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RESUMEN

La clusterina es una proteina multifuncional con numerosas isoformas y localizaciones que estd
presente en todos los fluidos del organismo, asi como en el interior celular. Estudios previos de
protedmica de expresion diferencial habian sugerido una posible relacién entre niveles plasmaticos de
clusterina y adiccién a la comida, lo que nos ha llevado a profundizar en el estudio de clusterina como
posible biomarcador asociado a alteraciones del sistema cerebral de refuerzo y recompensa. En un
primer estudio confirmamos mediante inmunoensayos la existencia de una correlacidn positiva entre
niveles plasmaticos de clusterina y pérdida de control sobre la ingesta en pacientes con obesidad
modrbida, lo que nos aconsejé progresar utilizando modelos animales en los que las propiedades
motivacionales de la comida estuvieran alterados. De esta forma, en un modelo de sobrealimentacidn
con una dieta rica en grasa en el ratdn obtuvimos una correlacién entre las propiedades motivacionales
de la sacarosa y los niveles plasmaticos de clusterina, junto con una sobre-expresién de esta proteina
en el nucleo accumbens de los animales sobrealimentados. De la misma forma, la subnutricién crénica
durante la vida perinatal y adulta provoca en la rata una sobre-expresidn de clusterina en la fraccién
mitocondrial de nucleo accumbens, sin embargo, cuando la subnutricién se circunscribe a la vida
perinatal, los adultos exhiben una reduccion significativa de la expresion de clusterina en este mismo
nucleo. Desarrollamos también modelos in vitro de sub- y sobre-alimentacién en cultivos de
neuroblastoma para avanzar en el conocimiento de los mecanismos implicados en los efectos de
clusterina, observando que la proteina trasloca su posicion y cambia su funcidn para preservar la
supervivencia celular de forma adaptativa y no permanente. En un ultimo estudio observamos que la
ligadura del nervio ciatico, una condicién que se sabe conlleva anhedonia, provoca alodinia mecanica,
estrés y una marcada disminucidn de la expresién de clusterina en la corteza prefrontal, lo que sugiere
la implicacién de esta proteina en los cambios funcionales que acompafian al dolor neuropatico en
este drea cerebral. Todos estos resultados refuerzan la idea de que clusterina estaria implicada en las
alteraciones del sistema de refuerzo y recompensa, ejerciendo posiblemente un papel neuroprotector

al igual que en otras patologias del sistema nervioso.
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INTRODUCCION GENERAL
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1. LA OBESIDAD COMO PROBLEMA DE SALUD PUBLICA

La obesidad es una patologia cada vez mas prevalente que incluso ha llegado a ser calificada como Ia
pandemia del siglo XXI por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ya que la padece mas de un
tercio de la poblacién mundial (Stevens et al., 2012; Hruby y Hu, 2015) y un 10% de la poblacién infantil
(Haslam y James, 2005). Al margen de esta elevada prevalencia la obesidad conlleva un elevado
numero de comorbilidades (Knight, 2011) y un acortamiento significativo de la esperanza de vida,
siendo la principal causante de aproximadamente 3,4 millones de muertes en 2010 (Ng et al., 2014).
El principal criterio diagndstico de obesidad se basa en el indice de Masa Corporal (IMC), que se calcula
como el peso corporal en kilogramos dividido por la altura en metros al cuadrado. La OMS establece

distintos rangos para clasificar a las personas segun su IMC, tal y como se recoge en la tabla 1G-1.

CLASIFICACION IMC
BAJO PESO <18,5
NORMOPESO 18,5-24,9
SOBREPESO 25-29,9
OBESIDAD GRADO | 30-34,9
OBESIDAD GRADO Il 35-39,9
OBESIDAD MORBIDA =40

Tabla IG-1. Clasificacién de la OMS segun el indice de Masa Corporal

Los individuos obesos comparten una serie de riesgos independientemente de la etiologia de su
enfermedad. Asi, en la obesidad se produce una acumulacién elevada de grasa en el organismo que
resulta perjudicial por el estado de inflamacidn crénica que se mantiene a lo largo del tiempo. En este
sentido, el tejido adiposo tiene capacidad de expansibilidad para poder aumentar la cantidad de
triglicéridos que acumula, pero cuando la cantidad de acidos grasos excede dicha capacidad
hiperplasica e hipertréfica del tejido se produce un fendmeno conocido como lipotoxicidad en el que
los triglicéridos que no pueden acumularse se distribuyen por el resto de los tejidos a través de la
circulacién, provocando asi acumulaciones ectépicas de grasa y comorbilidad (Virtue y Vidal-Puig,
2008). A su vez, el tejido adiposo tiene funciones endocrinas y metabdlicas que se ven modificadas por

la enfermedad: de esta forma, mientras que los adipocitos pequefios de un individuo normopeso
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promueven la homeostasis metabdlica, los adipocitos engrosados de los individuos obesos son capaces
de reclutar macréfagos promoviendo el proceso inflamatorio y la liberacion de adipoquinas como IL-6
o TNFa; estas ultimas participan a su vez en la progresién de la resistencia insulinica y en otro tipo de
alteraciones que afectan a diversos drganos y sistemas, incluido el sistema nervioso central (Weisberg

et al., 2003; Daws et al., 2011).

Al margen de estas circunstancias comunes al conjunto de los pacientes de obesidad, las diferentes
causas que pueden dar lugar a la enfermedad deben tenerse en cuenta para disefar aproximaciones
terapéuticas personalizadas. Hoy sabemos que los condicionantes genéticos, nutricionales y
comportamentales (entre estos ultimos el sedentarismo y la conducta ingestiva) contribuyen
conjuntamente a la génesis del problema aunque de una forma desigual en cada caso. La terapéutica
debe considerar esta etiologia multifactorial para ser efectiva (Christakis y Fowler, 2007; Varela-
Moreiras et al., 2013), y de esta forma autores como Field et al. (2013) consideran que el progreso en
los tratamientos personalizados de la obesidad pasa por un mejor diagnéstico de la misma mediante

la identificacién de subtipos bien definidos.

2. ETIOLOGIA DE LA OBESIDAD: EL PAPEL DE LA DIETA SOBRE LA CONDUCTA INGESTIVA

Desde un punto de vista nutricional, se atribuye con frecuencia a la ingesta caldrica neta la
responsabilidad ultima del aumento de peso en los individuos obesos, quienes exhiben basicamente
un balance energético positivo entre lo consumido y lo gastado. Al margen de esto, la naturaleza de
aquello ingerido puede jugar también un papel extremadamente relevante. Asi, en las ultimas tres
décadas muchas sociedades han sufrido cambios substanciales en sus formas de vida y en su
alimentacién, virando desde una dieta sana y equilibrada al consumo exacerbado de alimentos con un
elevado contenido en azlcares y grasas procesadas capaces de generar por si mismos cambios en la
fisiologia cerebral. Este hecho engarza con los factores comportamentales implicados en la obesidad,
ya que el consumo de determinados alimentos podria ser la causa de alteraciones centrales que a su

vez favoreciesen la impulsividad y la hiperfagia, perpetuando asi el problema.

El incremento de la impulsividad en la toma de decisiones parece estar presente en una proporcion

cada vez mayor de la poblacién obesa. Tanto es asi que estd en auge la discusidon en cuanto a si la
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obesidad es causa de impulsividad, o si es justo lo contrario, o si existe una causalidad comin a ambas:
la dieta. Estudios recientes realizados en animales de experimentacidon y en humanos han relacionado
un consumo elevado de dietas ricas en grasas con un mayor desarrollo de conductas impulsivas. Asi,
Steele et al. (2017) encontraron que ratas alimentadas con una dieta rica en grasa mostraban una
tendencia a la eleccion de recompensas mas cortas pero mas rapidas frente a recompensas mas largas
y mas lentas, resultado que demuestra un aumento de la impulsividad de estos animales frente a los
alimentados con dieta control. Por su parte Lumley et al. (2016) valoraron la impulsividad en humanos
por medio de un cuestionario y observaron una correlacion significativa con el consumo de alimentos

y bebidas ricas en azlcares y grasas procesadas, valorado en una escala de ingesta de tales alimentos.

En general se considera que en los trastornos impulsivos/compulsivos, la impulsividad es un factor de
riesgo inicial y la compulsividad un estadio posterior en que la falta de control sobre los impulsos
desencadena conductas patoldgicas en relaciéon con determinados estimulos (Alguacil y Gonzalez-
Martin, 2015). Este es un patron conductual muy reconocible en el caso de los trastornos por uso de
sustancias, en los que es facilmente observable que la busqueda y el consumo de una droga va
adquiriendo cada vez mds importancia para el consumidor, que desarrolla asi lo que conocemos como
una adiccidn. En los Ultimos afios se ha subrayado el paralelismo entre este tipo de adiccién y el patrén
de consumo de determinados alimentos tanto en animales como en humanos, lo que ha llevado a
formular el concepto de “adiccidn a la comida” y a postular que una proporcion de individuos obesos
se verian afectados por este problema (Davis et al., 2011). De la misma forma que lo anteriormente
comentado en cuanto a impulsividad, el consumo de dietas apetitosas de alto contenido caldrico
podria ser uno de los desencadenantes de este tipo de conductas adictivas hacia la comida (Alsi6 et
al., 2012). Aunque el concepto de adiccién a la comida continta actualmente en discusion (Gordon et
al., 2018), las importantes derivadas del mismo estan conduciendo a numerosos estudios que tratan

de caracterizarlo mejor desde un punto de vista diagndstico y terapéutico.

3. ADICCION A LA COMIDA

La ingesta es una conducta muy compleja que resulta de una interaccidén entre sefiales metabdlicas y
mecanismos cognitivos y emocionales fuertemente influidos por el ambiente (Zheng y Berthoud,
2007). Para que se produzca una adecuada homeostasis energética, varias hormonas como la insulina,

grelina, y otros péptidos como NPY, AgRP, POMC y CART, controlan las sefiales de saciedad o hambre
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a nivel hipotalamico. Esencialmente, en situaciones de déficit energético se produce una secrecién de
grelina desde el estdmago que da lugar a la estimulacién de receptores en las neuronas del nucleo
arcuado hitoptaldmico, donde a su vez aumenta la liberacién de NPY y AgRP, neuropéptidos que
promueven la ingesta. Por el contrario, en situaciones de exceso energético aumentan los niveles de
leptina e insulina, hormonas que inhiben la liberacién de NPY y AgRP y promueven la liberacidn de los
péptidos saciantes POMC y CART que inhibiran la ingesta (Matafome y Seica, 2017). Se podria asi decir
que la necesidad homeostatica de ingerir alimentos estaria regulada por esta ruta prominentemente
hipotaldamica. Sin embargo, el deseo de ingerir comidas apetecibles, regulado por el sistema heddnico,
puede desencadenar la ingesta independientemente del estado energético. El sistema heddnico
comprenderia el circuito de recompensa cerebral, o circuito dopaminérgico mesolimbico (Figura I1G-1),
en el que el sabor apetecible de ciertos alimentos desencadena la liberacién de dopamina desde las
neuronas del drea tegmental ventral (VTA) hacia sus zonas de proyeccion en el Nucleo Accumbens
(NAc). Desde este ultimo nucleo la sefial se propaga hacia la corteza prefrontal (CPF), responsable por
una parte del control cognitivo de la actividad de las neuronas del ATV y NAc a través de la liberacion
de GABA y glutamato, y por otra parte de la comunicacion con la corteza érbito-frontal (COF), que en

ultima instancia determina la ingesta (Nestler, 2004).

CORTEZA PREFRONTAL <~
(CPF)

NUCLEO ACCUMBENS ~ /

" AREA TEGMENTAL VENTRAL
(NAC)

HIPOTALAMO (ATV)

Figura IG-1. Esquema del circuito cerebral de recompensa y sefializacion dopaminérgica. En azul se representan
las areas del circuito cerebral de recompensa, Area Tegmental Ventral, Nicleo Accumbens (recompensa y
adiccidn), y Corteza Prefrontal (toma de decisiones y funciones ejecutivas), y las proyecciones de tal circuito, en
rojo se representa el hipotdlamo que integra la informacion homeostatica y heddnica, siendo capaz de inhibir
tal circuito en condiciones fisioldgicas con sus prolongaciones al Area Tegmental Ventral y Ntcleo Accumbens,

inhibicidon que también puede realizar la corteza prefrontal.

En situaciones fisioldgicas, ambos sistemas, el sistema homeostatico y el heddnico, suelen estar muy

integrados y se interregulan estrechamente (Figura 1G-2); asi, por ejemplo, una ingesta iniciada por
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estimulo de la via heddnica puede verse limitada por la influencia del sistema homeostatico a través
de la activacidon de neuronas del hipotdlamo lateral, que proyectan sobre el drea tegmental ventral y
el ndcleo accumbens para reprimir su influencia positiva sobre la ingesta. Estos mecanismos de
interregulaciéon podrian verse afectados en situaciones patoldgicas, de forma que una regulacion

inapropiada de la conducta desembocaria en aumentos o disminuciones anormales del peso corporal.

[ SISTEMA HOMEOSTATICO ] SISTEMA HEDONICO

HIPOTALAMO

Figura 1G-2. Integracién de los sistemas heddnico y homeostatico para la regulacion de la ingesta. Las lineas
verdes representan las vias excitatorias y las lineas granates las inhibitorias de los sistemas homeostatico
(hipotdlamo mediando por la liberacién de POMC y CART, y NPY y AgRP) y heddnico (ATV- Area Tegmental

Ventral; y NAC- Nicleo Accumbens) para el control de la ingesta.

Numerosos autores han puesto de manifiesto que una funcion deficiente del sistema de refuerzo y
recompensa puede estar en el origen de las conductas impulsivo/compulsivas que aparecen en
diversas enfermedades psiquidtricas, entre ellas en las adicciones, aunque también en otro tipo de
enfermedades como el sindrome de Tourette o el Sindrome de Hiperactividad con Déficit de Atencién;
estos sintomas serian asi manifestaciones de lo que ha venido a denominarse “Sindrome de Deficiencia
de Recompensa” (Blum et al., 2017). De acuerdo a esta hipodtesis, las alteraciones neuroquimicas
subyacentes a dicho sindrome (entre las que destacaria una hipofuncidon dopaminérgica mesolimbica)
podrian ser comunes para diversas patologias psiquiatricas como las anteriormente mencionadas, y
determinarian asi un espectro de sintomas estrechamente relacionado. Este contexto explicaria los
numerosos paralelismos conductuales que se han encontrado entre los fendmenos de adiccién a la
comida y a las drogas de abuso, tanto en humanos (Volkow y O’Brien, 2007) como en modelos
experimentales (Alsio et al., 2012); ya que alimentos y drogas influyen de forma andloga sobre la

actividad del sistema de refuerzo y recompensa, podria esperarse que desencadenasen efectos
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semejantes tras estimularlo de forma aguda o crdnica, pudiendo desembocar la estimulacidn excesiva
del mismo en un trastorno de tipo adictivo en ambos casos. De esta forma se ha observado que al igual
que las drogas de abuso, los alimentos apetitosos provocan un aumento de la liberacidn de dopamina
en nucleo accumbens y una sensacidn placentera (Small et al., 2003; Beaulieu y Gainetdinov, 2011),
pero cuando el acceso a dietas ricas en azlcares y grasas se prolonga en el tiempo los cambios
neuroquimicos consecuentes (entre ellos una disminuciéon de receptores D1 en nicleo accumbens)
alteran la capacidad de respuesta del circuito cerebral de recompensa (Alsi6 et al., 2012; de Melo
Martimiano et al., 2015). Podria asi hablarse de una dimension adictiva de la obesidad estrechamente
relacionada (aunque no totalmente superponible) con la adiccidn a las drogas de abuso (Volkow et al.,

2013; Figura 1G-3).
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Figura 1G-3. Analogias y diferencias entre los efectos moduladores de las drogas de abuso y de los alimentos
sobre los mecanismos cerebrales implicados en el control de la ingesta y en el desarrollo de adicciones. Mientras
que las drogas de abuso ejercen un efecto modulador directo sobre las vias dopaminérgicas del sistema de
refuerzo, los alimentos actlan sobre las mismas vias tanto directa como indirectamente, en este ultimo caso a

través de proyecciones activadas desde el hipotdlamo. Tomado de Volkow et al.(2013).
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En definitiva, la “adiccidén a la comida” (o mas bien “adiccién a comer” segun prefieren otros autores)
(Hebebrand et al., 2014) consistiria en un trastorno de tipo adictivo que se acompafiaria de una
disrregulacion del sistema cerebral de refuerzo y recompensa (Berthoud, 2011) y/o un procesamiento
cognitivo alterado de las claves contextuales asociadas a la comida (Higgs, 2015), entre otras
disfunciones, y que podria presentarse hasta en un 20% de los pacientes obesos (Pursey et al., 2014).
En el caso concreto de los obesos mérbidos, se ha estimado que los criterios de “adiccidn a la comida”
se cumplirian en un 16-54% de los pacientes (Opolski et al., 2015; Brunault et al., 2016). Es importante
sefialar que estos Ultimos individuos podrian estar en mayor riesgo de experimentar la denominada
“transferencia de adiccién” tras una intervencidn de cirugia bariatrica, fenédmeno por el cual su
adiccion previa a la comida se transformaria en una adiccion a drogas de abuso (principalmente
alcohol) o incluso al juego (Steffen et al., 2015); en este sentido, se ha estimado que la proporcién de
nuevos consumidores de drogas entre los pacientes sometidos a cirugia baridtrica podria ser muy
elevada (entre el 34 y el 89% de los individuos, segun Li y Wu, (2016)). Por todo lo anterior resulta
evidente la necesidad de progresar en la identificacién y caracterizacion bioldgica del fenotipo adictivo
de obesidad, ya que esto podria permitir el disefio de aproximaciones terapéuticas mas adecuadas vy,
en el caso de la cirugia de la obesidad, podria disminuir los fracasos y ayudar a prevenir las graves
complicaciones postquirudrgicas anteriormente mencionadas. En los ultimos afios, diversos autores han
utilizado la Yale Food Addiction Scale (YFAS) para “diagnosticar” la adiccion a la comida y establecer su
relacion con diversas variables fisiolégicas, conductuales, genéticas o psicopatoldgicas (Meule y
Gearhardt, 2014). Sin embargo, no se dispone aun de marcadores biolégicos cuya asociacidon con un

posible fenotipo adictivo de la obesidad esté suficientemente contrastada.

4. IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES DE ADICCION A LA COMIDA

Las tecnologias dmicas constituyen herramientas muy Utiles para la busqueda de biomarcadores
novedosos (y también de dianas terapéuticas) potencialmente asociados a una patologia, y se vienen
aplicando asi de forma creciente en Psicofarmacologia (Alguacil et al., 2014). Mediante su uso se
pretenden identificar polimorfismos genéticos, perfiles de expresién génica, modificaciones
epigenéticas, proteinas o metabolitos diferencialmente expresados en tejidos de individuos afectados
y controles sanos (biomarcadores diagnédsticos), en individuos afectados en mayor o menor medida
por la enfermedad (biomarcadores prondsticos) o en individuos afectados que responden en mayor o
menor medida a una determinada terapia (biomarcadores predictivos de respuesta al tratamiento).

Las muestras bioldgicas para estos estudios comparativos pueden proceder de modelos animales de
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la enfermedad o directamente de pacientes; la ventaja de la primera opcidn estriba en la accesibilidad
a diversos tipos de tejidos, algo limitado en pacientes por motivos éticos, mientras que la ventaja de
la segunda estrategia es la mayor proximidad a la patologia en estudio ya que implica el uso de material
bioldgico especificamente humano. Cuando los estudios comparativos se circunscriben a individuos
afectados por la patologia pero que difieren en algun rasgo concreto de la misma, pueden proporcionar
biomarcadores con valor diagndstico que contribuyan a definir fenotipos concretos de la enfermedad,

lo que puede resultar ventajoso para el establecimiento de terapias mas personalizadas.

Siguiendo esta ultima estrategia, nuestro equipo aplicd un protocolo de protedmica de expresién
diferencial para tratar de identificar biomarcadores plasmaticos de pérdida de control sobre la ingesta
en pacientes obesos mdrbidos, con el fin de contribuir a una mejor definicién del fenotipo de adiccién
a la comida en la obesidad. La pérdida de control sobre la ingesta es un factor clave del craving o ansia
por comer en los obesos mdrbidos (Crowley et al., 2014), que a su vez es uno de los principales
componentes de la adiccién a la comida. El principal motivo de optar por un factor simple para el
fenotipado de los pacientes en vez de un parametro multidimensional (por ejemplo, la puntuacién en
el test YFAS) responde a la necesidad de reducir la variabilidad que es intrinseca a este ultimo tipo de
pardmetros, lo que resulta muy conveniente cuando el tamafio de la muestra se prevé limitado. De
esta forma llegamos a encontrar dos proteinas diferencialmente expresadas en el plasma de los obesos
morbidos con mayor o menor pérdida de control sobre la ingesta (Pérez-Garcia et al., 2014). La
espectrometria de masas identificd posteriormente estas proteinas como clusterina y péptido amiloide
sérico P, que propusimos en consecuencia como biomarcadores potenciales de adiccién a la comida

en pacientes obesos.

Otra estrategia aplicada por nuestro equipo ha sido la aplicacidon de protocolos de protedmica de
expresion diferencial para identificar biomarcadores de vulnerabilidad adictiva partiendo de modelos
animales de adiccién. Si bien estos estudios se realizaron con drogas de abuso (cocaina y morfina,
concretamente), la semejanza etiopatoldgica entre distintos tipos de adiccidn anteriormente resefiada
presupone que los biomarcadores de adiccion a las drogas podrian serlo también de adiccién a la
comida; de hecho, hemos argumentado que los modelos animales de adiccién a las drogas tienen
mayor valor traslacional que los modelos animales de trastornos de la conducta alimentaria, y que por

tanto son incluso preferibles a estos Ultimos a la hora de buscar biomarcadores de adiccion a la comida

(Alguacil y Gonzéalez-Martin, 2015). La realizacidn de estos estudios permitio identificar cinco proteinas

diferencialmente expresadas en el nlcleo accumbens de los animales con distinta persistencia en su
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conducta de busqueda de drogas, que pasamos asi a proponer como biomarcadores de adiccién (del

Castillo et al., 2009).

5. VALIDACION DE BIOMARCADORES DE ADICCION A LA COMIDA

Tras una primera identificacion de biomarcadores potenciales mediante tecnologias masivas de
deteccién como las previamente descritas, resulta necesario validar los resultados en estudios mas
especificos ya enfocados a los biomarcadores identificados, bien utilizando modelos animales o
muestras humanas. Por otra parte, puede también plantearse la realizacién de estudios aun mas
detallados en los mismos modelos o incluso en modelos in vitro para investigar la posible relacién
causal del biomarcador con la génesis, el desarrollo o las manifestaciones bioldgicas de la patologia en
estudio, lo que puede hacer que dicho biomarcador (u otras moléculas estrechamente relacionadas

con el mismo) se convierta ademads en una diana para el desarrollo de nuevos farmacos.

En nuestro laboratorio nos hemos planteado seguir esta estrategia con los biomarcadores de adiccion
identificados en los estudios de protedmica de expresion diferencial que se han comentado en el
epigrafe anterior. Asi, hemos comprobado que tres de las proteinas propuestas como biomarcadores
de adiccidén a partir de los experimentos de busqueda de cocaina anteriormente mencionados estan
también diferencialmente expresadas en el nicleo accumbens de ratones alimentados con una dieta
grasa, existiendo ademas una correlacidon significativa con el comportamiento de busqueda de una
comida apetitosa que exhiben los animales (Pérez-Ortiz et al., 2016; Figura 1G-4). Estos resultados
apoyan la idea de que dichas proteinas se comportan efectivamente como biomarcadores de adiccién
a la comida en nucleo accumbens. Se observé ademas que las tres proteinas evolucionaban de forma
paralela y que, teniendo en cuenta su conocida participacion en distintos procesos metabdlicos, la

sobre-expresion de su conjunto probablemente refleja un mismo fendmeno de activacion celular.
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Figura IG-4. Correlacion positiva entre los valores de un pardmetro proporcional al grado de adiccion a la comida
(% TIME IN FOOD AREA) y la expresion de tres proteinas en el cerebro de animales alimentados con una dieta
rica en grasa (HIGH-FAT). La expresidn proteica se midid en nucleo accumbens mediante una técnica
inmunohistoquimica (a.u.=unidades arbitrarias). Estas tres proteinas (fumarato hidratasa, FH; ATP sintetasa,
ATP5al y transketolasa, TKT) habian sido previamente identificadas como marcadores de vulnerabilidad a los

efectos adictivos de cocaina (Del Castillo et al., 2009). Figura tomada de Pérez-Ortiz et al. (2017).

Hemos observado ademas que una de estas proteinas, en concreto fumarato hidratasa (FH), esta
también sobre-expresada e hiperactiva en la fraccidn mitocondrial de ntcleo accumbens de animales
subnutridos, que se sabe exhiben una activaciéon anormal del sistema de refuerzo y recompensa; este
resultado refuerza el interés de FH como marcador cerebral de diversas alteraciones de la conducta
alimentaria que conllevan disfuncién del sistema de refuerzo y recompensa (Lizarraga-Mollinedo et

al., 2013).

Si bien la identificacion de marcadores cerebrales como FH puede resultar de gran interés como
herramienta para estudiar la adiccidn a la comida, es indudable que cuando un biomarcador puede
cuantificarse en muestras biolégicas mas accesibles (como por ejemplo en plasma) tiene mucho mayor
interés clinico. Es por eso que nuestra principal atencién se centrd en clusterina y péptido amiloide
sérico P como proteinas diferencialmente expresadas en el plasma de los pacientes obesos con distinto
control sobre la ingesta. En este sentido, la presente tesis doctoral ha tratado de progresar en la
validacién de estos biomarcadores, en la comprensién de su papel regulador sobre la ingesta y en el
establecimiento de nuevos modelos experimentales que permitan profundizar en el mecanismo

bioldgico subyacente a esta regulacién.
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OBIJETIVOS

a) Confirmar mediante inmunoensayos y analisis de correlaciones la asociacion previamente
observada en obesos mérbidos entre control sobre la ingesta, por un lado, y concentracion plasmatica

de clusterina y péptido amiloide sérico P, por otro.

b) Estudiar los efectos de la sobrealimentacion con una dieta rica en grasa sobre las propiedades
motivacionales de la comida, los niveles plasmaticos de clusterina y la expresion cerebral de esta

proteina en un nuevo modelo en el ratdn.

c) Estudiar los efectos de la subnutricién perinatal y postnatal sobre la expresion cerebral de clusterina

en la rata.

d) Estudiar los efectos de la sobrealimentacidn con una dieta rica en grasa y la constriccidn crénica del
nervio ciatico sobre la nocicepcion, la ansiedad, los niveles plasmaticos de clusterina y la expresion

cerebral de esta proteina en la rata.

e) Disefiar nuevos modelos in vitro en cultivos celulares que permitan estudiar la implicaciéon de
clusterina en la regulacién de los procesos asociados a la sobrenutricién y la subnutricién, asi como los

mecanismos bioldgicos implicados en dicha regulacion.
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CAPITULO 1

BIOMARCADORES POTENCIALES DE ADICCION A LA COMIDA EN PACIENTES DE OBESIDAD MORBIDA: ESTUDIO CONFIRMATIVO
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1. INTRODUCCION

Se ha sugerido que la adiccidn a la comida podria constituir un fenotipo especifico de obesidad en el
gue se presentarian deficiencias patoldgicas en el sistema cerebral de refuerzo y recompensa
semejantes a las producidas por las drogas de abuso (Volkow y O’Brien, 2007; Volkow et al., 2013). Se
ha estimado que al menos un 20% de los obesos cumpliria criterios de adiccidn a la comida (Pursey et
al., 2014), porcentaje que seria ligeramente inferior (en torno a un 16) en el caso especifico de los
obesos candidatos a cirugia bariatrica (Brunault et al., 2016). Tedricamente estos pacientes requeririan
una atencidn psiquiatrica especial, ya que podrian estar en mayor riesgo de desarrollar complicaciones
como la denominada “transferencia de adiccion” (Steffen et al., 2015). Segun algunos autores, este
ultimo fendmeno, responsable de que los pacientes desarrollen adiccién al alcohol, a las drogas o al
juego tras la cirugia baridtrica, podria afectar a un porcentaje superior al 30% de los pacientes
intervenidos (Liy Wu, 2016). A pesar de estos hallazgos, no se dispone de biomarcadores que puedan

complementar las evaluaciones psiquiatricas conducentes al diagndstico de la adiccién a la comida.

Con el fin de progresar en la obtencidon de biomarcadores diagndsticos de adiccién a la comida en la
obesidad moérbida, nuestro grupo aplicé una aproximacion protedmica que permitiese identificar
proteinas séricas diferencialmente expresadas en los pacientes de acuerdo a su grado de control sobre
la ingesta de alimentos (Pérez-Garcia et al., 2014). Este estudio fue parte del proyecto BARIFIS de
identificacion de biomarcadores asociados a obesidad, a partir del cual se seleccionaron los candidatos
a cirugia bariatrica que habian cumplimentado la versién espafiola del State y Trait Food Cravings
Questionnaire, trait scale(FCQT;(Cepeda-Benito et al., 2000)) junto con un grupo de controles
normopesos apareado en sexo y edad con dichos pacientes. El cuestionario FCQ-T habia mostrado una
consistencia excelente en estudios previos con pacientes de obesidad mérbida (Crowley et al., 2012)
y su estructura factorial permitio dividir a los pacientes en dos grupos segun la variable “pérdida de

III

control” sobre la ingesta (FCQT_PC): un grupo con buen control (BC) y otro con mal control (MC).
Aunqgue ambos grupos diferian entre si en este pardmetro, resultaban relativamente homogéneos en

otras variables funcionales (Tabla 1.1.).
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Controles

Pacientes MC

Pacientes BC

Variable Unidad (n=23) (n=13) (n=10)
Peso Kg 61,3+1,8 130,4 £ 4,3* 133,0 + 4,8*
IMC Kg/m? 22,5204 47,5+ 1,6* 48,1 +1,9*

Leucocitos miles/uL 6,7%0,2 7,8+0,5* 8,1+0,6*
Hemoglobina g/dL 14,2 +0,2 13,9+0,3 13,9+0,4
Creatinina mg/dL 0,89£0,28 0,81 £ 0,04 0,75 £ 0,05
Prot. totales g/dL 7,2+0,1 7,3+0,1 7,3+0,1
GGT ul/L 13,7+1,1 39,3+12,5% 48,8 + 14,2*
AST ul/L 21,2+0,7 23,7+2,3 249+2,6
ALT ul/L 16,8+1,0 32,2 £3,2% 28,0 £ 3,7*

Tabla 1.1. Datos antropométricos, hematoldgicos, hepaticos y renales (media + ESM) representativos de los
controles normopesos y los pacientes incluidos en el estudio de Pérez-Garcia et al. (2014), subdivididos estos
Gltimos seguin su control sobre la ingesta (MC, mal control; BC, buen control). IMC, indice de masa corporal; GGT,
gamma-glutamil transferasa; AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina transaminasa. * p < 0,05 vs controles
(ANOVA y Bonferroni posthoc).

Una vez distribuidos en dos grupos, se compararon los proteomas séricos de los pacientes
observandose la existencia de diferencias significativas en la densidad de dos puntos concretos (Figura
1.1.). La identificacidn de las proteinas correspondientes a estos puntos por espectrometria de masas
reveld que se trataba de clusterina (1109) y del péptido sérico amiloide P (serum amyloid P, SAP; 6101).
Si bien este resultado permitia ya sugerir que estas dos proteinas se comportaban como
biomarcadores de control de la ingesta, la distribucidn de los pacientes de acuerdo a un determinado
valor de FCQT-PC representaba una limitacion del analisis. Este criterio se habia adoptado como una
primera aproximacion para reducir el numero de identificaciones a las de los puntos que mostrasen
las diferencias mas relevantes, pero los resultados requieren comprobaciones adicionales para
sustentar convenientemente la hipdtesis de que las proteinas identificadas estan efectivamente
relacionadas con el control sobre la ingesta. El trabajo que se recoge en este primer capitulo de la tesis
doctoral ha tratado de profundizar en esta cuestion mediante analisis adicionales de los proteomas
obtenidos por Pérez-Garcia et al. (2014), asi como con un estudio adicional de los niveles séricos reales

de cluterina y SAP en alicuotas de los mismos pacientes y controles.
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Figura 1.1. Gel representativo de los proteomas obtenidos en el estudio de Pérez-Garcia et al. (2014), en el que
se localizan los dos puntos diferencialmente expresados entre pacientes con buen control (BC) y mal control
(MC) sobre la ingesta. *p<0,05 vs MC (t de Student).

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Muestras del estudio

En este estudio se han utilizado alicuotas de suero de los mismos sujetos incluidos en el trabajo
previamente mencionado de Pérez-Garcia et al. (2014), pertenecientes a su vez al proyecto BARIFIS
llevado a cabo en el Hospital General Universitario de Ciudad Real. El proyecto BARIFIS incluyd
pacientes de obesidad mérbida candidatos a cirugia bariatrica y controles normopesos(voluntarios del
personal sanitario y estudiantes de Medicina del Hospital) que satisfacian los siguientes criterios
generales de inclusidn: 5 afios de obesidad mantenida e indice de masa corporal (IMC) > 40 kg/m? para
los pacientes, IMC < 25 para los controles, y estabilidad psicolégica para todos los participantes. Los

criterios de exclusidn fueron: obesidad secundaria a endocrinopatias o tratamientos farmacoldgicos

38



en el caso de los pacientes; enfermedad psiquiatrica grave, retraso mental, trastorno grave de la
conducta alimentaria y abuso de drogas o alcohol para todos los participantes. Se obtuvo una muestra
de suero de los controles y dos de los pacientes, la primera antes de la cirugia bariatrica (bypass
gastrico) y la segunda un afio después de la misma. Las muestras se alicuotaron y mantuvieron a -80°C

hasta el momento de su analisis.

Del total de alicuotas disponibles, Pérez-Garcia et al. (2014) seleccionaron las de aquellos pacientes
que habian cumplimentado un cuestionario FCQT, del cual se capturd la variable de pérdida de control
FCQT_PC a partir de las respuestas a 6 cuestiones seleccionadas; dichas respuestas se puntuaron entre

1y 6y se sumaron para obtener un Unico valor de FCQT_PC por cada paciente (Tabla 1.2.).

1 Cuando tengo deseos intensos de comer, una vez que me pongo a comer no puedo parar

2 A veces, cuando como lo que se me antoja, pierdo el control y como demasiado

3 Si tengo la comida que deseo, no puedo resistir la tentacidén de comerla

4 No tengo la fuerza de voluntad de resistir mis deseos de comer las comidas que se me antojan
5 Una vez que me pongo a comer tengo problemas para dejar de comer

6 Si me dejo llevar por la tentacion de comer pierdo todo mi control

Tabla 1.2. Cuestiones del test FCQT seleccionadas para el célculo de la pérdida de control sobre la comida
(FCQT_PCQ). Las respuestas a cada item se puntuaron de la siguiente manera: nunca = 1; raramente = 2; algunas
veces = 3; a menudo = 4; casi siempre =5y siempre = 6.

En total se dispuso de alicuotas de suero de 23 pacientes, a las que se sumaron las de otros tantos

controles normopesos apareados en sexo y edad (Tabla 1.3.).
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Controles Pacientes
Varones : Mujeres 7:16 7:16
Edad (afios) 39+3 44 +3
Altura (cm) 164 +1 166+ 2
Peso (kg) 61+2 131 + 3%
indice de Masa Corporal (kg/m?) 22,6+0,4 47,8 +1,2*

Tabla 1.3. Sujetos incluidos en el estudio (se indican valores medios y ESM). *p<0,05 vs controles (t de Student).

A partir de estas alicuotas Pérez-Garcia et al. (2014) obtuvieron los proteomas séricos que permitieron
identificar clusterina y SAP como candidatos a biomarcadores de adiccién a la comida. En el presente

trabajo se han utilizado las imdgenes de estos mismos proteomas y se han medido las concentraciones

general del estudio se recoge en la Figura 1.2.

de ambas proteinas en alicuotas adicionales de suero de los mismos pacientes y controles. El esquema
IMC>40 ' 18.5<IMC<25
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Figura 1.2. Esquema del disefio del estudio.
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2.2. Analisis de clusterina y SAP

La primera parte del presente trabajo consistié en analizar las posibles correlaciones entre los valores
de PC de cada uno de los pacientes y las densidades dpticas de los puntos 1109 (clusterina) y 6101
(SAP) de sus proteomas séricos prequirurgicos. Para ello se utilizé el programa PD-Quest v8 (Bio-Rad,
Barcelona). Posteriormente, se comprobaron las correlaciones anteriores utilizando los niveles séricos
reales de las dos proteinas en estudio, que se determinaron mediante ensayos de inmunoabsorcidn
ligados a enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA) a partir de alicuotas disponibles de los
mismos pacientes. Ademas, se determind la concentracidn sérica de las proteinas en estudio en las
alicuotas postquirurgicas de los mismos pacientes y en las alicuotas de los controles normopesos

apareados.

Para la determinacidn de los niveles de clusterina se utilizé un kit de ELISA de tipo sandwich (E-EL-
H0038, Elabscience, Wuhan, Hubei, China; Figura 1.3.). Se descongelaron las alicuotas afiadiéndose
100 ul de cada una a los pocillos de las placas del kit, que estaban tapizados con anticuerpo anti-
clusterina, y se realizé paralelamente una curva estandar afiadiendo 100 ul de concentraciones
conocidas de clusterina (0-200 ng/ml). Las muestras y los estandares se ensayaron por duplicado. Tras
90 min de incubacidon a 37°C con agitacion, se retird el contenido de los pocillos y se afiadieron 100 pl
de anticuerpo biotinilado anti-clusterina. Trascurrida 1 h de incubacién a 37°C con agitacién, se lavaron
los pocillos con el tampdn de lavado suministrado por el kit y se afiadieron 100 ul de estreptavidina-
peroxidasa de rabano (horseradish peroxidase, HRP). Tras incubar 30 min para permitir la unién de
este complejo a la biotina del anticuerpo afiadido previamente, se volvio a lavar y se afiadié el sustrato
de la HRP (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina, TMB) durante 15 min, lo que produjo un viraje al azul en los
pocillos de las muestras que contenian clusterina. Se afiadieron entonces 50 pl de una solucién de
parada (H,SO4) que provoco un viraje al amarillo, midiéndose la correspondiente absorbancia a 450

nm.

La determinacién de SAP se realizd también con un kit de ELISA de tipo sandwich (kit KA1841, Abnova,
Taoyuan, Taiwan). Brevemente, se afiadieron a cada uno de los pocillos de las placas del kit 50ul de
cada alicuota previamente descongelada y diluida (1:20000) con el diluyente proporcionado por el

fabricante. Paralelamente, se realizé una curva estandar afiadiendo 50 pl de concentraciones
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conocidas de SAP (0-100 ng/ml). Las muestras y los estandares se ensayaron por duplicado.
Trascurridas 2 h de incubacidn a temperatura ambiente con agitacién, se lavaron los pocillos con el
tampdn de lavado suministrado por el kit y se anadieron 50ul de anticuerpo biotinilado anti-SAP. Se
incubd la placa 1 h a temperatura ambiente con agitacion, tras lo cual se lavaron de nuevo los pocillos
y se afiadieron 50pl de estreptavidina-HRP. Tras incubar 30 min, se volvid a lavar y se afiadieron 50l
de TMB durante 15 min. Se afadieron entonces 50l de solucién de parada (H2S0.), midiéndose las

absorbancias a 450 nm.

& - o [EsTREPT]
MUESTRA| @) AC2¢ HRP e & | ™™e

¥ ¥ OCY EYl (MY

AC 12 TAPIZANDO POCILLO UNION ESPECIFICA ALAC 12 UNION ESPECIFICA DEL AC 22

Figura 1.3. Esquema de un ELISA tipo sandwich. La clusterina y/o SAP de las muestras (circunferencias verdes) se
une especificamente al anticuerpo primario que tapiza el pocillo. Seguidamente, al afiadir el anticuerpo
secundario biotinilado, éste reconoce a la proteina de interés unida al primario. La estreptavidina-HRP se une a
su vez a la biotina y al afiadir el sustrato de la peroxidasa (TMB) la reaccidon provoca un color azulado. Para parar
la reaccidn se afiade acido sulfurico que también vira el color a amarillo.

2.3. Analisis estadistico

Se utilizo el coeficiente rho de Spearman para analizar las correlaciones entre la variable conductual
seleccionada (PC) y los niveles prequirdrgicos de clusterina y SAP de los pacientes, cuantificados
mediante unidades arbitrarias de densidad dptica (en el caso de los proteomas) o en unidades de
concentracién. La comparacion entre las concentraciones séricas de las proteinas en estudio entre
controles y pacientes (antes y después de la cirugia) se realiz6 mediante ANOVA y test de Bonferroni

para comparaciones multiples. El umbral de significacién estadistica se situé en una p<0,05.

3. RESULTADOS

El andlisis de los proteomas prequirdrgicos de los pacientes reveld una correlacion positiva y
estadisticamente significativa entre pérdida de control sobre la ingesta y densidad éptica del punto

correspondiente a clusterina (coeficiente de Spearman=0,5311, p=0.0132; Figura 1.4.). En el caso de
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SAP, sin embargo, no se obtuvo una correlacién significativa (coeficiente de Spearman = 0,3977). Estos

resultados se corroboraron cuando se analizaron las correlaciones entre pérdida de control y

concentracién sérica de ambas proteinas medida mediante ELISA: de nuevo, se obtuvo una correlacidn

significativa en el caso de clusterina (coeficiente de Spearman= 0,6244, p=0,0097; Figura 1.4.) pero no

de SAP (coeficiente de Spearman=-0,1233).
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Figura 1.4. Correlaciones entre clusterina sérica y pérdida de control sobre la ingesta (FCQT_PC) en los obesos
morbidos antes de la cirugia. Se representan los datos obtenidos en los experimentos de protedmica y ELISA.

No se obtuvieron diferencias significativas entre los niveles séricos de clusterina de los pacientes y de

los controles, ni tampoco en los pacientes antes y después de la intervencion (Figura 1.5.).
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Figura 1.5. Concentracion plasmatica de clusterina en los controles normopesos y en los pacientes antes (PRE)

y después (POST) de la cirugia (media + ESM).
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En el caso de SAP, se observé que los pacientes presentaban niveles significativamente elevados con
respecto a los controles antes de la cirugia, aumento que se corrigioé un afio después de la intervencion

(Figura 1.6).
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Figura 1.6. Concentracion plasmatica de SAP en los controles normopesos y en los pacientes antes (PRE) y
después (POST) de la cirugia (media £ ESM).*p<0,05 vs control; # p<0,05 vs pre-cirugia.

4. DISCUSION

Hoy en dia parece clara la existencia de una poblacién dentro de los obesos mdrbidos en la que se
produce un desajuste en el circuito cerebral de recompensa que conlleva una pérdida de control sobre
la ingesta (Volkow et al., 2013; Potenza, 2014). En este contexto, la disponibilidad de biomarcadores
qgue se sumen a la evaluacion psiquiatrica mediante tests comportamentales puede ayudar a la
deteccion de estos individuos y a complementar convenientemente su tratamiento quirurgico (Alguacil
y Gonzalez-Martin, 2011). Nuestra primera aproximacién en este sentido por medio de una técnica
ciega como es la proteémica (Pérez-Garcia et al., 2014) fue capaz de proporcionar dos potenciales
biomarcadores novedosos para llevar a cabo este diagndstico, uno de los cuales ha sido corroborado
en el presente trabajo. Asi, hemos podido constatar una correlacion positiva entre clusterina y pérdida
de control sobre la ingesta de los pacientes por dos métodos diferentes: protedmica de expresién

diferencial y ELISA.
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La Clusterina o apolipoproteina J es una proteina multifuncional presente en practicamente todos los
fluidos del organismo, asi como dentro de las células (ya sea en el nucleo, citosol o mitocondrias); a la
clusterina se le ha atribuido un papel regulador importante sobre la homeostasis proteica, la muerte
celular o la regulacién de sefiales de supervivencia (ver revisién de Wilson y Zoubeidi, 2017). Estudios
proteémicos anteriores habian puesto de manifiesto una regulacion diferencial de los niveles
plasmaticos de clusterina en individuos obesos (Oberbach et al., 2011; Won et al., 2014), y se habia
sugerido una relacion directa de esta proteina con la adiposidad, la inflamacidn sistémica y el riesgo
cardiovascular de los pacientes ya que forma parte, junto a la apolipoproteina E, de las J-HDL,
consideradas un factor negativo de riesgo cardiovascular; en este sentido, las J-HDL transportan el
colesterol desde los tejidos (entre ellos el adiposo) al higado para su eliminacion, por lo que cambios
en la concentracion de clusterina y J-HDL pueden afectar a los niveles de colesterol y al riesgo
aterosclerdtico (Gelissen et al., 1998; Hoofnagle et al., 2010). Nuestros resultados no permiten
confirmar esta relacién, ya que no hemos encontrado cambios significativos en los niveles de clusterina
de nuestros pacientes, quienes por otra parte exhiben un elevado riesgo cardiovascular como hemos
publicado recientemente (Mufioz-Rodriguez et al., 2018). Sin embargo, nuestros resultados si estan en
la linea de los trabajos que atribuyen a clusterina un papel critico en la regulacién de la ingesta; asi, Gil
et al. (2013) habian observado en modelos animales que la administracidn central de esta proteina
provoca anorexia y pérdida de peso, mientras que su inhibicién funcional se traduce en un incremento
de la ingesta, el peso corporal y la adiposidad. Por tanto, es posible pensar que clusterina podria jugar
algun papel en las diferencias de la conducta alimentaria que exhiben los pacientes obesos, y por tanto
en su mayor o menor adiccién a la comida. En nuestra opinidn, la relevancia de esta hipétesis justifica

la realizacion de nuevos estudios en esta misma direccion.

Contrariamente a lo observado en el caso de clusterina, no hemos podido confirmar una correlacién
entre pérdida de control sobre la ingesta y niveles de SAP, la segunda proteina identificada en el
estudio de Pérez-Garcia et al. (2014). El hecho de que la concentracién de SAP estuviera elevada en los
pacientes pero retornara a valores cercanos a los de los controles tras la cirugia resulta consistente
con otros estudios (Oberbach et al., 2011) y podria ser un reflejo de la evolucién del estado

inflamatorio asociado a la obesidad que seria independiente de la conducta alimentaria.
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CAPITULO 2

ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA SOBREALIMENTACION SOBRE LAS PROPIEDADES MOTIVACIONALES DE LA COMIDA Y LA EXPRESION DE
CLUSTERINA EN EL RATON
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1. INTRODUCCION

La etiologia multifactorial de la obesidad, ya mencionada con anterioridad, hace muy complejo el
abordaje de la fisiopatologia con que cursa este trastorno, asi como su terapéutica (Varela-Moreiras,
2013). Por ejemplo, un 16% de pacientes obesos mérbidos candidatos a ser tratados por medio de una
cirugia bariatrica presentan lo que se ha venido a denominar adiccién a la comida (Brunault et al.,
2016), un fendmeno aun no del todo reconocido, pero que de aceptarse requeriria tedricamente una
intervencidn psiquiatrica adicional (Alguacil et al.,, 2011). En este contexto, la disponibilidad de
biomarcadores y dianas asociados a la adiccion a la comida ayudaria a afinar el diagndstico y mejorar

la terapéutica, lo que justifica su busqueda en modelos animales apropiados.

Como ya se ha comentado, cuando consideramos los factores nutricionales de la obesidad la
naturaleza de aquello ingerido adquiere un papel extremadamente relevante, y en este sentido existen
dos variables importantes a considerar: en primer lugar, los efectos derivados de la ingesta crdnica y
elevada de determinados nutrientes (entre ellos, de forma singular, las grasas), y la segunda, las
posibles consecuencias de que la comida sea apetitosa en si. De esta forma, una dieta rica en grasa es
capaz de generar cambios bioldgicos significativos en dreas del cerebro implicadas en la ingesta, como
ocurre por ejemplo con la enzima fumarato hidratasa (FH) en nuicleo accumbens (NAC), un area clave
del sistema de refuerzo y recompensa. Esta enzima habia sido relacionada por primera vez con las
adicciones a raiz de un estudio de nuestro grupo que reveld una expresion diferencial de la misma en
el NAC de ratas que extinguian con distinta velocidad su preferencia condicionada por entornos
asociados a cocaina (del Castillo et al., 2009); posteriormente, Pérez-Ortiz et al., (2016) demostraron
en ratones alimentados con una dieta rica en grasa una correlacién positiva entre la expresiéon de FH
en NAC y la persistencia de los animales en la busqueda de alimentos apetitosos. Asi, quedd
evidenciada la relacidn de FH con los procesos adictivos y la influencia que la dieta rica en grasa puede

ejercer sobre ambos.

Clusterina (CLU) es otra proteina de interés en este sentido ya que en los estudios previos que se
recogen en el capitulo 1 de la presente Tesis Doctoral se ha visto correlacionada de forma positiva con
la pérdida de control sobre la ingesta en pacientes con obesidad maérbida. Gil et al. (2013) ya habian
mostrado en modelos animales que esta proteina es clave en la regulacién de la ingesta: sus niveles

hipotaldmicos se ven asi aumentados tras un ayuno prolongado, y al realimentar a los animales
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ayunados este incremento se corrige. Ademads, la administracidn intracerebral de CLU tiene efectos
anorexigenos y provoca una pérdida de peso corporal, mientras que su silenciamiento con un
desoxinucleétido antisentido resulta en hiperfagia, aumento en la adiposidad y ganancia de peso
corporal. En consecuencia, CLU tiene el perfil de un biomarcador potencial cuyo estudio parece
necesario para profundizar en el conocimiento de la adiccion a la comida, sus causas y sus posibles
tratamientos. En este contexto, el objetivo del presente trabajo ha sido conocer la evolucion de los
niveles plasmaticos y cerebrales de CLU en animales alimentados con una dieta rica en grasa, asi como
su posible relacién con los comportamientos de busqueda de comida en un modelo de
condicionamiento preferencial de lugar. Paralelamente, se ha estudiado la expresion cerebral de FH

como proteina de referencia.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Animales

Se utilizaron 30 ratones C57BL6 macho de 4 semanas de edad (Charles River). Los animales tuvieron
libre acceso al agua y a una dieta control y se mantuvieron en un ambiente controlado en el Animalario
de la Universidad CEU San Pablo (20-22°C, 12h/12h luz/oscuridad). Los experimentos se llevaron a
cabo de acuerdo con la Directiva del Consejo Europeo (86/609/CEE) para el cuidado y el uso de
animales de laboratorio, y la Legislacion Espafiola para las buenas practicas, cuidado y uso de animales

de laboratorio (RD 1205/2005 y RD 53/2013).

Tras un periodo de aclimatacion de una semana, se pesaron los animales y se separaron en dos grupos
del mismo tamafio (n=15) con un peso medio semejante. El primero de los grupos continué teniendo
libre acceso a la dieta normal (CONTROL) durante la totalidad del estudio de conducta, mientras que
la del segundo grupo fue sustituida por una dieta rica en grasa (high fat, HF). Esta alimentacién
diferencial se mantuvo durante los 43 dias posteriores del estudio de conducta, controlandose

regularmente la ingesta y el peso de los animales.
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2.2, Adquisicion y extincion de preferencia condicionada de lugar (conditioned place
preference, CPP)

Tras dos semanas de alimentacién diferencial, se sometid a los animales a un estudio de conducta que
consistid en una primera fase de condicionamiento espacial seguido de una fase de extincién de la
preferencia condicionada. El disefio experimental se basé en protocolos previamente utilizados por
nuestro grupo (Morales et al., 2007; Pérez-Ortiz et al., 2016) en los que se utilizé una caja abierta por
el lado superior, compuesta por un compartimento blanco iluminado y otro negro del mismo material
y tamafio (40 x 35 x 35 cm) separados por una puerta de guillotina; en la esquina derecha del
compartimento blanco mas alejada de la puerta se fijé al suelo una placa Petri en la que se colocaron

los pellets del reforzador (sacarosa) durante las sesiones de condicionamiento (Figura 2.1.).

Figura 2.1. Esquema de la caja utilizada para los estudios de condicionamiento (ver descripcion en el texto).

En la figura 2.2. se presenta un esquema resumido del protocolo utilizado. En el dia 20, se realizé una
prueba de libre eleccién previa al condicionamiento (precondicionamiento, PRE) en la que se
colocaron los animales en la caja con la puerta de guillotina levantada y se les dejo explorar libremente
la misma durante un periodo de 30 min. Se observd la conducta de los animales desde una sala
contigua por medio de una cdmara de video, registrandose el tiempo de estancia en el compartimento
blanco iluminado. Esta prueba permitié establecer la preferencia basal espontanea de los animales por

los dos entornos de la caja.
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El dia 21 comenzé la fase de condicionamiento (COND), que consistid en sesiones diarias dobles
mafiana/tarde, separadas al menos 3 horas, en cada una de las cuales los animales se confinaron
durante 30 minutos en uno de los dos compartimentos de forma alternativa (esto es, con la puerta de
guillotina cerrada). El orden de estas sesiones se cambid ademds en dias consecutivos, para evitar asi
posibles sesgos inducidos por los ciclos circadianos. En las sesiones en las que se confinaba al animal
en el compartimento blanco, se colocaron 16 pellets de sacarosa (64,37% sacarosa; 1811555-5TUT-
Test Diet, Richmond, Indiana, USA) en la placa Petri de dicho compartimento, contabilizandose el
numero de pellets ingerido durante la sesidn. Por el contrario, cuando se alojaban los animales en el
compartimento negro estos no tenian acceso al reforzador. Estas sesiones dobles se repitieron los dias
22, 23, 27, 28, 29, 30, 34, 35, 36 y 37. Para comprobar el desarrollo de preferencia espacial por el
compartimento blanco, se realizaron pruebas de libre eleccion post-condicionamiento (POST) los dias
24 (POST-1), 31 (POST-2) y 38 (POST-3), comparandose el tiempo de estancia en el compartimento

blanco con el tiempo de estancia en ese mismo compartimento antes del condicionamiento (PRE).

El dia 41 comenzé la fase de extincion (EXT) de la preferencia condicionada, que consistid en sesiones
dobles diarias idénticas a las del condicionamiento a excepcién de que en las que se confind a los

animales durante 30 minutos en el compartimento blanco la placa Petri estaba vacia. Estas sesiones

se repitieron los dias 41, 42 y 44. Para comprobar la extinciéon de la preferencia por el compartimento
blanco, se realizaron pruebas de libre eleccion los dias 43 (EXT-1) y 45 (EXT-2), en las que se compard
el tiempo de estancia en dicho compartimento con el de la ultima prueba de libre eleccién previa a la

fase de extincién (POST 3).

COMIENZO DIETA
+ HF COMIENZO CPP SACRIFICIO
+  CHOW

l l[ COND. ] [(_COND. ] (_COND. ] l

[isemana | | 2 SEMANAS [l sovs | |:||:|

DiA 0 5 10 20 24 43 45 48
PRE

31 38

Figura 2.2. Disefio del estudio (ver descripcidn en el texto).
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2.3. Muestras bioldgicas

El dia 48 del experimento, los animales fueron sacrificados por decapitacidn, recogiéndose la sangre
total en tubos con EDTA. Los tubos se centrifugaron (10 min, 1200 rpm) y el plasma sobrenadante fue
alicuotado y congelado a -80°C hasta el dia de su analisis. Los cerebros fueron extraidos y fijados en
formaldehido al 10% durante 48 h, tiempo tras el cual fueron traspasados a etanol de 70° para su

conservacién hasta el procesado.

2.4. Determinacion de CLU plasmatica

Las muestras de plasma fueron descongeladas para la determinacién de los niveles de CLU mediante
un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA) de tipo
sandwich (kit ERCLU, Thermo-Fischer Scientific, Frederick, MD, USA; Figura 2.3.). Brevemente, se
anadieron 100 ul de cada muestra de plasma diluida 1:1000 a cada uno de los pocillos de las placas del
kit, que estaban tapizados con anticuerpo anti-CLU, y se realizé paralelamente una curva estdndar
afiadiendo 100 pl de concentraciones conocidas de CLU (1.3—-320 ng/ml). Las muestras y los estandares
se ensayaron por duplicado. Tras 2,5 horas de incubacién a temperatura ambiente con agitacion, se
lavaron todos los pocillos con tampdn de lavado para eliminar uniones no especificas y se afiadieron
100 pl de anticuerpo biotinilado anti-CLU. Trascurrida 1 h de incubacién a temperatura ambiente con
agitacién, los pocillos fueron lavados de nuevo utilizando el mismo tampdn que se empled
previamente y se afiadieron 100 ul de estreptavidina-peroxidasa de rabano (horseradish peroxidase,
HRP). Tras incubar 45 min para permitir la unién de este complejo a la biotina del anticuerpo afiadido
previamente, se volvid a lavar y se afadio el sustrato de la HRP (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina, TMB)
durante 30 min, lo que produjo un viraje al azul en los pocillos de las muestras que contenian CLU. Se
afiadié entonces una solucion de parada que provocd un viraje al amarillo, midiéndose la

correspondiente absorbancia a 450 nm.
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Figura 2.3. Esquema de un ELISA tipo sandwich. La CLU de las muestras (circunferencias verdes) se une
especificamente al anticuerpo primario que tapiza el pocillo. Seguidamente, al afiadir el anticuerpo secundario
biotinilado, este reconoce a la CLU unida al primario. La estreptavidina-HRP se une a su vez a la biotina y al afiadir
el sustrato de la peroxidasa (TMB) la reaccidn provoca un color azulado. Para parar la reaccion se afiade acido
sulfdrico que también vira el color a amarillo.

2.5. Expresion de CLU y FH en cerebro

La deshidratacidn, procesamiento, inclusién en parafina y corte de los cerebros se realizé en la Unidad
de Investigacion Traslacional (UIT) del Hospital General Universitario de Ciudad Real (HGUCR) segun el
protocolo de rutina previamente descrito (Pérez-Ortiz et al., 2016). Brevemente, los tejidos se
deshidrataron por inmersién en soluciones crecientes de etanol y finalmente xilol. Posteriormente se
sumergieron en parafina liquida, formandose asi bloques que se cortaron con un microtomo de
rotacion. Se realizaron cortes trasversales de un grosor de 4 um, que se colocaron en un bafio
histolégico de agua destilada a 40°C para su despliegue, y posteriormente en portaobjetos
gelatinizados que se introdujeron en una estufa a 60°C para su correcta adherencia. Se seleccionaron
cortes que presentaban estriado dorsal, estriado ventral (incluyendo NAC), y corteza cingulada

utilizando como referencia el atlas de Paxinos y Franklin (2012).

Para la realizacidn de la técnica inmunoquimica se utilizé el kit comercial EnVision TM FLEX (K8024). El
kit emplea un protocolo de inmunoquimica indirecta, mediante la cual se localiza el antigeno y se
cuantifica su concentracion, mediante el uso de un anticuerpo especifico para dicho antigeno y un
anticuerpo secundario. Este ultimo puede dar lugar a una reaccidén cromégena por llevar conjugada
una peroxidasa (HRP) de la que es sustrato un compuesto que cambia de color (diaminobencidina,

DAB)(Figura 2.4.).

54



DAB COLOR

ANTICUERPO SECUNDARIO CONJUGADO

’ (ANTI-ANTICUERPO PRIMARIO)
ANTICUERPO PRIMARIO
(ANTI-PROTEINA DE INTERES)

Figura 2.4. Esquema de una inmunohistoquimica clasica.

Previamente a la adicidn del anticuerpo, se desparafinizaron las muestras colocandolas 1 h en la estufa
a 37°C. Tras ello, se desenmascararon los antigenos, utilizando un tampdn Tris/EDTA pH=9 incluido en
el kit, dejdndolo 30 min a 97°C en contacto con la muestra, lo que permite la exposicién de los
antigenos que por la inclusion en parafina pueden haber quedado enmascarados. Posteriormente, se
hidrataron los cortes, y se trataron con un tampdn fosfato rico en peréxido de hidréogeno, NaNsy
detergente (reactivo proporcionado por el kit) para saturar la peroxidasa endégena. Con este bloqueo
se evita la inmunorreactividad de fondo o resultados falsamente positivos, pues es una peroxidasa la
enzima conjugada con el anticuerpo secundario que hace virar el tono del reactivo DAB. A
continuacion, el tejido fue incubado con el anticuerpo primario (clusterina- 12289-1-AP, Proteintech,
USA; FH-11375-1-AP, Proteintech, USA), y tras la incubacién y los lavados necesarios para eliminar las
uniones no especificas, se incubd con un anticuerpo secundario unido a peroxidasa especifico contra
la especie a partir de la cual se habia obtenido el anticuerpo primario (Anti-Rabbit-HRP, incluido en el
kit). Finalmente, se afiadié un sustrato cromégeno de la peroxidasa unida al anticuerpo secundario,
con lo que se produjo un color en funcién de la cantidad de antigeno presente en la muestra,
permitiendo asi su cuantificacion (Figura 2.4.). Una vez trascurrido el tiempo de esta reaccién, se
tineron los tejidos con hematoxilina para diferenciar las areas tisulares inmuno-tenidas de las que no
lo fueron, ademas de permitir la identificacion de los nucleos celulares. Las secciones fueron
digitalizadas en el Instituto de Medicina Molecular Aplicada de la Universidad San Pablo CEU con un
escaner LEICA SCN 400. Posteriormente se utilizd el programa Aperio ImageScope (Leica, Barcelona)
para cuantificar la inmunotincién utilizdndose los parametros especificados en la tabla 2.1. que

permitieron distinguir la expresion de la proteina del color de fondo.
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TIPC DE PARAMETRO VALOR
View width (visidn dsf ancho) 1000
View height (visidn de la altura) 1000
Overlap size (famano de la superposicion) 1]

Image zoom {zoom)

1

Markup compresion (marcado)

0 —mismo proceso

Compresion quality (calidad de compresion)

30

leve)

Classifier neighborhood (clasificador) 0
Classifier {clasificador) ]
Class list (lista de clases) -
Hue value (valor del tono) 0,5
Hue width (ancho del tong) 0,55
Color saturation {saturacion del color) 0,3
Iwp (high) (infensidad positivos debiles) 20
Iwp (low)=Ip{high) {infensidad positivos — alta) 165
wp (low)=lsplhigh) (intensidad altamente | 100
positiva - alta)

Isp (low) (infensidad altamente positivos — mas | 18

Inp {high) {intensidad no positivos)

Tabla 2.1. Algoritmo para la cuantificacién con ImageScope de CLU y FH. Tales pardametros son introducidos en el programa

para realizar el analisis de las zonas seleccionadas. Con estos valores se desarrolla el algoritmo que llevard a cabo el andlisis

de los pixeles y lo relacionara con cada uno de los parametros para obtener un atributo.

Se analizaron dos cortes por ratdn, y se cuantificaron como se muestra en la Figura 2.5. Cuatro areas

de estriado dorsal, dos areas de NAC y dos areas de corteza cingulada por cada corte (esta Ultima zona

se incluyé como control al no estar directamente relacionada con el circuito cerebral de recompensa).

Figura 2.5. Areas analizadas en estriado dorsal (marcadas en verde), NAC (azul claro) y corteza cingulada

(amarillo).
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El programa de analisis proporciond para cada area los valores que se recogen en la tabla 2.2.

Attribute
Nwp  Number of weak Positive
Np Number of Positive
Nsp Number of Strong Positive
Iwp Total Intensity of Weak Positive
Ip Total Intensity of Positive
Isp Total Intensity of Strong Positive
Lavg (lwp+lp+Isp)(Nwp+Np+Nsp)
Nsr Nsp/(Nwp+Np+Nsp)
Iwavg (lwp+ip)Nwp+Np)
Nn Number of Negative
In Total Intensity of Negative
Ntotal Total Number (Positive+Negative)
Atotal Total Area (Millimeter-squared)

Tabla 2.2. Atributos disponibles en ImageScope. Cada atributo proporciona informacion diferente sobre la
imagen y un compendio de los mismos se utilizé para obtener la informacién deseada.

A partir de los atributos anteriores se calculé un Unico valor medio por cada animal y zona cerebral de

las siguientes tres variables:
NUMERO DE CELULAS POSITIVAS= (Np + Nsp)/Area

Esta variable indica el nimero de células que expresan la proteina de interés en el area considerada,
informacidn relevante ya que la expresion en un bajo nimero de células sugiere una elevada

especificidad de la proteina misma para ciertos procesos.

INTENSIDAD TOTAL DEL MARCAJE= (Ip + Isp)/Area

Esta variable es proporcional a la concentracidn de la proteina de interés en la zona a estudiar.
INTENSIDAD DEL MARCAIJE POR CELULA= (Ip + Isp)/(Np + Nsp)

Esta variable indica la distribucién de la expresion de la proteina entre las células del tejido.
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2.6. Analisis estadistico

En el caso de las variables con medidas repetidas (peso, ingesta, pellets consumidos y tiempos de
estancia), el anadlisis estadistico de las mismas se realizé6 mediante ANOVA de 2 vias seguido del test de
Bonferroni para comparaciones multiples. La comparacién de los niveles plasmaticos y de los
inmunomarcajes en cada area cerebral entre los grupos control y FH o CLU se realizé mediante la t de
Student. La posible correlacidén entre niveles de CLU y las variables conductuales se analizé mediante
el cdlculo del coeficiente de correlacion de Pearson. En todos los casos se consideraron significativas

las diferencias cuando p<0,05.

3. RESULTADOS

La dieta HF provocd un incremento del peso corporal que fue significativo frente al basal desde el

primer dia, y frente al peso del grupo control a partir del dia 30 del procedimiento (Figura 2.6.).

PESOS ANIMALES

351 —- HF

—O- CONTROL

PESO (9)
N w
o S
1 1

N
o
1

15 T T T T

DIA

Figura 2.6. Peso de los animales alimentados con dieta rica en grasa (HF) o dieta control (media + ESM). *p<0,05
vs CONTROL; # p<0,05 vs basal (dia 1).

La ingesta caldrica de los animales alimentados con la dieta HF fue significativamente mayor que la de
los controles a lo largo de todo el estudio, y alcanzd su maximo al comienzo del procedimiento,

normalizandose después en niveles mas o menos constantes (Figura 2.7.).
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Figura 2.7. Ingesta caldrica diaria de los animales alimentados con dieta rica en grasa (HF) o dieta control. Los
puntos representan valores medios de ingesta diaria en los dias transcurridos desde la medicidn anterior (x ESM).
*p < 0,05 vs CONTROL.

Durante las sesiones de condicionamiento, el consumo de pellets de sacarosa fue significativamente

menor en los animales alimentados con dieta HF (Figura 2.8.).

CONSUMO DE PELLETS

10

l B HF

l l l l 1 cCONTROL

Numero de pellets
[9)]
1

DiA

Figura 2.8. Consumo de pellets de sacarosa durante las sesiones de condicionamiento de los animales
alimentados con dieta rica en grasa (HF) o dieta control (media + ESM, n = 10 en los dos grupos experimentales).
* p<0,05 vs CONTROL.
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En la figura 2.9. se recogen los resultados obtenidos en las pruebas de libre eleccidn efectuadas antes
de las sesiones de condicionamiento (PRE), durante el protocolo de condicionamiento (POST-1, 2y 3)
y después del periodo de extincion (EXT-1 y 2). Las sesiones de condicionamiento provocaron un
incremento del tiempo de estancia en el compartimento asociado al reforzador (blanco) tanto en los
animales HF como en los controles; sin embargo, el curso temporal de adquisicidn de esta preferencia
condicionada difiri6 entre los dos grupos. De esta forma, la estancia de los animales HF en el
comportamiento blanco después de las 3 primeras sesiones (cuantificada en POST-1) fue
significativamente mayor que la estancia basal en este compartimento (cuantificada en PRE), mientras
que los animales del grupo control necesitaron un periodo adicional de sesiones de condicionamiento
antes de alcanzar diferencias significativas en la prueba POST-2. La extinciéon de la preferencia
condicionada fue también mds rapida en el grupo HF: de hecho, los animales de este grupo mostraron
una extincion completa y espontanea de la preferencia por el compartimento blanco en la prueba
POST-3, cuando aun no habia comenzado el periodo en que se retiraban los pellets durante las
sesiones. Por el contrario, los animales control necesitaron dos periodos de sesiones de extincién para

gue desapareciera la preferencia condicionada en la prueba EXT-2.
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Figura 2.9. Tiempo de estancia de los animales alimentados con dieta rica en grasa (HF) o dieta control en el
compartimento asociado a sacarosa (blanco) durante las pruebas de libre eleccién (media * ESM, en los dos
grupos experimentales). PRE: prueba de libre eleccién anterior al condicionamiento; POST-1, 2 y 3: pruebas de
libre eleccidn realizadas durante la fase de condicionamiento; EXT-1 y 2: pruebas de libre eleccidon realizadas
durante el periodo de extincion de la preferencia condicionada. # p<0,05 vs PRE; + p<0,05 vs ultima prueba en
que se evidencio preferencia condicionada (POST-1 en el grupo HF, POST-3 en el grupo control).
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Una vez finalizada la ultima prueba de libre eleccidn (EXT-2) se estudid la expresiéon de FH y CLU en el
cerebro de los animales, asi como los niveles de esta ultima proteina en plasma. La expresiéon de FH
fue similar en la corteza cingulada y el estriado dorsal de los animales HF y los controles; por el
contrario, se observd una disminucién estadisticamente significativa del numero de células marcadas
y de la intensidad total del marcaje en el NAC de los animales HF (Figura 2.10.). Tampoco se observé
ninguna diferencia entre la expresion de CLU de los animales HF y los controles en la corteza cingulada
o el estriado dorsal, sin embargo, el nimero de células marcadas y la intensidad total del marcaje

fueron significativamente mayores en el NAC de los animales HF (Figura 2.11.).

NUCLEO ACCUMBENS ESTRIADO DORSAL CORTEZA CINGULADA
NUMERO DE CELULAS MARCADAS NUMERO DE CELULAS MARCADAS NUMERO DE CELULAS MARCADAS
10 0.6 1.0
i ' . o I 5 os |
24 0504 o
i( 6 i( .i( 0.6
= = =
o, » 9 o4
z z z
+ ¥ 02 +
o a o
z 2 z z 02
0 T 0.0 T 0.0 T
CONTROL HF CONTROL CONTROL
INTENSIDAD TOTAL DEL MARCAJE INTENSIDAD TOTAL DEL MARCAJE INTENSIDAD TOTAL DEL MARCAJE
1500 100 150
I . < 80 < |
ﬁ w I w
@ 1000 24 @ 100
< < 60 <
s a0 @
T 500 T T 50
S % 20 2
0 T 0 T 0 T
CONTROL HE CONTROL HF CONTROL
INTENSIDAD DEL MARCAJE / CELULA INTENSIDAD DEL MARCAJE /CELULA INTENSIDAD DEL MARCAJE / CELULA
200 200 200
a = =
@ o @
Z 150 Z 150 Z 150
+ + +
o a o
=4 z =4
:’100 :’100 :’100
= = =
@ @ @
T 50 T 50 T 50
= 2 =
0 T 0 T 0 T
CONTROL HF CONTROL CONTROL

Figura 2.10. Expresion de FH en areas cerebrales de animales alimentados con dieta rica en grasa (HF) o dieta
control (media + ESM). *p<0,05 vs control
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NUCLEO ACCUMBENS ESTRIADO DORSAL CORTEZA CINGULADA
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Figura 2.11. Expresion de CLU en areas cerebrales de animales alimentados con dieta rica en grasa (HF) o dieta
control (media + ESM). *p<0,05 vs control.

Se observd una tendencia a que los niveles plasmaticos de CLU estuvieran incrementados en los
animales HF, aunque no se alcanzaron diferencias significativas con respecto al control (Figura 2.12.).
Cuando se analizaron las posibles correlaciones entre CLU plasmatica y preferencia por entornos
asociados a sacarosa en las pruebas de libre eleccidn, no se observé correlacidn alguna en los animales
del grupo control; sin embargo, en los animales tratados con una dieta rica en grasa se observaron

correlaciones positivas en POST-1, POST-3 y EXT-2 (Tabla 2.3.; Figura 2.13.).

62



CLUSTERINA PLASMATICA

300
] cCONTROL

B HF

200

-

(ng/ml)

100 A

0 T
CONTROL HF

Figura 2.12. Niveles de CLU en el plasma de animales alimentados con dieta rica en grasa (HF) o dieta control
(media + ESM).

CONTROL HF
Prueba de libre | COEF. CORRELACION P COEF. CORRELACION p

eleccion PEARSON PEARSON
PRE 0,2555 0,1362 0,01927 0,7431
POST-1 0,3008 0,1007 0,7231 0,0075
POST-2 0,04782 0,5439 0,4525 0,0675
POST-3 0,04453 0,5584 0,6048 0,0231
EXT-1 0,3004 0,1009 0,1458 0,3505
EXT-2 0,1516 0,2661 0,6339 0,0181

Tabla 2.3. Correlacidon entre niveles plasmaticos de CLU (ng/ml) y tiempo de estancia en el entorno asociado a
sacarosa (%) en cada una de las pruebas de libre eleccién realizadas en animales alimentados con una dieta rica
en grasa (HF) o dieta control. Se destacan en negrita las correlaciones significativas.
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Figura 2.13. Correlaciones entre CLU plasmatica y preferencia condicionada por el entorno asociado a sacarosa
en animales alimentados con dieta rica en grasa. Se representan las rectas de regresion correspondientes a las
tres pruebas de libre eleccidn en que el andlisis previo de correlaciones habia detectado diferencias significativas.
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4. DISCUSION

La instauracién de una dieta rica en grasa en los animales de nuestro modelo provocé un incremento
muy marcado de la ingesta que se estabilizé posteriormente, lo que de acuerdo a otros autores podria
interpretarse como un efecto inicial de la novedad, que se pierde cuando el acceso a la dieta es regular
(la Fleur et al., 2010). El mayor contenido caldrico de esta dieta condiciond un incremento significativo
del peso de los animales y acelerd el desarrollo de preferencia condicionada por los entornos asociados
a sacarosa, resultado este ultimo que concuerda con otros trabajos en que se habia mostrado que el
consumo de una dieta grasa incrementa la motivacidn por soluciones de sacarosa en protocolos de
conducta operante (Figlewicz et al., 2013). Este incremento aparente de las propiedades heddnicas de
la sacarosa se hace aln mds patente si tenemos en cuenta que los animales con acceso a la dieta grasa
de nuestro modelo alcanzaron elevados niveles de preferencia condicionada ingiriendo una cantidad

de pellets de sacarosa muy inferior a la de los controles durante las sesiones de condicionamiento.

Una vez adquirida, la preferencia condicionada inducida por sacarosa se extinguié también de forma
muy acelerada en los animales alimentados con la dieta rica en grasa de nuestro modelo, ya que de
hecho desaparecid espontdneamente, antes incluso de realizar ninguna sesion de extincidn. Estos
hallazgos pueden ser el reflejo de una menor activacion del sistema cerebral de recompensa como
consecuencia de la exposicion cronica a la dieta, tal y como se ha observado en el NAC de animales
expuestos cronicamente a dietas ricas en grasas y azUcares (Alsio et al., 2012), lo que a su vez podria
ser consecuencia de una disminucién de receptores dopaminérgicos D1, que estdn estrechamente
involucrados con la motivacion hacia los estimulos reforzantes (Volkow et al., 2013; de Melo
Martimiano et al., 2015), y/o de una disminucién del turnover de dopamina (Davis et al., 2008). De
acuerdo con esta hipdtesis, estos ultimos autores han descrito que ratas alimentadas con una dieta
rica en grasa exhiben una reduccidn de las tareas recompensadas con la presentacion de sacarosa, de
forma aparentemente contradictoria con los resultados anteriormente comentados de Figlewicz et al.,
(2013). Davis et al. (2008) observaron ademas que esta dieta disminuia el condicionamiento
preferencial al sitio inducido por anfetamina, lo que concuerda con resultados previos obtenidos en
nuestro laboratorio en los que se observd que ratones alimentados con la misma dieta grasa del
presente trabajo exhibieron un menor condicionamiento de lugar inducido por cocaina (del Castillo et
al., 2009). Nuestros resultados ofrecen una posible explicacion a las aparentes contradicciones
encontradas en la literatura sobre la base del tiempo de exposicién a la dieta, de forma que a tiempos

cortos la dieta grasa tenderia a incrementar la motivacion por los reforzadores, pero a tiempos mas
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largos podria ocurrir lo contrario. Ademas, y mas alla de las posibles alteraciones en el circuito cerebral
de recompensa, la disminucién espontanea del valor reforzador de la comida en animales alimentados
con dieta grasa podria ser tan sélo un resultado aparente, determinado por la aparicion de déficits
cognitivos asociados a la obesidad que podrian interferir en mayor o menor medida con las pruebas
conductuales. De acuerdo con esta idea, Farr et al., (2008) han descrito que los ratones obesos con
hipertrigliceridemia presentan este tipo de problemas, y también en humanos se han descrito
alteraciones cognitivas ligadas a la obesidad (Bruce-Keller et al., 2009). En cualquier caso, la dieta rica
en grasa causa cambios comportamentales llamativos y complejos, que probablemente tengan mucho
gue ver con cambios profundos en el circuito mesolimbico dopaminérgico y en sus conexiones con los

ganglios basales, la corteza y el hipotalamo (Berthoud, 2011).

Los ratones obesos mostraron una tendencia a presentar concentraciones plasmaticas mas elevadas
de CLU que los controles, aunque no se alcanzaron diferencias significativas. La inexistencia de
diferencias entre obesos y controles concuerda con los resultados mostrados en el capitulo 1 de la
presente Tesis Doctoral, que tampoco encontraron diferencias entre pacientes obesos maérbidos y
controles normopesos, pero difieren de lo observado en algunos estudios previos en que si se
observaron cambios en los niveles plasmdaticos de CLU asociados a la obesidad (Oberbach et al., 2011;
Won et al., 2014). Al margen de la relacién entre niveles de CLU y obesidad, nuestro hallazgo de que
la concentracidn plasmadtica de esta proteina en los ratones obesos correlaciona con su preferencia
por el compartimento asociado a sacarosa en tres tests de libre eleccién indicaria que esta proteina se
comporta como un biomarcador de las propiedades heddnicas de la comida en cada individuo en
particular, en vez de ser un biomarcador asociado al peso corporal. De nuevo estos hallazgos son
consistentes con los resultados del capitulo 1, ya que los niveles de CLU de los obesos mdrbidos
correlacionaron inversamente con el control sobre la ingesta que presentaban los sujetos. Esta relacion
especifica entre CLU y las propiedades reforzantes de la comida podria explicar por qué en algunos
estudios se ha observado una relacién estadisticamente significativa entre CLU y obesidad mientras
gue en otros no: de acuerdo con nuestra hipdtesis, sélo cabria esperar que los niveles de CLU
estuvieran elevados en aquellos estudios en que la proporcién de obesos con “adiccién a la comida”
estuviera por encima de un determinado umbral. Al margen de los niveles plasmaticos de CLU, en este
trabajo describimos por primera vez una sobreexpresion de esta proteina en el NAC de los animales
alimentados con dieta rica en grasa que no se observa en otras zonas cerebrales menos relacionadas
con el refuerzo y la recompensa, lo que apoya aln mds la implicacidn especifica de CLU en los cambios

funcionales de este sistema asociados a la obesidad.

65



En nuestros experimentos hemos encontrado una disminuciéon de FH en el NAC de los animales
alimentados con la dieta rica en grasa, un resultado opuesto al incremento que habiamos descrito en
un estudio previo en que se alimentaron ratones con la misma dieta aunque con periodos intermedios
de deprivacién (Pérez-Ortiz et al., 2016). Al margen de estos ultimos periodos, la principal diferencia
entre ambos estudios estriba en la situacidon concreta en que los animales son sacrificados para la
determinacidn de la proteina; en el estudio de Pérez-Ortiz et al. (2016) los animales estan en una
situacién de craving, como demuestra la persistencia de su comportamiento de busqueda de comida,
mientras que en el presente estudio los animales ya habian pasado por varias sesiones de extincidon y
no exhibian por tanto preferencia condicionada por el comportamiento asociado a sacarosa. Parece
asi que la sobreexpresion de FH en NAC podria estar reflejando una activaciéon neuronal causada por
el craving por la comida, mientras que una expresion disminuida de la enzima podria indicar una
hipoactivacién inducida por la dieta rica en grasa en NAC en una situacion basal, es decir, cuando los
animales no presentan craving. Este tipo de evolucion no seria sorprendente ya que se asemeja a lo
observado en las adicciones a las drogas de abuso: en general, estas adicciones conllevan una
disminucién de la activacion basal glutamatérgica del NAC, que se convierte en una hiperactivacion en

situaciones de craving (Nestler, 2005).

En resumen, los resultados de este estudio apoyan la existencia de una relacion entre CLU y las
propiedades reforzantes de la comida en ratones obesos que resulta consistente con lo previamente
descrito en humanos. Asi, los niveles plasmdticos de la proteina parecen correlacionar con un mayor
valor heddnico de los alimentos apetitosos en los individuos obesos. Por otra parte, la regulacion al
alza de CLU y la regulacion a la baja de FH en NAC podrian estar relacionadas con los fenédmenos de
adicciéon a la comida desencadenados por la dieta, mientras que la udltima enzima estaria

sobreexpresada en situaciones especificas de craving.
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CAPIiTULO 3

ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA SUBNUTRICION PERINATAL Y POSNATAL SOBRE LA EXPRESION DE CLUSTERINA EN LA RATA
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1. INTRODUCCION

Durante las etapas perinatales, incluyendo gestacidn y lactancia, el sistema nervioso de las crias se
encuentra en formaciéon y maduracién, por lo que tales periodos se consideran criticos dado que la
perturbacién de estos procesos puede traducirse en alteraciones y desarrollos aberrantes que originen
disfunciones neuronales mas o menos prolongadas en el tiempo (Morgane et al., 2002). Asi, son
numerosos los autores que han descrito como una malnutriciéon perinatal podria ser responsable de
transformaciones neuronales que jugarian un papel desencadenante de patologias como el trastorno
de déficit de atencidn con hiperactividad (TDAH), la esquizofrenia o la personalidad antisocial, ademas
de potenciar distintos riesgos incrementando, por ejemplo, la vulnerabilidad adictiva (Vucetic et al.,

2010).

La subnutricién perinatal afecta directamente a los patrones de la ingesta, como describen da Silva et
al., (2013, 2016), y conlleva una tendencia a la hiperfagia; de forma compatible con este efecto, se han
observado aumentos en la densidad hipotaldmica de proteinas que promueven la ingesta e inhiben la
saciedad como NPY y AgRP, al tiempo que se produce una inhibicion de proteinas saciantes como
POMC y CART y una resistencia a las sefiales saciantes de la insulina y la leptina. Al incremento de la
ingesta parece también contribuir un aumento de la motivacion y de las propiedades reforzantes de la
comida; de esta forma, Martimiano y colaboradores (2015) observaron como los animales expuestos
a una subnutricidn proteica perinatal mostraban una latencia menor para acudir hacia el lugar donde
se encontraba el reforzador, asi como menos regresiones o distracciones en su trayectoria, lo cual
indica una mayor motivacion por la comida. Este efecto motivacional se correlaciona con una mayor
activacion de las dreas cerebrales del circuito de recompensa, sefialado por un aumento de la
expresion de c-fos, y se acompana de un incremento de receptores D1 de dopamina en nucleo
accumbens ( da Silva et al., 2013; de Melo Martimiano et al., 2015). Otros autores han encontrado
alteraciones adicionales en el circuito dopaminérgico mesolimbico de animales subnutridos; en este
sentido, Vucetic y colaboradores (2010) han descrito aumentos de la enzima de sintesis de dopamina
(tirosina hidroxilasa), de la propia dopamina y de su transportador, y han encontrado una disminucién
en la metilacién del gen Cdknlc que codifica para un inhibidor de ciclina kinasa, cuya expresion es
crucial para la diferenciacion correcta de las neuronas dopaminérgicas. Este ultimo hallazgo es muy
relevante pues sugiere que algunos de los cambios inducidos por la subnutricién podrian ser
irreversibles. Los cambios funcionales del sistema cerebral de refuerzo y recompensa inducidos por la

subnutricion parecen afectar también a las propiedades reforzantes de otros estimulos distintos de la

69



comida, por ejemplo a las propiedades heddnicas de las drogas de abuso; de esta forma, las ratas
subnutridas muestran un desplazamiento hacia la izquierda en la curva de dosis-respuesta de morfina
en el test de condicionamiento preferencial al sitio, asi como una mayor sobreexpresidon de FosB tras

la exposicidon a morfina y cocaina (Valdomero et al., 2007).

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacién han mostrado que la subnutricién
provoca un incremento de la densidad y actividad de la enzima fumarato hidratasa (FH) en la fraccién
mitocondrial de las neuronas de NAC, lo que podria representar un correlato bioquimico de Ia
hiperactivacién del sistema de refuerzo y recompensa, inducida por la deprivacién nutricional
(Lizarraga-Mollinedo et al., 2015). FH es una proteina multifuncional que se localiza principalmente en
la matriz mitocondrial, donde participa en el ciclo del acido tricarboxilico, y en el citosol, donde juega
un papel en el ciclo de la urea y en el metabolismo de los aminoacidos. También puede translocarse al
nucleo celular donde participa en la supresidon de tumores y la reparacién del ADN (Yogev et al., 2011).
Los cambios en la densidad y en la traslocacion celular de FH afectan por tanto a las funciones de esta
proteina, y en este sentido la subnutricion podria provocar alteraciones significativas ya que por
ejemplo disminuye la actividad AMPK (Lizarraga-Mollinedo et al., 2009), lo que se traduce en una
disminucidén en la fosforilaciéon de FH que es necesaria para su traslocacion (Klaus et al., 2012). Con el
fin de conocer si las alteraciones inducidas por la subnutricién sobre el sistema de refuerzo y
recompensa perduran en el tiempo, en este trabajo hemos comparado la densidad y la distribucion
celular de FH en NAC y corteza prefrontal (CPF) de ratas cronicamente subnutridas con los mismos
pardmetros de ratas también subnutridas durante el periodo perinatal, pero posteriormente

realimentadas con una dieta control.

De forma paralela a la expresiéon de FH nos hemos planteado estudiar también la expresién de
clusterina en el NAC de los mismos animales. Estudios previos, como los que se recogen en los capitulos
anteriores de la presente Tesis Doctoral, han mostrado que los niveles plasmaticos de CLU
correlacionan con la falta de control sobre la ingesta en pacientes obesos mérbidos y con la preferencia
condicionada por entornos asociados a sacarosa en ratones obesos, resultados ambos que sugieren
una relacion directa entre adiccion a la comida y concentracidn plasmatica de CLU. Ademas, los ratones
obesos exhiben un incremento en la expresion de CLU en NAC. Dado que la subnutriciéon conlleva
alteraciones importantes de la funcidn del sistema de refuerzo y recompensa, cabe esperar que la
expresion de CLU se vea también afectada en el nicleo accumbens de los animales de nuestro modelo.

Al margen de la densidad de la proteina, el estudio de su distribucidn celular en nuestro modelo
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adquiere sentido dado que CLU puede hallarse en el interior celular con diferentes localizaciones,
isoformas y funciones, de forma semejante a lo que ocurre con FH. Asi, por ejemplo, una isoforma
mitocondrial de CLU exhibe propiedades antiapoptdticas al inhibir la formacién del complejo Bax/Bak,
lo que podria verse afectado por la subnutricién, ya que en estas condiciones se ha observado una
disminucién de la concentracion de Bax en el cerebro (Lizarraga-Mollinedo et al., 2009). En
consecuencia, el estudio de la expresidon de CLU en NAC y CPF de nuestros animales puede confirmar
su relacidn con las alteraciones del sistema de refuerzo, en este caso inducidas por la subnutricion, y
revelar ademas si estas son permanentes o pueden ser revertidas por una realimentacion con dieta

control.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Animales

Para este estudio se utilizaron ratas hembras Wistar procedentes de un modelo de subnutricién severa
establecido en el laboratorio de Bioquimica del Dr. Escriva de la Universidad Complutense de Madrid
(Escriva et al., 1992). Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la Directiva del Consejo
Europeo (86/609/CEE) para el cuidado y el uso de animales de laboratorio, y la Legislacién Espafiola

para las buenas practicas, cuidado y uso de animales de laboratorio (RD 1205/2005 y RD 53/2013).

En lafigura 3.1. se resumen las fases del procedimiento utilizado para la preparacién de los tres grupos
experimentales del estudio. Tras juntar a ratas hembras y machos adultos de la raza Wistar, y confirmar
los cruces mediante frotis vaginal, las hembras gestantes fueron individualizadas y el dia 16 se
distribuyeron en dos grupos: los animales del grupo control continuarian toda la gestacién y la
lactancia con una alimentacidn ad libitum de pienso estandar, mientras que los animales con acceso
restringido a la comida seguirian un protocolo de subnutricidén severa que consistié en su alimentacidn
diaria con 10 g de pienso estdndar hasta el momento del parto. Esta restriccion supone una ingesta del
40-50% de lo ingerido por los animales control, y evita la ganancia de peso en un 20% con respecto a
la de estos ultimos animales. Tras el parto, se restringidé el nimero de crias por madre dejando
Unicamente a las hembras, de manera que no existiese competicion para conseguir alimento y
eliminando asi la ingesta diferencial por tal motivo. Durante la lactancia, las madres subnutridas

tuvieron acceso a 15 g diarios de pienso la primera semana, 20 g la segunda y 25 g la tercera; asi pues,
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durante este periodo recibieron un 35% del pienso que consumian las ratas control. El dia 22 se
produjo el destete en que las crias fueron separadas de las madres, dando asi comienzo a su vida
independiente. Las crias del grupo control (C), procedentes de madres con acceso ad libutum al pienso
estandar (chow), continuaron con acceso libre a esta misma dieta durante el resto del experimento.
Las crias procedentes de las madres subnutridas fueron divididas en dos grupos; en el primero de ellos
los animales continuaron con una alimentacién restringida al 35% de la ingesta del grupo control
(grupo de ratas cronicamente subnutridas, SUB), mientras que a los animales del segundo grupo se les
dio acceso libre al pienso estandar (grupo de ratas subnutridas exclusivamente durante el periodo
perinatal, SUB + Ad lib). A los 5,5 meses de vida de los animales, estos se sacrificaron por decapitacién.
Se disecciond el cerebro para obtener el NAC y la CPF de acuerdo al procedimiento de Heimer et al.

(1991), manteniéndose los tejidos a -80°C hasta su procesado.

DIA 16 DE GESTACION IR DIA 22 5,5 MESES
COMIENZO PARTO SACRIFICIO
EXPERIMENTO S

1 |
i ' ‘ ! | VIDA INDEPENDIENTE | sus

l GESTACION | 1 LACTANCIA |

| VIDA INDEPENDIENTE | -
FECUNDACION CHOW

AD LIBITUM
__cestacon | [ iActancia ] | VIDA INDEPENDIENTE |

CHOwW CHOwW CHOW
AD LIBITUM AD LIBITUM AD LIBITUM

Figura 3.1. Esquema del modelo experimental (ver detalles en el texto).

2.2, Determinacion de la expresiéon de CLU y FH en fracciones celulares de NAC y CPF

Para la separacién de las fracciones mitocondrial y citosélica de las areas cerebrales en estudio se
siguié el protocolo descrito por Lizarraga-Mollinedo et al. (2013) (Figura 3.2.). Los tejidos fueron
descongelados y homogenizados en un Tissuelyser de Quiagen (dos ciclos de 1 minuto a 50 oscilaciones
por segundo), utilizando para ello 200 ul de tampdn de homogenizacidn compuesto por sacarosa, EDTA
y Tris. El homogenizado se centrifugd a 2500 rpm para descartar el debris celular, sometiéndose el
sobrenadante a una segunda centrifugacion a 12700 rpm que separd la fraccién mitocondrial

(contenida en el pellet) de la citosélica (sobrenadante).
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Figura 3.2. Esquema del protocolo de fraccionamiento celular.

Se comprobd el correcto fraccionamiento mediante Western Blot, utilizando anticuerpos frente a
proteinas especificas de cada fraccidon: superédxido dismutasa en el caso de la fraccion mitocondrial
(anti-SOD2- sc137254, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA) y AKT en el caso de la citosélica
(anti-AKT 9272, Cell Signaling Technology, Leiden, The Netherlands).

Para determinar la concentracion de CLU y FH en las distintas fracciones celulares se utilizé la técnica
de Western Blot. Previamente se normalizé la concentraciéon de proteinas totales de todas las
muestras, para lo cual se determind la concentracidn inicial de proteinas mediante el método de
Bradford. Este método se basa en la reaccion colorimétrica que se produce entre el reactivo Bradford
(el colorante Coomassie Brilliant Blue G-250) y las proteinas de una muestra; el reactivo es inicialmente
rojo, pero al unirse a las proteinas vira a azul de forma proporcional a la concentracién de estas ultimas.
La absorbancia que la reaccion produce es leida con un lector de placas a 595 nm y de la interpolacién
de la recta estandar creada con concentraciones conocidas, se obtienen las concentraciones de cada
una de las muestras. Dichas concentraciones se emplearon para realizar el ajuste de todas las muestras
a la misma concentracién, de manera que la determinacion de las proteinas especificas partiese de

una cantidad igual de proteinas totales en todos los casos.

La técnica de Western Blot consiste en la separacion de las proteinas de una muestra segln su peso
molecular, su transferencia a un soporte adecuado y la posterior deteccidn y cuantificacion de una
proteina en concreto mediante un procedimiento inmunoquimico (Figura 3.3.). La separacién de las
proteinas se realiza a través de un gel de acrilamida/bisacrilamida, que al gelificar deja un tamafio de
poro inversamente proporcional a su concentracidn. Las proteinas de la muestra, cargadas

negativamente, se ven atraidas por el polo positivo situado en la parte inferior del gel al establecerse
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un dipolo eléctrico (utilizando una cubeta de electroforesis y una fuente de energia), de forma que en
su migracién quedan retenidas por los poros del gel en funcién de su tamano molecular: las mads
pequeinas tendrdan mayor facilidad para migrar, mientras que las proteinas de peso molecular mas
elevado tendrdn mas dificultades y por lo tanto viajardn menos. Para conseguir una separacién
adecuada, los péptidos deben presentar una estructura lineal cargada negativamente, para lo que se
hierve la muestra junto con tampdn Laemli que contiene Tris para un pH y una molaridad dptima,
glicerol para aumentar la viscosidad de la muestra, azul de bromofenol para facilitar el manejo de la
muestra, beta-mercaptoetanol para romper los enlaces disulfuro de las proteinas y mantenerlas
desnaturalizadas, y SDS como detergente anidnico que tapiza con cargas negativas las proteinas,
proporcionando un ratio masa/carga igual en todas ellas y optimizando asi su separacion Unicamente
por peso molecular. Una vez que la electroforesis ha separado las proteinas, para poder proceder a su
deteccién y cuantificacién es necesario que sean transferidas a una superficie de nitrocelulosa mas
estable. Para ello se emplea el mismo principio de la atraccidn de las proteinas cargadas negativamente
por el polo positivo, utilizando un sandwich de transferencia (Trasnblot-Turbo transfer Pack, de 0,2 um
de tamafio de poro, BioRad) y el equipo Transblot-Turbo Transfer System (BioRad). Se utiliz el

protocolo de peso molecular mixto dados los pesos moleculares de interés.

Una vez transferidas las proteinas a la membrana de nitrocelulosa, esta se incubé durante 30 min con
una solucion rica en proteinas (preparada con leche desnatada en polvo, tampdn Tris, agua destilada
y Tween 20) con el fin de bloquear los poros de la membrana y asi evitar falsos positivos. Tras este
proceso, se lavd con tampdn compuesto por los mismos componentes que la solucion de bloqueo,
pero con una concentracion mucho menor de proteinas (menor cantidad de leche). Las membranas se
incubaron a lo largo de la noche a 4°Cy con agitacién con el anticuerpo primario correspondiente (Clu:
NBP1-68308 1:1000; FH: NBP1-47754, 1:1000; Novus Biologicals, Littleton, CO, USA). Una vez finalizada
esta primera incubacién se lavaron las membranas cinco veces durante 5 min cada lavado, y se
incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (CLU: 1:5000 Anti-Rabbit; FH: 1:5000 Anti-
Mouse; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) durante 1 h a temperatura ambiente con agitacién.
Seguidamente, se lavaron de nuevo las membranas cinco veces durante 5 min cada lavado para
eliminar el anticuerpo no unido especificamente y se procedié al revelado incubando con una solucién
de luminol (ECL Prime Western Bloting Reagent, GE Healthcare, Amersham, UK) durante 5 min, e

introduciendo la membrana en un equipo ChemiDoc XRS+ (BioRad).
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Figura 3.3. Esquema de los pasos fundamentales del Western Blot, comenzando con la electroforesis,
continuando con la transferencia a la membrana de nitrocelulosa, y finalizando con una reaccién inmunoquimica.

Una vez obtenidas las bandas especificas de cada anticuerpo, para normalizar los resultados se
incubaron de nuevo las membranas con un anticuerpo anti-B-Actina 1:5000 (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas, USA) 1 h con agitacidon a temperatura ambiente, seguido de la realizacién de cinco
lavados de 5 min cada uno, e incubacién durante 30 min con anticuerpo secundario anti-mouse 1:5000
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA). La B-Actina se utiliza como control de carga para la
normalizacién de los resultados, ya que es una proteina estructural cuya expresion es constante, por
lo que su determinacion permite asi afinar el ajuste previo de proteinas totales de las muestras

realizado mediante el método de Bradford.

2.3. Determinacion de la actividad FH

En las células eucariotas, la enzima FH cataliza la transformacion de fumarato procedente del ciclo de
la urea en malato. El procedimiento para la determinacién de la actividad de esta enzima se basa en la

reaccioén inversa a la que sucede en la célula:

FUMARATO HIDRATASA
L-Malato » Fumarato + H20

El fumarato tiene un maximo de absorbancia a 240 nm, en base a ello su formacién se puede cuantificar
usando un espectrofotémetro y registrando la absorbancia a dicha longitud de onda. Para ello se

afiaden 800 pl de un tampdn Tris-acetato 10 mM pH7,5, 200 pl de L-Malato 250 mM y 20 ul de la
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muestra en una cubeta de cuarzo de 1 mly 1 cm de paso de luz. Una vez obtenidas las absorbancias
estables en un periodo de un minuto, es necesario calcular a partir de ellas la actividad de la enzima
basandose en el valor del coeficiente de la absorbancia molar del fumarato, que asume que 1 pmol de
fumarato produce 1,45 unidades de absorbancia por minuto. Una vez calculada la actividad enzimatica
especifica de la muestra, esta se refiere finalmente a la concentracion total de proteinas de la misma

determinada por el método Bradford.

2.4. Analisis estadistico

Tanto la densidad de las dos proteinas estudiadas como la actividad enzimatica de FH se compararon
entre grupos experimentales en cada area y fraccidon cerebral mediante ANOVA de 1 via seguido del
test de Bonferroni para comparaciones multiples. Se consideraron significativas las diferencias cuando

p<0,05.

3. RESULTADOS

La subnutricion de los animales durante la gestacidn, lactancia y vida auténoma (grupo SUB) causé una
marcada disminucién de su peso corporal con respecto a de los animales del grupo control (C). Los
animales subnutridos hasta el destete pero que tuvieron libre acceso al pienso normal desde ese
momento (grupo SUB + Ad Lib) exhibieron un peso similar al de los controles al final del experimento

(Figura 3.4.).
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Figura 3.4. Pesos expresados en gramos (g) en el momento del sacrificio de animales control (C, n=6), subnutridos
totalmente (SUB, n=9) o parcialmente (SUB + Ad Lib, n=3) (media £ ESM). *p<0.05 vs C; +p<0.05 vs SUB.

Los animales del grupo SUB exhibieron un aumento significativo de la expresién de FH en la fraccion
mitocondrial de NAC con respecto a los controles (Figura 3.5.); la distribucién relativa entre
mitocondria y citosol (Tabla 3.1.) y la actividad del enzima en NAC (Figura 3.6.) siguieron la misma
tendencia a estar aumentadas en el grupo SUB respecto al grupo control, aunque en ninguno de estos
casos se obtuvieron diferencias significativas. Cuando los animales inicialmente subnutridos tuvieron
acceso libre a una dieta normal tras el destete (grupo SUB + Ad Lib) la expresidn mitocondrial de FHy
su distribucién relativa entre mitocondria y citosol cayeron drasticamente por debajo de las del grupo
SUB e incluso aun por debajo de las del grupo control (Figura 3.5., Tabla 3.1.). La actividad de la enzima
siguid una evolucion semejante aunque sin llegar a exhibir diferencias significativas. No se obtuvieron
diferencias significativas entre grupos en la expresiéon de FH en CPF, aunque pudo observarse una

tendencia a la sobreexpresidn en fraccidn citosdlica de los animales crénicamente subnutridos.
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CONCENTRACIONES CEREBRALES DE FH

FH M-NAC
200 1509
*
s 1507 1 -
2 °
< <
I - I
&g 100 Zg
] ot 3
50
0- T i
o} sSuB SUB+ Ad Lib
FH M-CPF
15017 2001
150
§ 100 E
< <
I I -
e 8 ™ 8 100
504
0- ; 04
[} sSuB SUB+ Ad Lib

FH C-NAC

T
sSuB

FH C-CPF

SUB+ Ad Lib

SUB

SUB+ Ad Lib

Figura 3.5. Expresion de FH en las fracciones mitocondrial y citosélica de NAC y CPF de animales control (C, n=6),
subnutridos totalmente (SUB, n=9) o parcialmente (SUB+Ad Lib, n=3) (media £ ESM). *p<0.05 vs C; +p<0.05 vs

SUB.

DISTRIBUCION CELULAR RELATIVA DE FH
(FRACCION MITOCONDRIAL/CITOSOLICA)
AREA
CEREBRAL GRUPO EXPERIMENTAL
C SuB SUB + Ad Lib
NAC 1,0£0,1 1,5+0,1 0,3+0,1%*
CPF 1,0+0,1 0,9+0,2 1,2+0,2

Tabla 3.1. Distribucién celular relativa de FH expresada como el ratio entre la fraccion mitocondrial y la citosélica,
tomando como unidad de referencia el ratio del grupo control (media + ESM). C, control; SUB, grupo subnutrido
totalmente; SUB + Ad Lib, grupo subnutrido parcialmente. * p < 0,05 vs C; * p < 0,05 vs SUB.
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Figura 3.6. Actividad de la enzima fumarato hidratasa en areas cerebrales en sus fracciones mitocondrial y
citosodlica de animales control (C, n=6), subnutridos totalmente (SUB, n=9) o parcialmente (SUB+ Ad Lib, n=3)
(media + ESM).

La subnutricién mantenida en el tiempo provocd un aumento significativo en la expresion absoluta y
la distribuciéon relativa de clusterina en la fraccion mitocondrial del NAC (Figura 3.7., Tabla 3.2.).
Cuando los animales inicialmente subnutridos tuvieron acceso libre a una dieta normal tras el destete
(grupo SUB + Ad Lib), la expresion de clusterina disminuyé con respecto al grupo SUB tanto en la
fraccion mitocondrial como en la citosdlica del NAC, llegando a ser incluso inferior a la concentracion
citosdlica del grupo control (Figura 3.3.). Al igual que en el caso de FH, no se obtuvieron diferencias
significativas entre grupos en los niveles de clusterina en CPF, aunque si una tendencia al incremento
en la fraccidn citosdlica de los animales crénicamente subnutridos (Figura 3.7.); no obstante, los
animales del grupo SUB + Ad Lib mostraron una distribucidon preferentemente mitocondrial de la
proteina en relacién con los otros dos grupos, alcanzandose diferencias significativas con el grupo SUB

(Tabla 3.2.).
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CONCENTRACIONES CEREBRALES DE CLUSTERINA
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Figura 3.7. Expresion de clusterina en las fracciones mitocondrial y citosdlica de NAC y CPF de animales control
(C, n=6), subnutridos totalmente (SUB, n=9) o parcialmente (SUB+ Ad Lib, n=3) (media + ESM). *p<0.05 vs C;
+p<0.05 vs SUB.

DISTRIBUCION CELULAR RELATIVA DE CLUSTERINA
(FRACCION MITOCONDRIAL/CITOSOLICA)
AREA
CEREBRAL GRUPO EXPERIMENTAL
C SUB SUB + Ad Lib
NAC 1,0+0,1 1,9 +0,3* 0,6+0,2*
CPF 0,9+0,1 0,7+0,1 1,4+0,1*

Tabla 3.2. Distribucidn celular relativa de clusterina expresada como el ratio entre la fraccion mitocondrial y la
citosolica, tomando como unidad de referencia el ratio del grupo control (media = ESM). C, control; SUB, grupo
subnutrido totalmente; SUB + Ad Lib, grupo subnutrido parcialmente. *p< 0,05 vs C; *p< 0,05 vs SUB.
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4. DISCUSION

Los resultados obtenidos en nuestros experimentos estan en la linea de lo descrito previamente por
Lizarraga-Mollinedo et al. (2013) en ratas cronicamente subnutridas hasta los 70 dias de vida, ya que
muestran también una sobreexpresion de FH en la fraccion mitocondrial del NAC de los animales
subnutridos durante la gestacién, lactancia y un periodo aun mas largo de vida libre que se extiende
hasta alrededor de los 5 meses de edad. No obstante, en nuestro estudio encontramos un menor
cambio en la actividad enzimatica de FH, que no alcanzé niveles significativos, lo que puede deberse a
una menor sensibilidad del método puesto a punto en nuestro laboratorio. Esta sobreexpresién de FH
mitocondrial podria ser consecuente a cambios en la traslocacidn de la proteina derivados a su vez de
la disminucién de AMPK asociada a la subnutricion (Lizarraga-Mollinedo et al., 2009), y podria conllevar
una mayor sintesis oxidativa de ATP y activacidn metabdlica de las neuronas del NAC en los animales
subnutridos (Lizarraga-Mollinedo et al., 2013); si bien no existe una evidencia experimental que avale
esta Ultima suposicidn, la consideracion de las funciones celulares de FH soportan esta hipétesis. Por
otra parte, si tenemos en cuenta la relacién entre FH en NAC y el craving sugerida por Pérez-Ortiz et
al. (2016) y que se ha comentado en el capitulo anterior de esta tesis doctoral, el incremento
mitocondrial de FH y la activacidn neuronal del NAC podrian estar indicando una situacion de craving

por la comida en los animales cronicamente subnutridos, lo que también resulta plausible.

La hiperactividad mitocondrial de FH en NAC causada por la subnutricion no es una alteracion
irreversible, ya que no se observé cuando los animales subnutridos tuvieron acceso a una dieta normal
desde el destete hasta los 5 meses de vida. Sin embargo, a pesar de que los animales asi realimentados
recuperaron un peso semejante al de los controles, sus niveles de FH en la fraccién mitocondrial de
NAC se encontraron reducidos y la proteina mayoritariamente translocada al pool citosdlico, donde su
concentracién fue normal. Este resultado indica que la subnutricién durante la gestacién y la lactancia
evita una normalizacion completa del sistema de refuerzo y recompensa, incluso cuando han
transcurrido muchos meses de acceso libre a la comida. Una hipoactividad mantenida de FH en la
fraccion mitocondrial del NAC podria asi estar relacionada con las alteraciones del sistema de refuerzo
que confieren una alta sensibilidad a las propiedades reforzantes de las drogas o la comida en modelos
animales de subnutricién perinatal (Tonkiss et al., 1990; Valdomero et al., 2006, 2007) y que parecen
incrementar la vulnerabilidad adictiva también en humanos; en este sentido, estudios epidemioldgicos
sobre la hambruna que se produjo en Holanda el invierno de 1944-1945 han revelado que la

desnutricién severa de las madres gestantes durante el primer trimestre del embarazo se asocia
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significativamente con una mayor aparicidon de adicciones en sus hijos, independientemente de que
estos tuvieran luego acceso a una alimentacion normal (Franzek et al., 2008). Queda por establecer si
entre estas adicciones se encontraria también la adiccidn a la comida, lo que concordaria con la
relacidn entre la misma y la disminucién de FH en NAC que hemos sugerido en el capitulo anterior de
esta Tesis Doctoral. Son también necesarios estudios especificos que diluciden si la disminucién
mitocondrial de FH puede ser resultado de cambios en la traslocacidn y si conlleva una hipoactivacion
metabdlica en el NAC, como podria deducirse de la hipdtesis anteriormente mencionada de Lizarraga-
Mollinedo et al. (2013). En este sentido hay que tener en cuenta que las deficiencias de la actividad FH
(y/o la consiguiente acumulacién de fumarato) no solamente se han relacionado con alteraciones en
el metabolismo oxidativo mitocondrial, sino también con otro tipo de cambios bioquimicos relevantes
como la activacién del factor inducible por hipoxia HIF (O’Flaherty et al., 2010) y del factor nuclear Nrf2

(Adam et al., 2011).

Los cambios observados en los niveles de clusterina en NAC fueron en buena parte concordantes con
los obtenidos con FH. Asi, la subnutricion crénica incrementé los niveles de la proteina en la fraccién
mitocondrial de NAC, lo que en este caso y a la vista de las funciones descritas para clusterina podria
ser compatible con una respuesta de proteccién ante el dafo asociado a la subnutricidn, ya que con
esta sobreexpresion podria inhibirse la formacién del complejo proapoptédtico Bax/Bak, la activacion
de caspasa-3 y la apoptosis que se ponen en marcha en estas situaciones (Lizarraga-Mollinedo et al.,
2009). Este posible papel neuroprotector de clusterina concuerda con el previamente descrito para
esta proteina en otras muchas situaciones que conllevan dafio neuronal, entre ellas la acumulacién de
B-amiloide (Boggs et al., 2018), la excitotoxicidad (Park et al., 2007), la isquemia cerebral (May et al.,
1992) el estrés celular asociado a deficiencias genéticas (Zinkie et al., 2013) o el dafio traumatico
cerebral (Huang et al., 2015). Tanto la subnutricion como la sobreexposicidon a diversos nutrientes
pueden considerarse situaciones agresivas para el sistema nervioso, por lo que la sobreexpresién de
clusterina observada en este estudio y la obtenida en los ratones obesos del capitulo anterior de esta
Tesis serian compatibles con la literatura y reflejarian en ambos casos una reaccion defensiva ante
dafios diferentes del sistema cerebral de refuerzo y recompensa; estos dafios podrian estar en el origen
de las alteraciones conductuales asociadas a la subnutricién o la obesidad que se vienen describiendo
en esta Tesis, tales como el incremento de la vulnerabilidad adictiva, el craving y su dimension de
pérdida de control sobre la ingesta. Cuando los animales subnutridos fueron realimentados con una
dieta normal desde el destete se observaron niveles muy inferiores de clusterina en NAC en
comparacion con la subnutricién crénica, resultado de nuevo compatible con la hipétesis anterior, ya

que en este caso la desaparicion del dafio que implica la subnutricién haria innecesaria la
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sobreexpresidn protectora de clusterina. No obstante lo anterior, observamos que la realimentacion
de los animales no conlleva una normalizacidn completa de los niveles de clusterina en NAC, ya que la
disminucidn los llevd por debajo de los del grupo control, fundamentalmente en la fraccidn citosdlica.
También se observé un cambio significativo en la distribucion celular de clusterina en el CPF de estos
ultimos animales, lo que indica que las alteraciones inducidas por la subnutricién sobre el sistema de
refuerzo y recompensa no serian especificas del NAC, aunque esta area cerebral parece claramente
mas sensible. En definitiva, los resultados obtenidos con clusterina van de nuevo en la misma linea de
los observados con FH, e indican que los cambios bioquimicos inducidos por la subnutricion en el
periodo perinatal se traducirian en una disrregulacién permanente en el sistema cerebral de refuerzo
en la edad adulta. Teniendo en cuenta el papel neuroprotector de clusterina, la disminuciéon anormal
de sus niveles en el NAC de los animales subnutridos en el periodo perinatal podria conferir un mayor
riesgo de dafio neuronal ante estimulos nocivos, aunque esta idea requeriria una comprobacion

directa.

83



84



CAPITULO 4

ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA SOBRENUTRICION Y LA SUBNUTRICION SOBRE LA EXPRESION DE CLUSTERINA EN CULTIVOS
CELULARES
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1. INTRODUCCION

En base a los resultados de los capitulos 2 y 3 de esta Tesis Doctoral, en que se estudian los efectos de
las condiciones que promueven la vulnerabilidad adictiva, los trastornos de la conducta alimentaria y
la consecuente o causal expresion de clusterina, en el presente capitulo se pretende desarrollar un
modelo que permita estudiar a nivel molecular qué sucede en las células cuando se las expone a
condiciones de sub y sobrenutricion. Para ello se escogio la linea celular SHSY-5Y dadas sus semejanzas
bioldgicas con las neuronas dopaminérgicas del sistema de recompensa. Se trata de células derivadas
de biopsia de tumor éseo metastdsico SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266™) que pertenecen a la sublinea
parental SK-N-SH (ATCC® HTB-11™) subclonada tres veces. Algunas de sus caracteristicas mas

destacables son las siguientes:

- Los cultivos de SH-SY5Y incluyen células adherentes y células flotantes (Encinas et al.,
2002). Nosotros hemos trabajado con las células de tipo adherente y con morfologia
similar a neuroblastos, cuya fisiologia es similar a la de las células de las areas cerebrales
relacionadas con los procesos adictivos (Ma et al., 2015) (Figura 4.1.).

- Estas células son positivas para tirosina hidroxilasa (TH), lo cual es caracteristico de las
neuronas dopaminérgicas, ya que esta enzima es clave para la sintesis de dopamina (Ross
et al., 1983).

- Se ha comprobado que las células SH-SY5Y pueden diferenciarse a un fenotipo similar a
neuronas maduras que se caracterizan por expresar marcadores neuronales (Kovalevich y

Langford, 2013).

Figura 4.1. Cultivo de SH-SY5Y: células adherentes y con morfologia tipo neuroblasto (20X)
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Hemos tratado de reproducir en estas células lo que les sucede a las neuronas dopaminérgicas del
sistema mesolimbico dopaminérgico en los animales de experimentacion empleados en los anteriores
capitulos, y en ultima instancia a las neuronas de los pacientes que presentan alteraciones en el
sistema de refuerzo dopaminérgico, con el fin Ultimo de conocer mejor los mecanismos biolégicos que

implican a la clusterina en los cambios asociados tanto a la subnutricién como a la sobrenutricidn.

Sabemos que una de las condiciones desencadenantes o potenciadoras de la adiccién a la comida es
la sobrealimentacién y/o la ingesta de dietas ricas en grasa. Estas dietas, como demostramos en el
capitulo 2 y como describen diversos autores (Berthoud et al, 2012), producen cambios
comportamentales complejos, que probablemente estén muy relacionados con cambios producidos
en el circuito mesolimbico dopaminérgico. Por ello, se decidié sobrealimentar a las células con dos
componentes del medio de cultivo fundamentales para su viabilidad. Por una parte, modificamos la
concentracién de glucosa del medio de cultivo, ya que es el sustento energético de las neuronas “in
vivo” (Mergenthaler et al., 2013), de forma que, cuando los animales o seres humanos se
sobrealimentan, las neuronas dopaminérgicas estarian potencialmente expuestas a una mayor
cantidad de glucosa. Por otro lado, hemos modificado la concentracién de suero fetal del medio de
cultivo ya que contiene numerosos factores de crecimiento necesarios para el desarrollo, la
proliferacién y la supervivencia neuronal, y en consecuencia la manipulaciéon de sus niveles, puede

modelizar estados asociados a una alimentacién inadecuada.

En este sentido, como se ha comentado ampliamente en el capitulo 3, la subnutricién durante la
gestacion provoca cambios reversibles o no, en las crias de los animales que finalmente causan un
aumento de la vulnerabilidad adictiva y del poder reforzador de los alimentos (Vucetic et al., 2010; da
Silva et al., 2013, 2016; de Melo Martimiano et al., 2015). Los embriones de madres subnutridas
pueden sufrir tedricamente una disminucidn del aporte de glucosa (Singh et al., 1988) y/o de factores
de crecimiento, por lo que hemos construido un modelo de subnutricién in vitro modificando las
concentraciones de ambos componentes en el medio de cultivo. Este tipo de aproximacién ha sido
aplicada previamente por Navratilova et al., (2013) en neuroblastos SH-SY5Y, buscando la
concentracion efectiva del antitumoral tetratiomolibdato. Asimismo, Bhattacharya et al., (2014), para
comprobar si la concentracién de glucosa afectaba a la resistencia a antitumorales como el
carboplatino o el 5-fluorouracilo, emplearon concentraciones bajas (5 mM) y altas (25 mM) de glucosa
en el medio de cultivo de células de cancer gastrico. A su vez, otros autores habian implementado
condiciones similares para el estudio de la productividad de la sintesis de anticuerpos recombinantes

(Villacres et al., 2015).
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Muy interesantes resultan los estudios sobre activacién mitocondrial adaptativa en las células B-
pancreaticas por modificacion de la concentracidon de glucosa (Hals et al., 2016); en este caso, la
necrosis celular provocada por hipoxia se atenué si las células habian sido cultivadas con la mitad de
la concentracidn de la glucosa estandar. En relacidon con estos estudios sobre las variaciones de la
actividad de organulos celulares, como son las mitocondrias, en situaciones que podriamos denominar
de estrés celular, en este capitulo se pretende profundizar en el mecanismo de accidn y los cambios
que se producen a nivel molecular en las proteinas en estudio, clusterina y fumarato hidratasa, y su
implicacion en los cambios adaptativos que tienen lugar durante los modelos de sub y sobrenutricion

in vitro.

Tiene especial relevancia en este capitulo el estudio de la clusterina, ya que tiene numerosas isoformas
y localizaciones, lo que da como resultado que, en ocasiones, realiza funciones completamente
antagonicas. Asi, numerosos autores han estudiado su posible papel neuroprotector frente a la
agregacion del B-amiloide en la enfermedad de Alzheimer (Schwochau et al., 1998; Boggs et al., 2018),
asi como su implicacion en la inflamacidn y la activacidn de las células gliales (Xie et al., 2005), su
implicaciéon en el desarrollo neuronal (Cordero-Llana et al., 2011), o incluso, la regulacién de esta
proteina al tratar neuroblastos SH-SY5Y con un inhibidor proteasomal como es la lactasina para

profundizar en el conocimiento de la enfermedad de Parkinson (Carreras et al., 2005).

El gen que codifica la clusterina se encuentra en humanos en el cromosoma 8p21-p12. Presenta 9
exones y un total de 16kb. La sintesis candnica comienza con la creacion de mRNA a partir de un coddn
de inicio localizado en el exdn 2, del que resulta una preproteina de 449 aminodcidos, de los cuales los
primeros 22 codifican por una sefial de traslocacion al reticulo endopldsmico. Una vez traslocada la
proteina, se secciona dicha secuencia sefial y se produce la N-glicosilacion de seis residuos de Asn junto
con la formaciéon de cuatro o cinco puentes disulfuro, convirtiendo a la proteina en la forma
presecretada (psCLU), rica en manosa, que es traslocada al Aparato de Golgi donde continua
glicosildndose con carbohidratos complejos y madurando hasta llegar a una proteina de unos 80KDa.
Esta ultima es cortada por una proteina tipo-furina para formar dos subunidades, una a N-terminal, y
otra B C-terminal, que finalmente son unidas por un puente disulfuro para conformar la proteina
completamente madura, siendo esta la forma secretada (sCLU), un heterodimero de dos subunidades

ay B de 40-45KDa (Kadam et al., 2016; Rohne et al., 2016) (Figura 4.2).
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Por otro lado, a partir del mismo gen, se produce un splicing alternativo entre el exén 1 vy el 3,
eliminando el exdn 2, de manera que se produce una forma truncada de la proteina que carece de la
secuencia de traslocacién, y por tanto no se transporta al reticulo endoplasmico (Kadam y Teni, 2016).
De esta traduccidn, surge una forma prenuclear (pnCLU) afuncional o latente en el citoplasma de unos
49kDa. En situaciones de estrés celular, este precursor inmaduro se convierte en la forma madura o
clusterina nuclear (nCLU) de aproximadamente 55kDa, que se trasloca al nucleo celular donde a través
de su unidn con Ku-70 es capaz de promover la apoptosis probablemente por medio de una via

independiente de caspasa 3 (Leskov et al., 2003; Caccamo et al., 2005) (Figura 4.2.).

Contrariamente a la funcidn que parece tener la isoforma nuclear de la clusterina (nCLU) como
proteina proapoptética, las funciones de las isoformas que surgen de la via candnica son mas
complejas. Por un lado, y de forma bastante aceptada, se le atribuye la funcién chaperona que
presenta la isoforma mas madura de la proteina, la isoforma secretada (sCLU). Aunque otras teorias
sugieren que esta isoforma también podria tener una funcidn inhibidora de la proliferacién celular o
proapoptética induciendo y estabilizando la sintesis de p53, proteina que a su vez activa genes capaces

de detener el ciclo celular en G1 (Trougakos y Gonos, 2006) (Figura 4.2).

A su vez, en el proceso completo de maduracidn surgen numerosas isoformas con diferentes grados
de glicosilacidn cuyas funciones muchas veces son opuestas. Un dato muy importante para la presente
Tesis Doctoral, es que existe una isoforma parcialmente glicosilada, casi madura, o presecretada
(psCLU) de 53kDa que en determinadas situaciones de estrés celular se une a la chaperona reticular
GRP78 (Bip) para su estabilizacion y traslocacidon a la mitocondria (Li et al., 2013). Una vez en la
mitocondria, psCLU es capaz de secuestrar a Bax activada, modulando la hetero-homoligomerizacién
de esta proteina (Zhang et al., 2005) inhibiendo asi la formacién del complejo Bax-Bak; este complejo
induce la cascada de la apoptosis por permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa (MOMP)
y liberacidn de citocromo c (Vucetic et al., 2010), por lo tanto en este caso psCLU se comportaria como
una proteina anti-apoptoética (Figura 4.2.). Por otra parte, cuando psCLU estd localizada en el
citoplasma es capaz de estabilizar el complejo Ku70-Bax, inhibiendo la posibilidad de que Bax llegue a
la mitocondria (Trougakos y Gonos, 2006), y ademas podria unirse a sustancias citotoxicas presentes
en el citoplasma, colaborando en su degradacidn proteosomal (Nizard et al., 2007); todos estos
mecanismos contribuirian por tanto al perfil anti-apoptdtico de psCLU. Por otro lado, Kang vy

colaboradores (2013) describieron cdmo la acumulacién de clusterina prematura o inmadura,
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deficiente de glicosilaciones, acumulada en el reticulo endoplasmico en situaciones de estrés celular

es capaz de inducir citotoxicidad (Figura 4.2.).

Asi mismo, apoyando el papel antiapoptdtico de la clusterina, Pereira y colaboradores (2018) han
descrito recientemente que clusterina activa la via PI3K-Akt, lo que conduce a una fosforilacién de
GSK3 capaz de inhibir la fosforilacidon de Bax, fosforilaciéon necesaria para su activacion (Pereira et al.,
2018). Al inactivar a GSK3 también se inhiben sus multiples acciones como la inhibicion de la liberacion

de dopamina (Figura 4.2.).
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Figura 4.2. Isoformas y funciones de la clusterina (ver detalles en el texto).

De forma paralela a la clusterina, y al igual que en otros capitulos de esta Tesis, hemos estudiado la
expresion de fumarato hidratasa, en las mismas condiciones experimentales, como una proteina de
referencia que sufre modificaciones en su concentracién total, mitocondrial o citosélica en condiciones
de sub y sobrenutricién, tal y como han descrito previamente Lizarraga-Mollinedo et al. (2013) y Pérez-

Ortiz et al. (2016).

2. MATERIAL Y METODOS
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2.1. Células

Se utilizaron células de la linea SHSY-5Y de neuroblastoma humano (Figura 4.3.), sublinea creada
mediante 3 clonaciones de la linea celular original SK-N-SH, de biopsia de médula ésea (Biedler, Helson,
& Spengler, 1973) y depositada en la ATCC (American Type Culture Collection). Es una linea celular
diploide con altos niveles de dopamina pB-hidroxilasa, una enzima clave en la sintesis de
neurotransmisores adrenérgicos (Ross et al., 1983; Kovalevich y Langford, 2013) y fueron elegidas por
su morfologia similar a neuroblastos y fisiologia similar a las células de las dreas cerebrales relacionadas
con los procesos adictivos (Ma et al., 2015). Las células fueron cultivadas siguiendo condiciones
estandar de cultivo (37°C, en atmdsfera de 40% de humedad y 5% de CO2) en la Unidad de Cultivos

Celulares de la Universidad CEU San Pablo.

Figura 4.3. Cultivo de células SHSY-5Y (40X).

Tras la descongelacion, las células se sembraron en frascos estériles de 75 cm? en medio RPMI (R1383-
Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) suplementado con 20% de Suero Fetal Bovino (FBS- F6178-Sigma
Aldrich, St Louis, MO, USA), Glutamina 2 mM (G7513- Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) y
penicilina/estreptomicina (100 U/mL, 100 mg/mL respectivamente; Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA).
Tras 24h, se les cambidé a un medio RPMI suplementado con 10% de FBS, Glutamina 2 mM vy
penicilina/estreptomicina (100 U/mL, 100 mg/mL) y que denominaremos como medio RPMI completo

(RPMic), hasta conseguir el porcentaje de confluencia adecuado para poder realizar los
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experimentos. Se han realizado subcultivos solo hasta el pase 10, para evitar que las células

pudieran no poseer las caracteristicas adecuadas.

2.2. Condiciones de sub y sobrenutricion en cultivos celulares

Nos hemos basado en el modelo experimental in vivo realizado en animales (capitulos 2 y 3) para

disenar el modelo experimental de subnutricién y sobrenutricién in vitro.

Para la determinacién de las condiciones experimentales in vitro, realizamos un screening mediante el
Test del MTT, ensayo que permite evaluar la viabilidad celular basdndose en la actividad mitocondrial,
y como se ha descrito previamente en el capitulo 3, sabemos que la sub y sobrenutricién provocan

modificaciones en las concentraciones de las proteinas en estudio, en las fracciones celulares.

2.2.1. Ensayo de viabilidad celular: test del MTT

2.2.1.1. Fundamento de la técnica

El test del MTT se encuentra registrado en la base de datos INVITTOX (IP-17) como un test que permite
medir la actividad celular, basandose en la actividad mitocondrial. El reactivo MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio; M5655- Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) afiadido a las células
se introduce en las mismas y es reducido por las enzimas deshidrogenasas en el interior de las
mitocondrias activas, produciéndose formazan (Figura 4.4.). Este producto coloreado, se acumula en
el interior celular en forma de cristales, debido a que es incapaz de atravesar la membrana
citoplasmatica. Al solubilizar las células, el producto es liberado, y es posible su deteccion vy
cuantificacion por colorimetria. Las células cuyas mitocondrias no son activas no tienen capacidad de
reducir el colorante utilizando, asi, la capacidad de las células de reducir el MTT a formazan como
indicador de la actividad mitocondrial y, por tanto, de viabilidad celular. El resultado del método se

expresa como porcentaje de viabilidad celular respecto al control (Mosmann, 1983).
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Figura 4.4. Representacidon celular en que se muestra como el reactivo MTT, por accidon de las
deshidrogenasas mitocondriales, es convertido en formazan.

2.2.1.2. Descripcion del método

Utilizando una cdmara de Neubauer para el contaje de las células, y en placas de cultivo estériles de
96 pocillos, se sembraron 5x10° células/pocillo en un volumen final de 200 pL de medio RPMlIc por
pocillo, se esperé a que llegaran a semiconfluencia del 70% y se dispensaron 200 uL/pocillo de
diferentes tratamientos con distintas concentraciones de Suero Fetal Bovino (FBS; F6178-Sigma
Aldrich, St Louis, MO, USA) y Glucosa (G7021-Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) que se detallan mas
adelante en los apartados 2.2.2.y 2.2.3.

Al finalizar los tratamientos, se retird el contenido de los pocillos y se afiadieron 200 pL de la solucién
de trabajo de MTT (dilucion 1:10 del reactivo MTT en RPMI), volviéndose a introducir la placa en el
incubador. Alas 4 h, se retird la solucion de MTT, se afadieron a cada pocillo 100 ul de DMSO (D4540-
Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) y se agitaron las placas durante 30 seg para disolver completamente
los cristales de formazan. Se midieron las absorbancias de los pocillos en un lector de placas (VersaMayx,

Molecular Devices, San José, California, USA) a 570 nm frente a 630 nm a 37°C (Figura 4.5.).

El resultado del método se expresa como porcentaje de viabilidad celular respecto al control.
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Figura 4.5. Etapas del test del MTT para cuantificacién de la actividad mitocondrial/viabilidad celular de las

células en condiciones de sub o sobrenutricion.

2.2.2. Determinacion de la concentracién de suero fetal bovino en el medio de cultivo para el
establecimiento de los modelos de sub y sobrenutriciéon “in vitro”

En condiciones normales, que llamaremos control (C), un medio de cultivo contiene un 10% de Suero
Fetal Bovino (FBS). Para conseguir el modelo de subnutricion adecuado por modificacién de la
concentracién de FBS, realizamos en primer lugar un screening de valoracién de viabilidad celular
mediante 4 test del MTT (dieciséis repeticiones) para los que se prepararon concentraciones de 0,1%,

0,5%, 1%, 2,5%, y 5% de FBS. El resultado del screening permitié reducir los grupos de tratamientos.

Por otra parte, para conseguir el modelo de sobrenutricidn, se seleccioné un medio de cultivo con una
concentracién de un 45% de FBS en base al incremento de las calorias provenientes de la grasa que
contiene la comida high fat (HF) que se les administra a los animales en el estudio in vivo (ver material

y métodos capitulos 2).

En resumen, para valorar el efecto de las distintas condiciones experimentales en la viabilidad celular

los tratamientos y tiempos experimentales fueron los siguientes:

Tratamiento 1 (TTO 1): 24h incubacion
MEDIO CONTROL (C): 10% FBS
MEDIO DE SUBNUTRICION (U): 0,1-2,5% FBS
Tras 24 h, este medio se retird y se dispensaron 200 pL/pocillo del segundo tratamiento.

Tratamiento 2 (TTO 2): 48h incubacion
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MEDIO CONTROL (C): 10% FBS

MEDIO CONTROL NEGATIVO (C-): 0% FBS
MEDIO DE SUBNUTRICION (U): 0,1-2,5% FBS
MEDIO DE SOBRENUTRICION (OF): 45% FBS

Utilizaremos el término “realimentacion” cuando el TTO 2 tenga una concentracién de FBS superior a
la del TTO 1: (C-OF), (U-C), (U-OF).
Los tratamientos se combinaron para intentar representar in vitro las condiciones experimentales

llevadas a cabo en los estudios in vivo (Tabla 4.1.).

TTO 1 (24h) + TTO 2 (48h)

4 repeticiones
u-C u-u U-OF C C-

0,1%FBS + 10%FBS 0,1%FBS + 0,1%FBS 0,1%FBS +45 % FBS

0, 10/ 0, 0, 0 0
0,5%FBS + 10%FBS | 0,5%FBS + 0,5%FBS 0,5%FBS +45 % FBS 10% EBS + 10% FBS 0% FBS + 0% FBS

2,5%FBS + 10%FBS 2,5%FBS + 2,5%FBS 2,5%FBS + 45 % FBS

Tabla 4.1. Disefio de las placas para el Test del MTT. TTO 1 (24h incubacidn): C- (0% FBS), C (10% FBS) y U (0,1-
2,5% FBS) + TTO 2: Resaltado en negrita (48h incubacion): (0,1-45% FBS).

2.2.3. Determinacion de la concentracidn de glucosa en el medio de cultivo para el
establecimiento de los modelos de sub y sobrenutricién “in vitro”

Al igual que para el FBS, para determinar las concentraciones de glucosa que permitieran establecer
las condiciones experimentales de subnutricidn y sobrenutricion, se realizaron Test del MTT y se
utilizaron concentraciones de glucosa en base a los estudios previos de Navratilova et al. (2013) y con

los mismos tiempos experimentales que en el caso del FBS.

Tratamiento 1 (TTO 1): 24h incubacidon

MEDIO CONTROL (C): 11 mM Glucosa.
MEDIO DE SUBNUTRICION (U): 5 mM de Glucosa.

96



Tras 24h este tratamiento fue retirado, y 200 uL del tratamiento 2 (TTO 2) fueron afiadidos en cada
pocillo

Tratamiento 2 (TTO 2): 48h incubacion

MEDIO CONTROL (C): 11 mM Glucosa
MEDIO DE SUBNUTRICION (U): 5 mM Glucosa
MEDIO DE SOBRENUTRICION (OF): 16 mM Glucosa

Utilizaremos el término “realimentacién” cuando el TTO 2 tenga una concentracién de Glucosa

superior a la del TTO 1y con el siguiente esquema de placa (Tabla 4.2.).

TTO 1 (24h) + TTO 2 (48h)
4 repeticiones

U-C u-u U-OF C C-
5mM GLUCOSA + 5mM GLUCOSA + 5mM GLUCOSA 11mM GLUCOSA + OMm GLUCOSA +
11mM GLUCOSA 5mM GLUCOSA +16mM GLUCOSA 11mM GLUCOSA OmM GLUCOSA

Tabla 4.2. Disefio de las placas para Test MTT. TTO 1 (24h incubacion): C (11mM Glucosa) y U (5 mM Glucosa) +
TTO 2 (Resaltado en negrita) (48h incubacion): U (5 mM Glucosa), C (11 mM Glucosa), OF (16 mM Glucosa).

Con los resultados obtenidos de los test del MTT se establecieron las siguientes condiciones

experimentales de subnutricién y sobrenutricién (Tabla 4.3.).

MODELO EXPERIMENTAL IN VITRO | [FBS]/Medio de Cultivo | [GLUCOSA]/ Medio de Cultivo
- CONTROL (C) 10 % 11 mM
- SUBNUTRICION (U) 0,5% 5mM
- SOBRENUTRICION (OF) 45% 16 mM

Tabla 4.3. Concentraciones de sub y sobrenutricién segin concentraciones de FBS y Glucosa en el medio de

cultivo.

Tras haber seleccionado, mediante este screening de viabilidad, las concentraciones de FBS y Glucosa,

se establecieron las condiciones experimentales para los estudios de: a) determinacion de proteinas
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totales y fraccionadas, b) estudio morfoldgico, c) realizacién del estudio de la expresidén génica y d)
estado funcional de las mitocondrias. Para estos estudios, y con el fin de conseguir una mejor
correlacién con el estudio in vivo (ver capitulo 3), se establecieron 48 h de incubacién en el TTO 1y
72h de incubacidn en el TTO 2. Ademas, para estas determinaciones, se utilizaron placas de cultivo de
12 pocillos, ya que tienen una superficie mayor y permiten tiempos mas largos de incubacion sin llegar

a confluencia.

La correlacion de las condiciones experimentales de los estudios in vivo -in vitro se muestra en la Tabla

4.4.

ESTUDIO IN VIVO

GRUPOS segtin nutricion y periodo
experimental

(GESTACION-LACTANCIA + VIDA ADULTA)

ESTUDIO IN VITRO (células SHSY-5Y)

GRUPOS segun nutricion [Suero Fetal
Bovino] y periodo experimental

(TTO1 48h + TTO2 72h)

ESTUDIO IN VITRO (células SHSY-5Y)

GRUPOS segun nutricion [Glucosa] y
periodo experimental

(TTO1 48h + TTO2 72h)

SUBNUTRICION (0,5%FBS) + (0,5%FBS) (5mM GLUC) + (5mM GLUC)
(SuB) U U
CONTROL (10%FBS) + (L0%FBS) (11mM GLUC) + (11mM GLUC)

(€)

C

C

SUBNUTRICION+SOBRENUTRICION
(SUB-HF)

(0,5%FBS) + (45%FBS)
U-OF

(5mM GLUC) + (16mM GLUC)
U-OF

CONTROL+SOBRENUTRICION
(C-HF)

() + )
(10%FBS) + (45%FBS)
C-OF

(11mM GLUC) + (16mM GLUC)
C-OF

SUBNUTRICION+CONTROL
(SUB-Ad Lib)

(0,5%FBS) + (10%FBS)
u-c

(5mM GLUC) + (11mM GLUC)
u-c

Tabla 4.4. Se muestran los grupos experimentales in vivo Control (C), Subnutricion (SUB), Sobrenutricién (HF) y
sus combinaciones, y su correlacion con los grupos experimentales in vitro y las concentraciones de Suero Fetal
Bovino y Glucosa que representan las situaciones de Control (C), Subnutricién (U); y Sobrenutricion (OF) ver
capitulos 2y 3.

2.3. Condiciones in vitro y obtencion de muestras para la determinacion de concentraciéon de

biomarcadores

Tras contar el nimero total de células (cdmara de Neubauer), se sembraron 310.000 células en 4 mL

de medio de cultivo en placas Petri de 35 mm de didametro (4 replicados por tratamiento). Una vez
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alcanzada la confluencia del 70%, se retiré el medio por aspiracién y se realizaron los tratamientos.
Para el tratamiento 1 se afiadieron 4 mL del medio control C (10% FBS o 11 mM Glucosa), control
negativo C- (OmM Glucosa) o medio de subnutriciéon U (0,5% FBS o 5 mM Glucosa). Las placas fueron
incubadas durante 48 h, tras las cuales se retird el medio de tratamiento por aspiracién y se afiadieron
4 mL del medio de tratamiento 2, pudiendo ser medio control C (10%FBS o 11 mM Glucosa), Control
negativo C- (0 mM Glucosa), medio de subnutricion U (0,5% FBS o 5 mM Glucosa) o medio de
sobrenutricién OF (45% FBS o 16 mM Glucosa). Las placas se incubaron durante 72 h, tras las cuales se
recogié el sobrenadante y se afiadieron 200 ulL de buffer de lisis (sacarosa 25 mM; EDTA 0,5 mM; Tris

10 mM, pH=7,4) por placa, se despegaron las células y se recogié el lisado celular.

Los sobrenadantes y lisados celulares fueron congelados a -80°C hasta su utilizacién. Los
sobrenadantes se utilizaron para la determinacién de clusterina en su isoforma secretada(sCLU) por
medio de un ELISA tipo sandwhich comercial (kit de ELISA ERCLU- Thermo-Fischer Scientific, Frederick,

MD, USA - ver material y métodos capitulo 2).

Los lisados celulares fueron fraccionados en fraccidn citosélica y fraccién mitocondrial (isoformas
citosélica y mitocondrial-psCLU) por centrifugaciones diferenciales (Lizarraga-Mollinedo et al., 2013),
para la posterior determinacion de clusterina (CLU) intracelular y fumarato hidratasa (FH) por medio

de Western Blot.

2.4. Inmunodeteccidn y cuantificacion de proteinas especificas: Western Blot

Como se explicé en el capitulo 3, este método permite la separacion, deteccion y cuantificacidn de las
proteinas de una muestra. Estas son separadas por medio de una electroforesis a través de un gel de
acrilamida/bisacrilamida cuyos poros retienen a las proteinas desnaturalizadas y cargadas
negativamente por un tampon Laemli (10% glicerol; 2% dodecil sulfato sédico-SDS; 5% B-mercapto-
etanoly 0,01% azul de bromofenol en Tris 0,5 M, pH=6,8), y ajustadas en el mismo a una concentracién
de 1 mg/ml tras la realizacion de la técnica del Bradford. La electroforesis se realizd usando unas
cubetas para electroforesis de BioRad a un voltaje de 90V 15 min seguido de 150V hasta conseguir la
completa separacién. A continuacion, se transfirieron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa
(Trasnblot-Turbo transfer Pack, de 0,2 um de tamafio de poro, BioRad) en un equipo Transblot-Turbo

Transfer System (BioRad), utilizando el protocolo de peso molecular mixto (2,5A, 25V, 7 min). Una vez
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transferidas a la membrana, se bloquearon los poros de la misma para evitar uniones inespecificas con
una solucién de bloqueo (compuesto por leche en polvo desnatada al 5%, en PBS con Tween 20 al
0,5%) durante 30 min, a los que siguieron cinco lavados de 5 min cada uno con la solucién de lavado
(compuesto por leche en polvo desnatada al 0,1%, en PBS con Tween 20 al 0,5%). Una vez realizados,
se incubaron las membranas con los anticuerpos primarios correspondientes overnight a 4°C (anti
clusterina-NBP1-68308 1:1000, Novusbio, Littleton, CO, USA; anti-FH-NBP1-47754, 1:1000, Novus
Biologicals, Littleton, CO, USA). Una vez transcurrida esta incubacidn, se lavaron las membranas y se
incubé con los anticuerpos secundarios unidos a peroxidasa correspondientes (CLU: 1:5000 Anti-
Rabbit; FH: 1:5000 Anti-Mouse; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) durante 1 h a temperatura
ambiente con agitacion. A continuacidn, se lavaron las membranas y se revelé empleando ECL luminol
(ECL Prime Western Bloting Reagent, GE Healthcare, Amersham, UK) y el equipo ChemiDoc XRS+
(BioRad). Como control de carga se empled el anticuerpo anti-B-Actina 1:5000 (Santa Cruz

Biotechnology, Dallas, Texas, USA) de la misma manera que los previamente descritos.

2.5. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas: ELISA

Se empled la técnica de ELISA tipo Sandwich, descrita en profundidad en el capitulo 2, para la deteccion
de clusterina en el sobrenadante de las células. Para ello se empled el kit comercial EHCLU
TermoFischer Scientific (Frederick, MD, USA) siguiendo las instrucciones proporcionadas por el

fabricante.

2.6. Estudio de la morfologia celular

Para los estudios de morfologia celular, se sembraron las células SH-SY5Y en placas de cultivo de 6
pocillos (300.000 células/pocillo) y se analizaron una vez transcurrido el periodo de tratamiento
detallado en la tabla 4.4. Las células se analizaron con un microscopio éptico de campo luminoso
(Nikon Eclipse TS100) utilizando un objetivo de 10X, y se tomaron fotografias con una camara digital

acoplada al microscopio (Nikon Digital Sight).

2.7. Estudio de la expresion génica mediante PCR cuantitativa

2.7.1. Extraccion del ARN
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Para los estudios de expresidon génica de clusterina y fumarato hidratasa, las células SH-SY5Y se
sembraron en placas de cultivo de 35 mm (300.000 células/placa). Después del periodo de incubacién
con los tratamientos anteriormente descritos en la Tabla 4.4., las células se lavaron con tampdn PBS
1Xy se procedio a la extraccion del ARN usando Trizol. Se afiadieron 500 pL de Trizol a cada placay las
células fueron resuspendidas por pipeteo. El contenido de cada placa se transfirid a un eppendorf
estéril (ADNasas- y ARNasas-free) y se afiadié a cada uno una quinta parte del volumen de trizol de
cloroformo frio (100 pl). Los eppendorfs se incubaron a temperatura ambiente durante 15 min. A
continuacién, se centrifugaron a 12000 rpm a 4°C durante 15 min, obteniéndose 3 fases. La fase
superior, fase acuosa, fue transferida a nuevos eppendorfs y las otras dos fueron eliminadas. Para
eliminar las sales quelantes y precipitar el ARN, se anadieron 250 uL de isopropanol frio y se incubd 10
min a temperatura ambiente. Seguidamente, las muestras se centrifugaron a 12000 rpm a 4°C 10 min,
y el sobrenadante resultante se elimind. Volvié a realizarse el mismo proceso afiadiendo otros 250uL
de isopropanol y centrifugando los eppendorfs a 12000 rpm a 4°C durante 2 min. De nuevo se eliminé
el sobrenadante y el pellet se lavé aifiadiendo 250 uL de EtOH al 70% frio y se centrifugd a 12000 rpm
a 4°C 10 min. El sobrenadante se elimind y el pellet se dejé secar a temperatura ambiente un maximo
de 30 min. Una vez transcurridos, se resuspendié el pellet en 30uL de agua estéril libre de nucleasas.
La cantidad de ARN de cada muestra se cuantificé con un espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo
Schientific) a 260 nm, usando agua estéril libre de nucleasas como blanco. La pureza del ARN se

controlé mediante la relacién de absorbancia a 260/280 y 260/230 nm.

2.7.2. Retrotranscripcion

La retrotranscripcidn del ARN se realizé utilizando el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher®), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron 500-750 ng de ARN para
llevar a cabo la reaccidn de retrotranscripciéon, usando la mezcla de reactivos descrita en la Tabla 4.5.
El protocolo para la sintesis de ADNc usando la retrotranscriptasa MultiScribe™ del mencionado kit
fue el siguiente: desnaturalizaciéon del primer (25°C, 10 min), sintesis del ADNc (37°C, 120 min),

inhibicidn de la retrotranscriptasas (85°C, 5 min), fin de la reaccidn (4°C, ==).
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Componente Volumen
10x RT Buffer 2,0 uL
25x dNTP Mix (100 mM) 0,8 pL
10x RT Primers 2,0 uL
Retrotranscriptasa MultiScribe™ 1,0 L
H,Od libre de nucleasas 4,2 uL
Total por reaccion 10 uL

Tabla 4.5. Master mix para la retrotranscripcion.

2.7.3. Amplificacion y cuantificacion génica

Para llevar a cabo la amplificacidn y posterior cuantificacién de la expresién génica de clusterina y
fumarato hidratasa, utilizando B-actina como gen de referencia endégeno, se disefiaron las siguientes

sondas:

CLU2 for: 5’-GAT CTT GTC TGT GGA CTG TTC C -3’

CLU2 rev: 5’-GGA CTT TAG CAG CTC GTT GTAT-3’

FH1 for: 5’-CAAG CCA GAG CTC AAATGATACT-3’

FH1 rev: 5'-CAT GTA ACT TCT GTA GTC CTG GTA A-3’
B-Actina for; 5'-GAC AGG ATG CAG AAG GAG ATT ACT G-3’
B-Actina rev: 5’-CTC AGG AGG AGC AAT GAT CTT GAT-3’

Para optimizar esta fase, se utilizaron diferentes concentraciones de cada primer (5 uM y 10 uM), junto
con una curva estandar de ADNc a distintas concentraciones: 5 ng/uL; 2,5 ng/uL; 1,25 ng/uL; 0,625
ng/uL; 0,312 ng/uL; 0 ng/uL. Finalmente, se seleccioné como concentracidn éptima de los primers 5

KM en todos los casos.

Para llevar a cabo la qPCR (proceso de amplificacién y deteccidon del cDNA) se empled la enzima
SsoAdvanced ™ Universal SYBR® Green Supermix (BioRad, USA). Se cargaron por triplicado 2ng de
ADNCc, 9 plL de agua destilada estéril libre de nucleasas, 10 uL de enzima SYBR green, y 1 uL de primer
mix (forward y reverse, 5 UM). A su vez se cargd como control negativo una muestra procedente de la
retrotranscripcidn en la que no se habia cargado enzima retrotranscriptasa, y como blanco Unicamente
agua destilada estéril libre de nucleasas. El protocolo utilizado fue el siguiente: desnaturalizacién y
activacion de la polimerasa (30 seg a 95°C), seguido de 35 a 40 ciclos alineamiento (5-15 seg a 95°C-

98°C) y extension (15 a 30 seg a 60°C).
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Para la cuantificacién relativa de la expresion génica se utilizé el método Ct (Livak y Schmittgen, 2001),
en que se emplea el ARNm de la B-actina y el ARN ribosomal 18s como control invariable o referencia
enddégena. El valor Ct es el ciclo umbral que indica el ciclo al que la mayoria del material amplificado
llega a una cantidad de moléculas umbral fijada, calculada y dividida por la reaccién enddgena

mencionada.

2.8. Estudio de la funcionalidad mitocondrial: Mitotracker

El ensayo del mitotracker permite evaluar la funcionalidad de las mitocondrias, analizando la cadena
de transporte de electrones. Se basa en la cuantificacién de la fluorescencia derivada de la conversién
del compuesto JC-1 excitado y reducido. El fluorocromo JC-1 tiene una carga positiva dispersada por
toda su estructura, y fluorece de color verde. Por su solubilidad lipéfila es capaz de penetrar a través
de la membrana de las células vivas. Cuando penetra dentro de las mitocondrias cargadas
negativamente, se acumula, reduce y fluorece rojo por excitacion que la molécula sufre. Asi, se
produce un viraje de color verde a rojo, de manera que a mayor coloracion roja, mayor actividad y

funcionalidad mitocondrial (Debure et al., 2003).

Para llevar a cabo los estudios de funcionalidad mitocondrial, las células fueron sembradas en placas

de 35 mm, de igual manera que para la realizacién de los ensayos del MTT y de andlisis de imagen.

Para realizar el ensayo de mitotracker se utilizé el kit MitoPT® JC-1 assay kit (InmunoChemistry
Technologies, Bloomington, MN, U.S.A.). Tras el periodo de incubacidn con los tratamientos
correspondientes, las células se transfirieron a eppendorfs y se centrifugaron a <300 g 5 min. El
sobrenadante se elimind y se afiadieron 0,5 mL de la solucidn de JC-1 previamente diluida siguiendo
las instrucciones del fabricante y se resuspendid el pellet. Las células se incubaron con esta solucién
durante 10-15 min a 37°C protegidas de la luz, tras los cuales se centrifugaron a <300g 5 min y se
elimind el sobrenadante. Se lavaron usando el tampdn del kit para eliminar el exceso de solucién de
trabajo y se volvieron a centrifugar 5 min a <300 g. Se aiiadieron 0,5 mL de tampdn proporcionado por
el kit conteniendo un 0,5% de BSA, y se resuspendié el pellet. Se dispusieron 50-100 pL de la solucién

en un portaobjetos y se observé empleando un microscopio de fluorescencia (Leica) a 490nm y 570nm.
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Ademas, 100 pL de la suspensién de las células fueron afiadidos a unas placas de cultivos de 96 pocillos,
empleando 7 repeticiones. Se leyd la placa usando un lector de placas Varioskan Flash (Thermo
Scientific) a 488-490 nm como longitud de onda de excitacién y a 590-600 nm como longitud de onda

de emision, asi como a la inversa.

Se emplearon un control positivo y un control negativo en ambos ensayos, tanto el de microscopia
como el de cuantificacion de la excitabilidad y potencial de membrana. El control positivo se realizé
induciendo una despolarizacién en las mitocondrias, reduciendo el potencial de membrana,
incubandolas 75 min con el compuesto CCCP ([(3-clorofenil)hidrazono]malonitrilo) suministrado por el
kit. El control negativo consistié en mitocondrias no expuestas a las condiciones experimentales y a las

gue se les afiadio DMSO.

2.9. Analisis estadistico

En el conjunto de los experimentos, se obtuvo la media y el error estandar de los datos de cada
columna de resultados y se expresd como porcentaje con respecto a la media de la columna control

(100%), lo que permitid tratarlos conjuntamente.

El analisis estadistico de todas las determinaciones se realiz6 mediante ANOVA de 1 via seguido del
test de Bonferroni para comparaciones multiples usando el programa estadistico GraphPad Prism 7.

En todos los casos se consideraron significativas las diferencias cuando p<0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Establecimiento del modelo de sub y sobrenutricion seglin concentracion de FBS en el

medio de cultivo

Debido a la novedad de este modelo, y con el fin de determinar las concentraciones éptimas para la
realizacion de la sub-sobrenutricion in vitro en base a la concentracién de Suero Fetal Bovino (FBS) en

el medio de cultivo, se realizé un primer test de MTT a modo de screening en el que, como se describe

104



en el apartado de material y métodos de este capitulo, se probaron diferentes concentraciones de FBS

teniendo como referencia la del 10% como control (C).

Hemos comprobado (Figura 4.6.) como al incubar las células con medio de cultivo sin FBS (C-) se
produce una drdstica disminucién de la actividad mitocondrial y por tanto de la viabilidad celular. Esta
disminucién, estadisticamente significativa, respecto al control (C), también se observa cuando las
células sufren subnutricién continua, TTO1 (24h) + TTO2 (48h) y con las concentraciones (0,5% + 0,5%
y 0,1% + 0,1%), es decir solo cuando la concentracién de FBS del medio de cultivo era igual o menor al

0,5%, por lo que se descartaron concentraciones superiores para establecer el modelo de subnutricidn.

Por otra parte, los tratamientos posteriores en los que las células sometidas a subnutricidon de 0,1% y
0,5% de FBS se realimentaron, es decir cuando la concentracién de FBS del tratamiento 2 era superior
a la del tratamiento 1, (0,1% + C; 0,1% + 45%; 0,5% + C; 0,5% + 45%) revirtieron esta disminucion de la
viabilidad celular, por lo que se podria deducir que en este modelo, el efecto de una subnutricidn de
24h puede ser revertida si hay una realimentacidon posterior, y que posiblemente seria necesaria una

subnutricion previa, mas prolongada para producir finalmente un descenso de la viabilidad celular.
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Figura 4.6. Efecto de la sub o sobrenutridas con FBS en la viabilidad celular. *p<0,05 vs C; +p<0,05 vs U (0,5% +
0,5%; 0,1% + 0,1%); # p<0,05 vs C-.

A partir de los resultados de este screening se decidié seleccionar la concentracién de 0,5% FBS como
modelo de subnutricién (U), y de 45% FBS como modelo de sobrenutricidn (OF), para la realizacion de

los estudios posteriores.
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3.1.1. Estudio de la morfologia celular

Como se ha descrito con anterioridad, la clusterina es una proteina implicada en numerosas funciones
celulares, entre las cuales se incluyen el control de la supervivencia y muerte celular y la interaccion
célula-célula. Modificaciones de esta proteina podrian implicar alteraciones de estas funciones, y por
tanto cambios en el crecimiento y en la morfologia celular, y por ello se llevd a cabo un estudio
morfoldgico mediante microscopia dptica de la linea celular SH-SY5Y en respuesta a la modificacidn de
la concentracién del FBS en el medio de cultivo. Las células fueron analizadas tras los TTO1 (48h) y
TTO2 (72h) con concentraciones control (C) (10% FBS), subnutricién (U) (0,5% FBS) y sobrenutricion
(OF) (45% FBS). En todas las condiciones estudiadas, se observé que las células SH-SY5Y mantenian su
morfologia neuronal y su condicidn de células adherentes. En aquellas circunstancias en las que se
disminuyd hasta el 0,5% el porcentaje de FBS del medio de cultivo de forma continua (TTO1 + TTO2),
es destacable sefalar que las células mostraron una mayor diferenciacion celular, caracterizada por
prolongaciones celulares mas largas y finas, similares a neuritas (Figura 4.7.-B), apreciandose una
disminucién de tamafio celular. En aquellas condiciones en las que las células fueron realimentadas
con medio de cultivo enriquecido con un 45% de FBS se observd una aparente mayor densidad celular

(Figura 4.7.-Cy D).

Figura 4.7. Células SH-SY5Y tras incubacidn con concentraciones variables de FBS: TTO1 (48h) + TTO2 (72h): A)
C (10% + 10%); B) U (0,5% + 0,5%); C) C-OF (10% + 45% ); D) U-OF (0,5% + 45%); E) U-C (0,5% + 10%). (10X)

3.1.2. Determinacion de biomarcadores
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3.1.2.1.Clusterina

En cuanto a la concentracidn intracelular total de clusterina, determinada por medio de Western Blot,
se comprobd que no habia diferencias significativas entre tratamientos en la expresién de esta
proteina en el cultivo celular. Sin embargo, al fraccionar las células se observd un aumento de la
clusterina citosélica en el grupo experimental de las células subnutridas (U) frente al control (C),
acompafiado de una disminucién de la clusterina mitocondrial en este mismo grupo, lo cual apunta a

una traslocacién intracelular de la proteina.

En el resto de los grupos experimentales, no se observaron diferencias significativas frente al control

(C) en ninguna de las dos fracciones.

Por otra parte, se observa una disminucién significativa en la clusterina en la fraccién citosélica en el
grupo U-C frente al grupo de células subnutridas (U) lo que no sucede en la fraccion mitocondrial.
Respecto al grupo U-OF la clusterina de la fraccién mitocondrial se encuentra aumentada en el limite
de la significacién (p=0,054) con respecto al grupo U, mientras que en la fraccidén citosélica se

encuentra disminuida rozando también la significacion (p=0,055) (Figura 4.8.).
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Figura 4.8. Concentracion de clusterina total y en las fracciones citosélica y mitocondrial de las células sub o
sobrenutridas con FBS. Las barras representan el % de contenido de clusterina con respecto al control. *p<0,05
vs C, +p<0,05 vs U.

En cuanto a la concentracion extracelular de clusterina, medida en el sobrenadante del medio de
cultivo mediante la técnica ELISA, se observd un aumento estadisticamente significativo en el grupo
de las células subnutridas (U) frente al control (C) y a los grupos en los que las células fueron

realimentadas tras una subnutricion (U-C y U-OF) (Figura 4.9.).
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Figura 4.9. Concentracion de clusterina en el sobrenadante de las células sub o sobrenutridas con FBS. Las barras

representan la concentracion de clusterina en pg/ml por mg de proteina total. *p<0,05 vs C; +p<0,05 vs U.

3.1.2.2. Modificaciones en la expresion génica de clusterina

La expresién del gen de la clusterina tiende a estar disminuida en las células subnutridas de forma
continuada (U), y no parece modificarse al realimentar estas células con un medio control (U-C).
Contrariamente, al realimentar las células subnutridas con un medio de sobrenutricion (U-OF), se
produce un aumento significativo de la expresién génica frente al grupo subnutrido (U) y frente al

grupo realimentado con medio control (U-C) (Figura 4.10.).
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Figura 4.10. Expresidn génica de clusterina. Se representa la expresion génica corregida por la expresion del gen

de la B-actina. +p<0,05 vs U; &p<0,05 vs U-OF

3.1.2.3. Fumarato hidratasa

La concentracién mitocondrial de fumarato hidratasa (FH), no mostrd variaciones en los grupos
experimentales respecto al grupo control, mientras que la concentracion citosdlica de FH disminuyd
de forma significativa tras el tratamiento de sobrealimentacion (OF) tanto en el caso de haber sido
tratadas previamente con una dieta control (C-OF) como con una dieta de subnutricidon (U-OF) (Figura

4.11.).
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Figura 4.11. Concentracién de fumarato hidratasa en las fracciones citosélica y mitocondrial de las células sub o

sobrenutridas con FBS. Las barras representan el % de contenido de FH con respecto al control. *p<0,05 vs C.
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3.1.2.4. Modificaciones en la expresion génica de fumarato hidratasa

No se observa ninguna modificacién en la expresidn génica del fumarato hidratasa al sub o sobrenutrir

las células con FBS (Figura 4.12.).
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Figura 4.12. Expresidn génica de fumarato hidratasa. Se representa la expresidn génica corregida por la expresion

del gen de la B-actina.

A la vista de los presentes resultados, en que se produce una traslocacion de la clusterina desde la
fraccién mitocondrial hacia el citosol al subnutrir las células (U), y una traslocacion opuesta de la
proteina al realimentar las células con una sobrenutricion (C-OF y U-OF), asi como una tendencia a la
disminucién de la de la concentracion de fumarato hidratasa en la fraccion citosélica en estos dos
ultimos grupos, realizamos el ensayo del MTT a los mismos tiempos (TTO1: 48h y TTO2: 72h) en los
gue se observaban estas modificaciones en el contenido de estas proteinas, para comprobar si se

producian variaciones en la viabilidad celular.

3.1.3. Repercusion de las modificaciones en FH y CLU en la viabilidad celular

Se observa como las traslocaciones de las proteinas mencionadas anteriormente, se reflejan en una
disminucién significativa de la viabilidad celular (basdandonos en la actividad mitocondrial) en el grupo
de las células subnutridas continuadamente (U). El haber sufrido una subnutricidn causa una diferencia

significativa frente a su grupo control en las células realimentadas con dieta de sobrenutricién,

111



produciéndose una disminucidn significativa en la viabilidad celular en las células del grupo U-OF frente
a las del C-OF. Esta sobrenutricidn no produce diferencias significativas en la actividad mitocondrial de

las células C-OF y las del grupo control (C) (Figura 4.13.).
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Figura 4.13. Viabilidad celular de las células tratadas con sub o sobrenutricion con FBS. Se representan los

resultados como % del control. *p<0,05 vs C; +p<0,05 vs U; #p<0,05 vs C-OF.

3.1.4. Estudio de la funcionalidad mitocondrial: Mitotracker

Los resultados revelados por el test del MTT sobre la actividad mitocondrial podrian deberse a una
disminucién de su funcidn o a una disminucién del nimero de mitocondrias, de manera que realizamos
el test el mitotracker para evaluar la funcionalidad de las mitocondrias a través de la medicion del

potencial de membrana de las mismas (Figura 4.14.).
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Figura 4.14. Imagen microscopia de fluorescencia de las células SHSY-5Y sub-sobrenutridas con FBS. Tincion de
las mitocondrias con Mitotracker. A: A=527 nm, mitocondrias totales; B: A=590 nm, mitocondrias funcionales;

C: fusion de ambas.

Mediante el analisis cuantitativo, comprobamos como la alteraciéon de la nutricion modificando la
concentracién de FBS en el medio de cultivo, produce una disminucién significativa de la funcionalidad
mitocondrial, tanto si se trata de una subnutricion continuada (U), como si posteriormente se las
realimenta con una dieta control (U-C) o de sobrenutricion (U-OF). Esta disminucion de la actividad

mitocondrial frente al grupo control también se observa en el grupo experimental C-OF (Figura 4.15.).
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Figura 4.15. Funcionalidad mitocondrial en las células sub y sobrenutridas con FBS. Determinacidén realizada a
través del test del Mitotracker. Se representa la funcionalidad mitocondrial expresada como % del control.

*p<0,05 vs C.

3.2. Resultados del modelo de sub y sobrenutricidn segiin concentracion de glucosa en el medio

de cultivo

Se observa cémo Unicamente el tratamiento con 0 mM de Glucosa (C-) produce una disminucion

estadisticamente significativa de la viabilidad celular (Figura 4.16.).
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Figura 4.16. Efecto de la sub o sobrenutridas con Glucosa en la viabilidad celular. ~p<0,05 vs todos los grupos.
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3.2.1. Estudio de la morfologia celular

Por otra parte, el estudio de la morfologia celular en la linea SH-SY5Y después de los tratamientos con
distintas concentraciones de glucosa en el medio de cultivo, demuestra una aparente disminucion de
la densidad celular en aquellas circunstancias en las que se incrementd la concentracion de glucosa
(16 mM) en el medio de cultivo (Figura 4.17.-Cy D). Sin embargo, la reduccion del contenido de glucosa
en el medio de cultivo hasta 5mM no produjo diferencias observables en cuanto a la densidad celular,

con respecto al grupo control (Figura 4.17.- Ay B).

Figura 4.17. Imagenes representativas de Células SH-SY5Y tras incubacidon en concentraciones variables de
Glucosa: TTO1 (48h) + TTO2 (72h): A) C (11 mM+11 mM); B) U (5 mM +5 mM); C) C-OF (11 mM + 16 mM); D) U-
OF (5 mM + 16 mM); E) U-C (5 mM + 11 mM). (10X)

3.2.2. Resultados sobre la determinacion de biomarcadores

3.2.2.1.Clusterina

Se observa como la concentracidn de clusterina en el interior celular total no se ve alterado por las
condiciones de sub-sobrenutricion con glucosa, mientras que, al fraccionar las células, observamos
como en ambas fracciones, mitocondrial y citosdlica, se produce un incremento estadisticamente
significativo en las células subnutridas de forma permanente (U). Este incremento es revertido en
ambas fracciones al realimentar a las células con cualquiera de los dos tratamientos (U-OF o U-C)

(Figura 4.18.).
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Figura 4.18. Concentracion de clusterina total y en las fracciones citosélica y mitocondrial de las células sub o

sobrenutridas con glucosa. Las barras representan el % de contenido de clusterina con respecto al control.

*p<0,05 vs C; +p<0,05 vs U.

En cuanto a la clusterina extracelular, se observa cémo la subnutricién continuada (U) produce una
disminucién de la concentracidn de la isoforma secretada, mientras que una realimentacion ya sea con
dieta control o de subrenutricién (U-OF o U-C) produce un aumento estadisticamente significativo no
solo frente a las células subnutridas de forma continuada sino también frente al control. La
realimentacion con medio de sobrenutricion de las células control (C-OF) no parece modificar la

secrecion de clusterina al sobrenadante (Figura 4.19.).
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Figura 4.19. Concentracion de clusterina en el sobrenadante de las células sub o sobrenutridas con Glucosa. Las
barras representan la concentracién de clusterina en pg/ml por mg de proteina total. *p<0,05 vs C; +p<0,05 vs

u.

3.2.2.2. Modificaciones en la expresion génica de clusterina

Al estudiar la expresién génica de clusterina bajo las condiciones experimentales de sub y
sobrenutricién con Glucosa, se produce una tendencia al aumento de la expresidon en las células
subnutridas de forma continuada (U) que parece revertirse al realimentar a dichas células con

cualquiera de los medios (U-OF o U-C).
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Figura 4.20. Expresién génica de clusterina tras el tratamiento de sub-sobrenutriciéon con glucosa. Se representa

la expresidn génica corregida por la expresion del gen de la B-actina.
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3.2.2.3.Fumarato hidratasa

La concentraciéon de fumarato hidratasa (FH) mitocondrial no se ve modificada por ninguno de los

tratamientos en ninguna de las dos fracciones celulares.
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Figura 4.21. Concentracion de fumarato hidratasa en las fracciones citosélica y mitocondrial de las células sub o

sobrenutridas con Glucosa. Las barras representan el % de contenido de FH con respecto al control.

3.2.2.4. Modificaciones en la expresion génica de Fumarato Hidratasa

El tratamiento de las células con una sub-sobrenutricidn de glucosa no produce diferencias

significativas en la expresion génica de FH en ninguno de los tratamientos (Figura 4.22.).
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Figura 4.22. Expresion génica de fumarato hidratasa tras la sub-sobrenutricién con glucosa. Se representa la

expresion génica corregida por la expresion del gen de la B-actina.

3.2.3. Ensayo de la viabilidad celular

Como ocurria con el tratamiento de sub y sobrenutricién con FBS, para averiguar la relevancia de las
variaciones en la expresidn proteica, de CLU y FH, en la viabilidad celular se realizé el test del MTT a
los mismos tiempos a los que se efectud la determinacidn proteica y génica. Como se observa en la
Figura 4.23., la subnutriciéon continuada (U) produce una disminucion de la viabilidad celular con
respecto al grupo control (C). De igual forma, la subnutricién causa una disminucién significativa en la
viabilidad celular en las células posteriormente sobrealimentadas (U-OF) con respecto a las que fueron

previamente tratadas con medio control (C-OF).
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Figura 4.23. Efecto de la sub o sobrenutridas con Glucosa en la viabilidad celular. *p<0,05 vs C; #p<0,05 vs C-
OF.

3.2.4. Estudio de la funcionalidad mitocondrial: Mitotracker

El test del mitotracker evall, como se ha mencionado previamente, la funcionalidad de las
mitocondrias a través de la medicién de su poder de reduccién a través de la cadena de transporte de

electrones.

En la figura 4.24. podemos observar una imagen representativa de las células empleando el

microscopio de fluorescencia y el test del mitotracker.
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Figura 4.24. Imagen microscopia de fluorescencia de las células SHSY-5Y sub-sobrenutridas con Glucosa. Tincidn
de las mitocondrias con MitoTracker. A: A=527 nm, mitocondrias totales; B: A=590 nm, mitocondrias

funcionales; C: fusidon de ambas.

Asi pues, observamos como ninguno de los tratamientos altera la funcionalidad mitocondrial de las
células, a excepcion del tratamiento de subnutricién seguido de una realimentacidn sobrenutricional
(U-OF) en el que las mitocondrias son significativamente mas funcionales, presentando un mayor

potencial reductor y de membrana.
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Figura 4.25. Funcionalidad mitocondrial en las células sub y sobrenutridas con glucosa. Estudio realizado con el
test del mitotracker. Se representa la funcionalidad mitocondrial expresada como % del control. *p<0,05 vs C;
+p<0,05 vs U.
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4. DISCUSION

El estudio morfoldgico de las células, revela cdmo la subnutriciéon con Suero Fetal Bovino (FBS) causa
diferenciacién celular, lo que concuerda con los hallazgos descritos por Martins Lopes y colaboradores
y Cheung y colaboradores en los que observaban, al tratar las células con un medio con menor
concentraciéon de FBS y suplementado con acido retinoico, una mayor diferenciacién neuronal
caracterizada, como en nuestro estudio, por un crecimiento y adelgazamiento de las neuritas, (Martins
Lopes et al., 2010; Cheung et al., 2008). También de forma concordante con la bibliografia, nuestros
resultados revelan que la sobrenutricién con FBS, causa un aparente aumento de la densidad celular
(Cuétara-Bernal et al., 2012). Contrariamente, la subnutricién con Glucosa no parecié afectar a las
células ni en su densidad, ni en su diferenciacion, posiblemente por la habilidad que pueden desarrollar
las mismas de reducir su consumo de Glucosa para adaptarse a tal carencia (Boyle et al., 1994; Fukuiy
Imagawa, 2014). Por otra parte, y al contrario que al aumentar la concentracion de FBS, la
sobrenutricion con glucosa parecié disminuir la densidad celular. De esta manera podemos decir que,
en nuestro estudio morfoldgico, la subnutricidn con FBS es la Unica condicidn experimental que
modifica la morfologia celular, mientras que el resto de las condiciones, parecen afectar a la
proliferacién de las mismas, fendbmeno que en todo caso siempre hay que contrastar mediante
estudios cuantitativos y funcionales como son los que hemos realizado utilizando el test del MTT y del

Mitrotracker.

En cuanto a las variaciones de la expresion de las proteinas en estudio, en el caso de la las clusterina,
ninguno de los tratamientos de sub y sobrenutricién con FBS o Glucosa, provocan cambios en la
expresion intracelular total de la proteina, lo cual puede explicarse por las traslocaciones que se

producen de esta proteina entre las distintas fracciones celulares.

Podemos observar como la subnutricion mantenida con Glucosa causa un aumento significativo en la
fraccion citosdlica y la mitocondrial de la clusterina presecretada (psCLU), mientras que se produce
una disminucién de la clusterina secretada (sCLU), lo cual podria deberse a la capacidad que las
neuronas presentan de internalizar la clusterina del medio extracelular en situaciones de estrés celular
comprobado in vivo (Han et al., 2001). Esta alteracidn en la concentracion proteica también podria ser
debida a la reduccion que Grp78 sobreexpresado causa en la cantidad de clusterina secretada (sCLU),
aumentando la psCLU y traslocandola a la mitocondria ante situaciones de estrés celular, como es la

subnutricion (Li et al., 2013). La clusterina traslocada a la mitocondria tendria una funcién anti-
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apoptotica ya que impediria la oligomerizacién de Bax-Bak, que de producirse formaria poros en la
membrana externa mitocondrial liberdndose el citocromo ¢ que una vez en el citosol se uniria a Asf
para formar el apoptosoma que causaria la activacién de caspasa 9, que activaria la caspasa 3
produciendo apoptosis (Zhang et al., 2005; Vucetic et al., 2010). A su vez, en el citoplasma, la psCLU
se encontraria estabilizando al complejo Ku70-Bax, actuando nuevamente de forma anti-apoptdtica

(Trougakos et al., 2009).

El aumento que hemos observado de clusterina en las fracciones mitocondrial y citosdlica, son muy
similares a lo observado en el capitulo 3, en el que describimos como la subnutricién mantenida en
ratas causa un aumento significativo de la clusterina en la fraccion mitocondrial, asi como una
tendencia al aumento en la fraccion citosdlica, en el nicleo accumbens (NAc), siendo las células de la
linea SHSY-5Y muy similares a las neuronas de esta area cerebral. Estas alteraciones en la
concentracién proteica podrian ser interpretadas como un mecanismo de citoproteccion de las células
ante situaciones adversas, como es la subnutricién, ya que al realimentar a las células con un
tratamiento control, de igual forma que ocurria en los animales al realimentarlos con una dieta
estandar, este incremento revierte, es decir, al cesar el estrés, la concentraciéon de la proteina retorna

a la normalidad.

Cabe la posibilidad de que, al cesar la carencia de glucosa en el medio, la clusterina que parecia
necesaria en el interior celular para garantizar la supervivencia ante la subnutricidn, sea secretada para

evitar la acumulacién excesiva de la misma que podria producir citotoxicidad (Kang et al 2013).

A su vez, no se observa ninguna diferencia en la clusterina secretada de las células sobrenutridas,
resultado concordante con lo observado en los capitulos 1y 2 de la presente Tesis Doctoral, en que la
concentracién de clusterina plasmatica de los pacientes obesos mdrbidos y de los ratones alimentados

con dieta rica en grasa no mostraba diferencias frente al control.

Contrariamente a lo que describieron Navratilova y colaboradores (2013) y Halls y colaboradores
(2016), nosotros observamos una disminucién de la viabilidad celular en las células subnutridas (U) en
el test del MTT, pero que no se ve reflejado en una disminucidn de la actividad mitocondrial de acuerdo

con los resultados del test del Mitotracker, lo cual contradice los hallazgos de Debure y colaboradores
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(2013). Teniendo en cuenta que en nuestras células subnutridas (U) se produce un aumento de
clusterina en la fraccién mitocondrial, podriamos decir que la acumulacidn de clusterina causaria una
disminucién del potencial de membrana de las mitocondrias, lo cual seria posible por la presencia de

clusterina en tal orgdnulo secuestrando a Bax.

Por otro lado, una sobrenutricién con glucosa no parece modificar las concentraciones de clusterina
en las fracciones celulares ni de la proteina secretada. La viabilidad celular disminuye cuando se lleva
a cabo la sobrenutricidn tras una subnutricién previa (U-OF), observandose una disminucién de la
viabilidad en el test del MTT y un aumento de la actividad mitocondrial en el Mitotracker. Esto podria
explicarse porque, aunque el aumento de la concentracién de glucosa en el medio conlleva una
disminucién de la viabilidad celular, las neuronas que se mantienen vivas no necesitan continuar con
los cambios adaptativos (Boyle et al., 1994; Fukui y Imagawa, 2014) e incrementan su actividad
mitocondrial, dado que disponen de suficiente nutriente para ello. Por otra parte, serian necesarios

mas ensayos de Mitotracker para confirmar esta hipétesis.

En lo que respecta a la sub y sobrenutricion con FBS, la disminucion del suero en el medio o
subnutricion (U), causa una disminucidn de la clusterina en la fraccion mitocondrial, mientras que se
produce un aumento de la misma tanto en la fraccion citosélica como en la proteina secretada al
medio. Esto concuerda con los hallazgos de Petropoulou y colaboradores, que mantienen que las
células senescentes incrementan la clusterina secretada al medio (sCLU) que podria ser endocitada por
las células supervivientes vecinas (Petropoulou et al.,, 2001). Ademas, como mantienen, el estrés
oxidativo causado por H,0, también causaria un aumento significativo de la acumulacién citosélica de
clusterina. Las neuronas subnutridas durante todo el experimento (U), podrian estar experimentando
procesos tanto de senescencia como de estrés celular por la ausencia del FBS, lo cual estaria reflejado
en la disminucién de la viabilidad celular observada en el test del MTT en tales células. Estas
modificaciones de las concentraciones de clusterina podrian suponer un intento de las mismas de
controlar las proteinas con plegamientos aberrantes a causa del estrés oxidativo, asi como de

establecer un sistema de control y limpieza de restos celulares (Petropoulou et al., 2001).

Estos cambios producidos por una subnutricidn en la expresién de clusterina son cambios reversibles,
es decir, que es necesario que la subnutricién se mantenga para que las alteraciones proteicas lo

hagan, puesto que al realimentar con cualquiera de las dietas estas alteraciones revierten al nivel del
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control, de igual forma que sucede con los cambios observados en cuanto a la expresion proteica de

esta proteina, en el ndcleo accumbens, de las ratas realimentadas en el capitulo 3.

En lo que a la expresion génica se refiere, al haberse cuantificado tal expresién a los mismos tiempos
que la determinacion de las proteinas, no es posible establecer que los cambios inducidos por la sub o
sobrenutricion en la expresion del material genético conlleve la modificacién proteica observada. Para
poder establecer tal relacidn seria necesario realizar la determinaciéon proteica a un tiempo posterior.
En cualquier caso, nuestras determinaciones indican que la expresién génica de la clusterina no
presenta diferencias estadisticamente significativas cuando se modifican la glucosa del medio de
cultivo, aunque si que se puede observar una tendencia a producirse un aumento en el grupo

subnutrido (U) que revierte al realimentar con dieta control o de sobrenutricién (U-C o U-OF).

En cuanto a la expresidon génica de clusterina en el modelo de sub y sobrenutricién con FBS, es
necesario aclarar que existe controversia en cuanto a los efectos que los factores de crecimiento
presentes en el suero fetal bovino pueden ocasionar en tal expresion. Por un lado hay autores que
mantienen que el factor transformador de crecimiento beta (TGF-B) es capaz de reprimir la expresion
del gen de la clusterina (Trougakos y Gonos, 2006), lo cual es contradictorio con nuestros hallazgos en
que en las células subnutridas con FBS (U) se produce una tendencia a la disminucién de la expresidn
génica, aunque no llega a ser significativa, mientras que cuando se sobrenutre, sobre todo tras una
subnutricion (U-OF), se produce un aumento significativo de la expresion génica, apuntando a que los
factores de crecimiento estarian potenciando la expresidn de este gen, lo cual estaria apoyado por los
hallazgos de Laping y colaboradores, que describen como en situaciones de lesidon cerebral o
Alzheimer, este factor induciria la expresidn de proteinas de soporte como la tubulina y citoprotectoras
como la clusterina en un intento de reorganizar el tejido insultado para su supervivencia (Laping et al.

1994).

La expresion proteica y génica de fumarato hidratasa no se ve modificada por la sub y sobrenutricidn
con glucosa, lo cual podria deberse a las adaptaciones que las células sufren al encontrarse en un

medio carente de glucosa (Boyle et al., 1994; Fukui y Imagawa, 2014).
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Por otro lado, la subnutricién con FBS no modifica la expresion génica de FH, pero si que altera la
expresidon de la proteina, Unicamente en la fraccidn citosdlica, donde causa una disminucion de la
misma cuando se sobrenutre a las células independientemente del tratamiento previo. Estos
resultados concuerdan con lo descrito en el Capitulo 2 en que los animales alimentados con una dieta
rica en grasa presentan un marcaje y un numero de células positivas para FH menor que las células
control. Esto podria achacarse a una posible hipoactivacion que la dieta rica en grasa o sobrenutricion

podria causar en las neuronas.

Asi pues, se podria decir que independientemente de la carencia nutricional que las células presenten,
la clusterina parece cambiar su localizacidn y funcion para preservar la supervivencia celular, y que
estos cambios son reversibles, de manera que podria decirse que se trata de traslocaciones adaptativas

y no permanentes, sino Unicamente se dan hasta que las condiciones aseguran la viabilidad celular.

127



128



CAPITULO 5

ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA CONSTRICCION CRONICA DEL NERVIO CIATICO SOBRE LA EXPRESION DE CLUSTERINA EN LA RATA
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1. INTRODUCCION

El dolor es un mecanismo de defensa, una sefal de alarma al organismo para que se produzca una
réplica en respuesta a un estimulo nocivo. En |a periferia, este tipo de estimulos activa los nociceptores
generando impulsos nociceptivos que llegan hasta el asta dorsal de la médula espinal a través de fibras
Ab y C. Desde alli, los impulsos se transmiten por la via ascendente del dolor hasta el tdlamo y otras
areas y centros superiores del sistema nervioso central como la corteza somatosensorial (donde se
llega a la comprension de donde se encuentra el origen de la nocicepcidn), el sistema limbico (donde
se integra el estimulo y se modulan las emociones que rodean la sensacidn), o la corteza prefrontal,
(donde la informacién nociceptiva pasa de ser una sensacién a convertirse en una experiencia
integrada a partir de la cual se generara la correspondiente respuesta). Desde centros superiores como
la sustancia gris periacueductal, el ndcleo magno de Rafe y el locus coeruleus parten vias descendentes
gue llegan hasta la médula y ejercen alli una influencia inhibidora sobre la transmisidn de los impulsos
nociceptivos. Cuando el dolor se mantiene en el tiempo puede producirse una desproporcionalidad
entre la sensacién dolorosa y la magnitud de la nocicepcidn; este proceso resultante de la cronificacién
del proceso nociceptivo se conoce como sensibilizacidon periférica y conlleva una amplificacion del
dolor consecuente al aumento de la estimulacién de receptores a nivel de la médula espinal. Ademas,
la sensibilizacién periférica suele ir acompafiada de una sensibilizacidn central en la que se produce la
activacion de receptores NMDA, que normalmente no se activan, lo que a su vez promueve la
liberacion de otras sustancias como NO que estimulan el nociceptor postsindptico amplificando en
mayor medida el estimulo que llega a centros superiores del sistema nervioso central. Por otra parte,
en estas circunstancias puede observarse también un mal funcionamiento de las vias descendientes
moduladoras del dolor, lo que resulta en un predominio de las vias excitatorias (Goicoechea y Martin

2006).

El dolor neuropdtico resulta de una lesidn o disfuncién primaria del sistema nervioso. Existen
numerosos procesos patoldgicos que cursan con este tipo de dolor, cuya fisiopatologia y tratamiento
estan insuficientemente establecidos a pesar del sufrimiento y la incapacidad que frecuentemente
padecen quienes lo sufren (Alles y Smith, 2018). Una de las numerosas aproximaciones que se ha
venido aplicando para progresar en este conocimiento ha consistido en la busqueda mediante técnicas
Omicas de biomarcadores o dianas terapéuticas potenciales en diversas patologias que cursan con este
tipo de dolor, lo que ha conducido en varias ocasiones a la identificacién de clusterina como una

proteina de interés. Este es el caso del estudio realizado por Zhu et al. (2011) en pacientes con
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escoliosis degenerativa, una patologia de la edad adulta en que aparecen curvas escolidticas en la
columna vertebral después de que la maduracién dsea haya finalizado y sin ningln debut previo. Se
trata de una enfermedad muy incapacitante por el dolor lumbar o de las extremidades inferiores que
conlleva, ademas de las disfunciones espinales y la osteoporosis asociadas. Los autores mencionados
aplicaron protedmica de expresion diferencial para comparar los sueros de pacientes y controles,
hallando una disminucién significativa en la expresion de varias proteinas en el suero de los pacientes
entre las que se encontraba clusterina. (Oh et al., 2013) han publicado resultados analogos en un
estudio similar sobre el sindrome del tldnel carpiano, una afeccién que cursa con atrapamiento o
pinzamiento del nervio mediano por compresion excesiva del ligamento carpiano trasverso. El nervio
mediano proporciona sensibilidad y movimiento al lado de la mano en que se encuentra el pulgar
incluyendo la zona palmar, de forma que resulta en una patologia muy dolorosa e incapacitante que
puede cursar con hormigueo, inmovilidad y hasta dano muscular. Cuando se compararon los
proteomas de los pacientes de este sindrome con los de controles sanos se observaron alteraciones
en la expresién de 10 proteinas, entre las que cabe destacar una disminuciéon significativa en la
expresion de clusterina. Un tercer estudio realizado en pacientes con dolor neuropdtico periférico ha
mostrado que clusterina podria estar también directamente relacionada con la respuesta terapéutica;
en este trabajo se compararon los proteomas del liquido cefalorraquideo de pacientes tratados
mediante neuromodulacién eléctrica de la médula espinal y de pacientes no tratados, encontrandose
en los primeros un aumento de la concentracién de clusterina que acompafiaba a la reduccidn del

dolor (Lind et al., 2016).

Aunque los resultados anteriores relacionan claramente a la clusterina con el dolor neuropatico, son
insuficientes para poder establecer si se trata de una relacidn directa. En este sentido, si tenemos en
cuenta la posible implicacion de clusterina en los mecanismos cerebrales que regulan la motivacién y
la recompensa (sugerida en los capitulos anteriores de esta Tesis) existe la posibilidad de que los
cambios en los niveles de clusterina estuviesen especificamente asociados a la disforia o la ansiedad
gue acompanan al dolor. En este trabajo hemos tratado de profundizar en este conocimiento mediante
el estudio de los niveles plasmaticos y cerebrales de clusterina en un modelo experimental de dolor
neuropatico en el que valoramos no sdlo la respuesta nociceptiva, sino también la ansiedad y el dolor
de los animales. Ademas, estudiamos la posible influencia de una dieta rica en grasa sobre estas
mismas variables ya que, como hemos demostrado en capitulos anteriores, este tipo de dieta modifica
tanto los mecanismos motivacionales como la expresion cerebral de clusterina. Para este estudio
escogimos la ligadura parcial del nervio ciatico como estimulo que desencadena un dolor de tipo

neuropatico. Se trata de un procedimiento ampliamente utilizado en el que se produce un dolor
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localizado en la extremidad afectada pero que por la inflamacién subsecuente conlleva una

sensibilizacidn central estrechamente relacionada con la secrecién de sustancias proinflamatorias.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho (Charles River) con pesos comprendidos entre los 200 y 300 g. Los
experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la Directiva del Consejo Europeo (86/609/CEE) para
el cuidado y el uso de animales de laboratorio, y la legislacién espafiola para las buenas practicas,

cuidado y uso de animales de laboratorio (RD 1205/2005 y RD 53/2013).

2.2, Induccion de la neuropatia periférica por ligadura parcial del nervio ciatico

La ligadura parcial del nervio ciatico (CCl) es un modelo animal de neuropatia periférica limitada al
miembro afectado, en la que se liberan mediadores inflamatorios desde las células inmunitarias y de
la glia que originan el fendmeno de sensibilizacién central. Para llevar a cabo el procedimiento, las
ratas fueron anestesiadas 30 min antes de la cirugia usando pentobarbital (50 mg/kg i.p.) y se empled
buprenorfina (0,05 mg/kg) en ese mismo momento para aliviar el dolor quirurgico. Se expuso el nervio
cidtico izquierdo a la altura de la mitad del muslo, tras la diseccién entre el biceps y el fémur. Cerca de
la trifurcacion del nervio cidtico, este fue liberado del tejido adherente realizdndose sobre él tres nudos

espaciados por 1 mm entre ellos como se muestra en la figura 5.1.:
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Figura 5.1. Ligadura parcial del nervio ciatico.

Para realizar la ligadura, se empled hilo 6/0 no reabsorbible, suficientemente anudado como para
constrefiir el nervio ralentizandolo, pero no impidiendo la circulacion por los vasos epidurales
superficiales. La incisién fue cerrada en capas. A los animales del grupo control se les practicé una

cirugia idéntica con la excepcién de la ligadura del nervio.

2.3. Evaluacién de la alodinia mecanica: Test de Von Frey

Para evaluar la alodinia mecanica provocada por la ligadura del nervio se determind el tiempo de
latencia de retirada de la pata trasera ante la presién en la zona plantar con filamentos de Von Frey
(0,9 — 60 g), utilizando la metodologia previamente descrita (Fox et al., 2001; Pascual et al., 2005,
2010). Los animales fueron colocados sobre un tamiz metalico elevado sobre la poyata del laboratorio
como se muestra en la figura 5.2., con una cubeta superpuesta para restringir su deambulacién y un

espejo sobre la poyata para poder observar su comportamiento.
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Figura 5.2. Equipo del Test de Von Frey.

Tras 15 min de habituacidn de los animales, se comenzd a aplicar el filamento de Von Frey de 8 g de
manera perpendicular a la zona plantar las patas traseras (Figura 5.3.), utilizando una fuerza suficiente
como para causar un leve arqueamiento del filamento que se mantuvo hasta obtener una respuesta
positiva (elevacién pronunciada de la pata o movimiento al retirar el filamento) o hasta un maximo de

2 seg.

Figura 5.3. Zona de aplicacién de los filamentos de Von Frey.
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Se repitid el proceso cinco veces con un intervalo de unos 10 seg entre cada aplicacién, considerandose
que se habia alcanzado el umbral de dolor si al menos tres de las cinco aplicaciones se acompafiaron
de una respuesta positiva. Caso de no alcanzarse dicho umbral, se repetia el procedimiento con un
filamento de presidn superior, y asi sucesivamente hasta alcanzarlo. En los animales sometidos a la
ligadura del nervio se observo frecuentemente que el umbral de dolor estaba por debajo de 8 g, de
forma que en estos casos se aplicaron filamentos de menor presion para determinar el umbral de

respuesta.

24. Evaluacion de la hiperalgesia térmica: Plantar Test

La hiperalgesia térmica provocada por la ligadura del nervio se cuantificé determinando el tiempo que
el animal tardaba en retirar la pata trasera de un foco de luz caliente aplicado en la zona plantar media
trasera (plantar test), siguiendo los métodos descritos previamente (Pascual et al., 2005, 2010). Para
ello se utilizé un equipo Ugo Basile. Brevemente, como se ilustra en la figura 5.4., se confinaron las
ratas en un habitaculo de pldstico con el suelo de cristal, a través del cual recibieron en la zona media
plantar de las patas traseras un rayo de luz caliente emitida desde un foco inferior a una intensidad
constante de 70 I.R. Cuando el animal elevaba la pata irradiada, se detenian automaticamente la
emision de la luz y el contador de tiempo, mostrando este Ultimo la latencia correspondiente. Se midié
la latencia de respuesta tres veces con un intervalo de 5 min entre exposiciones, tomandose como

tiempo de latencia final el valor medio de las tres medidas.

Figura 5.4. Equipo para la realizacion del Plantar test.
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2.5. Evaluacion de la ansiedad: laberinto elevado en cruz

El estado de estrés o ansiedad de los animales se evalud siguiendo un protocolo utilizado
habitualmente en nuestro laboratorio, en el que se determina la actividad exploratoria de los animales
en los brazos abiertos de un laberinto elevado en cruz (Pérez-Garcia et al., 1999). Para ello se utilizd
un laberinto formado por dos brazos abiertos y dos cerrados elevado a un metro del suelo (Figura 5.5.).
En esta situacién, a mayor ansiedad los animales permanecen mads tiempo en los brazos cerrados y
exploran menos veces y menos tiempo los brazos abiertos. Para la realizacién de la prueba se colocaron
los animales en el centro del laberinto, orientados siempre en la misma direccidn, y se les dejé explorar
libremente el mismo durante 5 min, cuantificandose el nUmero de entradas a los brazos abiertos y el

tiempo de permanencia en ellos.

Figura 5.5. Laberinto elevado en cruz.

2.6. Determinacidon de clusterina en cerebro

Para determinar los niveles de clusterina en fracciones subcelulares de distintas areas cerebrales se

utilizé una metodologia analoga a la que se ha descrito en detalle en capitulos previos de esta Tesis
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Doctoral. Brevemente, los tejidos se descongelaron y se homogeneizaron en 200 pL de un tampdn de
lisis (sacarosa 25 mM; EDTA 0,5 mM; Tris 10 mM, pH=7,4) en un homogeneizador TissuelLyser LT
(Qiagen Iberia, Madrid, Spain; dos ciclos de 1 min a 50 oscilaciones/s). Con el fin de fraccionar el tejido,
se centrifugd el homogenado a 2500 rpm (5 minutos a 4°C), el sobrenadante asi obtenido, se sometio
a una segunda centrifugacidon a 12700 rpm (5 minutos a 4°C), tras la cual quedaron separadas las

fracciones mitocondrial (pellet) y citosodlica (sobrenadante) (Figura 5.6.).
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Figura 5.6. Esquema del protocolo de fraccionamiento celular

Se comprobd el correcto fraccionamiento mediante western blot incubando con anticuerpos de
proteinas especificas de cada fraccién (anti-Superéxido dismutasa 2 SOD2- sc137254, Santa Cruz
Biotechnology para la fraccion mitocondrial; anti-AKT (272, Cell Signaling Technology, para la

citosdlica).

Se determind la concentracidn de proteinas totales de cada fraccién mediante el método de Bradford,
normalizdndose a una concentracién de 1 mg/ml en tampdon Laemli (10% glicerol; 2% dodecil sulfato
sédico-SDS; 5% B-mercapto-etanol y 0,01% azul de bromofenol en Tris 0,5M, pH=6,8) para la
determinacion de clusterina mediante Western Blot. Las muestras se cargaron en un gel de
acrilamida/bisacrilamida al 15% y se sometieron a electroforesis usando unas cubetas para
electroforesis de BioRad a un voltaje de 90V 15 min seguido de 150V 45 min hasta conseguir la
completa separacién. A continuacion, se transfirieron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa
(Trasnblot-Turbo transfer Pack, de 0,2 um de tamario de poro, BioRad) en un equipo Transblot-Turbo
Transfer System (BioRad) utilizando el protocolo de peso molecular mixto (2,5 A, 25V, 7 min). Una vez
realizada la transferencia, las membranas se lavaron dos veces de 5 minutos con un tampdn de lavado
(compuesto por leche en polvo desnatada al 0,1%, en PBS con Tween 20 al 0,5%), y se incubaron
durante 30 min con un tampon de bloqueo (compuesto por leche en polvo desnatada al 5%, en PBS

con Tween 20 al 0,5%), a continuacién se lavaron cinco veces de 5 minutos por lavado con el ya
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mencionado tampdn de lavado y se incubaron a lo largo de la noche a 4°C con agitacién con un
anticuerpo primario de clusterina (NBP1-68308 1:1000, Novusbio, Littleton, CO, USA) Una vez
finalizada la incubacion con el anticuerpo primario, se lavaron las membranas cinco veces de 5 minutos
cada lavado, y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con agitacién con un anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa (sc-2004 Anti-Rabbit 1:5000, Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, USA). Seguidamente, se lavaron las membranas cinco veces de 5 minutos de duracién con el
tampdn de lavado mencionado previamente para eliminar el anticuerpo no unido especificamente, y
se procedio al revelado incubando con la solucién de Luminol con quimioluminscencia sobreexpresada
(ECL Prime Western Bloting Reagent, GE Healthcare, Amersham, UK) durante 5 min, midiéndose la
intensidad de la sefal en un equipo ChemiDoc XRS+ (BioRad). Una vez obtenidas y cuantificadas las
bandas especificas de clusterina, se procedid a cuantificar B-actina en las muestras para normalizar los
resultados. Para ello se incubaron las membranas con un anticuerpo anti-BActina 1:5000 (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas, USA) 1 h con agitaciéon a temperatura ambiente, seguido de lavado,
incubacién con anticuerpo secundario 30 min (sc-2005 anti-mouse 1:5000, Santa Cruz Biotechnology,

Dallas, Texas, USA) y revelado similar al anterior.

2.7. Determinacidn de clusterina plasmatica

Las muestras de plasma fueron descongeladas para la determinacion de los niveles de clusterina
mediante un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay,
ELISA) de tipo sandwich (kit ERCLU, Thermo-Fischer Scientific, Frederick, MD, USA) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

2.8. Esquema general del procedimiento y grupos experimentales

En la figura 5.7. se resume el procedimiento utilizado de forma integral. A dia 1 del experimento,
previamente a la intervencién quirurgica, se realizaron los test de Von Frey y Plantar para la obtencion
de las medidas basales, y se obtuvo inmediatamente después una muestra de sangre para la
evaluacion de los niveles plasmaticos de clusterina que se congeld a -80°C hasta el dia de la
determinacidn. Las pruebas de nocicepcidn se repitieron los dias 3, 7, 14, 21 y 28, y en este ultimo dia
se realizd a continuacion el test de ansiedad. De forma andloga al dia 1, se tomaron muestras de sangre

tras las determinaciones conductuales en todos los casos con la excepcion del dltimo dia del
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procedimiento, ya que se considerd que la realizaciéon del test del laberinto elevado en cruz y el
transporte de los animales desde el animalario hasta el lugar del sacrificio podrian alterar los niveles
de clusterina plasmatica; por ello, la ultima determinacion de la proteina en plasma se anticipo al dia
27. Una vez finalizado el test de ansiedad, se sacrificaron los animales y se extrajo el cerebro para la
obtencidn del nucleo accumbens y la corteza prefrontal de acuerdo al procedimiento de (Heimer et

al., 1991), congelandose las a -80°C hasta su procesamiento.

Para evaluar el efecto de la dieta sobre la nocicepcidn, el estrés y la expresién de clusterina los animales
se dividieron en cuatro grupos dos semanas antes del procedimiento quirudrgico. Desde ese momento
y a lo largo del resto del experimento, la mitad de los animales que se someterian posteriormente a
ligadura del nervio ciatico (CCl) tuvieron acceso a una dieta rica en grasa (HF) (grupo CCl HF, n=12),
mientras que la otra mitad siguid alimentada con el pienso estandar (grupo CCl CHOW, n=12). De forma
analoga, los animales que serian sometidos a una cirugia sin ligadura (SHAM) fueron divididos en un
grupo alimentado con dieta grasa (grupo SHAM HF, n=12) y un grupo alimentado con pienso estandar

(grupo SHAM CHOW, n=12).

VON FREY . 9 -
MUESTRA PLASMA 9'_ -«». . . —
ocl ‘;:SL. O'_ 0'_ "._ s LI_[-t-_II LABEH:IC; RELIL;VADO
| | | | | |
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Dia -15 1 3 7 14 21 17 28

Figura 5.7. Disefio del estudio (ver detalles en el texto).

2.9. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni para

comparaciones multiples. Se consideraron significativas las diferencias con una p<0,05.

3. RESULTADOS

Los animales alimentados con una dieta rica en grasa mostraron pesos significativamente mayores que
los alimentados con dieta estandar a lo largo de todo el experimento; este incremento ponderal
inducido por la dieta fue significativamente menor a partir del dia 21 en aquellos animales que fueron

sometidos a ligadura del nervio ciatico (Figura 5.8.).
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Figura 5.8. Peso corporal de los animales expresado como % del peso basal (media £ ESM). *p<0,05 vs SHAM

CHOW; &p<0,05 vs CCI CHOW; +p<0,05 vs SHAM HF.

La constriccion del nervio cidtico produjo una marcada alodinia mecanica, como mostraron los
resultados del test de Von Frey a los distintos tiempos considerados desde el dia 7 del experimento en
adelante (Figura 5.9.), y como confirmé el analisis de las areas bajo la curva obtenidas, que reflejé un
efecto significativo de la cirugia en el periodo global de estudio (Tabla 5.1.). La dieta rica en grasa
también produjo un leve efecto potenciador de la nocicepcion, tanto en los animales sometidos a
ligadura como en los sometidos a cirugia sham; esta tendencia se observd todos los dias del
experimento, si bien sélo alcanzé niveles de significacidn estadistica en el dia 3 entre los grupos SHAM
CHOW y SHAM HF, ya que estos ultimos exhibieron una disminucién del umbral muy marcada que
revertiria en los dias posteriores (Figura 5.9.); en cualquier caso, el analisis de las areas bajo la curva
confirmé un efecto significativo global de la dieta (Tabla 5.1.). Este analisis no revelé interaccion entre
los efectos de la cirugia y de la dieta sobre la alodinia, por lo que ambos pueden considerarse

independientes (Tabla 5.1.).
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Figura 5.9. Desarrollo de la alodinia mecdanica evaluado con el test de Von Frey. Se muestran los resultados del
umbral de respuesta como % del basal de cada animal representados como media * ESM. *p<0,05 vs SHAM
CHOW; +p<0,05 vs SHAM HF.

VON FREY TEST

AREAS UNDER THE CURVES — 2-ANOVA TABLE

SS (Type 1) DF MS F (DFn, DFd) P value
DIET (HF, CHOW) 971854 1 571894 F(1,42)=4,267 P=0.0451
SURGERY (CCI, SHAM) 11159925 p 11159925 F(1,42)=45 P<0.0001
Interaction 3563 1 3563 F(1,42)=0,01564 P=0.9011
Residual 9565602 42 9565602

Tabla 5.1. Andlisis estadistico (2-ANOVA) de las areas bajo las curvas de presién umbral (Von Frey) que se recogen

en la figura 5.9.

No se observd ningun efecto de la cirugia o de la dieta sobre el desarrollo de la hiperalgesia térmica

en el plantar test (ni con la realizacion de la ligadura parcial del nervio ciatico ni con la alimentacion

con la dieta rica en grasa (Figura 5.10.).
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Figura 5.10. Desarrollo de la hiperalgesia térmica evaluado con el plantar test. Se muestran los resultados del
umbral de respuesta como % del basal de cada animal representados como media £ ESM.

La ligadura del nervio ciatico produjo un aumento de la ansiedad reflejado en una disminucién del
tiempo en los brazos abiertos, asi como en el nimero de entradas en los mismos en los grupos CCl. La
dieta rica en grasa produjo un efecto similar que fue especialmente patente en los animales SHAM.
Como en el caso del test de Von Frey, no se observé una interaccion significativa entre los efectos de
la cirugia y los de la dieta sobre la ansiedad, por lo que también en este caso pueden considerarse

independientes (Figura 5.11.).
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Figura 5.11. Evaluacion de la ansiedad en el laberinto elevado en cruz. Se muestran los resultados de A) el
porcentaje de tiempo de estancia (T) en los brazos abiertos, y B) el niUmero de entradas en los brazos abiertos
(media + ESM en ambos casos). *p<0,05 SHAM HF vs SHAM CHOW; #p<0,05 CCl vs SHAM.
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La ligadura del nervio ciatico no modificd la concentracidén de clusterina plasmatica de los animales;
por el contrario, la dieta rica en grasa redujo esta concentracion a distintos tiempos, de nuevo de una

forma independiente de la cirugia (Figura 5.12.).
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Figura 5.12. Concentraciones plasmaticas de clusterina (media £ ESM). *p<0,05 SHAM HF vs SHAM CHOW;
&p<0,05 CCl HF vs CCI CHOW.

La ligadura del nervio cidtico provocé una marcada disminucién de la expresidon de clusterina en la
fraccién mitocondrial de la corteza prefrontal de los animales; aunque este efecto tendié a ser mas
acusado en los animales alimentados con una dieta rica en grasa, no se alcanzaron diferencias
significativas. Por otra parte, se observo una tendencia al incremento de la expresion de clusterina en
la fraccién mitocondrial del nicleo accumbens de los animales alimentados con una dieta rica en grasa,
aunque tampoco se alcanzaron diferencias significativas con respecto a los alimentados con una dieta

control (Figura 5.13.).
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Figura 5.13. Concentraciones cerebrales de clusterina expresadas como % del grupo control (C = SHAM CHOW).
en las fracciones citosodlica (C-) y mitocondrial (M-) de nucleo accumbens (NAC) y corteza prefrontal (CPF) (media
+ ESM). #p<0,05 CCl vs SHAM.

4. DISCUSION

De forma concordante con la bibliografia y los estudios previos de nuestro grupo (Pascual et al., 2005),
la ligadura parcial del nervio cidtico provocd un dolor neuropdatico mantenido en el tiempo, que se
puso de manifiesto por la aparicién de alodinia mecanica en los animales a partir del dia 3. No se
observé sin embargo hiperalgesia térmica, evidenciando el hecho de que se trata de dos procesos
nociceptivos diferentes. La hiperalgesia térmica es el proceso por el cual un estimulo, en este caso
térmico, que en condiciones normales produce dolor, provoca una exacerbacién del mismo; la alodinia
por su parte se define como el proceso por el cual un estimulo, en este caso mecdanico, que en
situaciones fisioldgicas no produce dolor, pasa a producirlo. Esta diferencia en ambos procesos se debe
a los nociceptores y fibras aferentes primarias cutaneas que estan implicados en cada caso. Existen asi
fibras mielinizadas A y & con velocidades de conduccién alta, que sélo responden a estimulos
mecanicos, y fibras C amielinicas con velocidades de conduccién lenta y que responden a estimulos
mecanicos, quimicos y térmicos, siendo asi posible que al llevar a cabo la ligadura parcial del nervio
ciatico estas fibras se hubiesen dafiado de forma heterogénea (Moreno y Prada, 2004). En cualquier

caso las diferencias encontradas en nuestro estudio se suman a las descritas por otros autores al
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estudiar comparativamente la nocicepcion inducida por estimulos térmicos y mecanicos en modelos
de neuropatia diabética (Fuchs et al., 2010), dolor inducido por vincristina (Weng et al., 2003) o dolor

inducido por cisplatino (Rahn et al., 2007; Cata et al., 2008; Paniagua et al., 2017).

La alodinia mecdnica inducida por la ligadura del nervio cidtico se acompafié de una marcada ansiedad
en los animales, como pudo evidenciarse en el laberinto elevado en cruz. Este resultado amplia la
relacion descrita previamente por otros autores entre dolor neuropatico, estrés, alodinia y activacion
de genes y hormonas relacionados con el estado de animo (véase por ejemplo Descalzi et al., 2017).
Los animales sometidos a ligadura mostraron niveles plasmaticos de clusterina similares a los controles
SHAM, un resultado que no permite confirmar la hipdtesis de que dichos niveles estén necesariamente
relacionados con el dolor neuropatico en general o la ansiedad provocada por el mismo, como sugerian
los estudios en humanos previamente aludidos en la introduccién (Zhu et al., 2011; Oh et al., 2013).
Esta aparente discrepancia podria achacarse a multitud de factores, tales como el tipo de dolor
neuropatico considerado en cada caso, su duracién o, de forma importante, el valor traslacional real
del modelo animal que hemos adoptado. No obstante lo anterior, se observé que los animales ligados
exhibian cambios significativos de la expresién de clusterina en la corteza prefrontal, con una
disminucién muy marcada de los niveles en la fraccidn mitocondrial. Es importante sefialar que
estudios recientes han demostrado que el dolor neuropdtico conlleva una profunda reorganizacion del
sistema limbico y una desactivacion de la corteza prefrontal medial (Kelly y Martina, 2018), por lo que
los cambios observados en la expresion de clusterina podrian enmarcarse en este contexto de
disregulacion, y quiza se relacionen con la puesta en marcha de fendmenos de neuroproteccion en los
que clusterina parece jugar un papel importante, tal y como se ha descrito en otros capitulos de la
presente Tesis Doctoral. Esta hipdtesis es no obstante muy tentativa y requiere comprobacion directa

mediante experimentos especificos.

De forma cualitativamente semejante a la ligadura del nervio cidtico, aunque con mucha menor
intensidad, la alimentacidon con una dieta rica en grasa incrementd la sensibilidad nociceptiva y
aumento también el nivel de ansiedad de los animales. En relacion con el dolor, los resultados
obtenidos refuerzan la asociacion entre dolor crénico y obesidad puesta de manifiesto por diversos
autores (ver revision de Narouze y Souzdalnitski, 2015). Tal situacidn puede ser consecuencia en ultima
instancia, de las alteraciones metabdlicas provocadas por una alimentacién rica en grasa, como
sugieren los estudios de (Obrosova et al., 2007); estos autores describieron que este tipo de dieta

causaba un estado prediabético en los animales, asi como alodinia mecanica e hipoalgesia térmica,
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efectos que se acompafiaban de alteraciones en la via del sorbitol en las fibras del nervio ciatico, con
acumulacién de fructosa y sorbitol. En lo que respecta al efecto ansiogénico de estas dietas, nuestros
resultados confirman también los hallazgos previos de Dutheil et al. (2016), quienes ya habian
observado una menor entrada y porcentaje de tiempo en los brazos abiertos cuando las ratas eran
alimentadas con un pienso rico en grasa, ademas de una tendencia a la potenciaciéon de sintomas
asociados a depresién tales como la disminucién del tiempo de olfateo de la orina femenina. De forma
consistente con estos efectos comportamentales, se ha descrito que la dieta rica en grasa aumenta la
secrecion de glucocorticoides (Dutheil et al., 2016), posiblemente como consecuencia de una
hiperactividad del eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal, tal y como se ha observado en ratones (Souza
et al., 2007; Pratchayasakul et al., 2011; André et al., 2014) y en humanos (Rosmond y Bjérntorp, 2001;
Ghasemi et al., 2012). En cualquier caso, puede afirmarse que los mecanismos bioldgicos por los cuales
la dieta grasa potencia el dolor y la ansiedad estdn adin muy poco establecidos.

Los animales alimentados con una dieta rica en grasa mostraron en su conjunto una disminucion
significativa de los niveles plasmaticos de clusterina, resultado que tiende a descartar la idea de que
exista una relacion directa entre elevacion de niveles plasmaticos de clusterina e incremento del peso
corporal, como sugerian otros autores que habian estudiado esta relacion en humanos (Arnold et al.,
2011). Estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo tanto en humanos como en animales
de experimentacion, previamente recogidos en esta Tesis Doctoral (capitulos 1 y 2) no habian
encontrado variaciones significativas de los niveles plasmaticos de clusterina en el conjunto de sujetos
obesos con respecto a controles normopeso, e incluso se habia detectado una tendencia a la
disminucién en el caso de los pacientes con obesidad mérbida. Como ya se ha comentado en otros
apartados, parece que las modificaciones inducidas por la dieta grasa sobre los niveles plasmaticos de
clusterina podrian estar mas directamente relacionadas con otro tipo de efectos distintos de la
modificacion del peso corporal, tales como las alteraciones conductuales que afectan a la motivacion
por la comida (capitulos 2 y 3), el control de la ingesta (capitulo 1), u otros efectos atin por determinar.
De esta forma, los niveles plasmaticos de clusterina podrian ser el resultado de un conjunto de
circunstancias cuyo peso relativo dependeria de cada contexto, y en este sentido desconocemos las
causas concretas que determinan una disminucidn plasmatica de clusterina en los animales
alimentados con una dieta rica en grasa en el presente estudio en particular. En cuanto a la expresion
cerebral de clusterina, la tendencia al incremento en la fraccion mitocondrial de nicleo accumbens
concuerda con la elevacidn previamente observada en un modelo de obesidad en el ratén (capitulo 2).
Dicha tendencia no llegd sin embargo a alcanzar niveles de significacién estadistica, lo que puede
explicarse por la menor duracidn del modelo; por otra parte, tampoco cabria establecer una relacién
necesaria entre esta elevacion de clusterina y el estrés o la potenciacién del dolor observadas, ya que

la ligadura del nervio ciatico no modificé la expresidn de clusterina en nicleo accumbens mientras que
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produjo cambios sustanciales sobre estas mismas variables. En definitiva, nuestros resultados no
permiten establecer una relacion entre niveles plasmaticos y cerebrales de clusterina, por una parte,

y potenciaciéon del dolor y estrés causados por la dieta, por otra.

El analisis estadistico de los resultados reveld que los efectos de la cirugia y los de la dieta sobre el
dolor y el estrés fueron en general independientes, aunque el hecho de que las diferencias entre el
peso corporal de los animales alimentados con la dieta rica en grasa y los controles sélo fuera
significativa en los animales ligados, sugeria algun tipo de interaccién. Esta ultima diferencia entre
ratones CCl HF y CClI SHAM podria explicarse por una reduccién de la ingesta en los animales ligados
como consecuencia de una menor motivacion por la dieta grasa, lo que apoyaria de nuevo la aparicidén
de anhedonia descrita por Dutheil et al. (2016). Esta suposicidon no se ha podido corroborar en nuestras
condiciones experimentales, ya que nuestros animales no estaban individualizados y ademas en las
jaulas convivian ratones SHAM y animales ligados con el fin de asegurar la nivelacion intergrupal. En
consecuencia, seria recomendable examinar esta posible interaccion mediante el diseno de estudios

especificos adicionales.
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DISCUSION GENERAL
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Los conceptos de “adiccion a la comida” o de “adiccién a comer” siguen siendo controvertidos a dia de
hoy (Gordon et al., 2018), y de esta forma no se recogen aln como tales en las clasificaciones de
enfermedades psiquidtricas como el DSM-5. Sin embargo, son numerosos los trabajos que han ido
perfilando la existencia de conductas de tipo adictivo en pacientes con trastornos de la conducta
alimentaria (por ejemplo, trastornos por atracén) y en una parte de pacientes obesos, de tal forma
que la propuesta de un fenotipo adictivo de obesidad puede considerarse suficientemente
fundamentada (Davis et al., 2011; Volkow et al., 2013). Parece asi mismo irrefutable la necesidad de
progresar en la definicién de dicho fenotipo, ya que un mejor conocimiento del mismo podria
contribuir a mejorar la terapéutica de la obesidad; asi, por ejemplo, un diagnéstico adecuado de
adiccién a la comida ayudaria a prevenir posibles complicaciones, como la emergencia de consumo de
alcohol, de drogas o ludopatia que parece afectar al menos a un 34% de los pacientes de obesidad

morbida intervenidos quirdrgicamente (Liy Wu, 2016).

Uno de los principales avances que podrian favorecer la caracterizacion del fenotipo de obesidad
propuesto, consiste en definirlo con mayor precision desde un punto de vista bioldgico. Esto ultimo
pasa, entre otras cosas, por la identificacion de biomarcadores que contribuyan al diagndstico
diferencial. La presente Tesis Doctoral parte de trabajos preliminares de nuestro equipo en esta
direccion, en los que se habian identificado mediante una aproximacién proteémica dos
biomarcadores séricos potencialmente asociados a la pérdida de control sobre la ingesta, una de las
principales dimensiones del craving o ansia por la comida, y por tanto de la adiccién a la misma. El
anadlisis de correlaciones y la determinacidn complementaria de niveles protéicos mediante ELISA,
primeros trabajos de esta Tesis (capitulo 1), han permitido corroborar el valor diagnéstico de uno de
dichos biomarcadores en pacientes de obesidad modrbida, en concreto de los niveles séricos de
clusterina; concretamente, la concentracion sérica de esta proteina correlaciona positivamente con las
puntuaciones de los pacientes de obesidad mdrbida en una escala de pérdida de control. Estudios
anteriores habian encontrado una relacién de clusterina con la obesidad y con la inflamacion,
adiposidad, hipercolesterolemia y riesgo cardiovascular asociados a la misma (Won et al., 2014); sin
embargo, en nuestro estudio los niveles séricos de clusterina no difieren significativamente entre
controles y pacientes, tomados estos ultimos en su conjunto. Tampoco se han observado este tipo de
diferencias en modelos experimentales, ya que los niveles plasmaticos de clusterina son semejantes
en ratones obesos alimentados con dieta rica en grasa y ratones control (capitulo 2), mientras que la
concentracién de la isoforma de clusterina secretada al medio por células sobre-nutridas y células
control es también semejante (capitulo 4). Es mas, los resultados del capitulo 5 indicarian incluso una

correlacién opuesta en ratas alimentadas con una dieta rica en grasa, que llegan a exhibir una
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disminucién significativa de clusterina plasmatica. Estos resultados sugieren que los niveles
plasmaticos de clusterina estarian mas directamente relacionados con el control sobre la ingesta que
con el incremento del peso corporal; asi, cuando hemos estudiado la relacién entre clusterina
plasmatica y variables conductuales asociadas a la adiccién a la comida en humanos (capitulo 1) y
modelos animales (capitulo 2), la correlacién ha sido consistente. Las discrepancias aparentes en la
relacidon entre obesidad y clusterina observada en los trabajos anteriormente mencionados podrian
explicarse porque en cada situacion concreta de obesidad el grado de alteracién del control de la
ingesta, principal determinante de los niveles de clusterina, podria ser diferente. Esta misma
interpretacién podria aplicarse a otro tipo de discrepancias semejantes descritas en la literatura
cuando se han estudiado posibles correlaciones entre diferentes variables y el indice de masa corporal.
Por ejemplo, la densidad de transportadores de dopamina y receptores D, en el estriado de humanos
correlaciona negativamente con el indice de masa corporal en algunos estudios (Wang et al., 2004;
Chen et al., 2008) pero no en otros (van de Giessen et al., 2013; Eisenstein et al., 2013); al igual que en
el caso de clusterina, esto podria explicarse porque la proporcidon de obesos con adiccién a la comida
podria diferir entre estudios, ya que son este tipo de pacientes en concreto (y no otros) los que
tedricamente exhibirian alteraciones de la transmisién dopaminérgica mesolimbica de acuerdo a la
teoria del Sindrome de Deficiencia de la Recompensa (Blum et al., 2017). Existen antecedentes
experimentales que apoyan una estrecha relacién entre clusterina e ingesta. Asi, Gil et al. (2013)
observaron que clusterina juega un papel clave en el control de la ingesta en modelos animales y
ademads se comporta como un mediador de los efectos tanto de leptina como de grelina sobre la
actividad de neuronas hipotaldmicas y el control homeostatico del apetito. Estas ultimas hormonas
modulan también la actividad de las neuronas dopaminérgicas del sistema de refuerzo (Palmiter,
2007), sin embargo, en este caso se desconoce si clusterina juega un papel modulador analogo al
descrito en hipotdlamo. Dado que los mecanismos heddnicos preponderan frecuentemente sobre los
homeostaticos a la hora de determinar la conducta alimentaria (Zheng y Berthoud, 2007), en nuestra
opinion resulta muy relevante conocer si clusterina podria estar implicada en las alteraciones del
sistema de refuerzo y recompensa subyacentes a las deficiencias en el control de la ingesta. En
consecuencia, decidimos avanzar en este conocimiento, e ir mas alla de los niveles plasmaticos de
clusterina, examinando la evolucién de los niveles de la proteina en areas cerebrales concretas del
mencionado sistema de refuerzo (nucleo accumbens y corteza prefrontal), utilizando para ello
modelos experimentales de sobre- y subnutricion que sabemos provocan marcadas alteraciones de la

conducta alimentaria.
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Este tipo de aproximacién nos ha permitido verificar que la expresidn cerebral de clusterina en nucleo
accumbens estd efectivamente influida al alza tanto por la ingesta rica en grasa (capitulo 2) como por
una subnutricion mantenida durante la gestacion y los primeros meses de vida (capitulo 3), que en
este Ultimo caso afecta especificamente a la fraccién mitocondrial de la proteina. Los dos tipos de
alteraciones dietéticas, tedricamente opuestas, provocan sin embargo cambios conductuales paralelos
indicativos de una mayor sensibilidad a los efectos reforzantes de la comida, verificados en el primer
caso en nuestros propios experimentos y reportados en el segundo caso por otros autores (Tonkiss et
al., 1990; Valdomero et al., 2006, 2007). El significado de este sobreexpresién de clusterina no se ha
establecido, aunque los numerosos antecedentes que relacionan a esta proteina con procesos
neuroprotectores sugieren que podria tratarse de una respuesta homeostatica del sistema de refuerzo
ante los efectos tanto de su sobre-estimulacién como de su sub-estimulacién, circunstancias anémalas
en cualquier caso. Existen en este sentido evidencias de que la sobre-estimulacién del sistema de
refuerzo con drogas de abuso como los opiaceos, puede dar lugar a fendmenos neurotdxicos; asi, se
sabe que la exposicidn cronica a opidceos provoca la activacidn de caspasas y de Fas, aumenta la
expresion de Bax y disminuye la de Bcl-2 (Boronat et al., 2001; Cunha-Oliveira et al., 2007; Liu et al.,
2013; Polanco et al., 2014; Pu et al., 2016). Hay que recordar que el ratio Bax/Bcl-2, incrementado en
animales adictos a los opidceos, es crucial para determinar la apoptosis o inhibicién de la misma. Bax
oligomeriza con Bak constituyendo el complejo Bax-Bak que forma poros y permeabiliza la membrana
mitocondrial externa. Asi, se produce la salida del citocromo c que se une con Asf, formando el
apoptosoma que activa a la caspasa 9, que a su vez activa a la caspasa 3. Esta caspasa activada induce
la deoxiribonucleasa activada por caspasa (CAD) que fracciona el DNA vy, finalmente, lleva a la muerte
neuronal (Karch y Molkentin, 2015). Opuestamente, Bcl-2 activa proteasas especificas para caspasas e
inhibe la liberacién de citocromo c. Ante una situacidn proapoptética de este tipo, las células podrian
activar vias protectoras alternativas con el fin de asegurar su supervivencia, entre las cuales podria
estar el incremento y/o la traslocacién de clusterina a las mitocondrias. En efecto, se ha descrito que
en situaciones de estrés celular se produce una traslocacion de la isoforma presecretada de clusterina
(psCLU) a las mitocondrias, donde impide la formaciéon del complejo Bax-Bak (Li et al., 2013). A su vez,
esta misma isoforma de clusterina es capaz de estabilizar en el citosol el complejo Ku70-Bax,
impidiendo la traslocacion de Bax a la mitocondria (Trougakos et al., 2009). Todos estos resultados
conducen a la hipédtesis de que las alteraciones crénicas de la ingesta podrian actuar negativamente
sobre la viabilidad de las neuronas del sistema de refuerzo, de una forma analoga a la sobreexposicion
mantenida a opiaceos, provocando asi una respuesta homeostatica semejante en la que clusterina

podria jugar un papel crucial.
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Este posible paralelismo entre adiccidn a opiaceos, adiccidn a la comida, neurotoxicidad y alteraciones
en la expresién y localizacién de clusterina vendria apoyado por una serie de datos que subrayan la
profunda interrelacidon entre los mecanismos opioides y los efectos motivacionales y adictivos de la
comida apetitosa. Como ya se ha comentado previamente, la adiccién a la comida conlleva
alteraciones de las mismas vias de refuerzo que son activadas por drogas de abuso como los opiaceos
(Volkow et al., 2013); en consecuencia, estas Ultimas drogas son capaces de aumentar la ingesta
heddnica (Zhang y Kelly 2002; Nathan y Bullmore, 2009), mientras que el consumo de comidas
apetitosas parece causar cambios en la actividad de las vias opioides (Alsio et al., 2012): asi, el acceso
intermitente a alimentos azucarados potencia la unién de morfina a sus receptores en las vias de
refuerzo, aumenta la unién de dopamina a receptores D; y disminuye su unién a receptores D,
(Colantuoni et al., 2001). Por el contrario, los antagonistas opidceos causan anorexia y pérdida de
motivacion por la comida en humanos (Nathan y Bullmore, 2009). En este contexto, es razonable
esperar que las alteraciones nutricionales capaces de desencadenar adiccion a la comida puedan
también originar fendmenos proapoptdticos en las neuronas sensibles por mecanismos andlogos a los
desencadenados por los opidaceos crénicos, asi como respuestas protectoras entre las que estaria la
sobreexpresién y traslocacion de clusterina. En apoyo de esta idea, la deprivacidon de glucosa o de
suero fetal bovino (con el consecuente déficit de factores de crecimiento) provocan un cambio
marcado de la expresidn y localizacién de clusterina en cultivos de células de neuroblastoma, cuyo
fenotipo dopaminérgico es semejante al de las neuronas del drea tegmental ventral (capitulo 4). Por
el momento se desconocen los efectos de las drogas de abuso sobre la expresién neuronal de

clusterina, dato que resultaria necesario conocer para terminar de configurar nuestra hipétesis.

La presencia de dolor neuropatico constituye otra situacion en la que trabajos previos de identificacidn
de biomarcadores han encontrado cambios significativos en los niveles plasmaticos de clusterina (Zhu
etal.,2011; Oh et al., 2013). Trabajos recientes han puesto de manifiesto que en modelos animales de
dolor neuropatico existe una marcada anhedonia, que correlaciona con una profunda depresion del
funcionalismo opioide en el estriado (Thompson et al., 2018) y un aumento de sensibilidad a los efectos
reforzantes de los opidceos exdgenos (Kai et al., 2018), lo que indicaria una sensibilizacidn del sistema
de refuerzo y mayor vulnerabilidad adictiva. En vista de estos antecedentes, parece relevante
investigar si la expresion de clusterina esta también modificada en las areas cerebrales del sistema de
refuerzo en estas circunstancias. Utilizando el mismo modelo experimental de dolor que se aplicé en
los trabajos anteriormente mencionados (constriccion crénica del nervio ciatico), los experimentos
que configuran el capitulo 5 de esta Tesis demuestran que la ligadura del nervio cidtico provoca

alodinia mecanica, ansiedad y una marcada sobreexpresion de clusterina en la fraccion mitocondrial
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de la corteza prefrontal, pero no en nucleo accumbens. Este resultado es de gran interés ya que
recientemente se ha observado que el dolor neuropatico provoca una disregulacién de la corteza
prefrontal medial (Kelly y Martina, 2018), una de cuyas consecuencias parece ser la activacidon de
neuronas productoras de factor liberador de corticotropina (CRF), que proyectan sobre el nicleo
accumbens y son al parecer las ultimas responsables de la sensibilizacién del sistema de refuerzo
anteriormente mencionada (Kai et al., 2018). El hecho de que clusterina aparezca de nuevo
sobreexpresada en un drea cerebral cuyo funcionalismo esta alterado como consecuencia directa de
la patologia viene a apoyar la idea de que esta proteina juega un papel regulador crucial en el sistema

nervioso central.

La convergencia de los resultados anteriores, procedentes de varios modelos experimentales,
recomiendan profundizar en el conocimiento de los mecanismos implicados en los efectos de la
clusterina sobre el funcionalismo neuronal en condiciones patoldgicas, que pueden terminar
provocando conductas de tipo adictivo. Es por esto que en el capitulo 4 de la presente Tesis se ha
pretendido establecer un modelo in vitro que facilite este tipo de investigacién en el futuro. Aunque
por el momento los resultados obtenidos pueden considerarse muy preliminares, es importante
sefialar que en neuronas aisladas y sometidas a diferentes carencias nutricionales clusterina cambia
su localizacién y funcién de forma reversible, para preservar la supervivencia celular mientras esta se
ve comprometida. Estos resultados corroboran de nuevo el papel protector de esta proteina y

subrayan la validez inicial del modelo para progresar en la consecucién de los objetivos planteados.
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CONCLUSIONES

a)

c)

La clusterina se comporta como un biomarcador de adiccidon a la comida en la obesidad
moérbida, ya que sus niveles séricos correlacionan positivamente con las puntuaciones en los
cuestionarios de pérdida de control sobre la ingesta. Sin embargo, no se confirma como una
proteina directamente asociada a la obesidad, ya que sus niveles no dependen del peso

corporal. Exactamente lo contrario se puede afirmar en el caso del péptido sérico amiloide P.

Los resultados obtenidos en ratones alimentados con una dieta rica en grasa apoyan y
extienden en su conjunto las evidencias que apuntan a la existencia de una relacién entre la
clusterina y las propiedades reforzantes de la comida. Asi, la motivacidn por la comida no sélo
correlaciona con los niveles plasmaticos de clusterina en los animales obesos, sino que ademas

se acompafia de una sobreexpresion de la proteina en nucleo accumbens.

La subnutricidon durante la vida perinatal y adulta provoca en la rata un incremento de la
expresion de clusterina en la fraccion mitocondrial de nucleo accumbens, que podria estar
relacionada con la hipersensibilidad al refuerzo descrita por otros autores en estas

condiciones.

La subnutricidon durante la vida perinatal de la rata provoca en la vida adulta una expresiéon
reducida de clusterina en nucleo accumbens, que apunta a un mayor riesgo de dafio neuronal
ante posibles estimulos nocivos, si consideramos el papel neuroprotector que se atribuye a

esta proteina.

Se han observado efectos pro-nociceptivos y ansiogénicos de la dieta rica en grasa que estan
en la linea de los antecedentes disponibles en la literatura cientifica. El hecho de que esta dieta
disminuya la clusterina plasmatica en la rata descarta de nuevo la existencia de una correlacién

entre niveles plasmaticos de la proteina y obesidad en cualquier circunstancia.

La ligadura del nervio cidtico provoca una marcada alodinia y ansiedad, y disminuye la
expresion de clusterina en la corteza prefrontal de la rata, lo que sugiere que esta proteina
podria estar implicada en los cambios funcionales que acompafian al dolor neuropatico en esta

area cerebral.
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g) Se ha conseguido construir un modelo in vitro en células SH-SY5Y, que permite investigar en
profundidad el papel de la clusterina en condiciones de sobrenutricién y subnutricion. Los
primeros resultados indican que esta proteina trasloca su posicién y cambia su funcién para

preservar la supervivencia celular de forma adaptativa y no permanente.
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