, incluida la docencia, y por el que se
crea el ‘Rexisro de centros de cria’, de suministradores y usuarios y la ‘Comision Galega de
Benestar de los Animales de Experimentacion’; orden del 15 de septiembre de 2006 por la que
se crea el ‘Comité de Bioética da Conselleria Rural’; Decreto 153/1998 del 2 de abril por lo que
se aprueba el reglamento que desarrolla la Ley 1/1993 del 13 de abril (proteccion de animales
domésticos y salvajes en cautividad); Ley 32/2007 del 7 de noviembre, para el cuidado de los
animales en su explotacion, transporte y sacrificio; siguiendo también la Directiva Europea de
Experimentacion Animal (2010/63/UE).

ANESTESIA Y ANALGESIA

Para llevar a cabo los diferentes procedimientos quirdrgicos, los animales fueron tratados

con anestesia general mediante una inyeccion intraperitoneal (IP). La composicién de la
anestesia fue en el caso de rata de 42,5% de ketamina (Imalgene 1000 inyectable,Merial,
Barcelona, Espafia), 20% xilazina (Rompun 2%, Bayer Health Care, Berlin, Alemania) y 37,5%
de suero salino fisiolégico (Suero fisioldgico isotdnico, Physan, Madrid, Espafia), y la dosis
utilizada fue de 200ul/100 gramos de masa corporal; en el caso de raton los componenetes
fueron los mismos pero en distinta proporcion (1 ml ketamina, 250 ul de xilazina, 6 ml de
salino) y la dosis fue de 100ul/10g de masa corporal (duracion de unas 2horas
aproximadamente). Para comprobar el estado de anestesia de cada individuo, se comprobé el
reflejo podal y palpebral, de tal forma que su ausencia es indicativo de que puede llevarse a

cabo el procedimiento quirdrgico.

Tras los procedimientos quirdrgicos los animales fueron tratados con ketoprofeno como
medida de analgesia (ketoprofeno-Orudis 100 mg., Sanoli aventis, Barcelona, Espafia) por via

subcutanea (SC), administrando unos 2,5 mg por Kg de masa corporal.
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VIAS DE ADMINISTRACION DE SUSTANCIAS

Se han utilizado diferentes vias de administracion de sustancias que se describen a

continuacion, asi como las sustancias inyectadas.

1) Viaintraperitoneal (IP)

Esta via no requiere anestesia; se realiza en la parte ventro-caudal de la rata por debajo
del peritoneo. Se coge al animal por la espalda con ayuda de un trapo para poder inmovilizarlo
intentando oprimirle las extremidades anteriores. Se inclina la cabeza del animal ligeramente
hacia abajo para minimizar el riesgo de desgarro en visceras y se inserta la aguja (BD
Microlance, 25G 5/8” 0,5x16mm, BD Medical Surgicals Systems) (acoplada a una jeringa (1 ml
BD slip-tip siringe, bulk, non-sterile, BD Medical Surgicals Systems)) préacticamente de manera
perpendicular a este, preferiblemente por su costado derecho. Esta via fue utilizada para la
administracion de la anestesia (dosis detallada en la seccidn anterior) y para la administracion de
T3.

Sustancias IP Casa Comercial Dosis Vehiculo

T3 SIGMA; St. Louis, MO,USA 4 ng / dia Salino:DMSO (1:50)

2) Viasubcutanea (SC)

No requiere anestesia y se realiza por la zona lateral dorso-caudal del animal, por enzima
de la pata posterior. Se inmoviliza el animal con la ayuda de un trapo cubriéndole la cabeza, se
pellizca el lomo del animal con la misma mano; con la otra mano se introduce la aguja,
paralelamente a la columna vertebral. Este procedimiento puede ser llevado a cabo durante

varios dias seguidos.

Sustancias subcutaneas Casa Comercial Dosis Vehiculo
T4 SIGMA; St. Louis, MO,USA 100 pg/dia Salino
SR 59230A Tocris; Bioscience, Bristol, UK 3 mg/kg/dia DMSO
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3) Via intracerebroventricular (ICV)

Tampoco es necesaria anestesia en este procedimiento, el animal estd totalmente
consciente. Con ayuda de un trapo se inmoviliza de forma leve al animal presionandolo
suavemente contra la base de su jaula intentando evitarle un excesivo estrés; se abre la canula
implantada con ayuda de una tijera por el extremo sellado, se introduce una jeringuilla Hamilton
(Model 7001KH 25s, Hamilton) y se produce a su vaciado una vez que estad correctamente
insertado. Al retirar la aguja es necesario extremar el cuidado sujetando la canula para evitar su
desplazamiento del lugar de insercion. Este procedimiento se repite en el mismo individuo
durante varios dias consecutivos, pero nunca mas de 8-10 dias desde la implantacion de la

canula.

Estas canulas pueden conectarse a bombas osmoticas que contengan la sustancia de
interés y que se colocaron en el espacio interescapular del animal bombas osméticas (modelo
2001, Alzet Osmotic Pumps, Cupertino, CA, USA) que nos permite un flujo constante de la
sustancia inoculada a un ritmo segun indica el fabricante (0,5ul/hora aproximadamente) durante

6-7dias (explicado més adelante).

Sustancias ICV Casa Comercial Dosis Vehiculo
T3 (crénico) (rata) SIGMA; St. Louis, MO,USA 4 ng /4ul / dia Salino:DMSO (1:50)
T3 (crénico) (ratén)  SIGMA; St. Louis, MO,USA 8ng/1ul / dia Salino:DMSO (1:50)
T3 (agudo) SIGMA; St. Louis, MO,USA 16 ng /1 pl Salino:DMSO (1:50)
Ceramidas SIGMA; St. Louis, MO,USA 1,25 mg/ml Salino:DMSO (1:3)
SP 600125 Tocris; Bioscience, Bristol, UK 0,5 pg/ul Salino;DMSO (1:50)
Rottlerin Calbiochem; Billerica, USA 60 pmoles/L Salino;DMSO (1:50)

4) Via nucleo-especifica

Para esta via se requiere anestesia general. Se utiliza para poder acceder a nacleos
concretos del cerebro del animal; se requieren coordenadas concretas seleccionadas previamente

del Atlas Paxinos (tanto para rata como raton). Para ello pueden usarse dos métodos:

a. Mediante la utilizacion de un aparato de estereotaxia (KOPF, David Kopf
Instruments) (ver en mas detalle en Procedimientos quirdrgicos) y jeringuillas
de microinyeccion (Hamilton, Serie 700, modelo 7001, 1ul calibre 25 para rata

y Hamilton, NeuroHamilton Modelo 7001KH Neuros Syringe, en el caso de
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raton), con un flujo de inyeccién de 200 nl/min durante 5 minutos en el caso de

ratas y 10-15 minutos en el caso de ratén.

b. Mediante la utilizacidon de cénulas bilaterales nucleoespecificas (Plastics One,
Roanake, VA USA); se insertan en el cerebro en unas coordenadas especificas
con la ayuda del estereotaxico. Estas canulas van conectadas a mini bombas
osmoticas (modelo 10007D, Alzet Osmotic Pumps, Cupertino, CA, USA) que
nos permite un flujo constante de la sustancia inoculada a un ritmo segin indica

el fabricante (0,5ul/hora aproximadamente) durante 6-7dias.

Sustancias estereotaxia Casa Comercial Concentracion Vehiculo
Ad-AMPK-CA Viraquest; North Liberty, IA, USA 1x10" pfu/ml (1:50) PBS
Ad-AMPK-DN Viraquest; North Liberty, IA, USA 1,12x10" VG/ml PBS

Ad-TR-DN Viraquest; North Liberty, IA, USA 1x10™ pfu/ml PBS
Ad-GRP78-DN Viraquest; North Liberty, IA, USA 1x10° pfu/ml PBS
Ad-Cre SignaGen; Rockville, MD, USA 1,12x10" VG/ml PBS

PROCEDIMIENTOS NO QUIRURGICOS

Monitorizacién de la ingesta y de la masa corporal: la determinacion de la masa

corporal y de la ingesta se realiz6 mediante una balanza de precision; los animales fueron
pesados diariamente asi como su comida, siempre mas o menos a la misma hora en cada
experimento (aproximadamente cercano a la hora de inicio de la fase oscura). En el caso en que
los animales fueron mantenidos en grupo en una misma caja (en el caso de las hipertiroideas y
durante el periodo de accién del adenovirus Cre), la ingesta se promedié en funcién del nimero

de individuos de cada caja.

Determinacion de la composicion corporal: el analisis de la composicién corporal se
hizo a través de una técnica de resonancia magnética de imagen (Whole Body Composition
Analyzer EhcoMRI 500, EchoMRI, Houston, Texas, USA); con ella se obtuvieron datos de la
composicion de masa grasa, masa magra y agua de cada animal. Las determinaciones se

hicieron al inicio y al final del experimento.

Preparacion de mini bombas osméticas: para la administracion crénica de sustancias en
nicleos especificos del hipotdlamo se utilizaron bombas osmoéticas (modelo 1007D, Alzet
Osmotic Pumps, Cupertino, CA, USA). Antes de la implantacién en el animal, las bombas
fueron rellenadas con las sustancias a inocular o con su correspondiente vehiculo;

posteriormente se les coloco un catéter en la zona de expulsion (para la posterior conexion con
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las canulas nucleoespecificas). Luego se colocaron en un bafio a 37°C durante toda la noche, o

bien minimo 6 horas, para que se activaran y comenzaran a expulsar la sustancia.

PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

Canulacion ICV

Se llevo a cabo este procedimiento en todos aquellos experimentos que requerian la
administracion de sustancias a nivel central, directamente en el cerebro, en el ventriculo lateral.
Las canulas usadas para este efecto, consistian en un tubo de de polietileno (BD Intradermic®
Polyethylene tubing (Non-Sterile), Becton Dickison and Company, Franklin Lakes, NJ, USA)
(PE-20 en el caso de ratas; PE-50 en el caso de raton) de 1,09 mm de diametro exterior, 0,38
mm de didmetro interior, y de 0,965 mm de diametro exterior, 0,58 mm de diametro interior
para raton. Se corté uno de los extremos en forma de bisel con un angulo de 45° y con una
longitud de 0,5 mm; a 4 mm de este bisel, en el caso de rata, y a 2,5 mm en el caso de ratén se
insertd un tope. La longitud total de la canula para rata es de 3,5mm y 2,5 mm para raton. El

otro extremo se sell6 hasta el momento de la administracion del tratamiento.

Una vez anestesiados los animales y comprobado su estado de anestesia, se les practic

un corte transversal en la piel de la cabeza (por delante de las orejas) perpendicular a la sutura
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sagital de aproximadamente 1,5cm. Con ayuda de un mosquito se mantuvo la piel retirada para
tener una 6ptima visién del plano quirdrgico. Posteriormente se separd el tejido subcutaneo del
craneo dejando al descubierto la insercidn entre la sutura sagital y la sutura coronal, es decir, el
bregma; si se producia sangrado se presion6 el craneo con una gasa durante unos segundos
hasta el cese de dicho sangrado. Tras la correcta localizacion del bregma, se realiz6 una
perforacion en el craneo (al lado derecho o izquierdo del bregma) con una broca quirdrgica a
una distancia lateral de 1,5 mm de la sutura sagital y 0,9 mm posterior al bregma (en el caso de
rata) y una distancia lateral de 1,2 mm de la sutura sagital y 0,6 mm posterior al bregma (en el
caso de ratén). Tras reducir el eventual sangrado con una gasa, se introdujo la canula en el
orificio por el extremo biselado, de manera paralela al eje dorso-ventral del animal. Finalmente,
la canula se fijo al craneo del animal con el adhesivo cianocrilato (SuperGlue-3, Loctite). Tras la
canulacion los animales se estabularon individualmente y se dej6 un periodo de recuperacion de

entre 3-4 dias antes de proceder a la inyeccion de las sustancias.

Estereotaxia nucleo-especifica

Este procedimiento quirtrgico se realiz6 en aquellos animales donde el procedimiento

experimental requeria la inoculacion de sustancias en nucleos especificos del hipotalamo.

Tras la anestesia general de los animales se les realiz6 un corte transversal en la piel de la
cabeza por detras de las orejas. Se retird la piel con ayuda de un mosquito para mantener visible
el plano quirdrgico y se les separo el tejido subcutaneo del craneo dejando al descubierto la zona
circundante al bregma. Posteriormente se marco el bregma para tomarlo como punto de
referencia para la posterior localizacion de las coordenadas y se colocé al animal en un

instrumento de estereotaxia (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA).

Una vez fijada la rata en el aparato se anotaron las coordenadas de referencia

correspondientes al punto bregma. A partir de ahi:

o En el caso de rata: en el VMH se realizaron dos inyecciones en cada hemisferio cerebral
siguiendo las siguientes coordenadas: eje antero-posterior: 2,4-3,2 mm; eje lateral: 0,6
mm; eje dorso-ventral: 10,1 mm. En el caso del ARC se realizd una inyeccion en cada
hemisferio cerebral siguiendo las siguientes coordenadas: eje antero-posterior: 2,8 mm;

eje lateral: 0,3 mm; eje dorso-ventral: 10,2 mm.
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e En el caso de raton: en el VMH se realiz6 una inyeccién en cada hemisferio cerebral
siguiendo las siguientes coordenadas: eje antero-posterior: 1,7 mm; eje lateral: 0,5 mm;
eje dorso-ventral: 5,5 mm.

Posteriormente, se perford el craneo en cada punto de las coordenadas con una broca
quirargica y se procedid a la inyeccion de la sustancia. En cada inyeccion se inoculd 1pul de
sustancia durante 5 minutos para el caso de ratas y 10-15 minutos para el caso de ratones
(velocidad de administracion: 200nl/min).

Una vez terminada la inoculacion se procedid a la sutura del corte en la piel mediante la
ayuda de seda de sutura (Ethicon Mersilk Soie, Special 2-0, Johnson and Johnson company,

Alemania) y se estabularon los animales de forma individual.

Para la administracion crénica de sustancias en nucleos especificos del hipotalamo se
utilizaron céanulas bilaterales permanentes (Plastics One, Roanake, VA USA) de diferentes
caracteristicas de longitud y separacion entre los inyectores de cada hemisferio, segun el nucleo

acorde a las coordenadas sefialadas anteriormente:

e Para VMH: eje antero-posterior: 2,8 mm; eje lateral: 0,6 mm; eje dorso-ventral: 10,1
mm.

e Para ARC: eje antero-posterior: 2,8 mm; eje lateral: 0,3 mm; eje dorso-ventral: 10,2
mm.

66



Material y métodos

Se perford el craneo en cada punto de coordenadas con una broca quirirgica y se
introdujo la canula, de manera paralela al eje dorso-ventral del animal. A continuacion se fijo la
canula al craneo con adhesivo cianocrilato (SuperGlue-3, Loctite, Barcelona, Espafia); cada
inyector se conecté a una mini bomba osmoética (modelo 1007D, Alzet Osmotic Pumps,
Cupertino, CA, USA) mediante un catéter. Finalmente se colocaron las mini bombas osméticas

en la zona lumbar, debajo de la piel, y se cerr6 el corte con seda de sutura.

Al final del procedimiento los animales se estabularon individualmente.

Reqistro de la actividad simpatica

El registro multi-fibras de actividad del nervio simpéatico (SNA) fue obtenido mediante el

registro de los nervios que inervan BAT

Una vez anestesiados los animales del modo previamente descrito, se les mantuvo bajo
anestesia mediante el uso de a-cloralosa (dosis inicial: 25mg/kg, dosis repetidas: 50 mg/kg/h)
administrada via catéter en la vena femoral. Se les practico una traqueotomia para permitir la
correcta respiracion y se monitorizé y mantuvo la temperatura rectal a 37.5°C usando una mesa
quirurgica de temperatura controlada y una lampara. Se identifico e inervo una fibra nerviosa
interescapular en el BAT usando un microscopio de diseccion y se coloco sobre un electrodo
bipolar de platino-iridio unido a una sonda de alta impedancia (HIP-511, Grass Instruments;
West Warwick, RI USA). La sefial se amplifico 105 veces con la ayuda de un preamplificador
(Grass P5 AC). Tras la amplificacion, se filtré la sefial a 100 y 1000 Hz. A continuacion, la
sefial del nervio se acopldé a un osciloscopio (54501A, Hewlett- ackard, lowa, USA) para
monitorizar la calidad del registro del nervio. Las medidas de actividad del SNS en el BAT se
realizaron cada 15 minutos durante 6 horas tras las inyecciones ICV. Para asegurar que el ruido
eléctrico era excluido durante el estudio, cada registro se corrigio por la actividad del nervio
post-mortem. (Protocolo experimental realizado por el Dr. Kamal Rahmouni, Departments of
Internal Medicine, University of lowa Carver College of Medicine, lowa City, lowa, 52242,
USA).

Vagotomia

Los animales sometidos a este procedimiento fueron puestos en ayuno la noche previa a
la operacion, asi evitdbamos que el estomago estuviera hinchado y fue mas facil el acceso a él.
Las ratas fueron anestesiadas como hemos descrito previamente; se colocan sobre su espalda en

posicion decubito dorsal y se hace una incision en la linea media abdominal. Se visualizo el
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estomago y el higado es movido cuidadosamente para poder visualizar bien el eséfago. Las dos
ramas del nervio vago (dorsal y ventral) fueron expuestas y diseccionadas a la altura del eséfago
justo por encima del estomago. Cada rama del nervio fue ligado previamente con seda de sutura
en ambos extremos mas distales para prevenir el desangrado. Luego los musculos abdominales

y la piel fueron cosidos con seda de sutura.

También se hicieron ratas control o sham, a las cuales solo se les provocé una incision
abdominal igual que las anteriores, y las ramas del nervio vago fueron expuestas pero no se les

realiz ninguna sutura.

Luego las ratas fueron estabuladas y se estableci6 un tiempo de recuperacion de unos 15

dias antes de someterlas al siguiente procedimiento.

La efectividad de la vagotomia fue confirmada al final del experimento, una vez post-
morten mediante el analisis del estdmago; solo las ratas que mostraban un incremento evidente
en el tamafio del estomago después de la vagotomia (debido a la disminucion en la movilizacién

gastrica) fueron incluidas en el andlisis.

Perfusion intracardiaca

El cerebro de la rata se fija mediante perfusion intracardiaca como paso previo al estudio
inmunohistoquimico. Tras la anestesia general del animal con el anestésico habitual se coloca el
animal en posicion decubito dorsal y 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, se administraron en una inyeccion intracardiaca 200 ul de heparina (Heparina sodica
Mayne 5%; Mayne Pharma) en el ventriculo izquierdo, con el fin de evitar problemas de

coagulacion en los vasos durante la perfusion.

A continuacidn, se realiza una pequefia incision en la punta del ventriculo izquierdo por la
cual se introduce una canula hasta llegar a la raiz de la aorta. Tras el clampaje de la via se
secciona la orejuela de la auricula derecha. A través de dicha via se bombea una solucién de
suero salino 0.9% NaCl, con el fin de eliminar la sangre del sistema circulatorio. La
decoloracion del higado, asi como la de la propia solucion 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 solucién de formalina (100mM) en tampo6n fosfato (PB, pH=7.4) durante

aproximadamente 10 minutos. La eficacia de la perfusion puede constatarse por la rigidez plena
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del animal. Los tejidos son diseccionados y mantenidos en la solucién de fijado durante 12

horas a 4°C. A continuacion se realizan un par de lavados en tampén fosfato.

Infusién de oleato-C**

Las ratas previamente operadas para la insercion de canulas ICV fueron sometidas a un
periodo de recuperacién de 7 dias antes de las infusiones. Las ratas previamente anestesiadas
con una solucion de alfa-cloralosa (solucion 2,5%; 50 mg / kg) se colocaron sobre almohadillas
de calor antes de insertar un catéter en la vena femoral. La anestesia fue infundida
simultaneamente (25 mg / kg / h) junto con el trazador oleato-C** (3.000 Bq / minuto, dosis
total: 0,6 MBq en 0,3 umol de oleato) (Duivenvoorden et al., 2005). Después de 30 min de la
linea de base, se tomaron mediciones de suero y las ratas tratadas con vehiculo (DMSO) 0 T3 (4
ng durante 3 horas (se disolvio en 5 uL de DMSO; Sigma, St Louis, MO, EE.UU.) a través de
las canulas ICV. Las muestras de sangre se tomaron a intervalos regulares hasta que se termind

el experimento; se sacrificaron los animales y se produjo la recoleccion de tejidos

Para el anélisis de la actividad especifica del C* los tejidos y sueros lisados o los
extractos de lipidos se resuspendieron en el reactivo Beta-Flour Scintillans (National
Diagnostics; Atlanta; USA) y las desintegraciones por minuto fueron medidas usando un
contador de centelleo (LabLogic 300SL, LabLogic; Broomhill, UK).

Diseccion v extraccion de tejidos

Al término de cada procedimiento experimental se sacrificaron los individuos por
luxacion cervical y decapitacion posterior segln las normas y leyes de experimentacion animal.
Se extrajeron los tejidos y se conservaron a -80°C hasta su procesamiento y andlisis. En los
casos en los que se requiriera hacer microdiseccion, se llevd a cabo bajo una lupa éptica de 20

aumentos.

DISENOS EXPERIMENTALES

Alteracion del estado tiroideo

Gran parte de los disefios experimentales se realizan con ratas con el estado tiroideo

alterado. Para la generacion de estos modelos se somete a los animales a tratamientos de 21 dias
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en los que se les indujo el hipertiroidismo; para ello se inyectd a las ratas mediante
administracion subcutanea, L-tiroxina (Sigma; ref.T2501) (100 pg/rata/dia, disuelta en suero
salino, en un volumen de 200 pl) durante 21 dias. A los animales control (eutiroideos) se les
suministro la misma cantidad, subcuténea, de vehiculo (salino). La dosis utilizada se baso en

estudios previos (Lopez et al., 2010b; Gonzalez et al., 2012; Varela et al., 2012).

Las ratas durante este procedimiento fueron estabuladas en grupos de 4-5 animales por
caja; el tratamiento se inici6 antes de la fase nocturna y se realizd durante los 21 dias
aproximadamente a la misma hora; en ese mismo momento, se procedio al pesado del animal y

de la ingesta diariamente.

Tratamiento ICV cronico vy agudo con T3

Para este tratamiento, antes de la insercion de la sustancia, como se explicé mas arriba, a
las ratas se les insert6 una canula ICV y estuvieron en un periodo de recuperacion de unos 4
dias. Una vez pasado ese tiempo, se procedio a la inyeccion de T3 (4 ng/rata/dia en un volumen
de 5 pl de salino) durante 5 dias consecutivos, siempre antes del inicio de la fase oscura (fase
activa del roedor), todos los dias a la misma hora aproximadamente. EI 5° dia, el dia del
sacrificio, se procedio al pinchazo correspondiente y se esper6 unas 2-3 horas antes del

sacrificio.

Recuperacién Tratamiento

Operacion ICV Inyeccién ICV (Dfa 1) Sacrificio (Dia 5)

4 [
< »

Peso e ingesta

En el caso del tratamiento agudo a 3 horas, se procedid de igual manera, pero en este caso

se inyecto la sustancia y a las 3 horas se produjo el sacrificio del animal.

Las ratas durante este procedimiento fueron estabuladas individualmente; en el mismo

momento del pinchazo se procedié al pesado del animal y de la ingesta diariamente.

Tratamiento ICV crénico con T3 en ratas vagotomizadas

En este tratamiento, las ratas fueron vagotomizadas, como se describié arriba. Durante su
periodo de recuperacion, sobre el dia 14-15 se procedio a la segunda operacion para la insercién

de la canula ICV. Se dejaron recuperar igualmente los dias correspondientes a una operacion
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ICV (4 dias) y luego se llevo a cabo la administracién de T3 de igual forma que se detalla en el

apartado de tratamiento ICV con T3.
Se organizd en cuatro grupos:
-Sham-vehiculo ICV / Sham-T3 ICV

-Vagotomia-vehiculo ICV / Vagotomia-T3 ICV

Operacién Vagotomia

Operacién ICV

Tratamiento ICV
l l Sacrificio
Dia 1l Dia 14 Dia 18 Dia 22-23

<« »

Peso e ingesta

Las ratas durante este procedimiento fueron estabuladas en cajas de 4-5 ratas durante la
recuperacion de la vagotomia y posterior a la operacion ICV fueron estabuladas
individualmente. En el mismo momento del tratamiento antes de la fase oscura se procedio al

pesado del animal y de la ingesta diariamente.

Tratamiento ICV crénico con T3 y antagonista p3-AR (SR59230A) subcutaneo

Este tratamiento se hizo en ratas a las que se les insert6 la canula de igual forma que
mencionamos anteriormente. En este caso, antes de la finalizacion del periodo de recuperacion,
dos dias antes de la administracion de T3, se comenz6 con la inoculacion del antagonista a
nivel SC, inyectado dos veces al dia (la dosis diaria dividida en dos periodos de administracion,
uno a primera hora de la mafiana y otro a ultima hora de la tarde). Al cuarto dia de recuperacion
de la operacién ICV, se comenz6 con el tratamiento ICV de T3y se continué igualmente con el
tratamiento SC, asi, con los dos tratamientos, hasta el dia 5 cuando se produjo el sacrificio de

los animales.
Se establecieron cuatro grupos:
-Vehiculo SC-Vehiculo ICV / Vehiculo SC -T3 ICV
- SR59230A SC -Vehiculo ICV / SR59230A SC-T3 ICV
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Operacién ICV

Tratamiento SC

Tratamiento ICV
l Sacrificio
Dia 1l Dia 3 Dia 5 Dia 9

< »

Peso e ingesta

Las ratas durante este procedimiento fueron estabuladas individualmente; en el mismo

momento del pinchazo se procedié al pesado del animal y de la ingesta.

Tratamiento IP crénico con T3

En este caso, las ratas fueron tratadas con T3 pero a nivel IP. Se usé la misma dosis usada
en la administracion ICV disuelta en 200 pl de salino (1:50; DMSO:salino) durante 5 dias,

administrada a la misma hora que el tratamiento ICV.

Las ratas durante este procedimiento fueron estabuladas individualmente; en el mismo

momento del pinchazo se procedié al pesado del animal y de la ingesta.

Tratamiento nlcleo-especifico cronico de T3 mediante bombas

Para este tratamiento las ratas fueron sometidas a estereotaxia para la insercion de las
canulas nucleo-especificas (VMH y ARC) que iban conectadas a dos minibombas osmoticas

que portaban la T3 (4 ng/dia; con un flujo de 0.5 ul/hora durante 6 dias).

Las ratas durante este procedimiento fueron estabuladas individualmente; se procedi6 al
pesado del animal y de la ingesta una vez al dia siempre a la misma hora. Estos animales fueron

sometidos a NMR antes del inicio del tratamiento y el dltimo dia de tratamiento.
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Tratamiento de T3 en regiones cercanas al VMH

En este caso, las ratas fueron sometidas a inyecciones de T3 (dos en cada hemisferio) con

coordenadas aleatorias pero proximas a regiones circulantes al VMH. Tras esta administracion

se esperaron unas 3 horas y se produjo el sacrificio de los animales.

VMH

Inoculacion estereotaxica de Ad-TR-DN, Ad-AMPK-CA y Ad-AMPK-DN en el

Se realizaron tres experimentos distintos con cada adenovirus; en todos se hicieron dos

grupos (GFP y Adenovirus). Se les realiz6 a las ratas una inoculacion estereotaxica de

adenovirus (Ad) en el VMH (como se describié previamente). El vehiculo utilizado para todas

inoculaciones fue PBS 0,5 %.

GFP y Ad-AMPK-CA: a estos individuos se les inocul 1pl (1x10"pfu/ml;1:50) de una
solucion de adenovirus constitutivamente activos capaces de sobre-expresar las
isoformas ol y o2 de la proteina AMPK (AMPKala2-CA (1:1)) (Viraquest, North
Liberty, 1A, USA). Ademas estos virus expresaban también la proteina GFP (green
fluorescent protein). Al otro grupo, que se utilizO6 como control, se les inoculd 1 ul
(1x10™pfu/ml) (1:50), expresaban solamente GFP.

GFP y Ad-AMPK-DN: el adenovirus administrado es una mezcla de las mismas
cantidades de dominantes negativos para AMPKal y AMPKa2 (ambos adenovirus
también expresan GFP) (1:1). La dosis administrada de AMPKa-DN (Viraquest; North
Liberty, IA, USA) estaba a una concentracion de, para ambos dominantes negativos,
1.2x10" pfu/ml. Al otro grupo, que se utiliz6 como control, se les inoculd 1 pl
(1x10"pfu/ml) (1:50), expresaban solamente GFP.

GFP y Ad-TR-DN: la dosis administrada de este adenovirus TR-DN (Viraquest; North
Liberty, IA, USA) es de 1 pl por inyeccion de un stock de 1x10 pfu/ml. Como control

del tratamiento se administré un adenovirus que expresaba solamente GFP.

Las ratas durante este procedimiento fueron estabuladas individualmente; se procedio al

pesado del animal y de la ingesta diariamente.
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Inoculacion estereotaxica de Ad-AMPK-CA en ratas hipertiroideas

Para este experimento es necesario crear 4 grupos experimentales diferentes.
- Eutiroideas-GFP / Eutiroideas-AMPKa-CA
- Hipertiroideas-GFP / Hipertiroideas-AMPKa-CA

Previamente al tratamiento con adenovirus, se induce la alteracion del estado tiroideo,

induccién del hipertiroidismo.

El vector adenoviral administrado aparte de expresar la isoforma AMPKa-CA, expresa el
cDNA de GFP, que servird de marcador para poder ver la efectividad de la infeccion en el
nucleo. La dosis administrada de este adenovirus AMPKa-CA (Viraquest; North Liberty, IA,
USA) es de 1 pl por inyeccion de un stock de 1x10* pfu/ml;diluido 1:50. Como control del
tratamiento se administré un adenovirus que tnicamente expresa GFP (1 pl por inyeccion de un

stock de 1x10" pfu/ml) (1:50).

Sobre el dia 15 del tratamiento con T4, se procede a la inoculacion estereotaxica del
adenovirus, dejandolo unos 5-7 dias que es cuando el virus tiene su pico de mayor efecto (dia
20-22 del tratamiento con T4). Durante todos estos dias se continta con la administracién

subcutanea de T4.

Tratamiento SC

Operacidn estereotdxica

l Sacrificio

Dia1l Dia 15 Dia 21-22

P »
<« »

Peso e ingesta

Las ratas durante este procedimiento fueron estabuladas individualmente una vez
inoculado el adenovirus; en el mismo momento del pinchazo se procedié al pesado del animal y

de la ingesta todos los dias.

Inoculacion estereotaxica de Ad-AMPK-CA en ratas tratadas con T3 ICV

Para este experimento es necesario crear 4 grupos experimentales diferentes.
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- Vehiculo ICV-GFP / Vehiculo ICV-AMPKa-CA
- T3 ICV-GFP /T3 ICV-AMPKa-CA

Se procede a la operacion ICV vy a la inoculacion del adenovirus en la misma operacién y
el mismo dia. En este caso el periodo de recuperacion de la ICV se disminuye a tres dias, y en
ese dia se comienza con el tratamiento cronico ICV de T3 para que asi coincida durante los dias

de méximo efecto del virus (5-7 dias) ambos tratamientos.

Operacidn estereotéxica y ICV

| Administracion ICV |

Dial Dia4 Dia 7

»
»

A

Peso e ingesta

Las ratas durante este procedimiento fueron estabuladas individualmente; en el mismo

momento del pinchazo se procedié al pesado del animal y de la ingesta todos los dias.

Tratamiento ICV de ceramidas en ratas hipertiroideas.

Se generan ratas hipertiroideas como se describid anteriormente; sobre el dia 15 de su
tratamiento SC con T4 se procedié a la insercion de canulas ICV conectadas a una bomba
osmotica que contenia ceramidas. Se administrd este tratamiento durante 7 dias, al mismo

tiempo se continuo con la administracion SC de T4, hasta el final del experimento.
Se generan 4 grupos:
-Eutiroideas-Vehiculo ICV / Eutiroideas-Ceramidas ICV

-Hipertiroideas-Vehiculo ICV / Hipertiroideas-Ceramidas ICV

Tratamiento SC

Tratamiento ICV
Sacrificio
l N
Dia1l Dia 15 Dia 21-22

<« »

Peso e ingesta
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Las ratas durante este procedimiento fueron estabuladas individualmente una vez

colocada la canula ICV. Se procedio al pesado del animal y de la ingesta todos los dias.

Inoculacion estereotaxica de Ad-GRP78-DN en ratas hipertiroideas

Previamente al tratamiento con adenovirus, se induce la alteracion del estado tiroideo,
induccion del hipertiroidismo. EI vector adenoviral administrado GRP78-DN (Viraquest; North
Liberty, 1A, USA) expresa una forma inactiva de la proteina GRP78; se inocula 1 pl por
inyeccion con una concentracién de 1x10° pfu/ml. Como control del tratamiento se administrd
un adenovirus que Unicamente expresa GEP (1 pl por inyeccion de un stock de 1x10* pfu/ml)

(2:50).

Sobre el dia 15 del tratamiento con T4, se procede a la inoculacion estereotaxica del
adenovirus, dejandolo unos 5-7 dias que es cuando el virus tiene su pico de mayor efecto (dia
20-22 del tratamiento con T4). Durante todos estos dias se continta con la administracién

subcutanea de T4.

Tratamiento SC

Operacidn estereotaxica

l Sacrificio
I |

Dia 1 Dia 15 Dia 21-22

< [
< >

Peso e ingesta

Las ratas durante este procedimiento fueron estabuladas individualmente una vez
inoculado el adenovirus; en el mismo momento del pinchazo se procedid al pesado del animal y

de la ingesta todos los dias.

Tratamiento ICV de Rottlerin (inhibidor de PKC) en ratas hipertiroideas.

Se generan ratas hipertiroideas como se describio anteriormente; sobre el dia 15 de su
tratamiento SC con T4 se procedié a la insercion de cénulas ICV conectadas a una bomba
osmotica que contenia Rottlerin. Se administré este tratamiento durante 7 dias, al mismo tiempo

se continuo con la administracion SC de T4, hasta el final del experimento.

Se generan 4 grupos:
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-Eutiroideas-Vehiculo ICV / Eutiroideas-Rottlerin ICV

-Hipertiroideas-Vehiculo ICV / Hipertiroideas-Rottlerin ICV

Tratamiento SC

Tratamiento ICV

Sacrificio
l \
Dia1l Dia 15 Dia 21-22

< »

Peso e ingesta

Las ratas durante este procedimiento fueron estabuladas individualmente una vez

colocada la canula ICV. Se procedio al pesado del animal y de la ingesta todos los dias.

Tratamiento ICV de SP600125 (inhibidor de JNK) o de Rottlerin (inhibidor de
PKC) en ratas tratadas con T3 ICV

Para este experimento es necesario crear 4 grupos experimentales diferentes.
- Vehiculo ICV-Vehiculo ICV / Vehiculo ICV-SP600125 ICV (o Rottlerin ICV)
- T3 ICV-Vehiculo ICV / T3 ICV-SP600125 ICV (o Rottlerin ICV)

Se procede a la operacién ICV y a la conexion de una bomba osmética a dicha cénula
ICV; en esta bomba osm@tica iban las dos sustancias administradas (inhibidor+T3; igual medio
de dilucidn). En este caso el periodo de recuperacion de la ICV ya va solapado al inicio de la

administracion de las sustancias.

Las ratas durante este procedimiento fueron estabuladas individualmente; se procedi6 al

pesado del animal y de la ingesta todos los dias sobre la misma hora.

Tratamiento ICV con T3 en ratones WT v JNK1KO

En este caso se sigue el mismo proceso que en el caso de las ratas; se sometio a la
operacién para la insercién de las canulas a los ratones, se les dej6é un periodo de recuperacién

de 4 dias y luego se llevo a cabo la suministracion de la sustancia a través de la canula ICV.

Se establecieron 4 grupos:
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-WT-Vehiculo ICV / WT- T3 ICV

-JNK1KO-Vehiculo ICV / INK1KO- T3 ICV

Recuperacién

Tratamiento

Operacion ICV

Los ratones durante este procedimiento fueron estabulados individualmente; se procedio

al pesado del animal y de la ingesta todos los dias sobre la misma hora al mismo tiempo que se

Inyeccién ICV (Dia 1)

realizd la administracion de T3.

Inoculacion de Ad-Cre en ratones JINK2KO-jnk1 floxed y posterior administracion

Sacrificio (Dia 5)

<
<

Peso e ingesta

[
»

de T3 ICV.

Los ratones fueron sometidos a estereotaxia en el VMH con adenovirus adenoasociado
Cre (SignaGen; Rockville, MD, USA); se inocul6 un 1 pl por pinchazo en cada hemisferio con
una concentracion 1x10* pfu/ml. Como control del tratamiento se administr un adenovirus que
tinicamente expresa GFP (1 pul por inyeccion de un stock de 1x10* pfu/ml). Se dejé actuar este
virus aproximadamente 30 dias; una vez pasado este tiempo los ratones fueron sometidos a una

segunda operacion para la insercién de la canulas ICV; se dejaron recuperar durante 4 dias y

luego se llevo a cabo la administracion de T3 durante los 5 dias.

Se establecieron 4 grupos:

-JINK2KO-jnk1 floxed-GFP- Vehiculo ICV / INK2KO-jnk1 floxed-GFP- T3 ICV

- INK2KO-jnk1 floxed-Cre- Vehiculo ICV / INK2KO-jnk1 floxed-Cre- T3 ICV

Operacion Estereotaxica

Operacién ICV

Dia1l
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Los ratones durante este procedimiento fueron estabulados individualmente una vez
insertada la canula ICV. Se procedi6 al pesado del animal y de la ingesta dos veces a la semana
durante el periodo de espera de actuacion del adeno CRE (para evitar el estrés innecesario del

animal) y luego todos los dias una vez comenzada la administracién de T3.

(Todos los animales tuvieron acceso ad libitum a pienso y agua; al final de todos los

procedimientos se extrajeron los tejidos (cerebro, musculo, BAT, WAT, higado) y suero).

TECNICAS ANALITICAS

Extraccion de proteina

En el momento inicial de la extraccion se separé una porcion de tejido para ser procesado
y el resto de la muestra se volvio a congelar a -80°C. Durante todo el proceso de extraccién, las
muestras estuvieron refrigeradas a 0°C para evitar la degradacion de las proteinas. En un tubo
eppendorf de 2 ml con cierre de seguridad (Safe-Lock Tubes 2.0 ml, Eppendorf, Hamburgo,
Alemania) se le afiadié un volumen determinado de tampdn de lisis (composicion en tabla) con
inhibidor de proteasas (Complete TM, Roche, Mannhein, Alemania), dependiendo del tejido del
que se fuera a extraer proteina (volumen entre 200 ul y 1000 ul). Ademas dependiendo del tipo
de andlisis que se fuera a realizar con estas proteinas, el tampén variaria para andlisis de
actividad enzimatica (se usa un tampoén de lisis de sacarosa, composicion en seccion ‘ensayos
enzimaticos’) o cuantificacion de expresion proteica (tabla composicion tampén de lisis). Las
muestras se homogeneizaron por un proceso de disgregacion y rotura celular mecanica mediante
un homogeneizador (TissueLyser I1, Qiagen, Germantown, MD, USA) durante 2-3 minutos con
una frecuencia de unas 30 Hz. Posteriormente, se centrifugaron durante 30 minutos a 13.200
rpm y a 4° centigrados (en el caso de WAT y BAT se realizo otra centrifugacion de unos 10
minutos para eliminar mejor la grasa). Se retird el sobrenadante en varias alicuotas y se

congelaron a -80°C, hasta el momento de su analisis.

Composicion Tampon de lisis (ajustar pH a 7,5 y H20 destilada hasta 500 ml)
Tris-HCL pH 7,5 2,5 ml
EGTA 0,2 M (pH8) 2,5 ml
EDTA 0,2 M (pH8) 2,5ml
Triton X-100 5 ml
Ortavanadato Sédico 0,1 M 5ml
Fluoruro Sédico 1 gramo
Pirofosfato Sddico 1,1 gramo
Sacarosa 46 gramos
Céctel inhibidor de proteasas (ROCHE) 1 pastilla por cada 50 ml
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Cuantificacion de proteina

Para determinar la concentracion de proteina en las alicuotas obtenidas en la extraccion
(tanto para medir su actividad o su expresion) se mantuvieron a 4°C en hielo y se utilizo
procedimiento realizado por el método colorimétrico de Bradford (referencia 1976), utilizando
el kit Bio-Rad Protein Assay (Protein Assay Dye Reagent, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Para
ello, se procedio a diluir cada muestra por un factor de 1:26 en H20 destilada tubos eppendorfs.
En una placa de 96 pocillos, se cargaron por duplicado 10 pl de cada muestra, y posteriormente
250ul de reactivo de Bradford diluido en proporcion 1:4 en H20O destilada y a una temperatura
de 37°C. Ademas en cada placa, se realiz6 una recta de calibrado, mediante una dilucidn seriada
de BSA (Albumin bovine fraction V powder, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) con 7 puntos
duplicados, (0,03125; 0,0625; 0,125; 0,125; 0,25; 0,5; 0,7 y 1mg/ml). Luego en un lector de
placas (Multiskan Go Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) se
incubé la placa durante 5 min a 37° y se midi6 la colorimetria en OD (optical density) en cada
pocillo a una longitud de onda de A=595nm. A través de la extrapolacion de los valores de la
recta de calibrado se determind la concentracién de proteina de cada muestra. Una vez
determinada la cantidad de proteina de cada muestra se prepararon alicuotas a la concentracion

necesaria para cada analisis (10-20 pg/16 ul).

Western Blot

1) Preparacion de las muestras

Las proteinas son separadas mediante electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE, Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamide Gel Electroforesis). Al
tratarse de una técnica que se basa en la separacién de proteinas por su masa molecular, en base
a su migracion en un campo eléctrico, es necesario neutralizar una serie de caracteristicas de las
proteinas que darian lugar a patrones de migracion erréneos e identificaciones incorrectas. Por
un lado, es necesario eliminar la estructura cuaternaria de la proteina para poder reproducir una
migracién en el gel lo mas proporcional posible a su tamafio. Y por otro lado, dado que las
proteinas van a estar sometidas a un campo eléctrico, es necesario eliminar la carga intrinseca de

los polipéptidos, (desnaturalizarlos) y otorgarles el mismo signo de carga.

Para ello, se prepar6 una alicuota de cada muestra, con la misma concentracion de
proteina total (10-20 pg) en tampoén de lisis con inhibidor de proteasas. A cada muestra ademas
se le afiadié la misma proporcion de solucion de carga 5x. Este tampdn de carga proporciona a

la alicuota la eliminacidén de la estructura 4ria de la proteina (5-mercaptoetanol, Sigma-Aldrich,

80



Material y métodos

St. Louis, USA), uniformiza su carga eléctrica de forma proporcional a su longitud (SDS,
Sodium DodecylSulfate, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), una densidad mayor (Glicerol, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). Todo esto facilita su carga en el gel y ademas posee un colorante, para

identificar el frente de migracién (azul de bromofenol, MERK, Darmstadt, Alemania).

Composicion del tampdn de carga (ajustar pH a 6,8 y H20 miliQ hasta 1L)
SDS 29
Trizma-base 8 ml
B-mercaptoetanol 1ml
Azul de bromofenol 4 mg
Glicerol 10 ml

2) Electroforesis.

La electroforesis se realiz6 en un gel que consiste de una estructura tridimensional, en
forma de red, formada por la polimerizacion de acrilamida y bis-acrilamida (N,N-
metilenobisacrilamida). El proceso de polimerizacion se cataliza por amonio persulfato (APS)
(Ammonium  persulfate, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) y TEMED (N,N,N,N-
tetramethyletilenediamina, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). La concentracion de acrilamida y
bis-acrilamida (30% Acrylamide/Bis Solution 29:1, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) en el gel
determina el tamafio de los poros de la red tridimensional y el grado de migracion de las
proteinas segin su tamafio. El gel consiste de dos fracciones, una fraccion concentradora con 4
% de acrilamida/bis-acrilamida, en la que la que se agrupan las muestras a cargar, de manera
que la separacion de las proteinas de las diferentes muestras ocurra de forma simultanea, y una
fraccién separadora con 6%, 8% y 10% en funcion del tamafio de la proteina de interés. Los
geles se montaron en un kit de electroforesis (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) y se sumergieron en tampon running 1x. (Composicion del tampdn de running 5X:
72 g de Glicina, 15 g de Trizma base, 5 g de SDS, H,O destilada hasta 1L).

Previamente a la carga de las muestras en el gel se agitaron y se calentaron a 95° C
durante 10 minutos y se volvieron a agitar. En cada pocillo del gel se cargaron 16 ul de muestra.
En uno de los carriles se cargaron 5 pl de un marcador de pesos moleculares (Precision Plus
Protein Standars-Dual Color, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). En cada gel se cargaron siempre

muestras de todos los grupos experimentales.

Una vez esto, se sometieron las muestras a un campo eléctrico (voltaje constante de
140V-120V y amperaje de 180 mA), conectando el kit de electroforesis a una fuente de energia

(PowerPac HC High Current Power Suppy, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), en el que se indujo
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la migracion de las proteinas hacia el catodo. Se detuvo la electroforesis cuando el frente de

migracién lleg6 a una distancia aproximada de unos 0,5 cm del final del gel.

Gel separador 6 %Gel Gel separador 8 %Gel Gel separador 10 %Gel

H,O destilada 53ml H,O destilada 4,6 ml H,O destilada 4,0 ml
Acrilamida/bisacrilamida 2,0ml Acrilamida/bisacrilamida 2,7ml | Acrilamida/bisacrilamida 3,3ml
(30%) (30%) (30%)

1,5M Tris (pH 8,8) 2,5ml 1,5M Tris (pH 8,8) 25ml | 1,5M Tris (pH 8,8) 2,5ml
SDS 10 % 0,1 ml SDS 10 % 0,1 ml SDS 10 % 0,1 ml
APS 10 % 0,1 ml APS 10 % 0,1 ml APS 10 % 0,1ml
TEMED 8 ul TEMED 6 ul TEMED 4yl

Gel concentrador 4% (igual para todos): H,O destilada 3,4 ml; Acrilamida/bisacrilamida
(30%) 0,83 ml; 1,5M Tris (pH 8,8) 0,63 ml; SDS 10 % 50 pl; APS 10 % 50ul; TEMED 5 pl.

3) Transferencia.

Una vez finalizada la electroforesis las proteinas deben ser transferidas a una membrana
para poder realizar el analisis de expresion de cada proteina; para ellos son sometidas a un
campo eléctrico capaz de movilizar las proteinas hasta la membrana donde quedaran adsorbidas
y donde se realizaran las incubaciones con los diferentes anticuerpos. Se realizd una
transferencia de tipo semi-seca, donde la membrana y el gel se situaban una debajo del otro y
separadas por papeles absorbentes estos y las placas que creaban el voltaje (Trans-Blot Semy-
Dry Transfer Cell, Bio-Rad). Se utilizaron membranas de PVDF (Polivinylidene Fluoride
Immobilion-P membrane, Millipore), cortadas con unas dimensiones de 8,5x6,5 cm, activadas
previamente durante 4 min en metanol, 5 min en H20 destilada y 5 min en tampén de

transferencia.

Composicion del tampdn de transferencia 25X: 36,5 g de Glicina, 72,5 g de Trizma
base, 4,5 g de SDS, H,0 destilada hasta 500 ml.

Composicion del tampon de transferencia 1X: 40 ml de tamp6n de transferencia 25X,
200 ml de Metanol, H,O destilada hasta 1L.

El papel transferencia (Extra Thick Blot Paper, Bio-Rad) se empap6 en tampon de

transferencia para que a través de él pudiera crearse el campo eléctrico necesario para la
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transferencia; el gel y la membrana se colocaron entre dos piezas de papel de transferencia de
manera que asi se cre6 un campo eléctrico necesario para la correcta transferencia; se
eliminaron las posibles burbujas que podian quedar entre esta, el papel y el gel con un rodillo.
Se realizo la transferencia durante 1h y 40min a un amperaje constante de 250mA conectando el
kit de electroforesis a una fuente de energia (PowerPac HC High Current Power Suppy, Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). Para comprobar la correcta transferencia se tifieron las membranas
con colorante Rojo de Ponceau (Ponceau S Red, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Para eliminar

la tincion fue suficiente con hacer un par de lavados con tampon de lavado.

4) Inmunodeteccién de proteinas.

Tras la transferencia la membrana se incubo a temperatura ambiente durante 1h con
tampdn de bloqueo (Componentes del tampon de blogueo: BSA 3g en 100ml de tampon de
lavado). De esta manera se eliminaron las uniones inespecificas ofrecidas por la membrana en
todas aquellas areas donde no existia proteina transferida. Posteriormente, se corté la membrana
tomando como referencia el marcador de pesos moleculares, de manera que, pudiéramos
detectar en una misma membrana proteinas diferentes, de esta forma se pudieron detectar
diferentes proteinas simultaneamente. Cada fragmento de membrana se incubd durante 1h a
temperatura ambiente o bien toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario (dependiendo del
anticuerpo y sus condiciones especificas; ver tabla) diluido previamente en el tampon de
bloqueo. Transcurrido el tiempo de incubacién con el anticuerpo primario, se retird y se hicieron
3 lavados de 5 min con tampon de lavado a temperatura ambiente. Seguidamente se incubaron
las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario conjugado
con Horseradish Peroxidase capaz de reconocer y unirse especificamente al anticuerpo primario

utilizado.
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Anticuerpo Primario Casa comercial Dilucion
ACCa Millipore; Billerica, MA, USA 1:1000
pACC Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:1000
AMPKal Millipore; Billerica, MA, USA 1:1000
AMPKa2 Upstate; Temecula, CA, USA 1:1000
pAMPKa Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:2000

FAS BD, Franklin Lakes, NJ, USA 1:1000

CPT1c, CPT1l, CPT1m SCBT; Dallas, Texas, USA 1:1000
UCP-1 Abcam; Cambridge, UK 1:20000
GRP78 Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:1000
ATF6a Santa Cruz; 1:1000
PERK Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:1000
pPERK SCBT; Dallas, Texas, USA 1:1000
pelF2a SCBT; Dallas, Texas, USA 1:1000
CHOP SCBT; Dallas, Texas, USA 1:1000
IREa Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:1000
pIREa Abcam; Cambridge, UK 1:1000

p-SAPK/INK Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:2000
INK SCBT; Dallas, Texas, USA 1:2000
p-c-Jun Cell Signaling; Danvers,MA,USA 1:1000
pSTAT3 Abcam; Cambridge, UK 1:1000
PKC € Abcam; Cambridge, UK 1:1000
PKC 6 SCBT; Dallas, Texas, USA 1:1000
B-actina SIGMA,; St. Louis, MO, USA 1:5000
a-tubulina SIGMA; St. Louis, MO, USA 1:5000

Tabla: Relacién de anticuerpos usados y dilucion de los mismos.

Componentes tampon de lavado 10X: 24,2 g de Trizma base, 80 g DE NacCl, H,O
destilada hasta 1L; ajustar pH a 7,6. Componentes tampdn de lavado 1X: 100 ml de tamp6n
de lavado 10X, 1 ml de Tween 20, H,O destilada hasta 1L.

5) Revelado y fijacion de la sefial.

Se retira el anticuerpo secundario y se vuelven a hacer tres lavados; para proceder al
revelado de la membrana se utilizd 1 ml de un sustrato de revelado que detecta el Horseradish
Peroxidase en proporcién 1:1 (Pierce ECL Western Blotting Substrate, Cultek). Se incuban las
membranas durante 2 min en oscuridad con este sustrato. Una vez pasado el tiempo de
incubacion se colocaron las membranas en una casete de revelado (Hypercassette, Amersham
Biosciences, Little Chalfont, Reino Unido) y se impermeabilizaron con la ayuda de papel

transparente.

Se procedio a su revelado en una sala oscura destinada a tal fin. Se introdujo una hoja de

revelado (FujiMedical X-Ray Film Super RX, Fujifilm Corporation, Tokio, Japén) sobre las
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membranas y se cerr6 el casete; se dejé exponer la sefial quimioluminiscentre durante unos
segundos/minutos en funcion de la proteina. Luego se retiro la pelicula y se sumergié en una
solucion reveladora (diluciéon 1:10) (G150, Developer/Replenisher, Agfa-Gevaert Group,
Dubendorf, Suiza) hasta que se visualiza la sefial buscada y en ese momento se sumerge la
pelicula en liquido fijador (dilucién 1:5) (G354, Manual Fixing Bath, Agfa-Gevaert Group,
Dubendorf, Suiza) durante un par de minutos con el fin de fijar la sefial. Por Gltimo se lava la

pelicula con agua correinte y se deja secar.

6) Cuantificacion.

La cuantificacion de la sefial se realiz6 mediante la medicion de la densidad 6ptica de la
sefial de cada muestra, a partir de las imagenes escaneadas (resolucion 400 ppp, CanonScan
9900F, Canon, Tokio, Japdn) de las peliculas autorradiografiadas, con el software informatico
ImageJ (ImageJ 1.40g, Wayne Rasband, NIH, USA).

Cada medicion de densidad optica se corrigié por la medicion de la densidad 6ptica de

una region adyacente a la sefial de las muestras.

RT-PCR

1) Extraccion de RNA.
Todo el proceso se realizd manteniendo las muestras en hielo con el fin de evitar la
degradacion del RNA.

Un pequefio fragmento de las muestras congeladas fue homogeneizado mecénicamente
junto con 1000 ml de Trizol (TRIZOL Reagent; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) durante 3 min
(con el mismo sistema usado en el caso de la extraccion proteica). Después de la
homogeneizacion las muestras se dejaron reposar a T? ambiente durante unos 5 minutos. A
continuacion se afiadio 1 ml de cloroformo (Chloroform, Sigma-Aldrich, St Louis, USA) a cada
muestra y se agitaron fuertemente durante varios segundos con un posterior tiempo de reposo de
unos 5 minutos. Luego, se centrifugaron 15 minutos a 12000 rpm a 4°C y se observo ya
claramente 2 fases: una fase acuosa (donde se halla el RNA) y una fase organica (que contiene
las proteinas y los lipidos). Entre ambas se sitta la inter-fase (donde esta el DNA).Se retira la
fase acuosa con cuidado pasandola a otro tubo autoclavado y se desprecia la fase organica. De

esa manera se separ6 el RNA del resto de los componentes celulares.

Una vez separado el RNA, se le afladié 1 ml de isopropanol (2-propanol, Sigma-Aldrich,
St Louis, USA) a cada muestra, se agitaron y se colocaron a -20°C durante unos 10 minutos

(consiguiendo asi que el RNA precipite). Transcurrido este tiempo se centrifugaron las muestras
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10 minutos a 12000 rpm a 4°C para concentrar el RNA en el fondo. Una vez eliminado el
sobrenadante se afiadio 1 ml de etanol (Ethanol absolute PA, Applichem/Pancreac, Darmstadt,
Alemania) al 70% en H20 DEPC vy tras una agitacién corta se centrifugé durante unos 5
minutos a 12000 rpm y 4°C. Para eliminar la mayor cantidad de etanol posible, se volvio a
centrifugar 1 minuto a 13500 rpm y 4°C, y posteriormente se retird el sobrenadante con una

pipeta. Finalmente se re-suspendié en H20 DEPC calentandolo a 60 °C durante 15 minutos.

2) Cuantificacion de RNA.

La cuantificacion de RNA de cada muestra se determiné en un espectrofotdmetro
ajustado a 2 longitudes de onda: 260 y 280 nm. La absorbancia a 260 nm proporcioné la
cantidad de &cidos nucleicos y a 280nm la cantidad de proteina. El grado de pureza de la
muestra se determind estudiando el ratio 260/280, considerdndose aceptable la oscilacion entre

1,4y 1,8. Todas las muestras se alicuotearon a una concentracion de 100ng/pl.

3) Retrotranscripcion (RT).

La reaccion de retrotranscripcion se llevo a cabo en un volumen total de 30 ul (Ver
componentes de la RT). Se realiz6 una un control negativo (RT-) (30 pl de mezcla de reaccion
excepto m-MLV, cuyo volumen fue sustituido por H20 MilliQ). Una vez preparadas las mezclas
de reaccidn, se incubaron en un termociclador, con los siguientes parametros: 50 minutos a
37°C, 15 minutos a 42°C, 5 minutos a 95°C. Finalmente las muestras se mantuvieron a 4°C o

bien congeladas -20°C hasta su uso.
Componentes de la reaccién de retrotranscripcion:

e 6 pl de tampdn de reversotranscripcion (5X first strand buffer; 250 nM Tris-HCI, pH
8.3, 375nM KCI, 15mM MgCl, 50nM DDT) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

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

e 6 ul de mezcla de ANTPs (dTTp, dCTp, dGTp, dATp, con una concentracion de 10 mM
de cada uno) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

e 0.17 ul de Random primers (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
e 0.25 pl inhibidor de RNasa (RNaseOUT, 40 U/ul Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
e 1 ul de m-MLYV reversotranscriptasa (200 U/pl, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

e Volumen correspondiente de H,0 DEPC (agua destilada con dietilpirocarbonato al

0.1%., dejar una noche a T? ambiente) para obtener el volumen final de 30 pl.
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4) PCR Tiempo Real (TagMan).

Se utiliz6 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 (Fluorescence Resonance Energy Transfer) entre las dos
moléculas. El fluorocromo utilizado para la realizacion de la PCR fue TAMRA, que posee un
méaximo de absorcion de 560nm y un méaximo de emision de 580nm. Los primers usados fueron
disefiados con el programa Primer Express (Applied biosystems, Foster City, CA, USA) y
cotejados segun la base de datos BLAST. La mezcla de reaccién de PCR usado tenia un

volumen final de reaccion de 12pl.

Componentes de la reaccion de PCR en tiempo real:

2.92 ul H,O0-MQ

e 0.36 ul Oligonucledtido sentido (10 M) (Eurofins Genomics, Ebersberg, Alemania)

e (.36 pl Oligonucledtido antisentido (10 uM) (Eurofins Genomics, Ebersberg, Alemania)
e 0.36 ul Sonda (5 uM)

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

e 2 pl de muestra (RT)

Ademas de las muestras, se cargé un control negativo (-RT), un blanco y una curva
patrén tanto para el gen problema como para el control o gen de expresion constitutiva; todo
ello se realiz6 por duplicado. La curva patron constd de 6 puntos realizados por dilucion seriada
(1:4) a partir de un volumen total de 30-40ul resultante de la mezcla de distintas muestras de RT
(2ul de distintos productos de RT, pero siempre del mismo tratamiento o tejido). Las
condiciones de amplificacién fueron de 50°C (2min), 95°C (10min), 95°C (15seg) y 60°C (1min)
durante 40 ciclos, en un sistema de PCR Tiempo Real (7300 Real Time PCR System, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). El andlisis de los datos se realizé comparando el ratio entre
un gen de referencia (en este caso el Hprt) y el gen problema entre los diferentes grupos

experimentales.

87



Material y métodos

TABLA de primers y sondas para RealTime PCR

mRNA GenBank Sequence
accession number

ACADM NM_016986 Fw Primer  5’-GCCTTCACCGGATTCATCGT-3'

Rv Primer 5’-GCACCGCTGACCCATGTT-3'

Probe FAM-5’-CCCGGGAATACACATCGGAAAAAAGGAACT-3’-TAMRA
ACER-1 NM_001106875 Fw Primer  5’-CTCATCTTTGGACCCCTCATGA-3'

Rv Primer  5-CCATGAAGAGGACTGACACTCCAT-3'

Probe FAM-5’-CTTATGCACCCGTATGCCCAGAAGCG-3'-TAMRA
ACOX-1 NM_017340 Fw Primer  5-CGGAGTTGATCACGCACATCT-3'

Rv Primer  5-GCTGGCTTCGAGTGAGGAAGT-3'

Probe FAM-5’-CGGCGCCGTCGAGAAATTGAGAA-3’-TAMRA
CDIPT NM_138899 Fw Primer  5’-GAACTCTTCTACTGCCTCCTGTACCT-3'

Rv Primer 5-TCGGAAAAGCCCCACAGA-3'

Probe FAM-5"-TTCAATTTCTCCGAGGGACCACTAGTCGG-3’-TAMRA
CPT1l NM_031559.1 Fw Primer  5-ATGACGGCTATGGTGTCTCC-3

Rv Primer 5°-TCATGGCTTGCTTCAAGTGC-3’

Probe FAM-5-TGAGACAGACTCACACCGCT-3'-TAMRA
DGAT1 NM_053437 Fw Primer  5’-TTCCGCCTTTGGGCATTC-3'

Rv Primer 5-TTGGAAGAAGCGGTTCACAATC-3'

Probe FAM-5’-CAGCAATGATGGCTCAGGTCCCACTG-3’-TAMRA
EHHADH NM_133606 Fw Primer  5’-TGGAAAACAGCCTCTGCTCAAC-3'

Rv Primer 5’-CCCCACTCTCGCAAAAGAAAT-3'

Probe FAM-5'-CGTTCTTGGCTTGGGAACGATGGG-3'-TAMRA
HPRT NM_012583 Fw Primer  5’-AGCCGACCGGTTCTGTCAT-3'

Rv Primer 5’-GGTCATAACCTGGTTCATCATCAC -3'

Probe FAM-5’-CGACCCTCAGTCCCAGCGTCGTGAT 3'-TAMRA
LASS1 NM_001044230 Fw Primer  5’-TGCTCCTCCTGGTCATGAACAT-3'

Rv Primer  5-CAAGTCTTCCAGTTCACGCATCT-3'

Probe FAM-5'-CTGGTTCCTGTACATTGTGGCTTTTGCAGC-3'-TAMRA
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LIPIN1

NRF-1

PCYT1a

PGCla

PGC1B

PISD

PLA2g4a

PNPLA2

PPARa

PTDSS1

SGMS1

SMPD2

NM_001012111

NM_001100708.1

NM_078622

NM_031347

NM_176075

XM_001061408

NM_133551

NM_001108509

NM_013196

NM_001012113

NM_181386

NM_031360

Fw Primer

Rv Primer

Probe

Fw Primer

Rv Primer

Probe

Assay ID

Fw Primer

RvPrimer

Probe

Assay ID

Fw Primer

Rv Primer

Probe

Fw Primer

Rv Primer

Probe

Fw Primer

Rv Primer

Probe

Fw Primer

Rv Primer

Probe

Fw Primer

Rv Primer

Probe

Fw Primer

Rv Primer

Probe

Fw Primer

5’-CCTCTACTTCTGGCGATGCA-3'
5’-CATCTTATCTCTCATGATGGATTCC-3'
FAM-5’-TCCAGAAACCTTTGCCAAAGGCCA-3’-TAMRA

5 -TGTTTGGCGCAGCACCTTT-3’

5°-CGC AGA CTC CAG GTC TTC CA-3’

FAM-5"- ATGTGGTGCGCAAGTACAAGAGCATGATC3'-TAMRA
Applied Biosystems TagMan® Gene Expression Assays
Assay ID Rn00589584_m1
5’-CGATCACCATATTCCAGGTCAAG-3’
5’-CGATGTGTGCGGTGTCTGTAGT -3’
5’-AGGTCCCCAGGCAGTAGATCCTCTTCAAGA -3’
Applied Biosystems TagMan® Gene Expression Assays
Assay ID Rn00598552_m1
5’-TTCTTCCGGCGTAAGCTGAA-3'
5’-CCTGCCCAAAGGTGAGGAT-3'
FAM-5’-CTGTCTGTGGCTTGCACAGTGTGATCAGC-3’-TAMRA
5'-TTGGATTGTGCGACCTACGTT-3'
5-GGGTGGGAGTACAAGGTTGACA-3'
FAM-5-CTGGTCTGTCCGGCTCCACATGGTA-3'-TAMRA
5’-CCGCTGGAGAGTGCAGTGT-3"
5-CACCGGATATCTTCAGGGACAT-3’
FAM-5'-CACCATCCGCTTGTTGGAGTGGC-3"-TAMRA
5’-TGGAGTCCACGCATGTGAAG-3'
5’-CGCCAGCTTTAGCCGAATAG-3'
FAM-5’-CTGCAAGGGCTTCTTTCGGCGA-3'-TAMRA
5’-ATGGTCGTTTGCCGGTTTT-3'
5'-CCCTGTGGTGGTGTGGATGT-3'
FAM-5’-ATGAGGACTTACCACTGGGCAAGCTTCAAG-3’-TAMRA
5-CGGCATGCACTTCAACTGTT-3'
5’-ATTATCCTCCGCACTTGAGCTT-3'
FAM-5’-CCGAAGCTCTTTGGAG-3'-TAMRA

5’-CACCTACCCGGATGCACACT-3'
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Rv Primer 5-GATTGGGTGTCTGGAGAACACA-3'

Probe FAM-5’-TTCAGAAGCGGAATCATTGGCAGTGG-3’-TAMRA
SPTLC1 NM_001108406 Fw Primer  5-TGACCTGGAGCGACTGCTAA-3'

Rv Primer 5’-CCTTCCGCGACGATGAAT-3'

Probe FAM-5’-CAAAAGAATCCTCGAAAGGCCCGTG-3'-TAMRA
UCP-1 NM_012682 Fw Primer  5'-CAATGACCATGTACACCAAGGAA-3'

Rv Primer  5-GATCCGAGTCGCAGAAAAGAA-3'

Probe FAM-5’-ACCGGCAGCCTTTTTCAAAGGGTTTG-3'-TAMRA
UCP-2 NM_019354 Fw Primer  5-GCCTCTACGACTCTGTAAAGCAGTT-3

Rv Primer 5-CGGACCTTTACCACATCTGTAGGT-3

Probe FAM-5'-TACACCAAGGGCTCAGAGCATGCAGG-3’-TAMRA
UCP-3 NM_013167 Assay ID Applied Biosystems TagMan® Gene Expression Assays

Assay ID Rn00565874_m1

Ensayos enzimaticos

e Actividad enzimética de CPT-1.

La obtencidon primaria de las proteinas para actividad enzimatica a partir de los tejidos, se
realizd de la misma manera que para la obtencién de proteina total, con la salvedad de que el
tampdn de lisis para actividad que se utilizd tenia una composicién diferente al tampon de lisis
(Buffer de sacarosa; mantiene la capacidad enzimatica del péptido pero es menos eficaz a la

hora de purificar la proteina).

Composicion Tampan de lisis de sacarosa (disuelto en H,0 destilada)
Tris-HCL pH 7,5 20 mM
EDTA 1mM
Fluoruro Sédico 100 mM
Ditiotreitol (DTT) 100 mM
Sacarosa 250 mM
Cdctel inhibidor de proteasas (ROCHE) 1 pastilla por cada 50 ml

Antes de realizar cualquier ensayo enzimatico fue indispensable cuantificar la cantidad de
proteina obtenida en la extraccion. De manera que, a la hora de analizar los resultados, se

normalizaron con las concentraciones proteicas de cada alicuota.
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La determinacion de la actividad CPT-1 se realiz6 determinando la liberacion de grupos
CoA-SH del palmitoil-CoA usando el método descrito por Bieber (Bieber et al., 1972). Este
método se basa en la reaccidn del grupo sulfidrilo con el reactivo de Ellman (&cido 5,5'- ditiobis

(2-nitrobenzoico)) y en la variacion que se produce en la absorcion del mismo a 412 nm.

Acetil-CoA + Carnitina —— Acetil-Carnitina + CoA-SH
Reaccion catalizada por CPT-1

Los grupos tiol (—SH) de los amino&cidos sulfurados de las proteinas suelen encontrarse
en su forma reducida, como sulfidrilos, y son estables a la oxidacion en medio acido. El
procedimiento utilizado para su cuantificacion, desarrollado por Ellman en 1959 (ELLMAN,
1959) consiste en oxidar los grupos sulfidrilo de las muestras con un disulfuro simétrico (acido
5-5’-ditiobis [2- itrobenzoico]; DTNB; reactivo de Ellman) que, al reducirse, genera un
disulfuro mixto y un anién tiolato (5-tio-2-nitrobenzoato; TNB). Este puede cuantificarse
espectrofotométricamente debido a su fuerte absorcion a 412 nm (coeficiente de extincién de
13’6 x 103 M-1 cm-1) (figura 32). De este modo el reactivo del Ellman (DTNB) permite la

determinacion espectrofotométrica de los grupos sulfidrilo reactivos presentes en la reaccidn.

La medida de actividad se realiza durante 7 minutos a 412 nm en un tampén de medida:
60 mM TRIS-HCI (pH 8), 2.125 mM EDTA, 1.7 mM DTNB, 0,17% TRITON X-100, 0.5 mM
L-Carnitina, muestra (20 pl; dilucién 1:5). Después de incubar 5 minutos a 37°C el tampén de
medida con la muestra, se afiaden los sustratos: y 0.5 mM Palmitoil-CoA (excepto en los

controles). La actividad enzimatica se define como nmol CoA-SH liberado/min/mg proteina.

o Determinacién de los niveles de malonil Co-A.

Los niveles de malonil-Co se determinaron mediante una modificacion del método
radioenzimatico de McGarry, basado en la incorporacién de acetil-CoA marcado a la molécula
de palmitato, en una reaccion catalizada por la acido graso sintasa, en presencia de NADPH y
dependiente de malonil-CoA (McGarry et al., 1978; Saha et al., 1995). (Este protocolo fue
realizado por el Dr. Asish K. Saha. Diabetes Research Unit, EBRC-827, Boston Medical Center,
Boston, MA, USA).

Malonil-CoA + [14C]-acetil-CoA + NADPH ————»[14C]-4cido palmitico

Reaccion donde interviene el Malonil-CoA
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Inmunohistoqguimica

Para el estudio inmunohistoquimico, el cerebro de la rata se fija mediante perfusion
intracardiaca tal y como se detalldé 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 tampdn fosfato 0,1M durante 1 hora. Se hacen secciones en un
vibrotomo (Vibratome Series 1000, The Vibratome Company, St Louis, MO, USA) en secciones

de 50 um de grosor. Las secciones se recogen en PBS.

Para la deteccion inmunohistoquimica de la expresion de c-FOS, se incubaron secciones
del cerebro con anticuerpo primario c-FOS (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) en
dilucion 1:1000 durante toda la noche a 4°C; al finalizar se hicieron 2 lavados de 10 minutos. A
continuacion se incubd con H,O, 3% en agua destilada (para inhibir la peroxidasa endégena)

durante 10 min y se hicieron nuevamente 2 lavados de 10 minutos.

Como sistema de deteccion se utilizo EnVision policlonal (polimero de dextrano
conjugado con anticuerpos anti-conejo y con peroxidasa; Dako, Glostrup, Dinamarca) durante
30 min. Se hicieron 2 lavados de 10 minutos y se incub6 con DAB (Dako, Glostrup, Dinamarca
) durante 10 min, preparada siguiendo el protocolo del fabricante (1 gota de DAB en 1 mL del
disolvente suministrado). Al finalizar la reaccién, las secciones se extienden en portas
xilanizados (Histobond, Marienfield-Superior, Lauda-Konigshofen) dejandolos secar;
posteriormente se deshidrataron en etanol, se aclararon en xilol y se montaron con un medio de
montaje permanente. La reaccion fue observada y fotografiada bajo un microscopio de
fluorescencia Provis AX70 (Olympus Corp.; Tokyo, Japan). Ademas, se cuantificd la inmuno-
reactividad de c-FOS en DMH. EIl nimero de células tefiidas en cada seccion se usé como

numero representativo de células con inmunoreactividad positiva de c-FOS.

Inmunofluorescencia

Los cerebros una vez perfundidos se sumergen en formalina al 10% durante 24 horas. Se
cortaron secciones de 50 pum de grosor en un vibratomo (Vibratome® Series 1000). Para la
immunofluorescencia, la secciones se incubaron en flotacion durante toda la noche a 4°C con
anti-GFP de conejo (Abcam) diluido 1:1000 en PBS. Tras dos lavados de 5 minutos en PBS las
secciones se incubaron 1 hora a temperatura ambiente con anti-fragmento F (ab”)2 AlexaFluor®
488 (Molecular Probes) en una dilucién en PBS de 1:200. Las secciones se montaron en portas

de polisina (VWR International, Leuven) y se cubrieron con medio de montaje fluorescente.
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Bioguimica

La sangre extraida durante el sacrificio fue centrifugada y separada en suero y plasma.
Los niveles de T3 y T4 fueron medidos en plasma mediante la utilizacion de un kit de ELISA
(Crystal Chem Inc; Downers Grove IL, USA).

Analisis de lipidos

Para la extraccion de lipidos, se pesaron 100 mg de tejido o 250 pl de suero; se
homogenizaron (con el mismo sistema usado en la extraccién proteica) con 1 ml de reactivo de
Folch (cloroformo: metanol, 2:1). Una vez homogenizadas, se mantuvieron en agitacién
constante durante unas 3 horas temperatura ambiente o bien toda la noche a 4°C. Posteriormente
se le afiadio a cada muestra 300 ul de agua Mili-Q (en el caso de suero no se afiadié agua Mili-
Q), se vortearon y se centrifugaron 20 minutos a 13200 rpm. La fase inorgénica fue eliminada y
los extractos lipidicos contenidos en la fase organica y se dejaron secar toda la noche en una

campana de extraccion.

Para el anélisis de triglicéridos, una vez realizada la extraccion de lipidos y una vez secos,

se re suspenden en cloroformo (una cantidad conocida e igual para cada muestra) y se dejan
evaporar; luego mediante la utilizacion de un kit enzimatico colorimétrico (Trigliceridos GPO-
POD Enzimdtico colorimétrico, SPINREACT, Girona, Espafa).

Para la separacion de triglicéridos y &cidos grasos libres, el extracto total de lipidos fue

resuspendido en cloroformo y detectados a través de placas de cromatografia de capa fina
(TLC; Plastic Backed Silica Matrix, Merk; Hoddesdon, UK). La cromatografia se realiz6
usando tolueno:choroformo:metanol (85:15:5) como solvente de migraciéon. Las bandas
lipidicas fueron visualizados utilizando una solucion de primulina; posteriormente fueron
raspados e introducidos en viales de centelleo para la cuantificacién del C** una vez que

estuvieran secas.

Para el analisis de acidos grasos, después de la extraccion de de lipidos de 15 mg de

tejidos como explicamos anteriormente; como estandar interno se us6 Acido tridecanoico
deuterado (C13D2502H, Cambridge Isotopes; Andover, MA, USA). Los lipidos totales fueron
saponificados y convertidos en ésteres metilicos de acidos grasos utilizando trifluoruro de boro
(MORRISON and SMITH, 1964). Las muestras fueron resuspendidas en hexano y se analizaron
en Thermo Finnigan Focus GC acoplado a un detector FID. Una columna Thermo Scientific

TR-FAME (longitud: 30 m, diametro: 0,25 mm, tamafio de la pelicula: 0,25 um; Thermo
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Scientific; Surrey, Reino Unido) fue usada con helio como gas transportador a una velocidad de
infusion de 1,9 ml/min; la temperatura de entrada era de 230°C y la temperatura del detector era
de 250°C. El programa usado fue el siguiente: 100 ° C durante 2 min, 25 ° C / min durante 2
min, 2,5 °© C / min durante 4,8 min, mantener durante 3,8 min, 4,5 ° C / min durante 2,4 min,
mantener durante 5 minutos, 5 ° C / min durante 7,4 min, 40 ° C / min durante 0,5 min y
mantener durante 0,5 min. Los cromatogramas fueron analizados y cuantificados usando el

software Xcalibur 2.0 (Thermo Scientific; Surrey, Reino Unido). |

La identificacion de los picos FAME se hizo mediante la comparacién de los tiempos de
retencion contra los estandares externos (Restek 35077 Food Industry FAME mix; Bellefonte,
Pensilvania, USA; y Supelco 46.904 éster metilico vacénico (Vaccenic Methyl ester); Sigma, St
Louis, MO, USA).

Los datos se normalizaron con estandares internos y por el ajuste de la masa del tejido.

Los resultados se expresan como porcentajes molares normalizados con los animales control.

Lipidémica

Preparacion de las muestras: los hipotdlamos fueron diseccionados y pesados; se les
afiadié a cada muestra 20 pl de una mezcla estandar interna y 100 ul de NaCl (0,9%). Los
lipidos se extrajeron de las muestras con 400 ul de cloroformo: metanol (proporciéon 2: 1) y se
homogenizaron en un homogeneizador. Después de agitacién durante 2 min y se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente, la capa inferior (aproximadamente 100 pl) se separ6 por
centrifugacion a 10.000 rpm durante 3 min a temperatura ambiente. Luego 10 pl de la mezcla
estdndar marcada fue afiadida al extracto de lipidos. La mezcla de patrdn interno contenia los
siguientes compuestos lipidicos con &cidos heptadecanoico (C17: 0) como 4&cido graso
esterificado: ceramida (d18: 1/17: 0) (91,6 mg / ml; Avanti lipidos polares; Alabaster, AL,
USA), GPCholine (17: 0/17: 0) (9,9 mg / ml; Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA),
GPEthanolamine (17: 0/17: 0) (89,5 g / mL; Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL ,USA)y TG
(17: 0/17: 0/17: 0) (103,6 g / ml; Larodan quimicos puros; Limhamn, Suecia). La mezcla
estandar marcado consistia GPCholine (16: 0/0: 0-D3) (92,8 mg / ml; Larodan Fine Chemicals,
Limhamn, Suecia), GPCholine (16: 0/16: 0-D6) (116,8 mg / ml ; Larodan Fine Chemicals,
Limhamn, Suecia) y TG (16: 0/16: 0/16: 0-13C3) (99,6 g / mL; Larodan Fine Chemicals,

Limhamn, Suecia).

Anédlisis de lipidos: los extractos de lipidos se analizaron utilizando un espectrémetro de

masas QToF (Waters; Milford, MA, USA) combinado con un Acquity Ultra Performance
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Liquid Chromatography (UPLC/MS; Chicago, IL, USA). La columna era una Acquity UPLC
BEH C18 10x50 mm con 1,7 micras de tamafio de particulas; se mantuvo a 50°C. El sistema de
disolvente binario A incluy6 agua (1% NH;Ac 1M, 0,1% HCOOH) y el sistema de disolvente B
incluia LC/MS (Rathburn; Walkerburn, Reino Unido) de acetonitrilo / isopropanol (5:2, 1%
NH,Ac 1M, 0,1% HCOOH). El gradiente comenz6 a partir del 65% de A / 35% de B,
alcanzando el 100% del B en 6 min y se mantuvo alli durante los proximos 7 min. El tiempo
total de ejecucion que incluye una etapa de re-equilibrio de 5 minutos fue de 18 min. El caudal
fue de 0,2 ml/min y el volumen de inyeccidn fue de 1 ul. La temperatura del organizador de las
muestras se fijo en 10 ° C. El perfil de lipidos se llevo a cabo utilizando el modo de i6n positivo.
Los datos fueron recolectados en el rango de masa de m/z de 300 a 2000, con una duracién de
exploracion de 0,2 segundos. La fuente de temperatura se fijé en 120 ° C y el nitrgeno fue
usado como gas de de solvatacion (800 L/h) a 250 ° C. Los voltajes del cono de muestreo y del
capilar fueron 39 V y 3,2 KV, respectivamente. La reserpina (50ug / L) fue utilizada como
compuesto de referencia de pulverizacion de blogueo (5 | / min; 10 seg. frecuencia de

exploracion).

Procesamiento de los datos de lipiddmica y andlisis.

Los resultados obtenidos se convierten en formato netCDF usando Dbridge Software
(MASSLYNX. Waters; Milford, MA, USA). Los datos convertidos se procesan usando el
programa informatico MZmine Software version 0.60 58-60 (440-442). Los lipidos se
identificaron basandose en su tiempo de retencion (RT) y el ratio masa/carga (MZ) a partir de
una base de datos ya creada. (Realizado por el Dr. Matej OreSic. VTT Technical Research
Centre of Finland, Tietotie 2, Espoo, FIN-02044, Finland).

Cuantificacion de ceramidas

Las ceramidas se extrajeron y analizaron utilizando un el sistema ESI-MS LC / MS
System (APl 3000 PE Sciex; SpectraLAB Cientifico; Markham, Ontario, Canada) con
ionizacién positiva como hemos descrito previamente (Contreras et al., 2014b). Las
concentraciones se midieron por monitorizacion de reaccion multiple (MRM) utilizando N-
heptadecanoilo-D-erytro-esfingosina (C17- ceramida) como estandar interno (50 ng / ml). El
método fue lineal en el intervalo de 2 a 600 ng / ml utilizando como patrones N-palmitoil-D-
erytro-esfingosina (C16 ceramida) y N-estearoil-D-erytro-esfingosina (C18 ceramida) (Avanti
Polar Lipids, Alabaster, AL, USA). (Realizado por la Dra. Nuria Casals. Departament de
Ciéncies Basiques Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut, Universitat Internacional de

Catalunya).
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Tincién Qil-Red O

La tincion QOil-Red O se realiz6 en fragmentos de higado congelados. Se realizaron cortes
en un criostato de un grosor de 10 micras. Posteriormente se fijaron las muestras toda la noche
en formalina neutra tamponada al 10%. Luego fueron tefiidas con Solucion Oil Red durante 20
minutos (Oil red color solution, Merck) y posteriormente se lavaron con agua destilada. Se
someten a otro colorante y se contratifien con Hematoxilina de Harris durante 10 minutos.
(Hematoxilina de Harris, Bio-optica). Se vuelven a lavar y se montan en un media de montaje
acuoso. Luego se realizan fotos en un microscopio 6ptico conectado a una camara Olympus a
aumentos 20x y 40x. Para finalizar las fotos fueron medidas mediante el programa Image J
(ImageJ 1.40g, Wayne Rasband, NIH, USA).

Estadistica

Los datos obtenidos en todos los experimentos se analizaron mediante el software
estadistico GraphPad Instad (GraphPad Instad Software, v5, La Jolla, CA, USA). El grado de
significacion estadistica se determing, para los experimentos de 1 variable se ha realizado t-test
y ANOVA, mientras que para aquellos con 2 0 mas variables se utilizé un analisis estadistico
ANOVA seguido de un test post-hoc Bonferroni. Los resultados se representaron en porcentaje
en funcion del control, toméandose como valor la media (M) y la desviacion estandar de la media
(SEM) (mediaxzSEM). En los experimentos en los que se monotorizaron pardmetros como la
ingesta de alimento y masa corporal, estos datos se representaron brutos sin realizar ningdn tipo
de relacién porcentual de comparacion. Se consideraron significativos todos los resultados con

una P<0,05; muy significativos con una P<0,01 y extremadamente significativos con P<0,001.

96



RESULTADOS






Resultados

Las ratas hipertiroideas muestran una marcada alteracién en la ruta de la lipogénesis de

novo en tejidos periféricos.

Las ratas tratadas con T4 muestran un descenso en la ganancia de masa a pesar de una marcada
hiperfagia; ademas presentan unos niveles circulantes de T4 y T3 elevados, confirmando su

estado hipertiroideo (Figura 1).

% 140 40 *Ex 200 *Ex 4 KAk
S 120 = _
g 100 *%x%x o 30 = 150 =3
T = o
o 80 ] E £
2 o 20 £ 100 c 2
© 60 g < e
o g’ Pl ™
@ 40 £ 10 50 Fa
o 20
£
g O 0 — e — 0 — 0 — 0 T
o Eutiroid Hipertiroid Eutiroid Hipertiroid Eutiroid Hipertiroid Eutiroid Hipertiroid

Figura 1. Efecto de la administracién periférica de hormonas tiroideas. Cambios en la masa
corporal (n=16-18 por grupo), la ingesta (n=16-18 por grupo) Yy los niveles circulantes de T4 y
T3 (n=9-10 por grupo) en ratas hipertiroideas y sus controles (ratas eutiroideas). ***P<0.001

vs. eutiroideas.

Nos centramos en los efectos del hipertiroidismo en la lipogénesis de novo en tejidos
periféricos. Nuestros datos mostraron que las ratas hipertiroideas poseen una marcada
desregulacion en las enzimas lipogénicas en tejidos periféricos. Mientras en el higado el efecto
global de hipertiroidismo fue promover la lipogénesis de novo (con un descenso en los niveles
de pAMPK/pACC y un incremento de FAS), en musculo, WAT y BAT el efecto global fue el

efecto opuesto, con un pronunciado descenso en los marcadores lipogenicos (Figura 2).
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Figura 2. Efecto de la administracion subcutanea de T4 sobre la ruta de AMPK en tejidos
periféricos. Cuantificacién de los niveles de proteina e imagenes autorradiogréaficas
representativas (panel superior) de western blot de diferentes enzimas implicadas en la ruta de
AMPK en higado, WAT, BAT y musculo (n=8-22 animales por grupo) de ratas hipertiroideas
y sus respectivos controles. Para simplificar las gréficas, las barras de los controles (ratas
eutiroideas) se han sustituido por una linea discontinua que representa el 100%. En las
muestras de musculo, la expresion de FAS no fue detectada (ND). Los valores estan
normalizados con B-actina en el caso de higado y WAT, y con a-tubulina en el caso de musculo
y BAT. **P<0.01, ***P<0.001 vs. Eutiroideas.

La T3 a nivel central regula la ruta de la lipogénesis de novo en higado y BAT.

Investigamos si el efecto del hipertiroidismo en el metabolismo periférico de los lipidos era
central o periférico. Para ello, las ratas fueron tratadas crénicamente ICV con T3 durante 5 dias.
Como en el caso de las ratas hipertiroideas inducido por la administracion de T4 periférica, el
tratamiento cronico ICV con T3 induce una marcada pérdida de masa corporal (Lopez et al.,
2010b), pero no se observaron cambios en la ingesta ni en los niveles circulantes de T3y T4
(Figura 3).
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Figura 3. Efecto de la administracién central de hormonas tiroideas. Cambios en la masa
corporal (n=9-10 animales por grupo), la ingesta (n=9-10 animales por grupo) Y los niveles
circulantes de T4 y T3 (n=8-10 animales por grupo) en ratas tratadas ICV con T3 y sus
controles, vehiculo ICV. ***P<0.001 vs. Vehiculo ICV.

Para caracterizar los efectos de la administracion central de T3, examinamos las enzimas de la
lipogénesis de novo en los tejidos periféricos y observamos que la administracién central de T3
provoca exactamente el mismo patrén de expresion proteica observado en ratas hipertiroideas en

el higado y el BAT; sin embargo no se observaron cambios en WAT y masculo (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de la administracion central de T3 sobre la ruta de AMPK en tejidos
periféricos. Cuantificacion de los niveles de proteina e imagenes autorradiograficas
representativas (panel superior) de western blot de diferentes enzimas implicadas en la ruta de
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AMPK en higado, WAT, BAT y muasculo (n=8-17animales por grupo) de ratas tratadas con T3
ICV y sus respectivos controles (vehiculo ICV). Para simplificar las graficas, las barras de los
controles se han sustituido por una linea discontinua que representa el 100%. En las muestras
de musculo, la expresion de FAS no fue detectada (ND). Los valores estan normalizados con 8-
actina en el caso de higado y WAT, y con a-tubulina en el caso de musculo y BAT. *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001 vs. Vehiculo ICV.

De acuerdo con estos datos, observamos un incremento en la esteatosis hepética y en los
niveles de TG hepéticos (Figura 5A-B), ademas de un incremento en los niveles de expresion
de enzimas que catalizan la formacion de diacilglicerol y TG, LIPIN1 y diacylglycerol O-
acyltransferase 1 (DGATL) respectivamente (Figura 5C). No se encontraron cambios en la
expresion de genes implicados en la oxidacion de lipidos como son CPT11, NFR1 y PGCla y B
(Figura 5D).
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Figura 5. Efecto de la administracion central T3 sobre el metabolismo lipidico periférico. (A)
Imagenes representativas y analisis de secciones de higado sometidas a tincion Oil Red O
(20X; barra de escala: 100um) (n=8-9 animales por grupo), (B) niveles de triglicéridos

hepaticos (n=8-9 animales por grupo), (C) niveles de expresion en higado y BAT de LIPIN1 y
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DGAT1 (n=8-10 animales por grupo) y (D) -cuantificacion de los niveles de expresion de
genes implicados en la oxidacion de lipidos a nivel hepatico (n=8-10 animales por grupo) de
ratas tratadas ICV con T3 y sus controles (Vehiculo ICV). *P<0.05, **P<0.01 vs. Vehiculo
ICV.

La expresion de marcadores termogenicos, UCP1, UCP3, PGCla y B, estaban incrementados

en el BAT después de la administracion central de T3 (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la administracion central de T3 sobre el programa termogénico.
Cuantificacion de los niveles de mRNA de marcadores termogénicos (n=8-10 animales por
grupo) y niveles proteicos de UCP1 (n=7 animales por grupo) en BAT de ratas tratadas ICV
con T3y sus controles (Vehiculo ICV). **P<0.01 vs. Vehiculo ICV.

Nuestros resultados indican que el efecto central de T3 en el higado y BAT fue mediado por
accion directa de las hormonas tiroideas en el CNS y no como resultado de un incremento de los

niveles periféricos de hormonas tiroideas a nivel plasmatico.

Estos datos se sustentan por la observacion de que no se observaron cambios en la masa
corporal ni en la ingesta, ni en la ruta de AMPK en higado y BAT tras la administracion IP de la
misma dosis de T3 usada ICV, descartando una posible difusion de T3 desde el cerebro a la

periferia (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de la administracion intraperitoneal de T3. Niveles de proteina de la ruta de
AMPK en higado (panel izquierdo; n=10 animales por grupo) y BAT (panel derecho; n=7

animales por grupo) de ratas tratadas IP con T3 con la misma dosis usada ICV y sus controles.

El PSNS media las acciones centrales de T3 en la lipogénesis de novo en el higado.

A continuacion investigamos si la regulacion del metabolismo lipidico en higado y BAT tras la
administracion de T3 estaba mediada por el ANS. Primero, analizamos la activacién del nicleo
dorsal del nervio vago (DMV), un sitio clave que da lugar a las fibras parasimpaticas del nervio
vago que inervan el higado (Fliers et al., 2010a); observamos un incremento en la expresion de
C-FOS en el DMV tras la administracion de T3 (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la T3 en el DMV. Expresion de C-FOS (n= 4 animales por grupo, 9-32
secciones por animal; 10X; barra de escala: 50 um) en el DMV de ratas tratadas con T3 y sus

controles. ***P<0.001 vs. Vehiculo ICV.

Para comprobar si el efecto central de la T3 en el metabolismo lipidico involucraba una
inervacion vagal, administramos T3 a ratas previamente vagotomizadas y a sus controles (ratas
sham). Observamos que la administracion ICV de T3, provocaba un descenso en la masa
corporal en las ratas sham y VGX (Figura 9A) (indicando que no hay implicacion del nervio
vago en la reduccion de la masa corporal por la T3). Sin embargo, la vagotomia fue suficiente
para eliminar el efecto inducido por las hormonas tiroideas en la ruta de AMPK hepética
(Figura 9C), asi como los niveles de expresion de MRNA de LIPIN1 y DGAT1 (Figura 9B),

indicando que el nervio vago media el efecto central de las T3 en el metabolismo lipidico.
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Figura 9. Efecto de la vagotomia sobre el metabolismo de higado y BAT en ratas tratadas con
T3 ICV. (A) Ganancia de masa corporal (n= 13-14 animales por grupo), ingesta (n= 13-14 por
grupo), (B) niveles hepaticos de mRNA de LIPIN1 y DGATL1 (n= 9 animales por grupo) y (C)
iméagenes representativas de western blot (panel izquierdo) y niveles de proteina de la ruta de
AMPK en higado (n=11-14 animales por grupo), de ratas vagotomizadas y ratas sham tratadas
ICV con T3y sus controles (Vehiculo ICV) durante 5 dias. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs.
Vehiculo ICV.

El SNS media las acciones centrales de T3 en la lipogénesis de novo en el BAT.

La expresion de los marcadores termogénicos de BAT por efecto de la T3 a nivel central es
mediado por el SNS a través de los receptores B3-adrenérgicos (Lopez et al., 2010b).
Investigamos si la regulacion de la lipogénesis en BAT tras la administracion central T3 estaba
mediada por el SNS; de acuerdo a esto, observamos que la administracion ICV de T3
incrementa el tréfico del nervio simpatico en BAT registrado directamente por microneurografia
(Figura 10B; datos generados por el Dr. Kamal Rahmouni; University of lowa). Para
comprobar esto, usamos un inhibidor farmacoldgico especifico de los B3-AR denominado

SR59230A, administrado SC. Nuestros datos muestran que este antagonista bloguea la
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inhibicién de la lipogénesis de novo en BAT provocada por las hormonas tiroideas (Figura

10A); sin embargo no se produjeron cambios en la lipogénesis en el higado (Figura 10C).
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Figura 10. Efecto de la inhibicion farmacologica de los receptores 83-AR sobre el
metabolismo del higado y BAT. (A) Imagenes autorradiograficas representativas de western
blot (panel izquierdo) y cuantificacion de los niveles de proteina de la ruta de AMPK (panel
derecho) en el BAT (n=7 animales por grupo), (C) cuantificacion de los niveles de proteina de
la ruta de AMPK en higado (n=7 animales por grupo) de ratas tratadas subcutaneamente con
SR59230A y con T3 ICV y sus controles (Vehiculo ICV, Vehiculo SC); (B) actividad simpatica
del BAT en ratas tratadas centralmente con T3 durante 5 dias y sus controles (Vehiculo ICV)
(n=8-11 animales por grupo). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. Vehiculo ICV. #P<0.05 T3
ICV Vehiculo SC vs. T3 ICV SR59230A SC.

Estos datos indican que la T3 actta en el CNS para regular la lipogénesis en el BAT (pero no en

el higado) via incremento de la activacion de los B3-AR del SNS.
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T3 a nivel central requla la captaciéon de lipidos en BAT.

Para observar si el incremento en la lipogénesis hepatica tenia un impacto en la captacion de
4cidos grasos en tejidos periféricos, las ratas fueron pre-tratadas con oleato-C'* antes del
tratamiento con T3. Los analisis de suero revelan una acumulacion de C'** més répida en las
ratas tratadas, siendo mas abundante el marcador radioactivo en la fase acuosa que en la fase
lipidica (Figura 11B). Esto sugiere que la eliminacion desde el suero estaba incrementada junto
con una elevada beta-oxidacién de lipidos, impulsando metabolitos solubles como las cetonas o
CO, dentro de la circulacion. En respuesta a la administracién central de T3, el higado y el BAT
incrementan la captacion. Por gramo de tejido, el BAT tiene el ratio de captacién mas alto
(Figura 11C). Sin embargo, cuando corregimos el valor por la masa total del 6rgano el higado
tiene una contribucion mayor a la contribucion total de lipidos (Figura 11E). El higado mostré
un incremento significativo de TG marcado con C*, indicando (en concordancia con los datos
de la ruta de AMPK, LIPIN1y DGAT1) (Figura 5C-D) que los &cidos grasos estaban siendo

incorporados en los TG recién sintetizados.
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Figura 11. . Efecto de la T3 central en el metabolismo lipidico periférico. Niveles de C** en
suero como (A) porcentaje de linea base y (B) en fase acuosa y fase lipidica de ratas tratadas
ICV con T3 o su vehiculo. (C) Contenido total de C**, (D) contenido total de C'* corregido por
masa de tejido/drgano en el higado, BAT y WAT y (E) contenido de TG C' en suero, higado y
BAT de ratas tratadas ICV con T3y su vehiculo durante 3 horas (n= 9 animales por grupo para

todos los analisis). *P<0.05, vs. Vehiculo ICV.
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En general estos datos apoyan el efecto central de la T3 en el metabolismo lipidico hepatico que
conducen a un incremento en la sintesis de TG. En contraste, la reduccién del programa
lipogénico en BAT (incremento en pAMPK y pACC, ningin cambio en LIPIN1y DGAT1) y la
falta de un incremento en la incorporacion de TG marcados con C*, junto con el aumento de la
expresion de genes termogénicos (Figura 12A) (Lopez et al., 2010b) sugieren que los lipidos
absorbidos por el BAT estan actuando como combustible para la termogénesis. Sin embargo, no
se observé acumulacion de C** en WAT después de la administracion central de T3 en ratas
infundidas con oleato-C*, indicando que este tratamiento no tuvo efecto en el almacenamiento

de energia (Figura 11C-D).
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Figura 12. Efecto de la T3 central en el metabolismo lipidico periférico. (A) Cuantificacién
de los niveles de mRNA de marcadores termogénicos (n=8-10 animales por grupo) y niveles
proteicos de UCP1 (n=7 animales por grupo) en BAT de ratas tratadas ICV con T3 y sus
controles (Vehiculo ICV). **P<0.01 vs. Vehiculo ICV.

T3 en el VMH requla la ruta de la lipogénesis de novo en higado y BAT.

El siguiente objetivo de nuestro estudio fue identificar el ndcleo hipotaldmico donde las
hormonas tiroideas ejercen su accion en el metabolismo lipidico periférico. Asi, administramos
estereotaxicamente T3 dentro del VMH y del ARC con la ayuda de canulas nucleoespecificas.
La correcta posicion de la canula fue verificada mediante examinacion histologica de secciones

coronales del cerebro (Figura 13).

A

Figura 13. Iméagenes histoldgicas de secciones coronales del cerebro de ratas mostrando la
localizacion de las canulas nucleoespecificas en el VMH (A) y el ARC (B).
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Tras la administracion en el VMH, observamos que la T3 promueve una pérdida de masa
(Figura 14A) independiente de la ingesta (Figura 14B) y se observa una reduccién en la
adiposidad sin cambios en la masa magra (Figura 14C) en asociacién con un incremento de los
niveles proteicos de UCP1 en el BAT (Figura 14D).
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Figura 14. Efecto de la administracion cronica de T3 en el VMH. (A) Ganancia de masa
corporal (n= 16-17 animales por grupo), (B) ingesta (n= 16-17 animales por grupo), (C)
cambios en la masa corporal (n=6-7 animales por grupo) y (D) imagenes representativas
autorradiograficas (panel superior) y cuantificacion de los niveles de UCP1 (panel inferior)
(n=14 animales por grupo) en BAT, en ratas que recibieron T3 en el VMH y sus controles
(Vehiculo VMH). *P<0.05, **P<0.01 vs vehiculo VMH.
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En relacién a la ruta de sefializacion de AMPK en higado y BAT, nuestros datos muestran que
la administracion de T3 en el VMH induce un descenso de pACC y pAMPK en el higado

mientras en el BAT el efecto es el contrario (Figura 15A-B)
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Figura 15. Efecto de la administracion crénica de T3 en el VMH en el metabolismo
periférico. (A-B) Imagenes representativas autorradiograficas de western blot (panel
izquierdo) y cuantificacion de niveles de proteina de la ruta de AMPK (panel derecho) en
higado (A) (n=14 animales por grupo) y BAT (B) (n=14 animales por grupo), de ratas tratadas
cronicamente con T3 en el VMH vy sus controles (Vehiculo VMH). *P<0.05, **P<0.01 vs

vehiculo VMH.

Sin embargo, cuando administramos T3 en el ARC observamos una leve tendencia a
incrementar la masa corporal al final del tratamiento en asociacién con un incremento en la
ingesta (Figura 16A-B) y sin cambios en la adiposidad (Figural6C), la masa magra o los
niveles de UCP1 (Figura 16D). Tampoco se observaron cambios en el programa lipogénico del
BAT vy el higado (Figura 16E-F). Esto indica que las acciones centrales de la T3 en el
metabolismo lipidico son nucleo-especificas y originadas en el VMH.
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Figura 16. Efecto de la administracion crénica en el ARC de T3. (A) Ganancia de masa
corporal (n= 16-17 animales por grupo), (B) ingesta (n= 16-17 animales por grupo), (C)
cambios en la masa corporal (n=6-7 animales por grupo), (D) imagenes representativas
autorradiograficas (panel superior) y cuantificacion de los niveles de UCP1 (panel inferior)
(n=14 animales por grupo) en BAT, y (E-F) cuantificacién de niveles de proteina de la ruta de
AMPK en higado (E) (n=14 animales por grupo) y BAT (F) (n=14 animales por grupo), en
ratas que recibieron cronicamente T3 en el VMH y sus controles (Vehiculo ARC). **P<0.01 vs

Vehiculo ARC.
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Para marcar mejor la especificidad de la inyeccién en el VMH, administramos T3 en areas
préximas y circundantes al VMH; bajo estas condiciones no observamos cambios en la ruta de
AMPK en higado y BAT (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de la administracion de T3 en areas proximas al VMH. (A) Cuantificacién
de niveles de proteina de la ruta de AMPK en higado (n=7 animales por grupo) y (B)
cuantificacion de niveles de proteina de la ruta de AMPK en BAT (n=7 animales por grupo),

en ratas que recibieron T3 en regiones proximas al VMH y sus controles (Vehiculo).

Cuando el receptor de hormonas tiroideas es abolido en el VIMH de ratas eutiroideas mediante la
insercion estereotaxica de una isoforma dominante negativa del receptor de hormonas tiroideas
(TR-DN), observamos que se ejerce un efecto contrario en la lipogénesis en higado y BAT de lo
detectado tras la administracién de T3 en este nucleo (incremento de la ruta de AMPK en
higado y descenso en BAT) (Figura 18B-C). Estos adenovirus fueron previamente validados
(Lopez et al., 2010b) y la eficiencia de la infeccion fue demostrada mediante la expresion de
GFP en el VMH (Figura 18A).
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Figura 18. (A) Imagenes de inmunofluorescencia representativas (izquierda: 4X, derecha:
20X) con anticuerpo anti-GFP mostrando la expresion de GFP en el VMH de ratas tratadas
con adenovirus dentro del VMH. (3V: tercer ventriculo). (B-C) Cuantificacion de niveles de
proteina de la ruta de AMPK en higado (B) (n=7 animales por grupo) y en BAT (C) (n=7
animales por grupo), en ratas que recibieron estereotaxicamente en el VMH un adenovirus
TR-DN o GFP durante 5 dias. **P<0.01, ***P<0.001 vs. GFP VMH.

Estos datos refuerzan el concepto de que la accién de la T3 en el metabolismo lipidico periférico
es nucleo especifica del VMH, y que sus acciones son opuestas a nivel hepatico y del BAT a
través de los TRs.

Los efectos centrales de la T3 en la lipogénesis de novo en higado y BAT dependen de
AMPK en el VMH.

Luego investigamos los mecanismos centrales concretos que conducen a la modulacion de la

lipogénesis en estos tejidos tras la administracion central de T3. El hipertiroidismo, la
administracion central de T3 y la administracién de T3 en el VMH producen la activacion
hipotalamica de la lipogénesis de novo (Lopez et al., 2010b; Varela et al., 2012) asociado con un
incremento en el programa termogénico en BAT a través del SNS. Nuestros datos confirman
que es especifico del hipotdlamo y no extensible a otras areas del cerebro como el cortex
(Figura 19A). De acuerdo con estos resultados, la concentracion de malonil-CoA fue
incrementada en el hipotdlamo, pero no en el cortex, de ratas hipertiroideas (Figura 19B),
mientras que la actividad de CPT1 muestra un patrén opuesto (Figura 19C). No se encontraron
cambios en la expresion de otros genes de la oxidacion lipidica entre hipotdlamo y cortex
(Figura 19D).
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Figura 19. Efecto de la administracion central de T3 sobre diferentes areas del cerebro.
(A) Cuantificacién de los niveles de proteinas de la ruta de AMPK y de CPT1 (n=6-8 animales
por grupo), (B) concentracion malonil-CoA (n=8-10 animales por grupo), (C) actividad de
CPT1 (n= 6-10 animales por grupo) y (D) niveles de mRNA de genes implicados en la
oxidacion lipidica (n=7-8 animales por grupo) en el hipotdlamo y el cortex de ratas

hipertiroideas y eutiroideas. **P<0.01, ***P<0.001 vs. Eutiroideas.

Para poder aclarar el papel de la actividad de AMPK en el hipotdlamo en el programa
lipogénico en higado y BAT, administramos los adenovirus AMPKa-DN o GFP

estereotaxicamente en el VMH de ratas eutiroideas, como previamente validamos (Lopez et al.,
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2010b; Whittle et al., 2012; Martinez de Morentin et al., 2014a). La eficiencia de la infeccién
fue demostrada por la expresién de GFP en el VMH (Figura 18A).

Observamos que el tratamiento con adenovirus AMPKa-DN induce una pérdida de masa
independiente de la ingesta y un incremento de los niveles de UCP1 en BAT (Figura 20A-B).
La inhibicién genética de AMPKa provoca los mismos efectos que la inyeccién de T3 en el

VMH, inhibicién de la sefializacion de AMPK en el higado (Figura 20C) e incremento en el
BAT (Figura 20D).
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Figura 20. Efecto de la inactivacion de AMPK en el VMH sobre el metabolismo del higado y
del BAT. (A) Ganancia de masa corporal (n= 23-25 animales por grupo) y ingesta (n= 23-25
animales por grupo), (B) imagenes representativas de western blot (panel superior) y
cuantificacion de los niveles de UCP1 en BAT (n=8 animales por grupo), (C-D) imagenes
representativas autorradiograficas (panel izquierdo) y cuantificacion de los niveles de proteina
de la ruta de AMPK en higado (C) ( n=12-13 animales por grupo) y BAT (D) (n=12-13
animales por grupo) de ratas eutiroideas tratadas estereotaxicamente con AMPKa-DN en el
VMH por 6 dias y sus controles (GFP VMH). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. GFP VMH.

Siguiendo con esta hipotesis, quisimos ver si el efecto central de T3 en el metabolismo lipidico
hepético y del BAT estaba mediado por la inhibicion especifica de AMPK en el VMH; para
ello, inyectamos AMPKa-CA o GFP en el VMH de ratas hipertiroideas. Este adenovirus esta
previamente validado por nuestro grupo (Lopez et al., 2010b; Martinez de Morentin et al.,
2014a; Whittle et al., 2012). La sobrexpresién de AMPK-CA en el VMH fue acompafiada por
una ganancia de masa en las ratas hipertiroideas pero no en las eutiroideas ni hubo alteraciones
en la alimentacién (Figura 21). Esto estaba asociado con una reversion de los efectos inducidos
por el hipertiroidismo en la ruta de la lipogénesis de novo en higado (Figura 21B) y BAT
(Figura 21C).
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Figura 21. Efecto de la activacion de AMPK en el VMH de ratas hipertiroideas sobre el
metabolismo del higado y del BAT. (A) Ganancia de masa corporal (n= 17-24 animales por
grupo) y ingesta (n= 17-24 animales por grupo), (B-C) imagenes representativas
autorradiograficas (panel izquierdo) y cuantificacion de los niveles de proteina de la ruta de
AMPK en higado (B) ( n=7 animales por grupo) y BAT (C) (n=7 animales por grupo) de ratas
eutiroideas e hipertiroideas tratadas estereotaxicamente con AMPKa-CA en el VMH por 6 dias
y sus controles (eutiroideas GFP VMH). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. Eutiroideas GFP
VMH. #P<0.05, ## P<0.01, ### P<0.001 Hipertiroideas GFP vs Hipertiroideas AMPK a-CA

Estos datos indican que el descenso en la actividad de AMPK provocado por el hipertiroidismo

en el VMH modula la lipogenesis de novo en higado y BAT.

Siguiendo con esta hipotesis, los virus de AMPKa-CA fueron administrados en el VMH de
ratas centralmente tratadas con T3. Los datos mostraron que la activacion constitutiva de
AMPK en el VMH revierte los efectos centrales de la T3 en la masa corporal
independientemente de la ingesta (Figura 22A) y va asociado a un descenso en los niveles de
UCP1 en BAT (Figura 22B). De igual modo que ocurria en el modelo hipertiroideo, se
revierten los efectos centrales de T3 en la ruta de AMPK en el higado (Figura 22C) y en el
BAT (Figura 22D). Estos datos son coherentes con la hip6tesis de que la reduccién en la
funcion de AMPK en el VMH, media los efectos de la TH a nivel central en el metabolismo
lipidico del higado y BAT.
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Figura 22. Efecto de la activacion de AMPK en el VMH sobre las acciones centrales de T3 en
el metabolismo del higado y del BAT. (A) Ganancia de masa corporal (n= 17-19 animales por
grupo) y ingesta (n=17-19 animales por grupo), (B) niveles de UCP1 en BAT (n=7 animales
por grupo), (C-D) iméagenes representativas autorradiograficas (panel izquierdo) y
cuantificacion de los niveles de proteina de la ruta de AMPK en higado (C) ( n=7 animales por
grupo) y BAT (D) (n=7 animales por grupo) de ratas Vehiculo ICV o T3 ICV tratadas
estereotaxicamente con AMPKa-CA en el VMH por 6 dias y sus controles (Vehiculo ICV GFP
VMH). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. Vehiculo ICV GFP VMH. #P<0.05, ## P<0.01,
### P<0.001 T3 ICV GFP vs T3 ICV AMPK -CA.

Las hormonas tiroideas alteran la composiciéon lipidica en el hipotdlamo de rata,

reduciendo los niveles de ceramidas.

Decidimos investigar los mecanismos moleculares implicados en la mediacién de los efectos
inducidos por TH en AMPK en el VMH sobre el metabolismo lipidico del higado y del BAT.

Primero, barajamos la posibilidad del impacto de las TH en el metabolismo lipidico
hipotalamico, debido a que AMPK es uno de los principales reguladores del metabolismo
lipidico (Lage et al., 2008). Para ello evaluamos los niveles de varios &cidos grasos
hipotalamicos (datos generados por el Dr. Matej Oresic; VTT, Finlandia) y observamos que a
pesar de cambios en las enzimas de sintesis de &cidos grasos y malonil Co-A, no detectamos
diferencias en ninguno de los acidos grasos saturados e insaturados medidos en hipotalamo y
cortex de ratas eutiroideas (Figura 23A). Esta falta de cambios en el pool &cidos grasos
hipotalamicos, sugiere la existencia de posibles cambios en la ruta del metabolismo de los
lipidos complejos. Un andlisis comparativo multivariado de estos datos nos muestra claras

diferencias en el perfil lipidico en el hipotdlamo (Figura 23A), pero no en el cortex (datos no
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Figura 23. Efecto de las hormonas tiroideas sobre la composicién lipidica hipotalamica. (A)
Composicion de &cidos grasos (n= 9 animales por grupo) y analisis comparativo multivariado
(n=9 animales por grupo), (B) niveles de especies lipidicas (n=9 animales por grupo) en el
hipotdlamo y el cortex de ratas eutiroideas e hipertiroideas. *P<0.05, **P<0.01 vs.

Eutiroideas.

El andlisis de las diferentes especies lipidicas revela mayores cambios en el perfil lipidico
hipotaldmico de ratas hipertiroideas, gran parte debido a la acumulaciéon de monoacilgliceroles
(MAG), DAG, TG, glicerilfosforilcolina (glycerophosphocholine, GPCho),
glicerofosfoinositoles (glycerophosphoinositols, GPIn), glicerofosfoserinas
(glycerophosphoserines,  GPSer), lisoglicerofosfocolinas  (lysoglycerophosphocholines,
LysoGPCho), lisoglicerofosfoetanolaminas (lysoglycerophosphoethanolamines, LysoGPEtn) y
esfingomielinas (sphingomyelins, SM) (Figura 23B). Opuesto a estos resultados, el contenido
total de ceramidas estaba reducido en el hipotdlamo e incrementado en el cortex de ratas
hipertiroideas (Figura 23B). Un andlisis de las distintas clases de ceramidas mostré que todas
las especias de ceramidas analizadas estaban reducidas (Cer18, Cer20 y Cer22) o presentaban

una tendencia a disminuir (Cer22) (Figura 24B).
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Figura 24. Efecto de las hormonas tiroideas sobre los niveles de ceramidas hipotalamicas y el
ER estrés. (A) Niveles hipotalamicos de ceramidas (n= 9 animales por grupo), (B-C) niveles de
mRNA de enzimas implicadas el metabolismo de lipidos complejos (n=7-8 animales por grupo)
en el hipotdlamo (B) y el cortex (C) de ratas eutiroideas e hipertiroideas. *P<0.05, **P<0.01,
***P<(.001 vs. Eutiroideas.

Al analizar la expresion de los genes de las enzimas implicadas en el metabolismo de los lipidos
complejos, observamos que de un total de 11 enzimas analizadas, nueve de ellas estaban
marcadamente sobre-expresadas en el hipotdlamo (Figura 24B), pero no en el cortex de ratas
hipertiroideas (Figura 24C). Sin embargo, las enzimas implicadas en el metabolismo de las
ceramidas, estaban afectadas también por el estado hipertiroideo pero mostraban una reduccion
en los niveles de expresion las enzimas implicadas en la sintesis de ceramidas (LASS1 o
CERS1) y una elevada expresion la esfingomielina sintasa 1 (sphingmyelin synthase 1

(SGMS1) (Figura 24B). Esto concuerda con la bajada en la concentracion de ceramidas.

Las hormonas tiroideas reducen la lipotoxicidad hipotaldmica inducida por ceramidas v el
ER estrés.

En tejidos periféricos la acumulacion de especies reactivas lipidicas como las ceramidas, es un
mecanismo patogénico de resistencia a insulina. Este proceso, conocido como lipotoxicidad,
ocurre a través de la inflamacién y el ER estrés (Turpin et al., 2014; Unger, 2002; Unger, 2003).
Estudios recientes han demostrado que la lipotoxicidad inducida por ceramida provoca ER

estrés conduciendo a una ganancia de masa corporal y un descenso en el tono simpatico y en la
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termogénesis en BAT (Contreras et al., 2014b). En base a esto, nosotros especulamos que la

reducida concentracion hipotaldmica de ceramidas inducida por las hormonas tiroideas, podia

tener impacto en el ER estrés y en los niveles de las proteinas UPR. Nuestros datos muestran

que las ratas hipertiroideas tienen los niveles de los marcadores de ER estrés ATF6, CHOP y

pPERK reducidos en el hipotdlamo. Por otra parte,

los

niveles de GRP78 estaban

incrementados en el hipotdlamo de ratas hipertiroideas (Figura 25A). De igual forma las ratas

tratadas con T3 a nivel central presentaban niveles reducidos de las proteinas de la ruta de UPR
y un incremento en GRP78 en el hipotalamo medio-basal (MBH=VMH +ARC) (Figura 25B).
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Figura 25. Efecto de las hormonas tiroideas sobre los niveles de ceramidas hipotalamicas y el

ER estrés. (A-D) Iméagenes autorradiogréaficas representativas (panel izquierdo) y niveles de
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proteinas (panel derecho) de diferentes proteinas implicadas en la ruta de sefializacion del ER
estrés en el hipotalamo de ratas hipertiroideas (A) (n=8-15 animales por grupo), en el MBH de
ratas tratadas con T3 ICV por 5 dias (B) (hn=7 animales por grupo) y en el VMH de ratas
tratadas estereotaxicamente con T3 en el VMH por 3 horas (C) (n=7 animales por grupo). (D)
Niveles totales de ceramidas en el MBH de ratas estereotaxicamente tratadas con vehiculo o T3
en el VMH por 3 horas (n=9-10 animales por grupo). (E) Niveles de proteina de diferentes
proteinas implicadas en la ruta de sefializacion de ER estrés (n=7-8 animales por grupo) en el
cortex de ratas eutiroideas e hipertiroideas. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. Eutiroideas,
Vehiculo ICV, Vehiculo VMH.

Finalmente, cuando la T3 fue administrada mediante estereotaxia en el VMH se observaron los
mismos efectos en la ruta UPR y en GRP78 (Figura 25C), asi como un descenso en la

concentracién de ceramidas en el VMH (Figura 25D).

Investigamos el mecanismo que media el efecto de la T3 en los niveles de ceramidas y ER
estrés a nivel hipotalamico. Dado que observamos que la T3 disminuia la activacion de AMPK
en el hipotadlamo (Lopez et al., 2010b) (Figura 19A), decidimos analizar la respuesta de las
UPR vy los niveles de ceramidas en ratas tratadas en el VMH con adenoviruas AMPKa-DN en el
nicleo. Obtuvimos el mismo patrén de respuesta: incremento de GRP78 y descenso de UPR,

con una tendencia a bajar de la concentracion de ceramidas (Figura 26A-B).

En base a esto, hipotetizamos que el efecto central de la T3 con ER estrés es mediado por la
inhibicion especifica de AMPK en el VMH. Al tratar ratas hipertiroideas estereotdxicamente
con AMPKa-CA en el VMH, vimos que la sobreexpresion de AMPKa-CA revertia la

disminucién de ER estrés inducido por el hipertiroidismo (Figura 26C).
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Figura 26. Efecto de AMPK sobre los niveles de ceramidas hipotaldamicas y el ER estrés. (A-
C) Imagenes autorradiogréficas representativas (panel izquierdo) y niveles de proteinas (panel
derecho) de diferentes proteinas implicadas en la ruta de sefializacion del ER estrés en el VMH
de ratas tratadas con AMPKa-DN (A) (n=7 animales por grupo) y en el hipotdlamo de ratas
tratadas con AMPKa-CA (C) (n=7 animales por grupo), durante 6 dias. (B) Niveles totales de
ceramidas en el MBH de ratas estereotaxicamente tratadas AMPKa-DN (n=9 animales por
grupo). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. GFP o Hipertiroideas GFP vs Hipertiroideas
AMPKa-CA.

Las ceramidas v la induccion de ER estrés revierten el efecto de la hormona tiroidea en la

lipogenesis de novo v la termogénesis en BAT

Lo obtenido hasta ahora muestra que el descenso de la actividad de AMPK en el VMH provoca
un descenso en los niveles de ceramidas asi como un descenso de ER estrés. En base a esto, para
investigar si los mecanismos que median las acciones centrales de las hormonas tiroideas en el
metabolismo del higado y BAT, tratamos ratas hipertiroideas ICV con C6 ceramida (ceramida
penetrante en la célula que es convertida a ceramidas de cadena larga dentro de la célula
(Contreras et al., 2014b)). La administracion central de ceramida inducia una marcada ganancia
de masa (Figura 27A), asociada a un incremento de ER estrés en el MBH (Figura 27E) y un
descenso en los niveles de UCP1 y ruta de sefializacién en AMPK en el BAT (Figura 27 B-C).
Estos datos demuestran que la administracién central de ceramidas revierte el efecto central de
T3 en el metabolismo de BAT. Sin embargo no hemos encontrado cambios en la ruta de AMPK

en el higado (Figura 27D), indicando que el efecto es especifico del BAT.
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periférico. (A) Ganancia de masa corporal e ingesta (n=9-10 animales por grupo), (B-E)
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imagenes autorradiograficas representativas de western blot (panel superior e izquierdo) y
niveles proteicos (panel inferior o derecho) de UCP1 en BAT (B) (n= 7 animales por grupo),
de la ruta de AMPK en BAT (C) (n= 7 animales por grupo), de la ruta de AMPK en higado (D)
(n=7 animales por grupo) y de la ruta de ER estrés en el MBH (E) (n=7 animales por grupo),
de ratas hipertiroideas tratadas con vehiculo ICV o ceramida ICV durante 6 dias. *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001 Hipertiroideas Vehiculo ICV vs Hipertiroideas Ceramidas ICV.

Para evaluar el papel del ER estrés en los datos observados, inyectamos estereotdxicamente
GRP78-DN en el VMH (Contreras et al., 2014b). Como en otros experimentos de adenovirus, la
eficiencia de las inyecciones fue medida por la expresion de GFP en el VMH. Encontramos que
tras la administracion de GRP78-DN en el VMH de ratas hipertiroideas provocaba una ganancia
de masa (Figura 28A), asociado con un incremento en el ER estrés en el VMH (Figura 28E),
reduccion en los niveles de UCP1 y en la ruta de AMPK en BAT (Figura 28B-C). No se

detectaron cambios en la ruta de AMPK a nivel hepatico (Figura 28D).
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Figura 28. Efecto del ER estrés sobre las acciones centrales de la T3 en el metabolismo
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imagenes autorradiograficas representativas de western blot (panel superior e izquierdo) y
niveles proteicos (panel inferior o derecho) de UCP1 en BAT (B) (n= 14 animales por grupo),
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de la ruta de AMPK en BAT (C) (n= 13-15 animales por grupo), de la ruta de AMPK en
higado (D) (n=13-14 animales por grupo) y de la ruta de ER estrés en el MBH (E) (n=7-14
animales por grupo), de ratas hipertiroideas tratadas estereotdxicamente en el VMH con GFP
0 GRP78-DN durante 6 dias. *P<0.05, **P<0.01, Hipertiroideas GFP vs Hipertiroideas
GRP78-DN.

Nuestros datos muestran que los niveles de ceramidas y el ER estrés en el VMH, median las

acciones de T3y AMPK en BAT pero no en higado.

La inhibicion farmacoldgica de JNK revierte las acciones centrales de T3 en la lipogénesis

de novo del higado

Investigamos los mecanismos moleculares que median los efectos de la T3 a nivel central en la
funcion hepética. Recientes evidencias han mostrado que la proteina PKC juega un papel
importante en la regulacion del metabolismo de la glucosa hepética a través del ANS (Benoit et
al., 2009). Nosotros hipotetizamos la posible implicacion de PKC en el efecto de la T3 sobre el
metabolismo lipidico hepatico. Nuestros datos mostraban, que PKCS, pero no PKCe estaban
elevados en el hipotdlamo y el MBH en ratas hipertiroideas y ratas tratadas con T3 ICV,

respectivamente (Figura 29A-B).

Estos resultados podian ser indicativos de la implicacion de PKC6 en la accidén de T3. Para
corroborar esta posibilidad, usamos un inhibidor de PKC, rottlerin, que al ser administrado
centralmente provocaba un descenso en los niveles de proteina de PKC6 y sus proteinas diana
pERK (Figura 29C).

Sin embargo, nuestros datos mostraban que no habia efecto del rottlerin sobre los niveles
hepéaticos de pAMPK y pACC en ratas hipertiroideas y tratadas con T3 ICV (Figura 29D-E),

indicando que la ruta de PKC no esta involucrada en las acciones centrales de TH en el higado.
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Figura 29. Efecto de la inhibicion de PKC en las acciones centrales de T3 en el metabolismo
del higado y del BAT. (A 'y B) Niveles hipotalamicos y del MBH de PKC6 y PKCe de ratas
hipertiroidea (n=7 animales por grupo) y ratas tratadas ICV con T3 (n=7 animales por grupo),
(C) niveles de PKCé y de pERK en el hipotalamo de ratas tratadas ICV con el inhibidor de
PKC (n=7 animales por grupo); (D y E) niveles proteicos de PACC y PAMPK en higado (D) y
BAT (E) (n=7 animales por grupo) de ratas hipertiroideas y ratas T3 ICV tratadas con
Rottlerin ICV durante 6 dias. *P<0.05, **P<0.01 vs Eutiroideas o Vehiculo ICV.

JNK1 juega un papel crucial en la regulacién hipotaldmica de la ingesta y del metabolismo de la
glucosa (Unger et al., 2010; Belgardt et al., 2010a; Belgardt et al., 2010b; Tsaousidou et al.,
2014). Sin embargo, la implicacion de JNK1 en la regulacion del metabolismo hepatico a través

del ANS es actualmente desconocido.

Para verificar esta teoria, primero analizamos los niveles proteicos de JNK1 en el hipotalamo de
ratas hipertiroideas, T3 ICV y T3 VMH. Nuestros datos mostraban que los niveles de proteina
de pJNK1 estaban incrementados en el hipotdlamo, el MBH y el VMH, respectivamente, de los

modelos anteriormente mencionados (Figura 30A-C).
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Ademas, el efecto del hipertiroidismo y la T3 en pJNK1 estaban revertidos cuando las ratas eran
tratadas simultdneamente con AMPKa-CA dentro del VMH (Figura 30D-E), indicando que el

efecto de las hormonas tiroideas era mediado por AMPK, que regula a su vez JNK1 (Figura
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Figura 30. Efecto de las hormonas tiroideas en JNK1. (A-E) Iméagenes autorradiografiadas

representativas de western blot (paneles superiores) y niveles proteicos (paneles inferiores) de

JNK1 y PINK1 en el hipotalamo, MBH o VMH de ratas hipertiroideas (n=7 animales por

grupo) (A), ratas tratadas ICV T3 (n=7 animales por grupo (B), ratas tratadas con T3 en el

VMH (n=7 animales por grupo) (C) y ratas hipertiroideas (n=7 animales por grupo) (D) y

ratas tratadas con T3 ICV (n=11 animales por grupo) (E) tratadas estereotaxicamente con
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AMPKa-CA. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. eutiroideas, vehiculo ICV, vehiculo VMH,
GFP VMH.

Dado esto, nosotros barajamos la posibilidad de que JNK1 podia mediar las acciones centrales
de T3 en la lipogénesis del higado. Para ello, usamos un inhibidor de JNK llamado SP600125
administrado a nivel central. Al hacer esto, observamos un descenso en los niveles de p-c-Juny
pSTATS3, indicando la inhibicién funcional de JNK1 (Figura 31A). El inhibidor de JNK fue
capaz de revertir los efectos centrales de la T3 en la ruta hepatica de AMPK, mediante el
incremento de pAMPK y pACC (Figura 31D), seguido de una disminucion en el contenido de
TG (Figura 31E). Sin embargo, no se observaron cambios en pAMPK a nivel del MBH
(Figura 31B), confirmando que JNK1 no estaba regulando AMPK a este nivel. Ademas,
tampoco se observaron cambios en los niveles de UCP1 (Figura 31C) ni en la ruta de AMPK

(Figura 31G) en el BAT, indicando que el efecto es especifico sobre el higado.
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Figura 31. Efecto de la inhibicion hipotalamica de JNK en las acciones centrales de T3 sobre
el metabolismo del higado y de BAT. (A) Niveles proteicos de p-c-Jun (n=7 animales por
grupo) y PSTAT3 (n=7 animales por grupo) en el MBH de ratas tratadas ICV crénicamente con
vehiculo o el inhibidor de JNK (SP600125). (B y C) Niveles proteicos de pAMPK en el MBH
(B) (n=7 animales por grupo) y UCP1 en BAT (C) (n=7 animales por grupo) en el MBH de
ratas tratadas con T3 ICV y con el inhibidor de JNK (SP600125) durante 6 dias (con sus
respetivos controles). (D y G) Niveles proteicos de las enzimas implicadas en la ruta de AMPK
en el higado (D) (n=7 animales por grupo) y el BAT (G) (n=7 animales por grupo), (E) niveles
de triglicéridos hepéticos (n=8 animales por grupo), y (F) analisis de la tincién Oil Red O
(n=7-8 animales por grupo; 40X; barra de escala: 100um) e imagenes representativas de
secciones del higado, de ratas tratadas ICV con T3 y con el inhibidor de JNK (SP600125).
*P<0.05, **P<0.01 vs. Vehiculo ICV 0 T3 ICV Vehiculo ICV.

JNK1 en el VMH media las acciones centrales de T3 en la lipogénesis de novo en el higado.

Para explorar la implicacion de JNK1 en el efecto lipogénico de la T3 sobre el higado, usamos
ratones deficientes en jnk1 y sus controles wildtype. Cuando les administramos centralmente T3,
la ruta de AMPK en el higado de los ratones WT disminuia pero no en los INK1 KO (Figura
32A-B). En esta linea, los niveles de TG hepaticos y la tincion de cortes de higado con Oil Red
estaban elevados en los WT pero no en los JNK1 KO (Figura 32D-E). Sin embargo, AMPK
estaba disminuido en el VMH de ambos ratones, WT y JNK1 KO, sugiriendo otra vez que
AMPK esta a su vez regulando JNK1 en el VMH (Figura 32F). Los niveles de UCP1 en el
BAT, estaban incrementados tras la administracion de T3 en ambos ratones (Figura 32G),

sugiriendo que JNK1 media las acciones de la T3 a nivel hepatico pero no en el BAT.
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Figura 32. Efecto de la eliminacion total de JNK1 en las acciones centrales de T3 en el
metabolismo hepético y del BAT. (A y B) Imagenes autorradiograficas representativas (panel
izquierdo) y niveles de proteinas (panel derecho) de diferentes proteinas implicadas en la ruta
de AMPK en el higado, (C) niveles de triglicéridos hepaticos, (D y E) cuantificacion e imagenes
representativas (40X; barra de escala: 50um) de la tincién Qil Red O en ratones WT (n=4-6
animales por grupo) y ratones JINK1KO (n=4-6 animales por grupo). (F y G) Niveles proteicos
de pAMPK en el MBH (F) y de UCP1 en el BAT (G) de ratones WT y ratones JNK1 KO (h=4-6
animales por grupo). *P<0.05, **P<0.01 vs. WT Vehiculo ICV 0 JINK1KO Vehiculo ICV.

Para evaluar la contribucion de JNK1 y JNK2 en la accion de la T3, decidimos repetir estos
andlisis pero en ratones deficientes en JINK2 a nivel global y que también eran floxeados para el
gen jnkl en el VMH Estos ratones fueron tratados con T3 a nivel central y previamente
operados mediante estereotaxia en el VMH para la insercién de adenovirus expresando GFP o la
enzima recombinasa Cre. La eficiencia de la infeccion fue demostrada mediante la disminucién
de los niveles p-c-Jun y pSTAT3 en el VMH (Figura 33F), indicando la inhibicién funcional de
JNK1.

Observamos en estos ratones que la T3 desciende los niveles de pAMPK y pACC en el higado
de los ratones JINK2 KO-JNK1 floxeados que habian recibido GFP; sin embargo este efecto no

fue observado en los ratones que habian recibido Cre en el VMH (Figura 33A-B).

En base a estas observaciones, T3 incrementé el contenido de TG (Figura 33C) y la tincién por
Oil Red staining confirmaba este resultado en el higado de los ratones tratados con GFP pero no
con Cre (Figura 33D-E).

Al igual que en el ratdn deficiente en INK1, la T3 disminuye los niveles de pAMPK en el VMH

(Figura 33G) en ambos modelos e incrementa los niveles de UCP1 en el BAT (Figura 33H).
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Figura 33. Efecto de la eliminacion total de JNK2 y la eliminacion de JNK1 en el VMH en
las acciones centrales de T3 en el metabolismo hepatico y del BAT. (A y B) Iméagenes
autorradiograficas representativas (panel izquierdo) y niveles de proteinas (panel derecho) de
diferentes proteinas implicadas en la ruta de AMPK en el higado, (C) niveles de triglicéridos
hepaticos, (D y E) cuantificacion e imagenes representativas (40X; barra de escala: 50um) de
la tincion Oil Red O en ratones INK2KO-JNK1 floxeados tratados con GFP o adenovirus Cre
enel VMH y T3 ICV (n=5-7 animales por grupo para todos los andlisis excepto para el Oil Red
0, que se usaron 3-4 animales por grupo, 4 secciones por animal). (F) Niveles proteicos de p-c-
Juny pSTAT3 en el VMH, (G y H) niveles proteicos de pAMPK en el MBH (G) y de UCP1 en el
BAT (H) de ratones INK2KO-JNK1 floxeados tratados con GFP o adenovirus Cre en el VMH y
T3 ICV (n=5-7 animales por grupo). *P<0.05, **P<0.01 vs. JINK2KO-JNK1floxeado GFP
Vehiculo ICV 0 INK2KO-JNK1floxeado Cre Vehiculo ICV.
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Esto indica que JNK1 en el VMH media las acciones de la T3 en la lipogénesis hepética pero no

en las acciones del BAT.
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En este estudio hemos podido comprobar que las hormonas tiroideas a nivel central
ejercen efectos sobre el metabolismo lipidico periférico, descubriendo también las rutas

subyacentes por las cuales actdan.

Las hormonas tiroideas son esenciales para el desarrollo, pero también para la correcta
regulacion del metabolismo; asi, las hormonas tiroideas regulan un gran nimero de procesos
metabolicos y es extensamente comprobado que el estado de los niveles de las hormonas
tiroideas correlaciona con la masa corporal y el gasto energético (Knudsen et al., 2005; lwen et
al., 2013; Fox et al., 2008; Brent, 2012). Una de las principales caracteristicas de las personas
con una disfuncién en la tiroides es la existencia de hiperfagia, la pérdida de masa y un estado
hipermetabdlico cuando existe hipertiroidismo (exceso de hormonas tiroideas) (Mullur et al.,
2014). Esta condicion, es observada también en nuestro modelo de hipertiroidismo en roedores,
los cuales presenta un claro descenso en la masa corporal y una marcada hiperfagia, junto con
unos niveles circulantes elevados de T4 y T3, corroborando su estatus hipertiroideo. La vision
clésica de las hormonas tiroideas asume que la mayoria de los efectos de dichas hormonas son a
través de una accion periférica (Silva, 2006). Sin embargo, datos recientes indican que las
acciones de las hormonas tiroideas son mediadas también a través de una accion central (Fliers
et al., 2010a; Warner and Mittag, 2012; Lopez et al., 2013). En consonancia con esto, tras la
administracion central de T3 pudimos observar el mismo descenso de masa corporal en las ratas
tratadas pero sin cambios en los niveles circulantes de T4 y T3 (lo que apoya que este efecto

metabolico no es debido a un incremento de dichas hormonas a nivel periférico).

Las hormonas tiroideas modulan el metabolismo lipidico en tejidos periféricos (\Volpe
and Kishimoto, 1972; Gnoni et al., 1983; Blennemann et al., 1992; Hagenfeldt et al., 1981;
Beylot et al., 1991; Riis et al., 2002) . Especificamente, las hormonas tiroideas regulan la
sintesis de lipidos en el higado, el masculo, el WAT, el BAT y el hipotalamo por modulacién de
la expresion y activacion de enzimas lipogénicas clave como ACC, FAS y AMPK (Lopez et al.,
2010b; Varela et al., 2012; Mullur et al., 2014). Nosotros hipotetizamos que las alteraciones
lipogénicas podrian estar mediadas al menos en parte por la accion de la T3 en el hipotalamo.
En este estudio demostramos que tanto el hipertiroidismo como la T3 a nivel central,
incrementan la lipogénesis de novo en el higado (descienden los niveles de pACC y pAMPK,
incrementan los de FAS), asi como la formacidn de triacilglicéridos. Sin embargo en el BAT el
efecto lipogénico es el contrario aunque el programa termogénico estd incrementado. La
especificidad de este efecto queda demostrada por el hecho de que en el misculo o el WAT la

T3 a nivel central no tiene efectos en el metabolismo lipidico.

Aunque clasicamente el VMH es considerado como un regulador del control de la ingesta

(‘the satiey center’), recientes evidencias revelan un complejo papel fisiolégico para este
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nicleo. Otros estudios apoyan diferentes roles metabodlicos para el VMH, demostrando una
compleja funcion de este area en el control de la ingesta (Lopez et al., 2008; Dhillon et al.,
2006), del gasto energético (Lopez et al., 2010b; Whittle et al., 2012; Martinez de Morentin et
al., 2012b; Contreras et al., 2014b) y de la homeostasis de la glucosa (Tong et al., 2007
McCrimmon et al., 2008). En consonancia con estos conocimientos y en base a nuestros datos,
observamos que la T3 administrada en el VMH regula la lipogénesis de novo en el higado y en
el BAT, produciendo también una pérdida de masa independiente de la ingesta asi como un
incremento de la termogénesis en el BAT. Vemos que tras la administracion de T3 en el VMH,
en el higado se activa la lipogénesis de novo mientras que en el BAT esta inhibida (como
habiamos observado hasta ahora en el modelo hipertiroideo y el T3 central). Sin embargo la T3
en el ARC, un érea cercana y también implicada en el balance energético, no ejerce efecto a

nivel del metabolismo lipidico ni en BAT ni en higado, dando especificidad al VMH.

Hace unos pocos afios se establecié un link entre los efectos centrales de las hormonas
tiroideas, AMPK y BAT. Especificamente se demostr6 que la activacion del programa
termogénico en BAT a través del SNS dependia de la activacién mediada por T3 en la
lipogénesis de novo en el hipotalamo, mediante la inhibicion de AMPK (Lopez et al., 2010b).
Se sabe también que AMPK en el VMH esta involucrado en la integracion de sefiales
periféricas, como la ghrelin y la leptina, con las redes de sefializacion hipotalamicas (Kola et al.,
2008; Lage et al., 2010) y en la deteccion de hipoglicemia aguda y en mecanismos de respuesta
a la glucosa (McCrimmon et al.,, 2008). La especificidad de AMPK quedd claramente
demostrada con la administracion de adenovirus para esta proteina en el VMH; con la
administracion de virus AMPK-DN observamos una pérdida de masa independiente de la
ingesta asi como un incremento en los niveles de UCP1; ademas, la inhibicion genética de
AMPK provocaba también la inhibicion de la ruta de sefializacion de AMPK en el higado y el
incremento en el BAT. Sin embargo, tras la sobre-expresion de AMPK en el VMH en ratas
hipertiroideas observamos una ganancia de peso, y los efectos en la lipogénesis de novo a nivel
hepatico y del BAT eran revertidos; lo mismo ocurre tras la sobre-expresion de esta proteina en
ratas centralmente tratadas con T3. Todo esto apoya que las hormonas tiroideas tienen un efecto
central a través de AMPK y asi regulan a nivel periférico el metabolismo lipidico tanto en

higado como en BAT.

La importancia del CNS en la mediacion de los efectos de las hormonas tiroideas en el
metabolismo lipidico periférico no esta clara. Sin embargo, décadas antes del descubrimiento y
el aislamiento de la T4, el aumento de la actividad del SNS ya se creia que desempefiaba un
importante papel fisiopatologico en enfermedades como la enfermedad de Graves. Esto se vio
apoyado en el siglo 19 por el tratamiento de la tirotoxicosis severa a través de la reseccion de la

cadena simpaética cervical (Leak, D. (1970) The Thyroid and the Autonomic Nervous System,
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William Heinemann Medical Books). Actualmente, los bloqueadores B-adrenérgicos son
utilizados rutinariamente para el manejo inicial de la tiroxicosis severa, caracterizada por
nerviosismo, sudoracion excesiva, intolerancia al calor y pérdida de masa (Fliers et al., 2010a).
Por otro lado, las hormonas tiroideas juegan un papel clave en la termogénesis obligatoria y
adaptativa (Lowell and Flier, 1997; Lowell and Spiegelman, 2000); el principal sitio de la
termogénesis adaptativa en roedores es el BAT donde el SNS y las hormonas tiroideas son
esenciales para el mantenimiento de la temperatura corporal (Ribeiro et al., 2000; Ribeiro et al.,
2001). Ademas la expresion de UCP1 es requerida para la termogénesis en el BAT, y esta
proteina es sinérgicamente regulada por NE y T3 (Mullur et al., 2014). La relacién entre la
actividad del SNS vy el estado tiroideo es complejo, y sefiala diferentes efectos dependiendo del
6rgano (corazén, musculo) y tejido (tejido adiposo) estudiado.

Nuestro grupo ya habia demostrado que la expresion de los marcadores termogénicos tras
la administracion central de T3 estaba mediada por los B-3 AR (Lopez et al., 2010b). Aqui a
mayores, evaluamos lo que ocurria a nivel del metabolismo lipidico observando que tras la
inhibicion farmacoldgica del SNS, se revierten los efectos de la T3 en el BAT, pero sin embargo
no ocurria nada en el higado, es decir, la T3 a nivel central actta sobre la lipogénesis de novo en

el BAT a través del SNS pero no en el higado, donde seguiamos observando el mismo efecto.

Como hemos mencionado antes, las hormonas pueden regular el metabolismo
directamente por acciones en los tejidos diana a través de receptores, pero también pueden
ejercer sus acciones indirectamente a través de los nucleos hipotaldmicos utilizando el sistema
nervioso auténomo para controlar procesos metabdlicos (Kalsbeek et al., 2004; Kreier et al.,
2006; Fliers et al., 2010b). Desde el DMV, proyecciones presinapticas del parasimpatico viajan
a través del nervio vago, haciendo posteriormente sinapsis con neuronas postsinapticas en
ganglios cerca de 6rganos viscerales, como, por ejemplo, el higado (Barthel and Schmoll,
2003). En relacion con esto, se ha observado en varios estudios que el hipotdlamo puede
modular la produccién endbgena de glucosa mediante el uso reciproco de outputs del sistema
nervioso simpético y parasimpético hacia el higado (van den Hoek et al., 2008; Sandoval et al.,
2008; Pocai et al., 2005). En nuestro estudio observamos que tras la administracion central de
T3 se producia un incremento en ¢-FOS (marcador de la actividad neuronal) en el DMV. En
base a esto, tras la denervacién del nervio vago hacia el higado, el anélisis de los resultados
mostré que los efectos de la T3 sobre la lipogénesis de novo en el higado se veian eliminados
aunque los efectos en el BAT y la pérdida de masa no sufrian cambios. Estos resultados seguian
la misma linea que estudios anteriores, apoyando que las acciones centrales de la T3 sobre la
lipogénesis de novo en el higado implicaban al PSNS, y aunque era sabido que las hormonas

tiroideas modulaban el metabolismo lipidico en tejidos periféricos (Klieverik et al., 2009g;
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Duntas and Brenta, 2012) no habia evidencias claras que mostraran esta regulacion a través del
PSNS.

Las ceramidas son importantes reguladores del balance energético y el metabolismo
(Turpin et al., 2014; Holland et al., 2011; Raichur et al., 2014; Xia et al., 2015). En tejidos
periféricos las especies reactivas de lipidos como las ceramidas son un mecanismo patogénico
de resistencia a insulina; este proceso conocido como lipotoxicidad ocurre a través de la
inflamacion y el ER estrés (Unger, 2002; Fu et al., 2012; Summers, 2006). EI ER esta
involucrado en el almacenamiento de calcio y en la biosintesis de lipidos. Existen una serie de
factores que activan estas proteinas UPR incluyendo el exceso de nutrientes, la deprivacion o el
estrés oxidativo (Cunard, 2015). Varios estudios han demostrado que la sefializacion de las UPR
y el ER estrés estan asociados con cambios fisiopatoldgicos y metabdlicos, incluyendo la
obesidad, la diabetes tipo 2, la aterosclerosis, la patologia cardiaca y enfermedades de higado
(Park and Ozcan, 2013; Lee and Ozcan, 2014). Ozcan y colaboradores identificaron el ER estrés
como un vinculo molecular entre la obesidad, el deterioro de la accion de la insulina y el
desarrollo de la diabetes tipo 2 (Ozcan et al., 2004). Nuestros resultados mostraron que el
hipertiroidismo reduce los niveles hipotalamicos de ceramidas y ER estrés; 1o mismo ocurre
con la T3 a nivel central o bien con la T3 administrada estereotaxicamente en el VMH. Esto se
observa por los bajos niveles de AFT6, CHOP y pPERK. Sin embargo los niveles de GRP78, la
chaperona ubicada mas upstream en la UPR, estan incrementados. En otras areas como el cortex
ocurre lo contrario. Al analizar los niveles de ceramidas y los marcadores de ER estrés en los
animales en los que AMPK fue reducido genéticamente, observamos el mismo patr6n, descenso
de los niveles de ceramidas y de ER estrés; ocurre lo contrario cuando se sobre-expresa AMPK.
En base a esto nosotros deducimos que el efecto central de la T3 provoca un descenso en los
niveles de ceramidas y ER estrés en el hipotadlamo y que este efecto est4d mediado por AMPK en
el VMH.

Recientes datos de nuestro grupo, han demostrado que la lipotoxicidad inducida por
ceramidas a nivel central induce ER estrés conduciendo a una ganancia de masa y un descenso
en el tono simpatico y en el programa termogénico (Contreras et al., 2014b). En base a estas
evidencias, hipotetizamos un posible vinculo entre T3 y ER estrés. Al evaluar los resultados tras
la administracidn central de ceramidas en ratas tratadas con T3 comprobamos que los efectos de
la T3 sobre la pérdida de masa y la termogénesis eran revertidos (descenso de UCP1) y la ruta
metabolica de AMPK también estaba disminuida (contrario a los efectos de T3); sin embargo a
nivel hepatico no observamos estos efectos. Por otra parte, cuando induciamos ER estrés en el
VMH observabamos el mismo efecto que con las ceramidas, es decir, el programa termogénico

y la ruta de sefializacion de AMPK en BAT disminuye, sin embargo a nivel hepatico no ocurria
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ningln cambio. En base a estos resultados, podemos decir que los niveles de ceramidas y el ER

estrés en el VMH estan mediando los efectos centrales de la T3 y de AMPK en BAT.

El cerebro parece ser un posible sitio donde JNK1 ejerce su regulacién sobre la obesidad,
debido a la implicacién del hipotalamo en esta patologia. La funcion de esta proteina en el
sistema nervioso parece ser compleja pero sin embargo hay indicios para pensar que el eje
hipotalamo-hipofisis- tiroides es una de las mas importantes dianas de JNK1 para ejercer sus
funciones metabdlicas (Sabio et al., 2010a; Belgardt et al., 2010b). Estudios a un nivel global
del organismo han observado que los ratones deficientes en esta kinasa controla la acumulacién
y la captacidn de lipidos en el higado (Imbernon et al., 2013). Después de analizar los niveles de
JNK1 a nivel central en nuestros modelos, observamos que tanto las hormonas tiroideas a nivel
periférico como a nivel central y nicleo-especifico poseian los niveles de pJNK1 elevados;
estos niveles elevados se revertian cuando sobreexpresabamos AMPK en ratas hipertiroideas o
tratadas centralmente con T3, lo que nos llevé a postular que AMPK esta upstream de JNK.
Debido a las investigaciones previas de otros grupos con JNK1 (Bennett et al., 2003; Nakatani
et al., 2004; Sabio et al., 2009; Sabio and Davis, 2010; Sabio et al., 2010a; Belgardt et al.,
2010a; Imbernon et al., 2013) decidimos seguir investigando esta via y ver que implicaciones
podia tener en las acciones de las hormonas tiroideas sobre el metabolismo lipidico hepético; de
este modo, al administrar un inhibidor de esta proteina a nivel central junto con la T3 pudimos
observar que los efectos de la T3 en presencia del inhibidor se veian eliminados a nivel
hepético, pero en el BAT no tenia efecto; a nivel de los triglicéridos hepaticos también dejaba
de tener efecto la T3 en presencia del inhibidor de JNK. Esto nos indicaba que el efecto de INK
era especifico del higado. Sin embargo para explorar mejor el efecto lipogénico de JNK1
usamos ratones deficientes en JNK1 a nivel global de todo el cuerpo y al suministrarles T3,
observamos que las acciones de la T3 sobre el higado se veian revertidas, aunque en el BAT
seguia ocurriendo lo mismo (incremento de UCP1 e incremento de pACC y pAMPK). Los
niveles de los triglicéridos también estaban disminuidos cuando JNK1 era eliminado. En
conjunto estos resultados sugerian un posible papel de JNK1 hipotaldmico como mediador de
las acciones centrales de T3 sobre el metabolismo lipidico hepatico. No obstante, en este punto
tampoco podiamos excluir la implicacién de JNK2 en este proceso (Gupta et al., 1995; Liedtke
and Trautwein, 2006) y nuestra idea era poder dar més especificidad a JNK1 sobretodo a nivel
central. Para ello tras abolir INK1 en el VMH de ratones carentes de JNK2 a nivel global y
administrarles T3 ICV observamos que efectivamente, sélo JNK1 tenia implicaciones a nivel
hepatico tras la administracion de T3 a nivel central; en los ratones INK2 knock out sin eliminar
JNK1 en el VMH la T3 seguia ejerciendo el mismo efecto a nivel hepético, con incremento de
la lipogénesis de novo e incremento de triacilglicéridos; sin embargo en los ratones donde JNK1

fue eliminado en el VMH, estos efectos a nivel hepéatico no eran observados. A nivel del BAT,
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la T3 seguia afectando a este érgano de igual forma, es decir, los niveles de UCP1 estaban
incrementados. A nivel hipotalamico, en ninguno de los ratones observamos cambios en
relaciéon a la accion de T3 sobre AMPK (disminuia en ambos casos). Estos datos nos han
indicado que JNK1 en el VMH media las acciones centrales en la lipogénisis hepatica pero no
en el BAT, pero esta situado downstream de AMPK. Es importante destacar que con los
resultados obtenidos, no se puede excluir una implicacion de JNK3, aunque de las tres
isoformas parece ser la que menos implicaciones tiene en el metabolismo hasta este momento
conocidas (Coffey, 2014).

El resultado neto de la administracion central de T3 a nivel hepatico es un incremento de
la lipogénesis. En este sentido, los datos mostrados por el oleato marcado demuestran que la
sintesis de novo de &cidos grasos y la captacion dentro del higado estd incrementada. Nuestros
estudios anteriores demostraron que la T3 a nivel central aumenta la actividad termogeénica en
este tejido (Lopez et al., 2010b), esto concuerda con los valores incrementados de C'* en el
BAT. Es posible que este incremento del C** encontrado en el BAT surja por un lado de la
captacion directa de &cidos grasos circulantes (Ouellet et al., 2012) y por otro, de los
triglicéridos sintetizados por el higado (Bartelt et al., 2011; Gibbons et al., 2000). Las
lipoproteinas ricas en triglicéridos son conocidas por su contribucién al contenido de lipidos en
el BAT durante la termogénesis y su captacion es regulada por lipasas especificas (Bartelt et al.,
2011; Bruinstroop et al., 2014) cuya actividad esta incrementada en el BAT después de la
administracion de T3 a nivel central (Lopez et al., 2010b). Sin embargo en el BAT, nuestros
resultados no demuestran un incremento en los niveles de TG marcados con C*, esto puede
deberse al incremento que posee este tejido en la beta-oxidacion tras la administracion de T3.
Aunque la termogénesis estd incrementada, no observamos una activacion del programa
lipogénico en el BAT; este hecho sumado a que los niveles del metabolito C** esté incrementado

en suero, pueden apuntar a un posible suministro de energia por parte del higado hacia el BAT.

La idea global de nuestro estudio, es que el hipertiroidismo y la T3 a nivel central inducen
un marcado incremento en la lipogenesis de novo especificamente en el hipotdlamo lo que lleva
a un incremento en la actividad del BAT a través del SNS conduciendo a una pérdida de peso;
por otro lado también provoca un incremento en la lipogénesis de novo en el higado,
incrementando los niveles de TG en dicho tejido a través del sistema nervioso parasimpatico.
Las acciones centrales de T3 y AMPK hacia el BAT van a estar mediadas por bajos niveles de
ceramidas que lleva a bajo ER estrés, mientras que hacia el higado van a estar mediadas por
JNK1. Todo esto estarda mediado por AMPK en un nicleo especifico que es el VMH. Nuestros
datos parecen indicar que este incremento en la produccion de lipidos después de la
administracion de T3 son redireccionados hacia el BAT, donde sirven de combustible para la

maquinaria termogénica debido a que esta esta incrementada también por las acciones de la T3.
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Todo esto describe un nuevo papel sobre la accidon de las hormonas tiroideas en el VMH
describiendo un nuevo circuito desconocido que modula el metabolismo lipidico a nivel

periférico a través de dos vias distintas.

En resumen, podemos concluir que a través de este doble mecanismo hipotalamo,
controlado inicialmente por AMPK, la T3 maximiza las capacidades metabélicas de cada tejido:
la lipogénesis en el higado y la termogénesis en el BAT, que a su vez usa como combustible los

lipidos hepaticos.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos durante la realizacién de esta tesis nos permiten establecer las

siguientes conclusiones:

T3 a nivel central regula la lipogéneisis de novo y la termogénesis en el BAT

produciendo una pérdida de masa corporal independiente de la ingesta.

T3 a nivel central regula la lipogénesis de novo a nivel hepatico a través del

PSNS vy la lipogénesis en el BAT a través del SNS.

T3 actlia de manera especifica en el VMH y sus acciones estdn mediadas por la
actividad de AMPK a este nivel.

El efecto central de la T3 sobre estos tejidos periféricos es mediado en el caso del
BAT por el ER estrés hipotalamico inducido por ceramidas, y en el caso del

higado, por el incremento a nivel central de JNK.
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Abrevoaturas y acronimos

Ad: adenovirus

AICAR: 5-Aminoimidazola-4-carboxamida-1-B-D-ribofuranosido
AR-a: receptor adrenérgico a

AR-B: recpetor adrenérgico B

ACC: acetil-CoA carboxilasa

ACER1: Alkaline ceramidase 1

ACTH: hormona adrenocorticotropina

AgRP: proteina relacionada con agouti

AMP: adenosin monofosfato

AMPc: adenosin monofosfato ciclico

AMPK: kinasa activada por AMP

AMPK-CA: adenovirus AMPK activados constitutivamente
AMPK-DN: adenovirus AMPK dominates negativos
AMT: aminotriazol

AP: drea postrema

ARC: nucleo arcuato hipotalamico

ATF6: Activating transcription factor 6

ATGL: trigliceride lipase

ATP: adenosin trifosfato

BAT: tejido adiposo marrén

BBB: barrera hematoencefalica

BDNF: factor neurotroéfico derivado del cerebro
CART: transcrito regulado por anfetamina y cocaina
CCK: colecistoquinina

CDIPT: phosphatidylinositol synthase

CerS/LASS1: Ceramide synthase 1 (CerS1), LAG1 longevity assurance homolog 1
CNS: central nervous system, sistema nervioso central (SNC)
CNTF: factor neurotréfico ciliar

CPT-1: carnitina-palmitoil transferasa-1

CRE: elemento de respuesta a AMPc

CRH: hormona liberadora de corticotropina

DAG: diacilglicerol

DGAT1: diacylglycerol O-Acyl transferase 1

DMH: nucleo dorsomedial del hipotdlamo

DMSO: dimetil sulféxido

DMV: nucleo dorsal motor del vago

D1: deyodinasa 1

D2: deyodinasa 2

D3: deyodinasa 3

FAS: acido graso sintasa

FABP3: proteina de unién a acidos grasos 3

FFAs: acidos grasos libres

FoxO1: Forkhead box O1

GLP-1: péptido similar al glucagén-1

GLP1R: receptor de GLP-1

GRP78/ BIP: chaperone immunoglobulin heavy chain binding protein
HSL: lipasa sensible a hormonas

ICV: intracerebroventricular

10: nucleo inferior de la oliva

IP: intraperitoneal

IRE: Inositol-requiring protein-1

JNKs: quinasas c-Jun N-terminal
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Abreviaturas y acrénimos

KO: knockout

LCFAs: acidos grasos de cadena larga

LHA: hipotalamo lateral

LPL: lipoprotein lipasa

MAGL: monoacylglycerol lipase

Malonil-CoA: malonil-coenzima A

MC-R: receptor de las melanocortinas

MCD: malonil-CoA decarboxilasa

MCH: hormona concentradora de melanina

mTOR: mammalianTarget of Rapamicyn

NE: norepinefrina

NEFA: non-esterified fatty acids

NPY: neuropéptido y

NRF-1: factor de respiracion nuclear 1

NTS: nucleo del tracto solitario

OX: orexinas (hipocretinas)

PCYT1A: phosphatecitdyl transferase 1, choline, alpha
PERK: PKR-like ER kinase

PGC1: coactivador tipo 1 del receptor activado por el proliferador de peroxisomas
PKA: proteina-kinasa dependiente de AMPc

PLA2GA4A: Cytosolic phospholipase A2, (phospholipase A2)
PNPLA2: Patatin-Like Phospholipase Domain Containing 2
POMC: propiomelanocortina

PP: polipéptido pancreatico

PPAR: receptor activado por el proliferador de peroxisomas
PSNS: sistema nervioso parasimpatico

pPSTAT3: phospho signal transducer and activator of transcription 3
PTDSS1: phosphatidilserine synthase 1

PVH: nucleo paraventricular hipotalamico

RPa: raphe pallidus

SCD-1: Stearoyl-Coenzyme A desaturase-1

SMase: esfingomielina fosfodiesterasa

SMPD2: sphingomyelin phosphodiesterase 2, neutral
SGMS1: sphingomyelin synthase

SNS: sistema nervioso simpatico

SPT: serina C-palmitoiltransferasa

SPTLC1: serine palmitoyltransferase, long chain sbud.1
SREBP: proteina de unién a elementos regulados por esterol
TG: triglicéridos

TNFa: factor de necrosis tumoral a

TR: receptor de hormonas tiroideas

TR-DN: receptor de hormonas tiroideas domoninante negativo
TRH: hormona secretora de tirotropina

TSH: hormona estimuladora del tiroides

T2: 3,5-L-diyodotironina

T3: 3,5,3’-triyodo-L-tironina

T4: L-Thyroxine

UCP: proteina desacopladora (-1, -2 y -3)

UPR: unfolded protein response

VLDL: very low-density lipoprotein, proteinas de muy baja densidad
VMH: nucleo ventromedial hipotaldmico

VTA: drea tegmental ventral
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Abrevoaturas y acronimos

WAT: tejido adiposo blanco
Y-R: receptor de NPY (Y1R, Y2R, Y3R, Y4R, Y5R, Y6R)
a-MSH: hormona estimuladora de melanocitos a

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