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Abreviaturas

ACC: Acetil-CoA carboxilasa.

ACTH: Hormona adrenocorticotropa.
ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNCc: Acido desoxirribonucleico
complementario.

ADP: Adenosina difosfato.

AG: Acidos grasos.

AgRP: Péptido relacionado con la proteina
agouti.

AHL: Area hipotaldmica lateral

AKT: Proteina-quinasa B.

AMPc: Adenosin 3’,5 -monofosfato ciclico.

AMPK: Proteina quinasa activada por AMP.

ANGPTLA4: Angiopoietin-like 4.
ANOVA: Anilisis de la varianza.

APO: Apolipoproteina.

APOV: Area predptica ventrolateral.
ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: Acido ribonucleico mensajero.
ATP: Adenosina trifosfato.

ATV: Area tegmental ventral.

AUC: Area bajo la curva.

BDNE: Factor neurotréfico derivado de
cerebro

BHE: Barrera hematoencefilica.
BMALL: Brain and Muscle ARNT-Like
protein 1.

CART: Transcrito regulado por cocaina 'y
anfetamina.

CCK: Colecistoquinina.

CCK2R: Receptor CCK-2.

CoA: Coenzima A.

CPT: Carnitin palmitoil transferasa.
CRH: Hormona liberadora de hormona
adrenocorticotropa.

CRY: Cryptochrome.

DAG: Diacilglicerol.

DGAT: Diacilglicerol aciltransferasa.
DIO: Diet-induced obesity

E.E.M.: Error estindar de la media.

FAS: Sintasa de 4cidos grasos.
FAT/CD36: Translocasa de 4cidos grasos.
FATP-1: Proteina transportadora de 4cidos
grasos 1.

G6PD: Glucosa 6-fosfato-deshidrogenasa.
GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato des-

hidrogenasa.

IX

GLP-1: Péptido similar al glucagén tipo 1.
GPIHBP1: Glycosylphosphatidylinositol-
anchored high-density lipoprotein-binding
protein 1.

HDL: Lipoproteina de alta densidad.

HEF: High far.

icv: Intracerebroventricular.

ip: Intraperitoneal.

IL: Interleuquina.

IMC: Indice de masa corporal.

JAK: Janus quinasa.

KO: Knock-out.

LDL: Lipoproteina de baja densidad.

LPL: Lipoproteina lipasa.

MCA4R: Receptor de melanocortina 4.
MCH: Hormona concentradora de
melanina.

MEI1: Enzima mdlico citosélico.

MSH: Hormona estimuladora de
melanocitos.

NAD(P)H: Nicotinamida adenina
dinucleétido (fosfato) reducido.

NAR: Nicleo arqueado del hipotdlamo.
NDM: Nucleo dorsomedial del hipotdlamo
NEFA: Acidos grasos libres no esterificados.
NPV: Nicleo paraventricular del
hipotdlamo.

NPY: Neuropéptido Y.

NSQ: Nucleo supraquiasmdtico.

NTS: Nucleo del tracto solitario.

NVM: Nicleo ventromedial del hipotdlamo.
ObR: Receptor de leptina.

OLEFT: Otsuka Long-Evans Tokushima fatty.
OMS: Organizacién Mundial de la Salud.
OP: Resistente al desarrollo de obesidad
(obesity prone).

OR: Sensible al desarrollo de obesidad
(obesity resistant).

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.
PER: Period.

PGK1: Fosfoglicerato quinasa 1.

PKA: Proteina quinasa A.

PKC: Proteina quinasa C.

PPAR: Receptor activado por el proliferador
de peroxisomas.

POMC: Proopiomelanocortina.

PYY;36: Péptido YY;.56.

r.p.m.: Revoluciones por minuto.



REV-ERBa: Reverse erythroblastosis virus o.
RORa: Recepror huérfano asociado a
retinoide a.

RTI: Restriccién temporal de la ingesta.
SE-1: Factor esteroidogénico tipo 1.

SNC: Sistema nervioso central.

SREBPIC: Sterol regulatory element-binding
protein 1C.

STAT: Transductor de senales y activador de
la transcripcién.

TA: Tejido adiposo.

TG: Triglicéridos.

TNEF-a: Factor de necrosis tumoral .
TRH: Hormona libradora de tirotropina.
UCP: Uncoupling protein. Proteina
desacopladora.

VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad.
VMN: Nicleo ventromedial del hipotdlamo.
WT: Wild-type.

ZSP: Zona subparaventricular.

El resto de abreviaturas son de uso comtn o se detallan el texto.
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1. La obesidad

Segin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el sobrepeso y la obesidad se
definen como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para
la salud. La obesidad es consecuencia de un balance energético positivo mantenido en el
tiempo, es decir, responde al desequilibrio entre la ingesta de alimentos y el gasto
energético, entendiendo por gasto energético la suma de la actividad fisica, el metabolismo
basal y la termogénesis adaptativa. Este equilibrio estd influido por factores internos de tipo

genético y hormonal, asi como por factores externos de tipo nutricional, ambiental y
psicosocial (Raj & Kumar 2010).

Para identificar en adultos el sobrepeso y la obesidad se utiliza el indice de masa
corporal (IMC), que es un indicador simple que relaciona el peso y la talla. Se calcula
dividiendo el peso de una persona en kilogramos por el cuadrado de su talla en metros
(kg/m?). Segtin la OMS, un IMC 2 25 se considera sobrepeso, y un IMC = 30 obesidad
(WHO 2013).

La obesidad es un importante problema de salud publica debido al aumento de su
incidencia en la poblacién infantil-juvenil y al elevado gasto econdmico que supone, entre
otras razones, por su asociacién con otras enfermedades. La obesidad supone un factor de
riesgo para el desarrollo de enfermedades crénicas, como apnea del suefio, osteoartritis,
diabetes mellitus tipo 2, hipertensién, hiperlipidemia, enfermedades cardiovasculares y
cdncer (Crowley 2008).

En la actualidad la obesidad se considera una epidemia causante del 5% de las muertes a
nivel mundial. Cada afio mueren al menos 2,8 millones de personas adultas como
consecuencia del sobrepeso o la obesidad (Pérez Rodrigo 2013). Segtin los datos de la
OMS, en los tltimos 30 anos se ha duplicado el niimero de personas con obesidad en todo
el mundo. En 2010, una de cada diez personas de la poblacién adulta mundial era obesa
(WHO 2013). Segtn las estimaciones de la Organizacién para la Cooperacién y el
Desarrollo Econémicos (OCDE), en los paises europeos hasta un 6% del presupuesto
sanitario se destina al tratamiento de enfermedades relacionadas con la obesidad. Se estima

ue el coste sanitario de una persona obesa es un 25% mais alto que el de una persona con
q q

normopeso (OECD 2010).

En Europa, la prevalencia de la obesidad infantil ha triplicado sus cifras en las Gltimas
décadas, pasando de un 6% en los afios 80, a un 19% a lo largo de la primera década del
siglo XXI (Ogden et 2l. 2012). En 2011 se llevé a cabo en Espafia el estudio de vigilancia
del crecimiento "ALADINO" (ALimentacién, Actividad fisica, Desarrollo INfantil y
Obesidad) cuyo objeto de estudio fue la poblacién infantil entre 6 y 9,9 afios de edad. Los
datos obtenidos (tomando como referencia los estindares de la OMS) revelaron una
prevalencia de sobrepeso en Espafa del 26,3% en nifios y del 25,9% en nifas. La
prevalencia de obesidad fue del 22% en ninos y del 16,2% en nifas (Pérez-Farinds ez al.
2013). Segtin los datos de la OCDE, las tasas de obesidad son mds altas en Espafia que la
media de los paises miembros de la OCDE, tanto en adultos como en nifos. Segin esta
organizacién, uno de cada seis adultos es obeso en Espana y mds del 50% tienen
sobrepeso/obesidad. Ademds, los datos mds recientes muestran que la proporcién de adultos
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con sobrepeso estd aumentando. En cuanto a obesidad, se han observado grandes
diferencias sociales, existiendo una relacién inversa entre la tasa de obesidad y el nivel
educativo. Ademds, esta relacién se incrementa en el caso de las mujeres (OECD 2014).

La obesidad es una enfermedad multifactorial, resultado de la interaccién de factores
genéticos y ambientales (Barness ez 2/. 2007). En la actualidad, el estilo de vida sedentario
y el consumo de comidas precocinadas o comidas ricas en grasas saturadas parecen ser las
principales causas de obesidad. La obesidad afecta principalmente a aquellos individuos
predispuestos genéticamente y expuestos a condiciones ambientales que favorezcan su

desarrollo, como una dieta hipercalérica y un marcado sedentarismo (Argente ez al. 1997;
Raj & Kumar 2010).

2. La obesidad en investigacion basica: modelos animales de
obesidad

Los modelos animales ofrecen una herramienta muy til para el estudio de la obesidad.
Existen diferentes modelos animales para el estudio de la obesidad en roedores, entre los
que destacan los siguientes: i) el ratén 0b/ob, caracterizado por presentar una mutacién en
el gen Ob que le impide producir leptina funcional (Lindstrom 2007; Drel ez al. 2006);
ii) el ratén db/db que presenta una mutacién en el gen que codifica la sintesis del receptor
de leptina (Hummel ez al. 1966); iii) la rata Zucker fa/fa que presenta una mutacién en
la isoforma larga del receptor Ob (ObRb), implicado en la senalizacién intracelular de la
leptina (Bray 1977; Conti et al. 2004; Stapleton ez al. 2008); iv) la rata obesa
espontdneamente hipertensa (Spontaneously Hypertensive Obese Rat, SHROB) que
desarrolla hipertensién espontdnea, resistencia a insulina y obesidad (Mukaddam-Daher ez
al. 2003); y v) la rata Otsuka Long Evans Tokushima Fatty (OLETF) que desarrolla
obesidad, hiperglucemia, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina
(Moran & Bi 2006; Schroeder ez /. 2009). Sin embargo, estas modificaciones genéticas
son poco frecuentes en el hombre, por lo que estos modelos resultan poco representativos
de lo que sucede en la obesidad humana. Una alternativa al uso de estos animales es el
empleo de modelos de obesidad inducida por la dieta (Diet-Induced Obesity, DIO), que
permite obtener un fenotipo obeso mediante la alimentacién con una dieta rica en grasas
saturadas (dietas Aigh-fat, HF). La obtencién de este fenotipo estd determinada
principalmente por la especie, la cepa, el sexo, la edad, la composicién de la dieta y la

duracién del tratamiento dietético.

El modelo mds utilizado para el desarrollo de DIO es el ratén de la cepa C57BL/6]. Del
mismo modo que ocurre en humanos obesos, cuando estos animales se someten a un
tratamiento con dietas HF desarrollan obesidad, hiperinsulinemia e hiperglucemia y
resistencia a insulina (Rebuffé-Scrive et 2. 1993; Surwit et al. 1995; Nishikawa ez 4/
2007). El consumo de estas dietas durante 2 semanas en ratones recién destetados es
suficiente para producir un incremento del peso corporal, de los tejidos adiposos y de los
niveles plasmdticos de leptina, asi como resistencia a esta hormona (Van Heek ez al.
1997). Ademds, el modelo DIO es susceptible de desarrollar hiperglucemia e
hiperinsulinemia. El consumo durante 3 semanas de estas dietas se asocia con el desarrollo

de resistencia a insulina a nivel periférico, hiperleptinemia e incremento del contenido graso
en higado y musculo esquelético (S.-Y. Park ez al. 2005; Nishikawa ez a/. 2007).
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En el caso de la rata, una de las cepas mds utilizadas es la Sprague-Dawley, en la que se
ha observado que la alimentacién con dieta HF genera dos fenotipos diferentes,
apareciendo un grupo sensible al desarrollo de obesidad (obesity prone, OP) que aumenta su
peso con el tratamiento dietético, y otro grupo resistente al desarrollo de obesidad (obesizy
resistant, OR) (Levin et al. 1997; Levin & Keesey 1998). Aunque las bases
fisiopatoldgicas de esta diferenciacién fenotipica no se conocen por completo, se especula
con la existencia de una posible alteracién en los mecanismos que regulan la homeostasis
energética a nivel central (Levin & Dunn-Meynell 2002; Cottone ez al. 2007).
Actualmente, el modelo DIO es uno de los mis empleados para el estudio de las
adaptaciones y/o alteraciones producidas durante el desarrollo de la obesidad. Presenta la
ventaja de que nos permite realizar estudios longitudinales y analizar los cambios debidos al
consumo de una dieta rica en grasa, tanto en estadios iniciales como en estadios mds

avanzados del desarrollo de obesidad.

3. Regulacion neuroendocrina del apetito y la saciedad:
mantenimiento de la homeostasis energética

La homeostasis energética es el proceso fisiolégico encargado de mantener el equilibrio
entre la ingesta calérica y el gasto energético. Este proceso estd regulado estrechamente por
el sistema nervioso central, que recibe e integra sefiales endocrinas, metabélicas y neurales
que informan del estado energético. Como consecuencia, desencadena las respuestas

metabdlicas y conductuales adecuadas para lograr un equilibrio energético éptimo (Hagan
& Niswender 2012; Sinchez-Lasheras ez 2/. 2010).

Las senales que forman el sistema de regulacién neuroendocrina de la ingesta se pueden
clasificar segin su localizacién en centrales y periféricas (Tabla 1). A nivel central, el
hipotdlamo es la principal regién cerebral que regula el control homeostdtico de la ingesta.
Sin embargo, existen otras regiones cerebrales que participan en el control de la ingesta y de
la masa corporal. Es el caso de regiones como la corteza insular, la corteza orbitofrontal, el
nucleo accumbens, el drea tegmental ventral, la amigdala y el hipocampo. Estos hechos nos
llevan a pensar en la existencia de una fuerte asociacién entre la regulacién hipotaldmica de

la ingesta y los circuitos emocionales, de recompensa, aprendizaje y memoria (Benarroch

2010; Kanoski 2012).

A nivel periférico, el sistema nervioso simpdtico tiene una gran importancia en la
regulacién de la homeostasis energética. Este sistema regula la termogénesis y la lip6lisis, y
también estimula la oxidacién de los 4cidos grasos y de la glucosa, a través de la inervacién
simpdtica de tejidos periféricos como musculo esquelético, higado o tejido adiposo.
También regula la produccién de hormonas implicadas en la regulacién de la ingesta, como

por ejemplo la leptina (Webber & Macdonald 2000).
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Tabla 1. Sefales periféricas y centrales que regulan la ingesta de alimentos. Tomado de Benarroch 2010.

Efecto Seiales periféricas Seriales centrales

Anorexigénico  Colecistoquinina (CCK) Pro-opiomelanocortina (POMC)
Péptido YY;.5 Transcrito regulado por anfetamina y cocaina (CART)
Oxintomodulina Hormona liberadora de corticotropina (CRH)
Péptido similar a glucagén (GLP-1) Hormona liberadora de tirotropina (TRH)
Leptina Oxitocina
Adiponectina Factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)
Nesfatina Serotonina
Insulina Noradrenalina
Glucosa Histamina
Acidos grasos

Orexigénico Ghrelina Neuropéptido Y (NPY)

Péptido relacionado con la proteina Agouti (AgRP)
Ghrelina

Orexina

Hormona concentradora de melanina (MCH)
Galanina

Endocanabinoides

Opioides

Durante la ingesta, el hipotdlamo recibe informacién de los tejidos periféricos. Esta

informacién llega a través del torrente sanguineo (como es el caso de la leptina, la insulina o

la ghrelina) y a través del ndcleo del tracto solitario (NTS), conectado con la periferia a

través del nervio vago y de aferencias sensitivas (Figura 1). El NTS es un drea del tronco

encefilico que integra la informacién sensorial del tracto gastrointestinal, visceras

abdominales y la informacién del sabor procedente de la cavidad oral (Woods & D’Alessio

2008; Schwartz ez al. 2000). De esta manera, el hipotdlamo actia como integrador de las

senales periféricas con las sehales procedentes de otras regiones centrales. A partir de estas

senales aferentes se generan una serie de respuestas integradas encargadas de la regulacién de

la saciedad y del metabolismo energético.
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Figura 1. Representacion esquematica de las vias por las cuales las sefales de adiposidad y saciedad interactiian
con los circuitos centrales implicados en la regulacién de la homeostasis energética. Cuando ingerimos alimentos,
se incrementa la distension estomacal y se generan sefiales de saciedad, mediadas por factores humorales (CCK, GLP-1,
etc). Estas sefales se transmiten mediante impulsos nerviosos que activan a las neuronas del NTS responsables de la
regulacién de la cantidad de comida que ingerimos. En el estémago, la ghrelina liberada tiene un doble mecanismo de
accion, por un lado actua sobre el nervio vago, y por el otro es capaz de estimular directamente las neuronas del NAR.
Por su parte, la leptina y la insulina acceden al SNC para informar del grado de adiposidad de nuestro organismo. Estos
factores humorales actian sobre neuronas del NAR que sintetizan POMC o NPY y AgRP. Las neuronas del NAR se
proyectan a su vez sobre otras areas hipotaldmicas, como el NPV y el AHL. La estimulacién del NPV activa las vias
catabdlicas y potencia las sefales de saciedad en el cerebro medio. La estimulacion del AHL activa las vias anabdlicas y
suprime las sefiales de saciedad. Si esta modulacién de la homeostasis energética funciona adecuadamente, la
composicion de grasa corporal tiende a mantenerse relativamente constante durante largos periodos de tiempo. AHL:
area hipotalamica lateral; NAR: nucleo arqueado; NPV: nucleo paraventricular; NTS: nucleo del tracto solitario. Tomado
de Woods & D'Alessio 2008.

4. El hipotalamo

El hipotdlamo desempefia un papel muy importante en la regulacién del sistema
nervioso auténomo, integrando la respuesta auténoma y la funcién endocrina con el
comportamiento. El hipotdlamo realiza esta funcién recurriendo a tres mecanismos
principales. Por un lado, tiene acceso a informacidn sensitiva de casi todo el organismo. Por
otra parte, el hipotilamo compara la informacién sensitiva con valores de referencia
biolégicos. Finalmente, cuando el hipotdlamo detecta una desviacién respecto a un valor de
referencia, ajusta un conjunto de respuestas auténomas, endocrinas y conductuales para
restablecer la homeostasis (Kandel ez 2/. 2000).
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Figura 2. Estructura del hipotalamo. A. Vision frontal del hipotalamo (corte a lo largo del plano que se muestra en la parte
B). B. Vision medial que muestra la mayoria de los nucleos principales. Modificado de Kandel et al. 2000.

4.1. Regulacion hipotalamica de laingesta

Estudios realizados en los afios 1940 y 1950 en animales con lesiones en diversas
estructuras hipotaldmicas pusieron de manifiesto la implicacién del hipotdlamo en el
control de la ingesta y la regulacién del balance energético. Se demostr6 la existencia de una
asociacién entre las lesiones del nicleo ventromedial con un mayor consumo de alimentos,
desarrollo de obesidad mérbida y resistencia a la insulina. Por el contrario, las lesiones del
hipotdlamo lateral se asociaron con anorexia y adipsia (Brobeck 1946; Hetherington &
Ranson 1942). Las 4reas hipotaldmicas mds importantes en el control de la ingesta son el
nicleo arqueado (NAR), el nicleo paraventricular (NPV), el drea hipotaldmica lateral
(AHL), el ntcleo dorsomedial (NDM) vy el niicleo ventromedial (NVM). Estos nicleos se
disponen de manera bilateral alrededor del tercer ventriculo (Gao & Horvath 2008).
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Figura 3. Esquema del cerebro de rata que muestra las principales regiones del hipotalamo implicadas
en la regulacion de la ingesta de alimentos. AHL: hipotdlamo lateral; AM: amigdala; CC: cuerpo calloso;
CCX: cortex cerebral; FX: férnix; HI: hipocampo; ME: eminencia media; NAR: nucleo arqueado; NDM: nucleo
dorsomedial; NPV: nlcleo paraventricular; NVM: nucleo ventromedial; OC: quiasma optico; PFA: area
perifornical; SE: septum; TH: tadlamo; 3V: tercer ventriculo. Modificado de Schwartz et al. 2000.

4.1.1. El nucleo arqueado
El NAR se localiza en la base del hipotdlamo, a ambos lados del tercer ventriculo. Se

trata de un nicleo muy vascularizado, al que llegan senales periféricas reguladoras del
apetito, que acceden a través de la eminencia media, la cual carece de barrera
hematoencefilica (Broadwell & Brightman 1976). Debido a estas caracteristicas
anatémicas, el NAR tiene una posicidn estratégica que le permite detectar variaciones en
sangre de varias hormonas (tales como inulina, ghrelina y leptina) y de nutrientes, pudiendo

integrar las sefales periféricas y permitiendo la regulacién de la ingesta. (Cone ez al. 2001;
Gao & Horvath 2008).

En el NAR existen dos grandes poblaciones de neuronas que regulan el apetito y el
gasto energético, denominadas neuronas de primer orden, debido a que las sefales
metabdlicas periféricas son detectadas aqui en primer lugar. El primer grupo de neuronas
expresan neuropéptido Y (NPY) y péptido relacionado con la proteina Agouti (AgRP). La
activacion de estas neuronas tiene efecto orexigénico (Hahn ez 2l. 1998). Las situaciones de
balance energético negativo activan estas neuronas, aumentando la ingesta de alimentos.
Por el contrario, cuando el balance energético es positivo, la insulina y la leptina pueden
inhibirlas, disminuyendo la ingesta. El segundo grupo de neuronas expresan pro-
opiomelanocortina (POMC) y trdnscrito regulado por cocaina y anfetamina (CART) (Gao
& Horvath 2008). La activacién de estas neuronas tiene efecto anorexigénico, ademds de
incrementar el gasto energético y reducir el peso corporal. La POMC sufre un proceso de
escisién postranscripcional en péptidos denominados melanocortinas (Cone 2005), entre
los que se encuentra el o-MSH (Harmer & Bicknell 2004; Millington 2007), el cual
realiza sus efectos anorexigénicos a través de los subtipos 3 y 4 del receptor de
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melanocortinas (Huszar et 2l. 1997; Chen et 2l 2000; Harrold ez 2l 2003). Estas
neuronas con funcién anorexigénica estdn inervadas por las neuronas de NPY/AgRP.

Neuronas Neurona
de segundo orden
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fmgesta i
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Ncleo arqueado
A,\?I'p/ Yqr_f3o
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Ghsr Y \
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Figura 4. Control de la homeostasis energética por las neuronas del nicleo arqueado. En el nicleo
arqueado se localizan las neuronas AgQRP/NPY y las POMC/CART. Los neuropéptidos AgRP y NPY estimulan la
ingesta de alimentos y disminuyen el gasto energético, mientras que a-MSH (derivado de la de la POMQ) y
CART inhiben la ingesta y aumentan el gasto energético. La insulina y la leptina inhiben a las neuronas
AgRP/NPY y estimulan las POMC/CART. Ademas, la ghrelina puede estimular la ingesta de alimentos
mediante la activacion de las neuronas AgRP/NPY. Ghsr: Receptor de secretagogos de la hormona del
crecimiento; Lepr: receptor de leptina; Mc3r/Mc4r: receptor de melanocortinas tipo 3 y 4; Y1r: receptor de
neuropéptido Y tipo 1. Modificado de Barsh & Schwartz 2002.

Ambas poblaciones neuronales son puntos de convergencia de senales centrales y
periféricas. Las sehales procedentes de la periferia y del cerebro convergen en estos circuitos
modulando su actividad (Cowley 2003). Sus proyecciones las comunican con otras dreas
del hipotdlamo implicadas en la regulacién del apetito, como el NPV, NVM, NDM vy el
AHL (Simpson ez al. 2009). Estas dreas que reciben proyecciones desde el NAR son las
denominadas neuronas de segundo orden y estin implicadas en el mantenimiento de la
homeostasis energética (Schwartz ez 2/. 2000) (Figura 4).

4.1.2. El nucleo paraventricular
El NPV se encuentra en el hipotdlamo anterior, encima del tercer ventriculo. Las

neuronas de este nicleo sintetizan neuropéptidos con accién catabdlica, tales como la

10
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hormona liberadora de corticotropina (CRH), la hormona liberadora de tirotropina
(TRH), la somatostatina, la vasopresina y la oxitocina (Kandel ez 2/. 2000). El NPV es una
de las principales dreas de integracién neuroendocrina, ya que conecta con la hipéfisis a
través de la eminencia media, regulando la secrecién de hormonas como la hormona
estimulante del tiroides y la hormona adrenocorticotropa (ACTH), entre otras (Elmquist
et al. 1998). Ademds, el NPV presenta conexiones con regiones extrahipotaldmicas como el
nicleo del tracto solitario y la médula espinal (Billington ez 2/. 1994; Elmquist ez al.
1997).

Diversos estudios han demostrado la importancia del NPV en la regulacién de la ingesta
y el peso corporal. Asi, se ha visto que la microinyeccién de sustancias orexigénicas o
anorexigénicas como el NPY (Lambert ez al. 1995), la ghrelina (Lawrence ez /. 2002), la
colecistoquinina (CCK) (Hamamura e# 2/ 1991), el CART o CRH modifican la ingesta
(Krahn et 2l. 1988).

El NPV sintetiza la CRH y la TRH, ambas con efecto anorexigénico. Por un lado las
neuronas CRH estdn directamente implicadas en el control de la homeostasis energética
mediante las conexiones que se establecen con las neuronas AgRP/NPY del NAR. También
regulan la homeostasis energética de manera indirecta regulando la produccién de POMC
en la hipéfisis, que es el precursor de ACTH vy principal regulador de la sintesis de
glucocorticoides adrenales (Richard & Baraboi 2004).

Por otro lado encontramos las neuronas que expresan TRH. Esta hormona ejerce su
cfecto en la hipéfisis anterior regulando la TSH (hormona estimulante de tiroides),
participando en el mantenimiento de la homeostasis de las hormonas tiroideas. También
tiene efectos centrales, participando en la regulacién de la ingesta, la termogénesis, la
activacién del aparato locomotor y la regulacién del sistema nervioso auténomo. Las
neuronas TRH se activan por la accién de la a-MSH y se inhiben por la de AgRP/NPY
(Lechan & Fekete 20006).

4.1.3. El nicleo ventromedial
Diversos estudios han demostrado que la lesién de este nicleo produce hiperfagia y

obesidad, de ahi que durante muchos afios se le denominara “centro de la saciedad”. Sin
embargo, la interrupcién de la conexién entre el AHL y el NVM induce igualmente
obesidad e hiperfagia (Sclafani 1971). Esto hace suponer que la regulacién de la ingesta
implica la participacién de grupos neuronales localizados en diversos nicleos hipotaldmicos
que conforman un circuito regulador de la ingesta y la saciedad (Morley 1987). Las
neuronas del NVM reciben proyecciones de neuronas POMC y AgRP del NAR. A su vez
las neuronas del NVM emiten proyecciones a otras 4reas hipotaldmicas, como el NDM y el

NAR, y otras regiones extrahipotaldmicas como el NTS (Everitt & Hokfelt 1990).

Estudios realizados mediante microdiseccién ldser han puesto de manifiesto la existencia
de varios genes marcadores caracteristicos del NVM. Uno de los mds importantes es el
factor esteroidogénico tipo 1 (SF-1) en el NVM (Segal ez al. 2005), cuya funcién es
necesaria para el desarrollo y correcto funcionamiento de este nicleo (Davis et al. 2004;
Parker et al. 2002). Algunos autores consideran a las neuronas SF-1 del NVM como
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neuronas de primer orden responsables de los efectos de la leptina en la regulacién de la
masa corporal. En este sentido, se ha observado que las neuronas que expresan SE-1
también expresan el receptor de leptina (Dhillon e al. 2006). Otro dato que apoya esta
hipétesis es el hecho de que los ratones que carecen del receptor de leptina en estas
neuronas desarrollan esteatosis hepdtica, hiperleptinemia o dislipemia (Majdic ez 2. 2002).
Ademis, el SF-1 participa en la regulacién de la termogénesis, como se ha demostrado en
estudios realizados con ratones que carecen de SF-1 en el NVM sometidos a una dieta rica

en grasa, que desarrollan obesidad y sufren una reduccién en la termogénesis (Kim ez al.
2011).

Otra proteina que se expresa en el NVM es el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF). Esta proteina actia como factor de crecimiento y estd implicada en la regulacién
del desarrollo y plasticidad sindptica (Huang & Reichardt 2001). Se ha comprobado en
humanos y ratones que la ausencia de BDNF o de su receptor (TRKB) produce hiperfagia y
obesidad (Lyons ez al. 1999; Yeo et al. 2004). Asimismo, la administracién central de
BDNF suprime la hiperfagia y el aumento de peso observado en ratones que carecen del

receptor MC4R (Xu ez al. 2003).

4.1.4. El nucleo dorsomedial

El NDM tiene un papel importante en el control de la ingesta y la regulacién del peso
corporal (Bellinger & Bernardis 2002). Ademds, estd implicado en una gran variedad de
mecanismos reguladores. Asi, se ha demostrado que las lesiones en este ntcleo disminuyen
los ritmos circadianos de suefio-vigilia, la actividad locomotora y los niveles séricos de
glucocorticoides (Chou ez /. 2003; Bi 2013). Se ha comprobado que la lesién en este
nicleo produce hiperfagia y obesidad, siendo ésta menos grave que la observada tras una
lesién en el NVM (Bernardis & Bellinger 1987). Por otro lado, la inyeccién de moléculas
orexigénicas como NPY o galanina en el NDM incrementa la ingesta (Stanley ez 2/. 1985).
Se ha propuesto que el este nicleo desempena un papel importante en la regulacién de la
ingesta de alimentos y el gasto energético, ya que la administracién intracerebroventricular
(icv) de leptina inhibe la ingesta inducida por NPY y aumenta la expresién de c-Fos, un
marcador de actividad neuronal, en el NDM (Elmquist ez 2. 1998; Yokosuka ez al.
1998). El NDM conecta con otros nicleos hipotaldimicos como el NAR, del que recibe
proyecciones de neuronas NPY y AgPR, aunque también contiene cuerpos neuronales que
expresan NPY (Kalra ez 2/ 1999) y emite eferencias hacia el NVM y NPV (Bernardis &
Bellinger 1987). También el NDM tiene un papel importante en la regulacién de la
termogénesis y la adiposidad (Bi 2013).

4.1.5. El area hipotalamica lateral
El AHL se extiende rostralmente desde el mesencéfalo hasta el drea predptica lateral.
Durante mucho tiempo fue considerado el “centro del hambre”, ya que su lesién produce

afagia temporal y pérdida de peso (Bernardis & Bellinger 1996).

El AHL contiene neuronas que expresan péptidos orexigénicos como la hormona
concentradora de melanina (MCH) y orexinas A y B, también conocidas como hipocretinas
(de Lecea et al. 1998). La administracién icv de estos péptidos produce un incremento de
la ingesta de alimentos (Rossi ez al. 1997; Sakurai ez al. 1998). Se ha observado en
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experimentos en animales que el ayuno incrementa la expresiéon del ARNm de prepro-
orexina (proteina precursora de la orexina A y B) y de MCH (Qu ez al. 1996; Sakurai et
al. 1998). Ademds, estudios realizados en rata han demostrado que la administracién icv de
MCH produce hiperfagia y aumenta los depésitos de tejido adiposo (Qu ez al. 1996). Las
neuronas que producen orexinas emiten proyecciones hacia la propia AHL, el NAR, el
NPV y el NTS, asi como a otras regiones cerebrales que participan en funciones fisiolgicas
tan importantes como la regulacién de la presién sanguinea, el sistema neuroendocrino, la

temperatura corporal y el ciclo de suefio-vigilia (Peyron ez al. 1998).

4.2, Otras zonas implicadas en la regulacion de la ingesta

4.2.1. Nucleo del tracto solitario
Otra zona clave implicada en la ingesta de alimentos y el balance energético es el NTS,

localizado en el tronco del encéfalo. Las senales de saciedad procedentes del tracto
gastrointestinal son transmitidas al NTS a través del nervio vago, que transmite
informacién acerca del tamano y la duracién de las comidas. EI NTS se localiza en el lugar
idéneo para la recepcién de sefiales humorales y neuronales, ya que se encuentra préximo al
drea postrema, que es una zona donde la barrera hematoencefélica es mds permeable
(Schwartz 2000; Gao & Horvath 2008). Los efectos que producen algunos nutrientes
como la glucosa, las hormonas leptina, insulina y ghrelina y los neuropéptidos a-MSH y
CRH sobre la ingesta y el peso corporal son similares a los efectos que producen en el

hipotdlamo (Gao & Horvath 2008).

También se ha demostrado que el NTS recibe aferencias desde el NAR, el AHL y el
NPV del hipotdlamo, por lo que existe una fuerte conexién entre el hipotdlamo y el tronco
del encéfalo (Kishi ez al. 2003; Ciriello ez al. 2003; Geerling ez al. 2010).

4.2.2. El mesencéfalo
El sistema dopaminérgico mesencéfalico estd implicado en la regulacién de funciones

fisiolégicas tan importantes como la actividad locomotora, el estado de dnimo, la conducta
sexual y los circuitos de recompensa (Gao & Horvath 2008).

Los alimentos con alta palatabilidad pueden activar los circuitos cerebrales de
recompensa mesencefdlicos, formados principalmente por las neuronas dopaminérgicas que
conectan el drea tegmental ventral (ATV) con el ndcleo accumbens. Este ntcleo integra los
aspectos homeostdticos, hedénicos, motivacionales y cognitivos de la ingesta de alimentos a
través de sus conexiones con la corteza prefrontal, la amigdala y el AHL (Benarroch 2010).
De hecho, la ingesta de alimentos con alta palatabilidad incrementa los niveles de dopamina
extracelular en este nicleo (Wilson ez 2. 1995). La dopamina tiene un papel clave en la
regulacién de la ingesta. Asi, la inactivacién de la enzima tirosina hidroxilasa (paso limitante

en la biosintesis de dopamina) en ratones suprime la ingesta de manera similar a las lesiones
en el AHL (Gao & Horvath 2008).

13



Introduccién general

Insulina

4‘__
Leptina
Dopamina

Circuitos de recompensa

Nucleo accumbens Area tegmental ventral

Orexina ‘ MCH

Insulina

Area hipotalamica lateral Leptina

las neuronas del nucleo arqueado

Nucleo arqueado

Control de la homeostasis energética por

Figura 5. Integracion de las vias neuronales implicadas en la recompensa y la regulacion del balance
energético por las neuronas del NAR. Esquematicamente, el sistema de regulaciéon de la homeostasis
energética del cerebro estd formado por las neuronas de primer orden que expresan POMC/CART y AgRP/NPY
en el NAR y sus proyecciones a las neuronas de segundo orden, por ejemplo, en el AHL. En el AHL existen
poblaciones de neuronas que expresan Orexina y MCH. Estas neuronas se proyectan a varias regiones del
cerebro (incluyendo el drea tegmental ventral), conectando con el sistema de recompensa del cerebro. Los
circuitos de recompensa estan formados principalmente por las neuronas dopaminérgicas en el area tegmental
ventral, que se proyectan hacia el nicleo accumbens. Ademds, desde el area tegmental ventral también se
proyectan neuronas GABAérgicas al nucleo accumbens. Se ha demostrado que la insulina y la leptina pueden
actuar directamente sobre el sistema de recompensa del cerebro. Modificado de Sanchez-Lasheras et al. 2010.

La actividad de las neuronas dopaminérgicas del ATV estd regulada por la accién de
algunos neuropéptidos hipotaldmicos, como NPY, AgRP, a-MSH, orexinas y MCH, asi
como por hormonas circulantes como insulina, ghrelina y leptina (Gao & Horvath 2008).
Se ha demostrado que la leptina disminuye los niveles de dopamina en el ntcleo accumbens
(Kriigel ez al. 2003). Asimismo, la administracién directa de leptina en el ATV tiene un
efecto anorexigénico (Hommel ez 2/, 2006) (Figura 5). Estos datos sugieren que la
interaccién entre el sistema dopaminérgico y la leptina a nivel mesencéfalico es importante
en el control de la homeostasis de la energfa. Sin embargo, ain son necesarios mds estudios
que nos permitan establecer los mecanismos exactos por los cuales la leptina establece sus

mecanismos moduladores sobre el sistema dopaminérgico mesencéfalico.

5. El tejido adiposo

El tejido adiposo es el reservorio de energfa mds importante del organismo, almacena el
exceso de energia en forma de triglicéridos para poder hacer frente a situaciones que
requieran una mayor demanda energética, como el ejercicio fisico intenso o el ayuno

prolongado. Se distribuye ampliamente, localizdindose alrededor de los érganos y vasos
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sanguineos, bajo la piel y en la cavidad abdominal. Dependiendo de la localizacién se
pueden distinguir tres 4reas principales: dermal, subcutdnea e intraperitoneal o visceral (que
incluye el tejido adiposo mesentérico, omental, lumbar y epididimal) (Marin ez 2/. 1992;
Wajchenberg 2000). El tejido adiposo es considerado actualmente como un 6rgano
endocrino, que secreta adipoquinas como la leptina y la adiponectina, implicadas en la
regulacion de la homeostasis energética. (Ahima ez 2. 1996; Wozniak ez al. 2009).

5.1. Tipos de tejido adiposo

Se han identificado, tanto en humanos como en otros mamiferos, dos tipos de tejidos
adiposos: blanco y pardo o marrén. Existen diferencias entre ambos en cuanto a color,
morfologia, funciones metabélicas, caracteristicas bioquimicas y patrones de expresién
génica. El tejido adiposo blanco es el principal érgano de almacenamiento de energia en
forma de triglicéridos para el organismo, mientras que el tejido adiposo marrén juega un
papel en la regulacién de la temperatura corporal mediante la generacién de calor a través
del consumo de energia almacenada (Park ez 2/. 2014; Frayn ez al. 2003). El desempefio
de las funciones propias de cada uno de estos tejidos y el equilibrio entre el tejido adiposo
blanco y tejido adiposo marrén contribuyen al mantenimiento del balance energético del

organismo.

El tejido adiposo blanco estd formado por los adipocitos, que son células adiposas
uniloculares, ya que contienen una tnica gota de lipido que ocupa la mayor parte del
citoplasma. Es el tejido adiposo mds abundante del organismo, constituyendo generalmente
el 20% del peso corporal de los seres humanos adultos. El desarrollo del tejido adiposo
blanco comienza en el utero, pero se concentra principalmente después del nacimiento
cuando se necesitan células especializadas de almacenamiento de grasa para proporcionar
energia durante los periodos de ayuno (Wozniak ez 2/. 2009; Langin ez al. 2009). Desde
un punto de vista histolégico, el tejido adiposo blanco estd formado por los adipocitos y por
la fraccién estroma-vascular. Los adipocitos son el componente mds abundante del tejido
adiposo y son los encargados de almacenar triglicéridos en su interior (Vdzquez-Vela ez al.
2008; Frayn ez al. 2003). La fraccién estroma-vascular estd formada por macréfagos,
fibroblastos, células sanguineas, células endoteliales, células madre mesenquimales y
preadipocitos. La mayor parte de las adipoquinas son liberadas por la fraccién estroma-

vascular del tejido adiposo, mientras que la leptina y adiponectina son producidas por los

adipocitos (Fain et al. 2004; Lafontan 2005; Langin ez 2/. 2009).

El tejido adiposo marrén estd formado por adipocitos multiloculares. A diferencia de los
adipocitos blancos, los adipocitos del tejido adiposo marrén tienen mayor cantidad de
mitocondrias, las cuales debido a su alto contenido en hierro son las responsables de la
coloracién marrén. Las mitocondrias expresan cantidades elevadas de proteinas
desacopladoras (uncoupling protein, UCPs), destinadas a regular la termogénesis (Cinti
2006). La termogenina o UCP-1 es la UCP mds abundante, localizdndose en la membrana
interna mitocondrial y cuya expresién estd regulada por el sistema nervioso simpdtico. La
UCP-1 es responsable del flujo de protones desde el espacio intermembrana de la
mitocondria hacia la matriz mitocondrial, reduciendo el gradiente de protones generado
por la cadena de transporte de electrones, convirtiendo asi la energfa quimica en calor
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(Figura 6). Por tanto, la UCP-1 es responsable de la funcién principal del tejido adiposo
marrén y también un marcador caracteristico de los adipocitos marrones (Cannon &
Nedergaard 2004). El tejido adiposo marrén es fundamental en la regulacién del
metabolismo energético en los mamiferos. Aunque es mds abundante en los recién nacidos,
también se encuentra en los mamiferos adultos, en los que puede tener un papel importante
en la regulacién del metabolismo y el balance energético (Virtanen ez 2/. 2009). Ademds
de su papel en la termorregulacién, la UCP-1 es clave en la adaptacién metabdlica a las
dietas ricas en grasas, mediante un proceso conocido como termogénesis inducida por la
dieta (Kontani ez al. 2005; Kopecky et al. 1995). Todo ello convierte al tejido adiposo
marrén en una pieza clave en la regulacién del metabolismo, principalmente gracias a su
funcién en la regulacién de la termogénesis. De ello se desprende que el incremento en la
actividad de UCP-1 mejoraria la capacidad de generar calor, lo que incidirfa directamente
en una disminucién de la acumulacién de energia en forma de grasa; de ahi que sea
necesario profundizar mds en el estudio del tejido adiposo marrén en el tratamiento de la

obesidad.
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Figura 6. Mecanismo de accion de la UCP. H+

Recientemente, se ha descubierto un nuevo tipo de adipocitos, con apariencia similar a
los adipocitos marrones, llamados adipocitos beige. Curiosamente, estas células beige son
similares a las células del TA blanco, pero responden a estimulos termogénicos
incrementando la expresién de UCP-1. Ademds, los adipocitos beige tienen un patrén de
expresién génica diferente de las células de TA blanco o marrén (Park ez /. 2014).

En ocasiones el tejido adiposo funciona de forma incorrecta, generalmente como
consecuencia de la aparicién de resistencia a insulina tras un excesivo aporte calérico
mantenido en el tiempo, de forma que se altere o disminuya su capacidad para almacenar
lipidos, cambie el patrén de sintesis y/o liberacién de adipoquinas, o sintetice mediadores
que normalmente no produce. Estas alteraciones pueden facilitar el depésito ectépico de
lipidos en tejidos/células como el miusculo esquelético, higado, endotelio vascular y
pdncreas, dando lugar a un fenémeno conocido como lipotoxicidad. La lipotoxicidad

16



Introduccién general

favorece la aparicién de alteraciones clinicas importantes como la esteatosis, la resistencia a
insulina y la diabetes tipo 2 (Unger ez /. 2010).

5.2. El tejido adiposo como 6rgano endocrino

Como se ha dicho previamente, el tejido adiposo, ademds de ser un érgano que
almacena energia en forma de triglicéridos, desempefia una funcién endocrina, sintetizando
y liberando numerosas sustancias bioactivas, denominadas adipoquinas, capaces de actuar
de manera local y endocrina. Las adipoquinas constituyen un grupo heterogéneo de
proteinas y péptidos, en el que se incluyen citoquinas inflamatorias, como la interleuquina
6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral o (TNF-a), péptidos implicados en la regulacién del
tono vascular, como el angiotensindgeno, y hormonas producidas especificamente por el
tejido adiposo, como la leptina o la adiponectina (Galic ez 4l 2010; Karastergiou &
Mohamed-Ali 2010; Karlsson ez 2. 1998). En los tltimos afos se han identificado
nuevas adipoquinas, que cumplen funciones biolégicas muy diversas como la regulacién de
la ingesta y del gasto energético, la reproduccién, la inflamacién y la inmunidad, la
homeostasis vascular, la sensibilidad a la insulina y el metabolismo de lipidos e hidratos de
carbono (Karastergiou & Mohamed-Ali 2010).

La adipoquina mejor conocida es la leptina (del griego /leptos: delgado), una hormona
peptidica de 16 kDa, codificada por el gen Ob, producida y secretada principalmente por
los adipocitos. Se ha observado que existen otros tejidos capaces de producir pequenas
cantidades de leptina, entre ellos cabe destacar higado, mucosa géstrica, hipotdlamo,
hipéfisis, hueso, ovario y placenta. Con el descubrimiento de la leptina en 1994 por
Friedman y colaboradores mediante la mutacién del gen Ob, se demostré que la ausencia de
este gen y de su producto producia ratones obesos (0b/0b), y se asoci6 con la aparicién de
hiperfagia, infertilidad y diabetes tipo 2 (Zhang ez al. 1994). La leptina tiene un papel
clave en la regulacién de la homeostasis energética, reduciendo la ingesta calérica e
incrementado el gasto energético. La leptina es capaz de atravesar la barrera
hematoencefdlica para interactuar con sus receptores hipotaldmicos, especialmente en el
NAR, implicados en la regulacién de la homeostasis energética (Schwartz ez al. 1996;
Cowley et al. 2001).

La concentracién y secrecién de leptina circulante en el organismo es pulsitil y depende
de diversos factores tales como la edad, el sexo, la ingesta calérica y el IMC (Mantzoros et
al. 2011). Asi, se ha observado tanto en humanos como en roedores que los niveles
plasmdticos de leptina correlacionan con el IMC y la cantidad de tejido adiposo (Maffei ez
al. 1995). Ademds, se incrementan por las dietas ricas en grasa, la insulina y los
glucocorticoides. De igual forma se disminuyen por el ayuno, el ejercicio fisico, el frio y la
estimulacién B adrenérgica (Szkudelski 2007). La leptina presenta un ritmo circadiano,
aumentando progresivamente durante las horas de luz en humanos y reduciéndose en el

caso de roedores (Saad et /. 1998; Sinha et 2l 1996; Simén & Del Barrio 2002).

El receptor de leptina se distribuye tanto a nivel central, como en la periferia. Se han
descrito hasta 6 isoformas del receptor ObRa, ObRb, ObRc, ObRd, ObRe y ObRf. El
receptor de leptina se identific por primera vez en 1995 como un receptor de membrana
perteneciente a la familia de receptores de las citoquinas de clase I (Mantzoros ez al. 2011;
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Tartaglia ez al. 1995). Las isoformas cortas ObRa y ObRc se localizan principalmente en
la barrera hematoencefélica y se piensa que estdn relacionadas con el transporte de esta
hormona al cerebro (Hileman ez 2l 2002). La isoforma larga del receptor (ObRbD), se
expresa principalmente en el hipotdlamo y es la responsable de las acciones de esta
hormona. El receptor ObRb es el dnico que contiene un dominio de sefalizacién
intracelular necesario para la transduccién de las senales inducidas por la leptina a través de
las vias JAK/STAT (Bjerback et al. 1997). Por dltimo, la isoforma ObRe o isoforma
soluble (por lo que es cuantificable en plasma), se une a la leptina circulante y acttia como
un sistema de transporte a través del torrente circulatorio, regulando su aclaramiento y por
tanto su vida media, modulando de esta manera los niveles plasmdticos de esta hormona

(Chan ez al. 2002).

Independientemente del papel en la regulacién del peso corporal a largo plazo, la
leptina también estd relacionada con el metabolismo lipidico y glucidico. Por un lado, la
leptina estimula la gluconeogénesis, inhibe la secrecién de insulina por las células B-
pancredticas, aumenta la captacién de glucosa desde el musculo esquelético e incrementa el
transporte de glucosa a través del intestino delgado (Trayhurn ez 2l. 1999). Ademds, en
ratones obesos 0b/0b, el tratamiento con leptina disminuye los niveles de glucosa y de
insulina (Ahima ez al. 1998). Por otra parte, la leptina estimula la B-oxidacién,
promoviendo el gasto energético en tejido adiposo y musculo esquelético (Minokoshi ez a/.
2002; Zhou et al. 1997). También, estimula la lipélisis en el adipocito, provoca una
modificacién del reparto lipidico en el tejido muscular, estimula la termogénesis y aumenta
la lipogénesis en el higado (Ahima & Flier 2000). Ademds, esta hormona estd implicada
en otras multiples funciones fisiolégicas, como la termorregulacién, la respuesta inmune, la
hematopoyesis, la reproduccién y el metabolismo 6seo (Mantzoros et 2l. 2011).

Como se ha dicho anteriormente, existe una relacién directa entre los niveles de leptina
plasmdticos y la cantidad de tejido adiposo. Por lo tanto, en la obesidad se produce un
aumento de las concentraciones circulantes de leptina que puede desencadenar la aparicién
de resistencia a la misma y la pérdida de su accién antilipogénica, favoreciendo el desarrollo

de lipotoxicidad y resistencia a insulina (Wang ez 2/. 2001; Unger 2003).

La adiponectina es un péptido de 30 kDa, de produccién exclusivamente adipocitaria,
con propiedades antiinflamatorias y antiaterogénicas. Ademds, esta adipoquina tiene un rol
relevante en el metabolismo de los hidratos de carbono y de lipidos, ya que actia
sensibilizando a los tejidos a la accién de la insulina (Lee e @/. 2013). De manera contraria
a lo descrito anteriormente para la leptina, en la obesidad se produce una disminucién de
los niveles de adiponectina circulantes (Arita et al. 1999). Debido a sus acciones
bioldgicas, esta adipoquina permite contrarrestar el desarrollo de enfermedades como
hipertensién arterial, arteriosclerosis o diabetes mellitus tipo 2, mientras que el déficit de

adiponectina se relaciona con desarrollo de obesidad, resistencia a insulina y diabetes tipo 2

(Bettowski 2003; Kawano & Arora 2009).

En la obesidad, el tejido adiposo libera cantidades mds elevadas de TNF-a, IL-6 y
resistina, que favorecen el desarrollo de inflamacién y resistencia a insulina (Pittas et al.

2004).
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El TNF-at es una citoquina proinflamatoria con un papel clave en la modulacién del
metabolismo del tejido adiposo y con multiples actividades bioldgicas tales como
inflamacién, apoptosis celular, citotoxicidad y resistencia a insulina (Arner 2003). El TNE-
a es sintetizado como una proteina transmembrana de 26 kDa que se libera a la circulacién
en forma de molécula soluble con un peso de 17 kDa (Kriegler ez 2/. 1988). El TNF-a es
producido principalmente por los macréfagos de la fraccién estroma vascular, aunque se ha
demostrado que los adipocitos también pueden producir TNF-a (Weisberg ez al. 2003).
Datos epidemiolégicos y estudios experimentales en animales demuestran una importante
asociacién entre el aumento de la expresidén de esta citoquina y el incremento del peso
corporal (Arner 2003). Asimismo, se ha observado una mayor produccién de TNF-a en
diferentes modelos experimentales de obesidad y en pacientes obesos que presentan
resistencia a la accién de la insulina (Hotamisligil 1999). En 1993, Hotamisligil y
colaboradores demostraron que el ARNm del TNF-at se veia incrementado en el tejido
adiposo en condiciones de obesidad y que la neutralizacién de esta citoquina
proinflamatoria mejoraba la resistencia a insulina en ratas obesas (Hotamisligil ez al.
1993). Ademds, distintos estudios han demostrado que el TNF-a interfiere con los
mecanismos de sefalizacién intercelular de la insulina, lo que impide las acciones de la
misma (Peraldi ez 2/. 1996; Ruan ez al. 2002). También es importante destacar que el
TNF-a contribuye de manera indirecta a la resistencia a la insulina disminuyendo los
niveles de adipoquina e incrementando los de IL-6 (Ruan ez 2. 2002). Por tltimo, el
TNF-a incrementa la lipélisis y disminuye la captacién de los 4cidos grasos libres
plasmdticos en adipocitos ocasionando un aumento en el plasma de la concentracién de
dcidos grasos libres favoreciendo la aparicién de lipotoxicidad y de resistencia a la insulina

(Yu & Ginsberg 2005; Sethi & Hotamisligil 1999).

La IL-6 es una citoquina circulante con multiples efectos en inflamacién, defensa
inmunolégica y respuesta frente al dafio celular. Es sintetizada por los adipocitos y por la
fraccién estroma vascular y circula en plasma como una proteina glicosilada. Su peso
molecular oscila entre 21 y 28 kDa, dependiendo del estado de glicosilacién y fosforilacién.
(Eder ez al. 2009). La IL-6 es una adipoquina cuya produccién y concentracién plasmdtica
se correlaciona positivamente con los depdsitos grasos (Bastard et a2l 2000).
Aproximadamente un tercio de su contenido en plasma procede del tejido adiposo blanco
(Mohamed-Ali et 2l. 1997). El aumento de la IL-6 en plasma estimula la secrecién
hepética de triglicéridos, contribuyendo a la hipertrigliceridemia asociada a la obesidad.
Algunas hormonas como el TNF-a y las catecolaminas pueden aumentar la expresién de
IL-6 en el tejido adiposo, mientras que los glucocorticoides la disminuyen (Frithbeck ez 4l.
2001). Diversos autores han demostrado que los niveles plasmdticos y la expresién en el
tejido adiposo se encuentran elevados en la obesidad (Mohamed-Ali ez 2/. 1997; Bastard
et al. 2000; Vozarova et al. 2001; Roytblat ez al. 2000). La IL-6 también tiene un papel
importante en los mecanismos que favorecen el desarrollo de resistencia a insulina y
lipotoxicidad. Por un lado, existe una fuerte interaccién entre la IL-6 y las rutas de
senalizacién de la insulina. Ambas hormonas comparten varios mecanismos de sefalizacién
intracelular, por este motivo se ha propuesto la IL-6 como un agente capaz de desarrollar
resistencia a insulina debido a su capacidad de disminuir la sefalizacién mediada por el
receptor de insulina (Mooney ez al. 2001; Senn ez al. 2003). Ademds, se ha observado en
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humanos que la administracién subcutdnea de IL-6 incrementa los niveles de glucosa en
plasma de manera dosis dependiente (Tsigos ez 2l. 1997). Por otro lado, a nivel del tejido
adiposo, la IL-6 disminuye la actividad de la lipoproteina lipasa (LPL, enzima que hidroliza
los triglicéridos circulantes asociados a lipoproteinas), incrementando la lipélisis. De esta
manera, se produce un aumento de los niveles de dcidos grasos en plasma, favoreciendo su
lipotoxicidad y dando lugar a resistencia a la insulina (Greenberg ez /. 1992). Ademis,
tiene un efecto indirecto en la aparicién de resistencia a insulina debido a que disminuye la
sintesis y liberacién de adiponectina (Fasshauer ez 2/. 2003).

Otra adipoquina que aumenta en la obesidad es la resistina, una proteina rica en
cisteina de 12,5 kDa. Esta adipoquina estd implicada en el desarrollo de resistencia a
insulina y diabetes tipo 2 (Steppan et al. 2001; Kim ez a/. 2001). Aunque en ratones es
producida por los adipocitos, en los seres humanos la principal fuente de resistina son los
macréfagos (Patel ez al. 2003). En ratones, la resistencia a insulina se asocia con un
aumento de la resistina en plasma y un aumento de la expresién de SOCS-3 (suppressor of
cytokine signaling 3), que es un potente inhibidor de las vias de sefializacién de insulina y de
leptina como la JAK/STAT (Steppan et al. 2005; Steppan ez al. 2001). Ademis, la
resistina podria contribuir a la resistencia a la insulina mediante el incremento de los niveles
de citoquinas proinflamatorias. En adipocitos humanos aislados, la resistina incrementa los
niveles de IL-6 y TNF-a (implicadas en la resistencia a insulina); mientras que al tratar las
células con rosiglitazona, un agente sensibilizador de la accién de la insulina, se observaba
una disminucién en los niveles de estas citoquinas proinflamatorias (Kusminski ez al.
2007). Ademds, en humanos se ha observado una correlacién negativa entre los niveles
séricos de resistina y los de adiponectina (Wasim ez a/. 2006). Estos datos sugieren que un
aumento de la resistina circulante podria jugar un papel clave en el desarrollo de
inflamacién y de resistencia a insulina, y, consecuentemente, en el desarrollo de obesidad y

diabetes tipo 2.

Todo ello convierte al tejido adiposo en una parte importante del control metabdlico,
siendo determinante en el desarrollo de inflamacién y de resistencia a la insulina; de ahi que
sea necesario profundizar atin mds en el estudio de la funcién endocrina de este tejido para

el tratamiento de la obesidad.

6. Metabolismo del tejido adiposo

6.1. Transporte de lipidos

Los lipidos de la dieta, en su mayoria triglicéridos (T'G), son insolubles en medio
acuoso, por lo que para poder absorberse a nivel intestinal deben emulsionarse gracias a la
accién de las sales biliares y las lipasas pancredticas. Las sales biliares son sintetizadas en el
higado a partir de colesterol y almacenadas en la vesicula biliar hasta que son necesarias. Las
lipasas pancredticas hidrolizan los TG de la dieta permitiendo la entrada de glicerol y dcidos
grasos en las células epiteliales intestinales, donde se vuelven a esterificarse.
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Figura 7. Lipoproteinas y transporte de lipidos. Los lipidos de la dieta son transportados por los quilomicrones.
Los lipidos de origen hepatico, colesterol y triglicéridos, son vehiculizados por el higado a través de las VLDL. La
extraccion de lipidos de las VLDL y la pérdida de alguna apolipoproteina transforma las VLDL en LDL. Las LDL
transfieren el colesterol a los tejidos extrahepaticos o vuelven al higado. En el higado se produce la captaciéon de
LDL, quilomicrones residuales y VLDL residuales (también llamadas IDL). El exceso de colesterol en los tejidos
extrahepaticos se transporta nuevamente al higado por las HDL y alli parte del colesterol se convierte en sales
biliares. Modificado de Nelson & Cox 2006.

El transporte de los lipidos en plasma se realiza mediante la unién a apolipoproteinas y
colesterol, constituyendo agregados lipoproteicos como los quilomicrones, las lipoproteinas
de muy baja densidad (very low-density lipoproteins, VLDL), lipoproteinas de baja densidad
(low-density lipoproteins, LDL) y lipoproteinas de alta densidad (high-density lipoproteins,
HDL). La LPL anclada al endotelio vascular hidroliza los lipidos plasmdticos transportados
por los quilomicrones y las VLDL, formando 4dcidos grasos (que son captados por las células
de los tejidos) y glicerol (Wang & Eckel 2009) (Figura 7). En el musculo, los 4cidos grasos
son oxidados para obtener energia mientras que en los adipocitos se reesterifican para

quedar almacenados en forma de TG (Lafontan & Langin 2009).

6.2. Lipoproteina lipasa y ANGPTL4

La LPL es una enzima que se encuentra anclada al endotelio capilar, producida por
miocitos y adipocitos y transportada hacia el lumen del endotelio gracias a la proteina
GPIHBP1 (glycosylphosphatidylinositol anchored high density lipoprotein binding protein I)
(Davies ez al. 2010). Una vez en el endotelio vascular, la LPL se une a la carga negativa de
los proteoglicanos de hepardn-sulfato de las células endoteliales (Eisenberg ez al. 1992;

Ruge ez al. 2005) (Figura 8).
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La LPL es clave en la regulacién de la homeostasis lipidica. Asi, los ratones que no
expresan LPL tienen unos niveles elevados de triglicéridos en el nacimiento y mueren tras
18 horas debido a la incapacidad de procesar los lipidos de la leche (Weinstock ez al.
1995). De la misma manera, los ratones con déficit de GPIHBP1 presentan una marcada
hipertrigliceridemia (Beigneux ez 2/. 2007).

VLDL
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Figura 8. Esquema del metabolismo de las lipoproteinas por la lipoproteina lipasa (LPL). La LPL,
sintetizada en los miocitos y adipocitos se encuentra anclada al endotelio capilar formando un dimero,
gracias a los proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG). Esta proteina cataliza la hidrdlisis de los quilomicrones
y las VLDL para proporcionar acidos grasos libres a los tejidos. Los 4cidos grasos regulan la actividad de LPL
mediante el aumento de expresion de la ANGPTL4, a través de los PPARs. Modificado de Georgiadi et al. 2010.

La LPL pertenece a la familia de las lipasas, que incluyen la lipasa endotelial, la lipasa
pancredtica y la lipasa hepdtica. La LPL estd compuesta por dos dominios estructuralmente
distintos unidos por un pequefio péptido. En el dominio amino-terminal (N-terminal) se
localiza el centro catalitico del enzima. El dominio carboxilo-terminal (C-terminal) es
necesario para la unién de la LPL a las lipoproteinas. La forma activa de la LPL es un
homodimero formado por 2 subunidades de 55 kDa (Wong ez a/. 1997; Kobayashi ez al.
2002). Se ha comprobado que la disociacién de los homodimeros provoca la pérdida de la
actividad enzimidtica de la LPL (Osborne ez 2/. 1985).

La actividad de la LPL estd determinada por los requerimientos energéticos, los cambios
hormonales y por proteinas extracelulares. Se ha comprobado que la regulacién de la
actividad de LPL depende de las necesidades metabélicas del tejido, de forma que se
garantice el suministro adecuado de 4cidos grasos a cada tejido en el momento apropiado.
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Asi, el ayuno disminuye la actividad de la LPL en el tejido adiposo y la aumenta en el
miusculo esquelético. Esta diferencia de actividad en funcién del tejido tiene como objetivo
dirigir los dcidos grasos al tejido adiposo después de las comidas para su almacenamiento y
hacia el tejido muscular para su uso como combustible cuando existe escasez de alimentos

(Ruge ez al. 2005; Bergd ez al. 1996).

A su vez, la actividad de LPL estd regulada por algunas hormonas, tales como las
catecolaminas, la hormona del crecimiento, la testosterona y los estrégenos, que disminuyen
la actividad enzimdtica de la LPL en el tejido adiposo blanco y la incrementan en el
musculo esquelético. Por el contrario, la insulina incrementa la actividad en el tejido
adiposo y la disminuye en el musculo esquelético (Wang & Eckel 2009).

La actividad de la LPL en situaciones como el ayuno y el ¢jercicio parece estar regulada
por mecanismos postraduccionales a través de proteinas extracelulares, que incluyen las
apolipoproteinas y las proteinas similares a angiopoyetina. Las primeras (APO-CI, APO-
CII, APO-CIII, y APO-E) son responsables del transporte de triglicéridos, fosfolipidos,
colesterol y ésteres de colesterol entre los diferentes érganos y se combinan con los lipidos
para formar las lipoproteinas. Algunas, como la APO-CII pueden activar la LPL, mientras
que otras como APO-CI, APO-CIII, y APO-E la inhiben (Vainio ez a/. 1983; MacPhee
et al. 2000; Otarod & Goldberg 2004).

El segundo grupo de proteinas reguladoras de la actividad de la LPL incluye a varios
miembros de la familia de las proteinas similares a angiopoyetina (ANGPTL3, ANGPTL4

y ANGPTLS) de las que la mds estudiada y mejor conocida es la ANGPTL4, también
llamada factor adiposo inducido por ayuno (fasting-induced adipose factor, FIAF).

La ANGPTL4 es una proteina de unos 50 kDa, producida por varios tejidos entre los
que se encuentran el tejido adiposo, el higado, el musculo esquelético, el corazdn, la piel y
el intestino (Kersten ez 2/. 2009). Su molécula contiene un péptido sefial N-terminal (N-
ANGPTL4), una regién de unién, y un dominio tipo fibrinégeno C-terminal (C-
ANGPTL4). El dominio N-terminal es el responsable de los efectos inhibitorios sobre la
LPL, mientras que el dominio C-terminal estd implicado en la regulacién de la
angiogénesis, y no parece participar en el metabolismo lipidico. La ANGPTL4 completa
sufre un proceso de escisién, que puede tener lugar en la matriz extracelular o en el plasma,

mediado por unas enzimas llamadas convertasas proproteina, para dar lugar a N-

ANGPTL4 (15 kDa) y C-ANGPTLA4 (37 kDa) (Lei ez al. 2011).

Antes de la secrecién y escision, la ANGPTL4 se oligomeriza en dimeros y tetrdmeros
en el interior celular. La oligomerizacién se realiza mediante la formacién de puentes
disulfuro entre los residuos de cisteina 76 y 80 de la porcién N-terminal. Por tanto, pueden
oligomerizar la N-ANGPTL4 y la ANGPTL4 completa, pero no la C-ANGPTL4. La
oligomerizacién protege la ANGPTL4 de la degradacién manteniendo su capacidad para
inhibir la LPL (Yin ez /. 2009).

La ANGPTLA4 se expresa mayoritariamente a nivel periférico, aunque también lo hace a
nivel central. En ratdn, se ha detectado ANGPTL4 en regiones como hipotdlamo, corteza e
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hipéfisis (Wiesner et al. 2006). Se ha demostrado que la ANGPTL4 estd implicada en la
regulacion de la ingesta de alimentos y del gasto energético. La administracién zcv de
ANGPTLA4 en ratones disminuye la ingesta de alimentos y el peso corporal, y aumenta el
gasto energético a través de un mecanismo que se ha relacionado con la inhibicién de la
actividad de la AMPK hipotaldmica. De forma coherente con estos datos, los ratones knock
out (KO) de Angptl4 muestran un incremento del peso corporal y de la actividad de la
AMPK hipotaldmica y una disminucién del gasto energético (Kim ez /. 2010).

Existen numerosos indicios de que la ANGPTL4 inhibe la actividad de LPL. Se ha
demostrado que la sobreexpresién de ANGPTL4 incrementa los niveles de triglicéridos en
plasma de ratones ademds de disminuir la actividad de la LPL (Lichtenstein ez /. 2007;
Késter et al. 2005). Asimismo, la administracién de ANGPTL4 recombinante produce
hipertrigliceridemia en ratones (Yoshida ez /. 2002). Del mismo modo, se ha demostrado
que los ratones que no expresan ANGPTL4 presentan hipotrigliceridemia y un aumento en
la actividad de LPL (K&ster ez al 2005). Estudios in vitro e in vivo, revelan que la
ANGPTL4 favorece la conversién de los dimeros de LPL (forma activa) en mondémeros
inactivos (Sukonina ez al. 2006; Lichtenstein ez al. 2007). Ademds, otro factor que
interviene in vivo en la regulacién de la actividad de LPL por ANGPTL4 es el GPIHBP1.
Esta proteina tiene una alta afinidad por la LPL, ya que es la responsable del transporte
transendotelial de LPL, desde las células del parénquima subyacentes hacia la luz capilar. Se
ha demostrado in vitro que la accién inhibitoria de ANGPTL4 sobre la LPL disminuye
cuanto ésta se encuentra unida a GPIHBP1 (Sonnenburg ez 2. 2009).

Numerosos estimulos pueden regular la expresién de ANGPTLA4. En el tejido adiposo,
los glucocorticoides inducen la expresién de ANGPTL4 en situaciones de ayuno (Koliwad
et al. 2009), mientras que la insulina tiene un efecto supresor sobre la expresién de
ANGPTL4 (Yamada ez al. 2006). De esta forma, el incremento de insulina posprandial
favorece la activacién de la LPL, permitiendo al tejido adiposo la captacién de dcidos grasos
procedentes de las lipoproteinas plasmdticas, mientras que el incremento de los niveles de
glucocorticoides durante el ayuno inhibe la actividad de la LPL. Ademds, la restriccién
calérica crénica y los dcidos grasos libres, a través de receptores activados por el proliferador
de peroxisomas (Peroxisome proliferator-activated receptor, PPARs) también incrementan los
niveles plasmdticos de ANGPTL4 (Kersten ez 2/. 2009; Mandard ez al. 2004). También,
algunas situaciones fisioldgicas tales como la diferenciacién de los adipocitos, la hipoxia, el
embarazo y la lactancia incrementan la expresién de ANGPTL4 (Dutton & Trayhurn
2008; Josephs ez al. 2007; Le Jan et al. 2003; Wiesner et al. 2006).

Como se ha dicho previamente, la ANGPTL4 es una pieza clave en la regulacién del
metabolismo lipidico, especialmente en situaciones de ayuno. El ayuno incrementa los
niveles plasmdticos de ANGPTL4 y su expresién en tejido adiposo y en higado. Por el
contrario, las dietas ricas en grasa disminuyen los niveles plasmdticos de esta proteina
(Kersten et al. 2000). Asimismo, la actividad de la LPL en el tejido adiposo blanco varia
en funcién de los ciclos de alimentacién y ayuno, habiéndose demostrado que los ratones
que no expresan ANGPTL4 no son sensibles al efecto inhibitorio del ayuno sobre la
actividad de la LPL, lo que apoya la hipétesis de que la disminucién en la actividad de la
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LPL durante el ayuno estd mediada por el aumento de la expresién de la ANGPTL4
(Kroupa ez al. 2012).

6.3. Lipogénesis

Las células transforman el exceso de energia en 4cidos grasos, que se esterifican con
glicerol para almacenarse como triglicéridos (Frayn 2002). En este proceso intervienen
numerosos enzimas sometidos a un estricto control nutricional y hormonal, aunque en este
capitulo nos centraremos en la sintasa de 4cidos grasos y los enzimas responsables de la
sintesis de NADPH, el cofactor necesario para sintesis de lipidos.

Este proceso se realiza en el citoplasma celular gracias a dos enzimas: la acetil-CoA
carboxilasa (ACC) y la sintasa de dcidos grasos (Fatty acid synthase, FAS). El primer paso en
la biosintesis de 4cidos grasos es la formacién de malonil-CoA a partir de acetil-CoA por la
accién de la ACC (Wakil & Abu-Elheiga 2009). A continuacién, la FAS cataliza la
formacién de las cadenas carbonadas largas de los dcidos grasos (como el palmitato) a partir
de acetil-CoA y malonil-CoA (Figura 9). En este proceso se requieren el ATP para unir
CO; al acetil-CoA y producir malonil-CoA, y el NADPH (Nelson & Cox 2006; Liu ez
al. 2010).

ATP NADPH .
ADP + Pi NADP
Acetil-CoA M Malonil-CoA ;-4 Acidos grasos
ACC \ FAS
N
T AMP/ATP ~
AMPK ——— pAMPK

Balance
energético

negativo pACC

CPT

Figura 9. Sintesis de acidos grasos. ACC: acetil-CoA carboxilasa; AMPK: proteina quinasa dependiente de
AMP; CPT: complejo carnitil-palmitoil transferasa; FAS: acido graso sintasa. Modificado de Nelson & Cox 2006.

El paso limitante de la biosintesis de los dcidos grasos es la reaccién catalizada por la
ACC, por esta razén se le considera uno de los principales puntos de regulacién de la
sintesis de dcidos grasos. El palmitoil-CoA, principal producto de la sintesis de 4cidos grasos
y el malonil-CoA acttian como inhibidores de esta enzima. El citrato, producto del ciclo del
icido citrico, es un activador alostérico de esta enzima, incrementado la velocidad de
biosintesis de los dcidos grasos. Cuando existe una situacién de balance energético positivo,
se produce un aumento en las concentraciones mitocondriales de acetil-CoA y ATP, lo que
favorece el transporte de citrato fuera de las mitocondrias; la enzima citrato liasa convierte el
citrato en acetil-CoA citosélico, que se transforma en malonil-CoA por la accién de la ACC
(Saha ez al. 1997). Al mismo tiempo, el citrato citosélico actiia activando alostéricamente
la ACC (Brownsey ez al. 20006), ¢ inhibiendo la fosfofructoquinasa-1, reduciendo la
actividad de la glucdlisis (Randle 1998). De esta manera, el citrato juega un papel central
en la desviacién del metabolismo celular del consumo del combustible metabélico a su
almacenamiento en forma de 4cidos grasos (Figura 10). Este proceso estd activado por la
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hormona insulina, que desencadena la activacién de la enzima citrato liasa, la cual convierte
el citrato en acetil-CoA. A su vez, la insulina estimula la desfosforilacién y activacién de la
ACC (Yu ez al. 1990; Witters et al. 1988). Por otro lado, el glucagén y la adrenalina
desencadenan la fosforilacién de ACC, inactivindola (Koh ez 2/ 2007). La ACC también
estd regulada por la proteina quinasa dependiente de AMP (AMPK). La activacién de
AMPK produce una inhibicién en la sintesis de dcidos grasos, al mismo tiempo que
estimula la B-oxidacién. La AMPK activada fosforila la ACC inactivindola, inhibiendo de
esta manera la produccién de malonil-CoA (Figura 9). El malonil-CoA es el primer
intermediario en la biosintesis de 4cidos grasos, y un inhibidor de la CPT-I (complejo
carnitin-palmitoiltransfersa), enzima que permite la entrada de los 4cidos grasos en la
mitocondria para que se pueda realizar la B-oxidacién (Kudo ez 2. 1995; Ruderman ez al.

1999).

Insulina

Acetil-CoA - I+ Fosfofructoquinasa-1

Adrenalina - = \/ o
e V' .
liasa
l Citrato

Sintesis
Acidos Grasos
CITOSOL
. —> 1 Acetil-CoA

Figura 10. Regulacion de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) en la sintesis de acidos grasos.

Malonil-CoA

Citrato

MITOCONDRIA

Ciclo del
acido citrico

6.3.1. Sintasa de acidos grasos
La FAS es una enzima citosélica con un peso molecular de 270 kDa. Esta enzima es un

homodimero formado por dos unidades idénticas, cada una formada a su vez por varias
subunidades necesarias para la reaccién de sintesis de 4cidos grasos (Smith ez 2/ 2003;
Wakil 1989). La sintesis de 4cidos grasos catalizada por la FAS estd constituida por tres
fases: i) condensacién de malonil-CoA con acetil-CoA, ii) elongacién de la cadena de 4cidos
grasos por adicién de malonil-CoA a través de reacciones de reduccién vy iii) liberacién de la
cadena larga de 4cidos grasos de la FAS. Para la sintesis de una molécula palmitato se
necesitarfan una molécula de acetil-CoA, 7 de malonil-CoA, 7 de ATP y 14 de NADPH
(Liu ez al. 2010).

Este enzima tiene una gran importancia en la homeostasis de la energia. Se ha
demostrado en ratones que la inhibicién de la FAS reduce la adiposidad (Loftus ez a4l
2000). Por el contario, el incremento de la actividad de la FAS en el tejido adiposo podria
incrementar los niveles plasmdticos de 4dcidos grasos libres, favoreciendo el desarrollo de
resistencia a insulina (Semenkovich 1997). En este sentido, se ha vinculado el aumento de
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expresién de Fas en el tejido adiposo con el desarrollo de resistencia a insulina y con el
incremento de adipoquinas circulantes como IL-6 y leptina (Berndt ez 2/. 2007).

La FAS se expresa mayoritariamente en tejidos con actividad lipogénica, como el higado
y el tejido adiposo (Kusakabe ez 2/ 2000). La actividad de la FAS estd disminuida en
tejidos que no sintetizan lipidos, como el musculo. Esto se debe a que los dcidos grasos
sintetizados se dirigen hacia la B-oxidacién para obtener energia y no se almacenan en
forma de triglicéridos. La ingestion de hidratos de carbono, la insulina y los
glucocorticoides aumentan la expresién de la FAS, mientras que los 4cidos grasos
insaturados, AMPc y glucagén la disminuyen (Sul & Wang 1998).

La expresién de la FAS en tejidos periféricos estd regulada por la dieta, la glucosa, la
tiroxina y por el factor de transcripcién SREBP1C (Sterol regulatory element-binding protein
I¢). En situaciones de deficiencia energética, como el ayuno, la expresién de ARNm vy
proteina de FAS disminuye en higado pero no en cerebro, lo que indica que la FAS a nivel
central tiene una funcién distinta a la de almacenar energia (Ronnett ez 2/. 2005). Asi, se
ha visto que la inhibicién de la FAS hipotaldmica, mediante la administracién central de un
inhibidor de esta enzima, suprime la ingesta de alimentos, al mismo tiempo que activa la -
oxidacién en el musculo esquelético (Cha ez /. 2005).

6.3.2. Ruta de las pentosas fosfato y NADPH
El cofactor necesario para la sintesis de dcidos grasos es el NADPH. Por lo tanto, la

magnitud de la lipogénesis dependerd del aporte de los sustratos necesarios para la
lipogénesis y del aporte de NADPH. Las principales fuentes de NADPH son la ruta de las
pentosas fosfato y la reaccién catalizada por el enzima mdlico. En la ruta de las pentosas
fosfato, la glucosa-6-fosfato se transforma en ribosa necesaria para la sintesis de nucleétidos
y NADPH. Esta via, es necesaria para la reduccién del glutatién, la sintesis de dcidos grasos
y colesterol (Riganti ez 2/. 2012). La ruta de las pentosas fosfato tiene lugar en el citosol y
se divide en dos fases: la fase oxidativa (genera ribosa 5-fosfato y NADPH) y la fase no
oxidativa (convierte pentosas fosfato de nuevo en hexosas fosfato, permitiendo que
contintien las reacciones oxidativas). La primera reaccién de la ruta de las pentosas fosfato
es la oxidacién de la glucosa 6-fosfato por la glucosa 6-fosfato-deshidrogenasa (G6PD), que
forma G6-fosfogluconolactona. EI NADP* acttia como aceptor de electrones, formando
NADPH. A continuacién, se produce la hidrélisis de la 6-fosfogluconolactona gracias a la
accién de la 6-fosfogluconolactona lactonasa, obteniéndose 6-fosfogluconato. Por dltimo, el
6-fosfogluconato se oxida y se descarboxila por la 6-fosfogluconato-deshidrogenasa,

formando ribulosa-5-fosfato. Esta reaccién genera una segunda molécula de NADPH

(Figura 11) (Tian ez al. 1998).

El NADPH formado es necesario para las reacciones biosintéticas (como la sintesis de
dcidos grasos, esteroles, etc.), la regeneracién del glutatién reducido, el mantenimiento de la
actividad de la catalasa y la regulacién del equilibrio redox celular. En los tejidos en los que
se necesita gran cantidad de NADPH, las pentosas fosfato producidas se reciclan a glucosa-
6-fosfato. Este proceso estd regulado por la relacién NADP*/NADPH. Cuando una célula
estd convirtiendo rdpidamente NADPH en NADP, en reducciones biosintéticas, aumenta
el nivel de NADP" lo que estimula alostéricamente la G6PD, incrementando de este modo
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el flujo de glucosa 6-fosfato a través de la ruta de las pentosas fosfato. Cuando disminuye la
demanda de NADPH, disminuye el nivel de NADP", haciendo mds lenta la ruta de las
pentosas fosfato y, en su lugar, la glucosa 6-fosfato se utiliza como combustible para la

glucdlisis (Nelson & Cox 2006).

.. Ciclo del
Glucosa ——> Glucosa-6-fosfato —— > Glucolisis ——, L
, acido citrico
F. no oxidativa F. oxidativa
T 110 1
v Glucosa-6-fosfato
/ NADP* Glutation reducido
Gl -6-P
/ u.cosa Glutation reductasa
/ deshidrogenasa
NADPH + H* Glutatiéon oxidado
/ 6-fosfogluconolactona
Transcetolasa, 6-fosfogluconolatona
transaldolasa ’ lactonasa
\ 6-fosfogluconato Acidos grasos, esteroles, etc
\ NADP*

6-fosfoglucononato
\ deshidrogenasa

AN

Biosintesis reductora

NADPH + H*

Precursores
N Ribulosa-5-fosfato

Nucleétidos, coenzimas,
DNA, RNA

Figura 11. Esquema general de la ruta de las pentosas fosfato. El NADPH formado en la fase oxidativa es
utilizado para reducir el glutation y para sostener la biosintesis reductora. El otro producto de la fase oxidativa
es la ribulosa 5-fosfato, que sirve como precursor de nucleétidos, coenzimas y acidos nucleicos. En las células
que no utilizan ribosa 5-fosfato para la biosintesis, la fase oxidativa recicla las pentosas fosfato producidas a
glucosa-6 fosfato. Tomado de Nelson & Cox 2006.

La cantidad de glucosa metabolizada por la via de la pentosas fosfato varia segin el
tejido entre un 5 y un 30%. Los tejidos donde esta via tiene mayor actividad son el tejido
adiposo, el higado, las glindulas mamarias, las glindulas suprarrenales, las génadas y los
eritrocitos. En el resto de tejidos, la actividad de esta via estd condicionada por la
disponibilidad de NADP* y de agentes oxidantes, asi como por la actividad proliferativa
(Riganti ez al. 2012).

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa es la principal fuente de NADPH en el organismo
y el enzima limitante de la velocidad en la via de las pentosas fosfato. Este enzima, se
expresa de forma ubicua y estd implicado en diversas funciones celulares, incluyendo el
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crecimiento celular, la supervivencia y la regulacién redox. La deficiencia de este enzima
causa anemia hemolitica e ictericia neonatal (Xu et 2/. 2005; Beutler 1994).

Como se ha dicho previamente, a nivel del tejido adiposo la G6PD suministra el
NADPH necesario para la biosintesis de lipidos. La importancia de la interaccién entre la
GG6PD y la lipogénesis se puede observar en el incremento de este enzima en higado y tejido
adiposo en varios modelos animales de obesidad (J. Park ez al. 2005; Gupte et al. 2009).
En este sentido, se ha observado que la sobreexpresién de este enzima en adipocitos origina
un incremento celular de los dcidos grasos libres y triglicéridos, asi como una alteracién en
la expresién de adipoquinas (TNF-o, resistina y adiponectina), lo que desencadena
resistencia a la insulina (J. Park ez 2/ 2005).

La dieta y las hormonas tienen un papel importante en la regulacién de la actividad de
la G6PD. Asi, se ha demostrado que las dietas con alto contenido en hidratos de carbono,
los 4cidos grasos saturados, el glucagén y el ayuno disminuyen los niveles hepdticos de
GG6PD, mientras que la insulina, hormonas tiroideas y glucocorticoides tienen el efecto
contrario (Kletzien et al. 1994; Salati & Amir-Ahmady 2001). La hiperglucemia
producida en la diabetes inhibe la via de las pentosas fosfato mediante la disminucién de la
expresién de la G6PD (Xu et al. 2005). Por otra parte, se ha observado una disminucién
de la velocidad lipogénica y de las concentraciones de lipoproteinas en los pacientes que
presentan deficiencia en esta enzima (Dessi ez al. 1986; Dessi et al. 1992). Por tltimo, se
ha visto que la dehidroepiandrosterona, una hormona esteroidea sintetizada principalmente
en las glindulas suprarrenales, es capaz de inhibir la G6PD, disminuyendo la formacién de

NADPH y por tanto la lipogénesis (Williams 2000).

El enzima mdlico (ME) es otro enzima generador del NADPH necesario para la
lipogénesis. Es una proteina tetramérica formada por cuatro subunidades idénticas, cuyos
mondmeros carecen de actividad. El enzima midlico cataliza la descarboxilacién oxidativa
reversible de malato en piruvato (Figura 12). Esta reaccién, que une la glucélisis y el ciclo
del 4cido citrico, implica la reduccién de NAD(P) a NAD(P)H (Chang & Tong 2003).
En los mamiferos existen tres isoformas de este enzima: una isoforma citosélica (ME1) y
dos isoformas mitocondriales (ME2 y ME3). Aunque esta reaccién es reversible, se piensa
que, al menos la isoforma citosélica, se encuentra desplazada hacia la formacién de piruvato
in vivo (Veech et al. 1969). Se localiza en los tejidos donde se sintetizan 4dcidos grasos,
especialmente en el tejido adiposo y en higado, donde este enzima desempefia un papel
clave en la lipogénesis porque es una de las principales fuentes del NADPH necesario para
la sintesis de novo de dcidos grasos (Chang & Tong 2003). Ademds este enzima tiene un
papel importante en el metabolismo ya que sirve de vinculo entre la glucdlisis y el ciclo del
dcido citrico. El malato es uno de los principales productos intermedios del ciclo de Krebs y

es exportado desde la mitocondria al citosol, donde el MEI genera piruvato y poder

reductor a partir del malato (MacDonald 1995).
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NAD(P)H + H*

O OH
0- NAD(P) _

HO i

Enzima mdlico

Malato Piruvato

Figura 12. Obtencion de NADPH mediante el enzima malico.

Como en el caso anterior, el ME también estd regulado por factores dietéticos y
hormonales. La composicién de las dietas es capaz de influir en la actividad del ME1. Asi,
las dietas ricas en grasa disminuyen la actividad del ME1 en higado y TA, mientras que las
dietas bajas en grasa la incrementan (Fitch & Chaikoff 1960; Crozier ez al. 1987; van
Schothorst ez al. 2006). Ademds, se ha demostrado que la restriccién calérica incrementa
la expresién de ME1 en el tejido adiposo en ratén (van Schothorst ez /. 2006; Higami ez
al. 2004). La insulina y la T3 tienen un papel inductor de la transcripcién del ME,
mientras que el glucagén tiene el efecto contrario (Katsurada ez 2/. 1988; Goodridge &

Adelman 1976).

Numerosos estudios muestran la importancia del ME1 en la obesidad, la homeostasis
energética y la diabetes (van Schothorst ez /. 2006; Higami ez al. 2004; Coleman
1992). Se ha demostrado en modelos animales que en la obesidad se produce un
incremento de la actividad del ME1 en el tejido adiposo y en el higado (Yen ez al. 1976;
Huupponen et al. 1989). Existe una estrecha relacién, tanto en humanos como en
roedores, entre el ME1 y la predisposicién a la obesidad y la diabetes tipo 2. Asi, se ha
observado que los ratones adultos que carecen de ME1 son resistentes a la diabetes y al
desarrollo de obesidad por dietas HF (Zhong ez al. 2010; X. Yang ez al. 2009).

Todo esto sugiere que tanto la G6PD como el ME podrian jugar un papel clave en la
lipogénesis y, consecuentemente, en el mantenimiento de la homeostasis energética. Por
tanto, los cambios en el patrén de expresién de estas enzimas pueden contribuir a la

regulacién del metabolismo energético y del peso corporal.
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Capitulo 1

1. Introduccion

1.1. Colecistoquinina
La CCK fue caracterizada en 1928 por Ivy y Oldberg en el tracto gastrointestinal como

una hormona que contrafa la vesicula biliar. Unos afios mds tarde, se describié su presencia
en el sistema nervioso central (SNC) de mamiferos (Vanderhaeghen ez 2l 1975; Ivy &
Oldberg 1928). Existen multiples formas de la CCK con actividad biolégica, aunque la
primera molécula que se identificé era un péptido formado por 33 aminodcidos (CCK-33)
(Mutt & Jorpes 1971). La CCK posee una gran variedad de formas biolégicamente
activas, todas ellas derivadas de la misma molécula de ARNm que se traduce en una
molécula de 114 aminodcidos denominada pre-procolecistoquinina. La existencia de
diferentes formas moleculares de CCK se puede explicar por modificaciones
postraduccionales especificas de cada tejido (Gubler ez 2. 1984). La actividad bioldgica de
las diferentes formas de CCK depende de la longitud del péptido y de la presencia de
formas sulfatadas, que son més potentes (Bonetto ez 2l. 1999). La forma predominante en
tejidos periféricos es la CCK-33, aunque también se han detectado otras como la CCK-8, la
CCK-58 o la CCK-39. En el SNC, la forma predominante es la CCK-8 sulfatada (Figura
13), aunque también existen la CCK-8 no sulfatada, la CCK-4 y la CCK-5 (Rehfeld &
Hansen 1986).

A nivel central, la CCK participa en la regulacién de la actividad cardiovascular, la
actividad respiratoria, la percepcién del dolor, el suefo, el comportamiento sexual, la
memoria, la actividad dopaminérgica y la actividad del eje hipotdlamo-hipéfiso-adrenal. A
nivel periférico, la CCK estimula la liberacién de amilasa y lipasa por el pédncreas exocrino,
retrasa el vaciado géstrico, y estd implicada en la regulacién de la ingesta (Crawley &
Corwin 1994; Cano, Ezquerra, ez al. 2003a).
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Figura 13. Secuencia de la CCK-8. HOOC-Asp-Tyr(SOsH)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH..

La CCK se produce principalmente en el duodeno y en el ileon por las células I, aunque

también se sintetiza en el SNC (Rehfeld & Hansen 1986; Rehfeld 1978). La liberacién
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de CCK intestinal, es estimulada por la presencia intraluminal de los nutrientes originados
en la digestién. Esta secrecién es favorecida por las dietas ricas en grasa, en proteinas y en
glucosa (Moran & Kinzig 2004; Liddle ez 2/. 1985). Se ha demostrado que la capacidad
de estimular la liberacién de CCK intestinal depende de la longitud de la cadena de los
dcidos grasos de la dieta, sobre todo de los de cadena superior a once dtomos de carbono
(McLaughlin ez /. 1999). Asimismo, los aminodcidos aromdticos como la fenilalanina y el
triptéfano también favorecen la liberacién de CCK (Wang ez /. 2011). En la mayoria de
las especies, la concentracién plasmdtica basal de CCK es de aproximadamente 1 pmol/l y
aumenta hasta 5-8 pmol/l después de la ingesta. Estos niveles aumentan gradualmente

durante 10-30 minutos y posteriormente disminuyen, manteniéndose elevados durante 3-5
horas (Moran & Kinzig 2004).

También es importante destacar que esta hormona se ha podido identificar en varias
dreas cercbrales. En la rata, la CCK se distribuye en la corteza cerebral, el hipocampo, la
amigdala, el bulbo olfatorio, el hipotdlamo y el tdlamo (Crawley & Corwin 1994),
mientras que en humanos, se localiza principalmente en la corteza, el hipocampo, el cuerpo
estriado, la amigdala, el tdlamo o el cerebelo (Vanderhaeghen ez al. 1992).

1.2. Receptores de la CCK

En los afios 80, Innis y Snyder identificaron en pdncreas y cerebro dos tipos de
receptores de CCK: receptores CCK-1 y CCK-2, formados por 429 y 452 aminodcidos
respectivamente. El receptor CCK-1 estd localizado principalmente en tejidos periféricos,
mientras que el receptor CCK-2 es de localizacién central fundamentalmente. Estos
receptores presentan diferente estructura y grado de afinidad por los fragmentos de CCK
(Innis & Snyder 1980). Los dos presentan siete dominios transmembrana y pertenecen a

la familia de receptores acoplados a proteinas G (Wank 1995).

El receptor CCK-1 se localiza en pédncreas, mucosa gistrica, vesicula biliar, capa
muscular del tracto gastrointestinal y nervio vago (Wank 1995; Zarbin ez al. 1981).
También, se ha identificado el receptor CCK-1 en diversos nicleos del SNC como el 4rea
postrema, el nucleo del tracto solitario, el nicleo supradptico, el NPV, el NDM, la
sustancia negra, el drea tegmental ventral y el nicleo accumbens (Wank 1995; Hill ez al.

1990; Hill ez al. 1987).

El receptor CCK-2 se sitda a nivel periférico en estémago y tejido adiposo. A nivel
central estd ampliamente distribuido, localizdndose principalmente en nutcleo accumbens,
nucleos del telencéfalo y del diencéfalo, hipocampo y diversos nicleos hipotaldmicos, como
el supradptico o el ventromedial (Mercer ez al. 2000; Wank 1995; Attoub ez al. 1999).
Cada vez estd més aceptado que el receptor CCK-2 es esencial para la homeostasis normal
del tejido adiposo. En este sentido, se ha observado que los ratones que no expresan este

receptor presentan un mayor peso cor oral una mayor ingesta dC alimentos, ero tienen
y y Y &

menor cantidad de tejido adiposo (Chen ez 2l. 2006; Weiland ez 2. 2004).

Existen estudios que han revelado polimorfismos en los receptores CCK-1 y CCK-2, lo
que pone de manifiesto que existen diferencias interindividuales en cuanto a la eficacia y
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afinidad de los receptores CCK por los diferentes ligandos (Houston ez 2. 2006; Kopin ez
al. 1997).

1.3. Papel de la CCK en el control de la ingesta

La CCK es una de las sefiales de saciedad mds estudiadas, capaz de reducir de forma
dosis-dependiente el tamafo de las raciones ingeridas en numerosas especies, incluida la
humana (Moran & Schwartz 1994; Smith & Gibbs 1992; Gibbs et 2l. 1973a; West et
al. 1984). La saciedad inducida por la CCK estd mediada principalmente por los receptores
CCK-1, razén por la que los antagonistas del receptor CCK-1 provocan un aumento de la
ingesta, mientras que los agonistas la disminuyen (Simmons ez /. 1998; Corwin et al.

1991).

El efecto saciante de la CCK se debe a la interaccién de mecanismos periféricos y
centrales. Por un lado, la CCK es un potente inhibidor del vaciado gistrico, por lo que
algunos de sus efectos inhibidores de la ingesta pueden estar mediados indirectamente por
la retencién de alimento en el estémago (Liddle ez 2/. 1986; Liddle ez al. 1988). Por el
otro, la presencia de alimento en el intestino produce la liberacién de CCK, que
interacciona con receptores CCK-1 vagales y activan el NTS, que estd conectado con el
NPV y NDM del hipotdlamo (Schwartz & Moran 1994; Crawley & Schwaber 1984;
Ter Horst et al. 1989). Es importante resaltar que la administracién de antagonistas del
receptor 5-HT3 disminuye la activacién neuronal del NTS y del drea postrema y la saciedad
inducida por CCK, lo que indica que el sistema serotoninérgico puede modular los efectos

de la CCK en la ingesta (Daughters ez /. 2001).

Los efectos de la CCK sobre la saciedad también estdn mediados por mecanismos
exclusivamente centrales. Asi, se ha comprobado que la administracién central de CCK
disminuye la ingesta en ratones (Blevins ez 4l 2000), mientras que la administracién
central de antagonistas del receptor CCK-1 bloquea este efecto (Hirosue ez al. 1993).
Incluso en animales vagotomizados, los antagonistas selectivos del receptor CCK-1 pueden
estimular la ingesta de alimentos (Reidelberger 1992). Ademids, la activacién del eje
hipotdlamo-hipéfiso-adrenal durante el ayuno parece estar mediada por receptores CCK.
De hecho, la administracién sistémica de CCK induce la liberacién de ACTH (Kamilaris
et al. 1992) y activa la transcripcién de c-Fos en las neuronas NPV que expresan CRH
(Verbalis ez al. 1991). En consonancia con todo ello, el bloqueo del receptor CCK-1
durante el ayuno evita la activacién del eje hipotdlamo-hipéfiso-adrenal (Ruiz-Gayo ez 4l.
2000).

El papel del receptor CCK-2 en el control de la ingesta se conoce con menos detalle,
aunque su presencia en distintas dreas hipotaldmicas (Cano et «l. 2003; Noble ez al.
1999; Burdakov & Ashcroft 2002) asi como la hiperfagia observada en ratones deficientes
de este receptor (Chen ez al. 2006; Clerc et al. 2007) hace pensar que tiene una funcién
relevante. Por otra parte, se ha comprobado que los agonistas y los antagonistas del receptor
CCK-2 no tienen efectos sobre la ingesta (Corwin ez al. 1991; Parrott 1993). Ademds, el
efecto saciante de la CCK administrada por via intraperitoneal desaparece en los ratones
que carecen del receptor CCK-1, pero se mantiene en los animales que carecen del receptor
CCK-2 (Kopin et al. 1999). Estos animales presentan ademds una mayor velocidad de
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vaciado gistrico, lo que indica que la importancia del receptor CCK-2 en la regulacién estd
relacionada indirectamente con la distensién gistrica (Miyasaka ez al. 2004; Kissileff ez

al. 2003).

Uno de los modelos méds usados para determinar el papel de la CCK en el control de la
ingesta y la homeostasis energética es la rata OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty).
Estas ratas carecen de los receptores CCK-1 funcionales, lo cual se asocia con una
disminucién en la capacidad de procesar las senales gastrointestinales de saciedad. Las ratas
OLETF desarrollan hiperfagia, obesidad y diabetes tipo 2 (Moran & Bi 2006; Schroeder
et al. 2009). Por el contrario, los ratones que carecen de CCK parecen ser resistentes a la
obesidad inducida por dietas HF (Lo ez 2l. 2010) ya que presentan un aumento del gasto
energético y menores depésitos adiposos que sus controles. Ademds, se ha demostrado que
los animales alimentados con dieta HF son menos sensibles a los efectos saciantes de la
CCK comparados con los animales alimentados con una dieta baja en grasa (Covasa &
Ritter 1998). Por dltimo, se ha demostrado que tras 4 semanas de dieta HF, la CCK es
mds eficaz como agente saciante en las ratas resistentes (obesity-resistant, OR) que en las
sensibles al desarrollo de obesidad (obesity-prone, OP), lo que sugiere una resistencia a esta
hormona en los segundos (Duca ez al. 2013). A pesar de todos estos estudios, ain quedan
diferentes elementos por determinar en torno al papel de la CCK en la regulacién de la
ingesta.

1.4.La CCKy el metabolismo energético

Cada vez son mds los estudios que sittian a la CCK como una pieza fundamental en la
maquinaria reguladora de la homeostasis energética a corto plazo, limitando el tamafio de
las raciones y a largo plazo, modulando, directa o indirectamente las acciones de la leptina y
de la insulina. En relacién con la insulina se ha demostrado que la CCK regula la glucemia
posprandial mediante el aumento de la liberacién de insulina mediado por el receptor
CCK-1 (Ahrén ez al. 2000; Rossetti ez al. 1987; Karlsson & Ahrén 1992) y el
enlentecimiento del vaciado gistrico (Liddle ez 2/. 1988). Por lo tanto, el efecto de la CCK
en los niveles de insulina depende por un lado del equilibrio entre la accién secretagoga
directa y por otro de la inhibicién indirecta de la liberacién de insulina, debido al efecto
inhibidor sobre el vaciado géstrico. Por otra parte, la administracién de dosis bajas de
insulina directamente en el cerebro también aumenta el efecto saciante de la CCK
(Figlewicz et al. 1995). Por dltimo, es importante destacar que la CCK podria estar
implicada en las respuestas de adaptacién en los islotes pancredticos. Durante la obesidad se
produce un incremento de la CCK, la cual acttia aumentando la supervivencia de las células

B e incrementando su masa, compensando asi la resistencia a la insulina que acompana a la

obesidad (Lavine ez /. 2010).

También existe una accién sinérgica entre los efectos saciantes de la leptina y de la
CCK, que se ha observado en términos de expresién de c-Fos en diversas dreas cerebrales
implicadas en la regulacién de homeostasis energética como el NPV, el drea postrema y el
NTS (Emond et 2l. 1999; Barrachina et al. 1997). Por otro lado, la CCK, a través de
receptores CCK-1, facilita el paso de leptina a liquido cefalorraquideo (Cano, Ezquerra, ez
al. 2003b), lo que puede contribuir a la regulacién de la ingesta. Para que la CCK pueda
reducir la ingesta es necesario el correcto funcionamiento de las vias de sefalizacién de
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leptina en el NAR (Morton et al. 2005). Ademds, se ha comprobado que el efecto
conjunto de leptina y CCK sobre la pérdida de peso podria estar regulado por mecanismos
independientes de los que regulan la ingesta, como un incremento de la tasa metabélica en
reposo y de la termogénesis o una disminucién de los procesos de absorcién y
almacenamiento de los nutrientes ingeridos (Matson e al 2000). También se ha
propuesto que la leptina secretada por la mucosa géstrica durante la ingesta, podria actuar
de forma paracrina junto a la CCK sobre los receptores de leptina de las vias aferentes
vagales abdominales. De esta forma, la leptina actuaria incrementando el efecto saciante de
la CCK (Peters ez al. 2005). En conjunto, estos resultados demuestran que la regulacién
del gasto energético y de la ingesta de alimentos estd controlada, al menos en parte, por los
cambios en la sensibilidad a insulina y leptina originados por la CCK.

La CCK modula el efecto de otros mediadores implicados en la regulacién del
metabolismo energético, como la ghrelina, el PYY; 36 y la apolipoproteina AIV (APO-ALV).
Por un lado se ha observado que la CCK inhibe el efecto orexigénico de la ghrelina
periférica mediante la atenuacién de la actividad neuronal en el NAR del hipotdlamo (Date
et al. 2005; Kobelt ez al. 2005). A nivel periférico, la ghrelina y la CCK ejercen sus
efectos orexigénicos y anorexigénicos, respectivamente, a través del nervio vago, donde se
localizan el receptor de ghrelina y el receptor de CCK-1. Asimismo, ambas moléculas tienen
efecto cuando se administran a nivel central (Date ez 2/. 2005). Ademds de participar en el
control de la homeostasis energética, la ghrelina regula la motilidad y secrecién géstrica. La
ghrelina y la CCK no solo tienen funciones opuestas en la regulacién de la ingesta, sino
también en la regulacién del vaciado géstrico, asi mientras la CCK retrasa el vaciado
gdstrico, la ghrelina lo estimula (Dornonville de la Cour ez 2/. 2004; Crawley & Corwin
1994). Por otro lado, existe una interaccién entre la CCK y el péptido anorexigénico
PYY;.36. La administracién de este péptido activa la via aferente vagal, lo que produce una
disminucién de la velocidad de vaciado gistrico, pero no tiene efectos sobre la ingesta. Esto
se debe a que el efecto anorexigénico de este péptido se produce a nivel hipotaldmico. La
administracién de un antagonista selectivo del receptor CCK-1 produjo una atenuacién de
la activacién de la via aferente vagal y de la inhibicién del vaciado gastrico. Esto sugiere que
las respuestas a PYYss6 a nivel del nervio vago dependen, en parte, de la expresién del
receptor CCK-1 (Whited ez 2/ 2007). Por tltimo, se ha comprobado que la APO-AIV,
que es una proteina encargada del transporte de lipidos en plasma, potencia el efecto

saciante de la CCK por un mecanismo dependiente del receptor CCK-1 (Lo ez al. 2007).

Todos estos datos en conjunto apoyan la idea de que para la correcta regulacién de la
ingesta es necesaria la combinacién de sefiales a corto y a largo plazo y subrayan la
importancia de la CCK en la modulacién de la ingesta y del balance energético. A pesar de
todos estos estudios, atin quedan diferentes elementos por determinar sobre el papel de la

CCK en la regulacién del almacenamiento de los triglicéridos de la dieta.
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2. Hipotesis y objetivos

Basdndonos en el hecho de que la CCK limita el tamano de las raciones, facilita la
absorcién intestinal de los lipidos que forman parte de la dieta y estimula la secrecién de
insulina, nos preguntamos si esta hormona estaria también implicada en la distribucién
tisular de los lipidos de la dieta, de forma que, al igual que la insulina, regule la dindmica de
las reservas energéticas y a su vez, evite que los lipidos se acumulen indebidamente en
tejidos no adiposos, impidiendo la aparicién de fenémenos de lipotoxicidad.

Nuestra hipétesis es que la CCK puede ser un_elemento integral de los mecanismos
homeostdticos que regulan el flujo de lipidos hacia el tejido adiposo durante los periodos

posprandiales, con el fin de que los triglicéridos de la dieta sean asimilados convenientemente.

El objetivo general que nos hemos planteado en este estudio ha sido caracterizar el
efecto del octapéptido C-terminal sulfatado de la CCK (CCK-8) en la rata Sprague-Dawley
alimentada con una dieta rica en grasa saturada sobre los mecanismos implicados en la
captacién de lipidos por el tejido adiposo.

Los objetivos concretos de nuestra investigacion han sido los siguientes:

1. Evaluar el efecto de la CCK sobre el peso corporal, la ingesta y la cantidad de
tejido adiposo.

2. Investigar el papel de la CCK sobre la actividad del eje LPL-ANGPTL4 en la
regulaciéon del almacenamiento de los lipidos de la dieta y el control del peso
corporal en ratas con dieta HF.
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3. Material y métodos

3.1. Diseno experimental

Los experimentos se llevaron a cabo en ratas macho Sprague-Dawley de seis semanas de
edad (Harlan Interfauna Iberica, Barcelona, Espafa). Los animales se estabularon
individualmente en condiciones controladas de humedad (45-50%) y temperatura (22 +
1°C), con un ciclo de 12 horas de luz (8:00-20:00 h) y 12 horas de oscuridad (20:00-8:00
h). Durante la primera semana de estabulacién todos los animales tuvieron acceso a una
dieta sélida estdndar (RMN, Harlan Interfauna Iberica, Espana) y agua ad libitum. El
estudio se realizé de acuerdo con la Directiva del Consejo Europeo (86/609/CEE) para el
cuidado y el uso de animales de laboratorio, la legislacion espafiola para el uso de animales
de experimentacién (RD 1205/2005) y fue aprobado por el comité ético de la universidad
CEU-San Pablo (protocolos 2006-02456 y 2009-09714/038-1).

Tras la primera semana de estabulacién, los animales se dividieron aleatoriamente en
dos grupos con similar peso corporal. Los animales del primer grupo (n=16), recibieron una
dieta control. Los animales del segundo grupo (n=32) recibieron una dieta rica en grasa
(HF; 58V8, TestDiet, Reino Unido). El peso corporal y la ingesta de alimentos se
monitorizaron dos veces por semana (Tabla 2).

Tabla 2. Perfil energético de las dietas utilizadas en los experimentos.

Control HF

Energfa (kcal/g) 3,1 4,6
Calorfas de protefnas (%) 24 18,1
Calorias de grasa (%) 18 46,1
Calorias de carbohidratos (%) 58 35,8

La contribucién de cada principio inmediato al contenido energético de ambas dietas, se expresa como el porcentaje
respecto al total de calorfas. Datos obtenidos de la ficha técnica proporcionada por el fabricante.

Después de 6 semanas de tratamiento dietético, las ratas del grupo HF se dividieron en
dos subgrupos en funcién del incremento de peso corporal mostrado durante el
tratamiento. Las ratas HF que mostraron un peso corporal en el mismo rango que el
incremento de peso corporal del grupo control (peso + E.E.M.) se asignaron al grupo
resistentes al desarrollo de obesidad (n=15; HF-OR), mientras que las ratas HF por encima
de este rango se asignaron al grupo sensibles al desarrollo de obesidad (n=17, HF-OP). El
dia 49, se administr6 una dosis de CCK-8 intraperitoneal (10 pg/kg de peso) a las 10:00 h
y se les extrajo sangre de la vena caudal 2 h mds tarde. El dia 56, los animales se pesaron a
las 22:00 h y recibieron una dosis intraperitoneal de CCK-8 (10 pg/kg de peso) o vehiculo
(suero salino). Los animales tuvieron acceso a comida y agua ad libitum hasta las 24:00 h
(Figura 14). Después de pesar los animales, se decapitaron las ratas, se recogié la sangre en
tubos refrigerados de polipropileno recubiertos de EDTA vy los tejidos se pesaron y se
congelaron en nitrégeno liquido.
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Figura 14. Esquema del modelo experimental.

3.2. Determinaciones bioquimicas en plasma

3.2.1. Obtencion de plasma
El tltimo dia de tratamiento dietético, se determiné el peso corporal de los animales y

se sacrificaron por decapitacién, entre las 24:00 h y la 01:00 h. Las muestras de plasma de la
mafana (12:00 h) se obtuvieron mediante la puncién de la vena caudal, mientras que las
muestras de la noche (24:00 h) se obtuvieron a partir de sangre troncal. La sangre se
recolecté en tubos de polipropileno tapizados con EDTA (microvettes 3 mL, Sarsted). El
plasma se obtuvo tras centrifugacién a 4°C durante 20 min a 4000 r.p.m. (Centrifuge
5810, Eppendorf), y se conservé a -20°C en tubos Eppendorf hasta su utilizacién.

3.2.2. Determinacion de los niveles circulantes de leptina

La concentracién de leptina en plasma se determiné mediante radioinmunoensayo
(RIA) especifico para leptina de rata utilizando un kit comercial (Linco Research, EE.UU;
Figura 15). El ensayo se realizé en tubos de propileno de 12 ml (Deltalab) y a 4°C. En cada
tubo se afiadié: 100 pl de tampén fosfato pH=7,4 (0,05 M), 100 pl de muestra o de
estaindares y 100 pl de anticuerpo anti-leptina de rata. Después de incubar los tubos
durante 24 horas a 4°C, se afadieron 100 pl de I'®-leptina a cada muestra. Los tubos se
incubaron nuevamente durante 24 horas a 4°C. Finalmente, se anadié 1 ml de solucién
precipitante a cada tubo y se incubd durante 1 hora a 4°C. A continuacién, los tubos se
centrifugaron durante 30 min a 14000 r.p.m. (Centrifuge 5810, Eppendorf) a 4°C. El
sobrenadante se descarté y se determiné la radioactividad contenida en el precipitado
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(complejo anticuerpo-I'*-leptina) mediante un contador gamma (1470 WIZARD,
Wallac). Los resultados se obtuvieron tras extrapolar la radioactividad obtenida con la curva
estdndar de leptina de rata (0,2; 0,5; 15 2; 5; 10; 20 ng/ml). El porcentaje de variacién
intraensayo e interensayo fue del 4,8% y del 3,4%, respectivamente.

@ Leptina

2% "5 eptina

Ant'icuerpo ['5-leptina Reactivo precipitante
anti-leptina (anti-inmunoglobulina)

Figura 15. Determinacion de leptina por radioinmunoensayo. Este método se basa en la competencia
por la unién con un anticuerpo especifico que se produce entre la sustancia que se va a cuantificar, en este
caso leptina; y la misma sustancia unida a un isotopo radioactivo (I'*-leptina). Tras la incubacién con el
anticuerpo antileptina, la hormona libre queda en solucién, mientras que la hormona unida al anticuerpo
precipita. La cantidad de I'*-leptina presente en el precipitado es inversamente proporcional a la
concentracién de leptina de la muestra.

3.2.3. Determinacion de los niveles circulantes de insulina

La concentracién de insulina en plasma se determiné utilizando una técnica directa tipo
“sandwich” mediante un inmunoensayo enzimdtico especifico para insulina de rata (ELISA
Mercodia, Suecia; Figura 16).

ol 5 el B O S 1=

Cambio de color
proporcinal a la cantidad
de insulina

Anticuerpo anti-insulina

Pocillo tapizado Muestra .
marcado con peroxidasa

Anticuerpo anti-insulina

Figura 16. Determinacion de insulina por ELISA “sandwich” directo. Esta técnica consistié en la unién de la
insulina a dos anticuerpos monoclonales. Durante la incubacién, la insulina presente en la muestra reaccioné
con los anticuerpos anti-insulina conjugados con peroxidasa y a los anticuerpos anti-insulina unidos al pocillo
(fase solida). El anticuerpo que no se unid a la insulina se elimind durante la fase de lavado. Tras la adicion del
sustrato TMB (3,3"-5,5-tetrametilbenzidina) y por la accién de la enzima peroxidasa se origind un metabolito
coloreado. La reaccion se detuvo anadiendo acido para dar un punto final colorimétrico. La intensidad del color
fue proporcional a la concentracion de insulina presente en la muestra

El ensayo se realizé en placas con pocillos tapizados con un anticuerpo anti-insulina de
rata. En cada pocillo se anadieron 10 pl de plasma y 100 pl de una solucién de anticuerpo
anti-insulina de rata conjugado con peroxidasa. Tras 2 horas de incubacién a 25°C y en
agitacion, la placa se lavé 6 veces con 700 pl tampén de lavado. A continuacién, se
afadieron 200 pl/pocillo de sustrato TMB. La placa se incubé durante 15 min a 25°C y en
oscuridad. Para detener la reaccién, se anadieron 50 pl/pocillo de H.SO4 (0,5 M). La
absorbancia se midié a 450 nm en un lector de placas (Versa-Max, Molecular Devices). El
ensayo se validé mediante la utilizacién de una curva patrén de insulina (0,2; 0,5; 1,5; 3;
6,5 ng/ml). El porcentaje de variacién intraensayo e interensayo fue del 3,3% y del 3,0%,

respectivamente.
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3.2.4. Determinacion de la glucemia
La concentracién de glucosa en plasma se determiné mediante un método enzimdtico

colorimétrico utilizando un kit comercial (Método Trinder, Roche, Espana; Figura 17).

Glucosa oxidasa o ..
Glucosa » Acido glucurénico + Gluconolactona + H,0,

. Peroxidasa . .
H,0, + Fenol + 4-Aminofenazona » Quinoneimina +H,0

Figura 17. Determinacion colorimétrica de glucosa. Este método se basa en la oxidacion de la
glucosa, mediante la enzima glucosa oxidasa, a acido glucurénico y peréxido de hidrégeno. Este
ultimo reaccioné con fenol y 4-aminofenazona por accién de la peroxidasa, dando lugar a la formacién
de quinoneimina. Este producto presenté una coloracién rosa que fue proporcional a la concentracién
de glucosa en la muestra.

El ensayo se realizé en placas de 96 pocillos (Greiner bio-one). En cada pocillo se
afiadieron 10 pl de plasma y 250 ul de reactivo [tampén fosfato (100 mmol/l), 4-
aminofenazona (0,7 mmol/l), glucosa oxidasa (20000 Ul/l), peroxidasa (1000 Ul/l) y
clorofenol (10 mmol/l)]. Tras incubar 10 min a 37°C, se determiné la absorbancia a 492
nm en un lector de placas (Versa-Max, Molecular Devices). El ensayo se validé mediante la
utilizacién de un estdndar de glucosa (100 mg/dl). El porcentaje de variacién intraensayo e
interensayo fue del 1,3% y del 1,2%, respectivamente.

3.2.5. Determinacion de los niveles circulantes de triglicéridos

T Lipasa . - .
Triglicéridos > Glicerol + Acidos grasos libres

Glicerol-quinasa

Glicerol + ATP > Glicerol-3-fosfato + ADP

. Glicerol-fosfato-oxidasa o .
Glicerol-3-fosfato + O, ¢ ~ Dihidroxiacetona-fosfato + H,0,

. . Peroxidasa . _
H,0, + 4-Clorofenol + 4-Aminoantipirina » Quinoneimina + H,0

Figura 18. Determinacion colorimétrica de TG. Los TG se hidrolizaron a glicerol y a 4cidos grasos libres
por accion de la lipasa. El glicerol, por la glicerol quinasa, reacciond con la adenosina trifosfato (ATP),
formando glicerol fosfato y adenosina difosfato (ADP). A su vez, el glicerol fosfato se oxidd, en presencia
de la glicerol fosfato oxidasa, a dihidroxiacetona fosfato y peréxido de hidrégeno. El peréxido de
hidrégeno reaccioné con 4-clorofenol y 4-aminoantipirina, y por accién de la enzima peroxidasa, dio
lugar a la formacion de quinoneimina.

La determinacién de triglicéridos en plasma se realizd, como describen Fossati y
Prencipe (1982), mediante un método colorimétrico enzimdtico utilizando un kit de
diagnéstico (método glicerol fosfato oxidasa, Biolabo, Maizy, Francia). Los TG se
transformaron en un producto coloreado (quinoneimina) cuya concentracién fue
proporcional a la cantidad de TG presentes en la muestra (Figura 18). El ensayo se realizé
en placas de 96 pocillos, en cada pocillo se anadieron 10 pl de plasma y 200 pl de reactivo
(100 mM PIPES; 9,8 mM MgCl; 3,5 mM 4-clorofenol; 1000 U/l lipasa; 1700 U/l
peroxidas; 3000 U/l glicerol-3-fosfato oxidasa; 660 U/l glicerol kinasa; 0,5 mM 4-

aminoantipirina; 1,3 mM adenosintrifosfato sédico). Tras 10 min de incubacién a
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temperatura ambiente, se determind la absorbancia a 500 nm. El método se validé
mediante la utilizacién de un estdndar de triglicéridos (200 mg/dl). El porcentaje de
variacién intraensayo e interensayo fue del 0,6% y del 1,8%, respectivamente.

3.2.6. Determinacion de los niveles circulantes de acidos grasos libres no
esterificados

La concentracién de dcidos grasos libres no esterificados (Non-esterified fatty acid,
NEFA) en plasma se determiné mediante un método colorimétrico enzimdtico utilizando

un kit comercial (ACS-ACOD, Wako Bioproducts, EE.UU; Figura 19).

Acil-CoA-sintetasa

NEFA + ATP + CoA-SH > Acil-CoA + AMP + PPi
Acil-CoA + 0, —AdtCofoxidasa 5 3 rans-ENOIL-CoA + H,0,
i . Peroxidasa . L
H,O, + 4-Aminoantipirina + MEHA > Quinoneimina + H,0

Figura 19. Determinacion colorimétrica de NEFA. La enzima acetil-CoA sintetasa transformé los
NEFA en acil-CoA. El acetil-CoA se oxidé a peréxido de hidrégeno por la acetil-CoA oxidasa. El
peréxido de hidrégeno reaccioné con la 4-aminofenazona transformandose, por accion de la
peroxidasa, en un compuesto coloreado (quinoneimina). La coloracion rosa de la quinoneimina fue
directamente proporcional a la concentracion de NEFA en la muestra.

El ensayo se realizé en placas de 96 pocillos. En cada pocillo se anadieron 10 pl de
muestra y 100 pl de reactivo A [acil-CoA-sintetasa (0,3 kU/]), ascorbato oxidasa (3 kU/I),
coenzima A (0,6 g/l), ATP (5 mmol/l), 4-aminoantipirina (1,5 mmol/l), tampén fosfato
pH=6,9 (50 mmol/l), cloruro magnésico (3 mmol/l)]. Tras una incubacién de 10 min a
37°C, se anadieron 200 pl/pocillo de reactivo B [acilCoA oxidasa (6,6 kU/I), peroxidasa
(7,5 kU/l), MEHA (3-metil-N-etil-N-(B-hidroxietilo)-anilina) (1,2 mmol/l)]. Tras una
segunda incubacién de 10 min a 37°C, se determiné la absorbancia a 550 nm. El método
se validé mediante la utilizacién de un estdndar de 4dcido oleico (28,2 mg/dl). El porcentaje

de variacién intraensayo e interensayo fue del 2,2% v del 2,7%, respectivamente.
y Y y p

3.3. Determinacion del contenido total de lipidos en el tejido adiposo

Los extraccién de lipidos se llevé a cabo en 100 mg de tejidos adiposos lumbar y
subcutdneo siguiendo el método de Folch con algunas modificaciones (Herrera & Ayanz
1972). Las muestras se colocaron en tubos de vidrio con 3 ml de cloroformo/metanol (2:1),
y se agitaron 12 h en un rotatubos (AT20, Magna). Tras separar el disolvente, el
procedimiento se repitié el proceso anterior y se agitaron en rotatubos de inversién durante
2 horas. Reunidas todas las fases orgdnicas, se enrasé a 10 ml con la misma mezcla de
disolventes. Tras lavar durante 15 min con 2,5 ml de H,O destilada y centrifugar a 1500
r.p.m. (6 min), se enrasé a 10 ml la fase orgdnica con metanol, y se lavé (2 veces, 15 min)
con 2,5 ml de NaCl al 2%. La fase orgdnica se enrasé a 10 ml con cloroformo/metanol
(2:1). Se dejaron evaporar 2 ml del preparado en una campana extractora durante 12 h. El
extracto seco se pesd, obteniendo asi los mg de lipidos totales de las muestras. Los
resultados se expresaron en mg de lipidos por g de tejido utilizado.
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3.4. Test de tolerancia a la glucosa

En la octava semana de tratamiento con dieta HF se realizé una prueba de sobrecarga
de glucosa en los animales. Previamente a la administracién de glucosa, los animales se
ayunaron durante 6 h (08:00-14:00 h). Se administré glucosa (1g/kg animal intra-
peritoneal. La curva de glucemia se realizé a diferentes tiempos: i) previa a la administraciéon
de glucosa, y ii) tras 15, 30, 60 y 120 min de la administracién de glucosa. Para medir la
glucemia se obtuvo una muestra de sangre mediante la puncién de la vena caudal. Los
niveles de glucosa se determinaron utilizando un glucémetro Accu-Chek Aviva® y sus
correspondientes tiras reactivas (Roche Diagnostics, Alemania). Este ensayo se llevé a cabo
en animales diferentes de los utilizados en el ensayo de CCK-8.

3.5. Determinacion de proteinas mediante western blotting

3.5.1. Obtencion y procesado de las muestras

Para la deteccién de proteinas, se pesaron 150 mg de tejido adiposo lumbar y
subcutdneo y se homogeneizé con un Ultra-Turras (Heidolph DIAX 900) en 1 ml de
tampén de lisis frio, compuesto por 0,42 M de NaCl , 20 mM de HEPES (pH 7,9), 1 mM
de NasP,0O;, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, ditiotreitol 1 mM, 20% de glicerol, 1 mg/ml de
aprotinina, 1mg/ml leupeptina, 20 mM fluoruro de sodio, 1 mM ortovanadato trisédico, y
2 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo. Con el fin de favorecer el proceso de extraccién de
proteinas, los tubos con los homogencizados se sometieron a un choque térmico. Para ello,
se congelaron rdpidamente a -80°C en nitrégeno liquido y se atemperaron en bafio
termostatizado a 37°C. La operacién se repitié tres veces consecutivas. Tras el choque
térmico, las muestras se centrifugaron a 10000 r.p.m. durante 10 min (Centrifugc 5810,
Eppendorf) a 4°C. A continuacién se recogié el sobrenadante para la posterior
determinacién de proteinas mediante el método de Bradford (1976). Todas las muestras se
ajustaron a una concentracién de proteinas 2 pg/pL utilizando el reactivo de Laemli (Tris
0,5 M pH=6,8; 10% de glicerol; 2% de dodecilsulfato sédico (SDS); 5% de B-mercapto
etanol y azul de bromofenol). Las muestras asi obtenidas se conservaron a -20°C hasta su

utilizacién.

3.5.2. Determinacion de la concentracion de proteinas totales

La cuantificacién de la concentracién de proteinas se llevé a cabo mediante un ensayo
colorimétrico basado en el método descrito por Bradford (1976), utilizando albimina sérica
bovina (BSA) como patrén. Este método se basa en la reaccién de los grupos sulfonados
dcidos del azul de Coomasie (reactivo de Bradford) con los grupos amino libres de los
aminodcidos bésicos (arginina, lisina e histidina) de las proteinas, que da como resultado un

compuesto coloreado que tiene un mdximo de absorbancia a 592 nm.

Para ello, se tomaron 50 pl de muestra y se completé el volumen con 200 pl de reactivo
de Bradford. Trascurridos 5 min, se agité la placa y se determiné la concentracién de
proteina mediante la lectura de la absorbancia a 595 nm en un lector de placas (Versa-Max,

Molecular Devices, EE.UU.). Para validar el método se utilizé6 una recta patrén de
albimina sérica bovina (BSA, 0, 1, 5, 7, 10 pg/pl).
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3.5.3. Deteccion de proteinas por western blotting
La electroforesis, transferencia e inmunodeteccién se realizaron tras hervir las muestras a

100°C durante 5 min. Las proteinas se separaron mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes a 200 V durante 45 min, en geles de acrilamida/bisacrilamida al 10%, en
tampén de electroforesis (0,2 M de glicina, 25 mM de Tris y SDS al 0,1%). A
continuacioén, las proteinas retenidas en los geles se transfirieron a una membrana de
polifluoruro de vinilideno (PVDEF, GE Healthcare, Espana), a 400 mA durante 90 min en
frio y en presencia de tampén de transferencia (0,2 M de glicina, 25 mM de Tris, SDS al
0,1% y metanol al 20%). Una vez finalizada la transferencia, las membranas se lavaron en
solucién de lavado (PBS-T: 0,1% de leche desnatada en polvo en tampén fosfato salino con
Tween 20 al 0,5%). Seguidamente, las membranas se bloquearon durante 1 hora a
temperatura ambiente en una solucién de leche desnatada en polvo al 5% en PBS-T, para
evitar uniones inespecificas. Tras el bloqueo, se afnadieron los anticuerpos primarios
correspondientes frente a las proteinas que se desearon determinar. Los anticuerpos
primarios se diluyeron en una solucién de BSA al 0,5% vy azida al 0,05% en PBS-T. Las
membranas se incubaron con las diluciones convenientes de anticuerpos primarios durante
24 h a 4°C. Tras las 24 h de incubacidn, las membranas se lavaron dos veces con solucién
de lavado y se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente marcado con
peroxidasa, diluido en una solucién de leche desnatada al 1% en PBS-T, durante 1 h a
temperatura ambiente.

Peroxidasa Luminol reducido + H,0,
Anticuerpo
secundario LUZ
N Luminol oxidad
uminol oxidado \/-\/\/-\_> -
Anticuerpo
primario
MEMBRANA PELICULA AUTORRADIOGRAFICA

Figura 20. Esquema de la inmunodeteccién en western blot.

Tras la incubacién con el anticuerpo secundario, las membranas se lavaron varias veces
con solucién de lavado para eliminar los restos de anticuerpo secundario no unido. La
densidad de proteinas en las membranas se detectd mediante una reaccién
quimioluminiscente, utilizando un kit comercial de deteccién (ECL, GE Healthcare), y
posterior exposicién a una pelicula fotografica (Kodak X-OMAT, GE Healthcare; Figura
20).

Una vez reveladas, las peliculas se escanearon utilizando un densitémetro calibrado GS-
800 (Bio-Rad, Espafa). La densidad éptica de las bandas se cuantific6 mediante el
programa informdtico Quantity One (Bio-Rad, Espafia). Los valores de densidad éptica
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obtenidos para cada una de las proteinas se normalizaron mediante la utilizacién de un
control de carga.

3.5.4. Determinacion de la fosforilacion de AMPK (pAMPK)
La deteccién de pAMPK y AMPK (62 kDa) se realizé en tejido adiposo mediante

western blotting. La electroforesis se llevd a cabo en gel de acrilamida/bisacrilamida al 10%.
Los geles se cargaron con 20 pg de proteinas por pocillo. Para determinar la pAMPK se
utilizé un anticuerpo primario policlonal de conejo (1:1000; Cell Signalling, EE.UU.)
dirigido frente a la fosfoThr'’?, como anticuerpo secundario una IgG anticonejo (1:5000;
Amersham Bioscience, Reino Unido) marcado con peroxidasa. A continuacién, en la
misma membrana se determiné la AMPK, utilizando un anticuerpo primario policlonal de
congjo (1:1000; Cell Signalling, EE.UU.). Como anticuerpo secundario se empleé una IgG
anticonejo (1:5000; Amersham Bioscience, Reino Unido) marcado con peroxidasa.

3.5.5. Determinacion de la fosforilacion de AKT (pAKT)
La deteccién de pAKT y AKT (60 kDa) se realizé en tejido adiposo mediante western

blotting. La electroforesis se llevé a cabo en gel de acrilamida/bisacrilamida al 10%. Los
geles se cargaron con 20 pg de proteinas por pocillo. Para determinar la pAKT se utilizé un
anticuerpo primario policlonal de conejo (1:1000; Cell Signalling, EE.UU.) dirigido frente
a la fosfoSer"?, como anticuerpo secundario una IgG anticonejo (1:5000; Amersham
Bioscience, Reino Unido) marcado con peroxidasa. A continuacién, en la misma
membrana se determiné la AKT, utilizando un anticuerpo primario policlonal de conejo
(1:1000; Cell Signalling, EE.UU.). Como anticuerpo secundario se empleé una IgG

anticonejo (1:5000; Amersham Bioscience, Reino Unido) marcado con peroxidasa.

3.5.6. Determinacion del receptor de CCK-2
La expresién del receptor de CCK tipo 2 (CCK2R; 80 kDa) se determiné en tejido

adiposo mediante western blotting. la electroforesis se llevé a cabo en gel de
acrilamida/bisacrilamida al 10%. Los geles se cargaron con 20 pg de proteinas por pocillo.
Se utiliz6 un anticuerpo primario policlonal de conejo (1:100; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA), como anticuerpo secundario una IgG anticonejo (1:4000; Amersham
Bioscience, Reino Unido) marcado con peroxidasa. Como control de carga de determiné la
expresion de B-actina (49 kDa), utilizando un anticuerpo primario monoclonal de ratén
anti-B-actina (1:1000; Affinity Bioreagents, EE.UU.). Como anticuerpo secundario se
utilizé una IgG antiratén (1:5000; Amersham Bioscence, Reino Unido), marcada con

peroxidasa.

3.6. Actividad enzimatica de lipoproteina lipasa

Se homogeneizaron 50 mg de tejido adiposo en 0,8 ml de tampén 0,2 M Tris-HCI,
pH=8,2. Después de la centrifugacién (10 min, 3000 r.p.m.), la fase acuosa se transfirié a
tubos Eppendorf que contenian 50 pl de plasma precalentado de ternera fetal (60°C; 10
min). Las proteinas se precipitaron con acetona fria (-20°C), después se lavé con éter
dietilico y se evaporé bajo corriente de nitrégeno. El polvo resultante se resuspendié en 1
ml de 0,05 M de tampén NHsOH/NH4CI (pH=8,1). Después de la cuantificacién de
proteinas, las muestras se prepararon para determinar la actividad de la LPL como se
describe (Sugden ez al. 1993). Resumidamente, 0,2 ml de muestra se incubaron con 0,05
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ml de agua destilada y 0,1 ml de mezcla de reaccién preparada a partir de: i) 0,04 ml de
tampén 0,2 M de Tris-HCI (pH=8,2; NaCl 0,15 M; 6% albimina sérica bobina (BSA)
libre de dcidos grasos), ii) 0,02 ml plasma precalentado de ternera fetal y iii) 0,04 ml de
solucién de trioleina marcada con C'* (69 mg trioleina fria; 3,3 mg de lecitina; 12,5 pCi
"C-triolefna y 5 ml de glicerol). Se utilizé como control positivo el plasma de las ratas que
recibieron 25 UI de heparina/200 g peso corporal, 15 min antes del sangrado.

La actividad determinada en presencia de NaCl 5 M se resté de los valores totales.
Después de la incubacién durante 30 min a 37°C, la reaccién enzimdtica se detuvo por la
adicién de 2 ml de una mezcla de cloroformo/heptano/metanol (1/1/1) y el 4cido oleico
C'-libre se extrajo con 1 ml 0,1 M KBO3/K,COs (pH=8,5). Después de la centrifugacién
(3000 r.p.m., 15 min), la radiactividad contenida en 1 ml de la fase acuosa superior se
cuantific en un contador de centelleo. Todas las muestras se realizaron por triplicado. La

actividad enzimdtica se expresé en nmol/min/mg proteina.

3.7. Analisis de ARN mensajeros

3.7.1. Obtencion y preparacion de ARN total

El ARN total se extrajo de tejido adiposo lumbar empleando el reactivo Trizol Reagent
(Invitrogen), de acuerdo a las condiciones establecidas por el fabricante. Este método se
basa en la extraccién de ARN con una mezcla de tiocianato de guanidinio, fenol y
cloroformo (Chomczynski & Sacchi 1987). Para la extraccién del ARN se
homogeneizaron 100 mg de tejido adiposo lumbar en 1 ml de Trizol, se dejé 5 min a
temperatura ambiente para favorecer la lisis celular y la solubilizacién del ARN. A
continuacién se anadieron 0,2 ml de cloroformo y se agitaron durante 15 s. Se dejaron
reposar 3 min a temperatura ambiente e inmediatamente se centrifugaron las muestras a
12000x¢ durante 15 min a 4°C. Se recogieron las fases superiores acuosas en tubos nuevos.
Para la precipitacién del ARN se afiadieron 0,5 ml de isopropanol y se agitaron los tubos
por inversién. Se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente y posteriormente se
centrifugaron a 12000x¢ durante 10 min a 4°C, obteniendo un precipitado blanco. Se
descartaron los sobrenadantes, y los precipitados se lavaron con 1 ml de etanol 75% (v/v).
Se volvieron a centrifugar las muestras 7500xg durante 5 min a 4°C. Los precipitados se
volvieron a resuspender con 20 pl de H,O libre de ARNasa. La concentracién total de
ARN se cuantificé midiendo la absorbancia a 260 nm con espectrofotémetro (Nanodrop
1000, Thermo Scientific).

3.7.2. Ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real
Una vez cuantificado el ARN, se llevé a cabo la retrotranscripcién o transcripcién

inversa (RT, reverse transcription) para la sintesis de ADN. Se sintetizé el ADNc a partir de
2 microgramos de ARN total mediante el uso de un kit de ADNc de RT de alta capacidad
(Applied Biosystems, EE.UU.). Este kit se llevé a cabo segin las indicaciones del fabricante
en un termociclador Perlier Thermal Cycler Tetrad2 (BioRad, EE.UU.). El proceso de RT
se llevé a cabo en las siguientes condiciones: 10 min a 25°C, 120 min a 37°C y 5 min a
85°C. Las muestras se mantuvieron a 4°C hasta la realizacién de la PCR.
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Tabla 3. Sondas usadas para PCR cuantitativa de tejido adiposo lumbar

Sonda Niimero catalogo Nombre

Actb Rn00667869_m1 Actina

Angptl4 Rn01528817_ml Angiopoietin-like 4

Fat/Cd36  Rn02115479_gl Translocasa 4cidos grasos

Fatp-1 Rn00585821_m1 Proteina transportadora de 4cidos grasos 1
Lpl Rn00561482_m1 Lipoproteina lipasa

La PCR cuantitativa a tiempo real se realizé usando el kit PCR TagMan Universal
Master Mix (Applied Biosystems, EE.UU.). Este ensayo se realizé en un volumen final de
20 pl compuesto por: 9 ul ADNc, 1 pl de 20X TagMan Gen Expression Assay Mix
(Applied Biosystems) y 10 pl de TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems). Las condiciones de la reaccién fueron las siguientes: 2 min a 50°C, 10 min a
95°C y 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 min a 60°C. Los genes de expresién empleados
se recogen en la Tabla 3, y se analizaron mediante un ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems). Para la cuantificacién relativa se utilizé el método

de AACr, tomando el ARNm de actina como control invariable (housekeeping).

3.8. Estadistica

Para el andlisis estadistico se empled el programa StatView 5.0 (SAS Institute Inc,
EE.UU.) y para la realizacién de las gréficas el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, EE.UU.).

El andlisis del incremento de peso semanal y de la ingesta, fue analizado con un
ANOVA de medidas repetidas seguido por test post-hoc de Newman-Keuls. Los datos
fueron analizados mediante el andlisis de la varianza de una o dos vias (ANOVA), en
funcién del ntiimero de variables a considerar. En el caso del ANOVA de dos vias los
factores de variacién fueron el tratamiento dietético y el tratamiento con CCK-8. La
significancia estadistica se confirmé mediante andlisis post-hoc de Newman-Keuls. Se
consideré que los resultados fueron significativamente distintos entre los grupos
experimentales, cuando p<0,05. Los resultados obtenidos se expresaron como la media

aritmética + el error estdndar de la media (E.E.M.).
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4. Resultados

4.1. Efecto de la CCK-8 sobre el peso corporal, ingesta de alimentos, peso

del tejido adiposo e higado y contenido en lipidos del tejido adiposo.
Se midié el peso corporal tras someter a los animales a 8 semanas de dieta HF (el 46,1%

energia procede de la grasa). Tal y cémo se muestra en la Figura 21, los animales del grupo
HEF-OP presentaron un peso corporal significativamente superior que los animales del
grupo control y del grupo HF-OR (ANOVA de medidas repetidas, Fs231=7,113;
p<0,001). El tratamiento dietético aumentd el peso corporal desde 241,2+5,6 g hasta
475,4%10,1 g (p<0,001) en el grupo control; 532,7£8,6 g (p<0,001) en el grupo HF-OP y
472,8+11,5 g (p<0,001) en el grupo HF-OR. Ademds, el incremento de peso fue
significativamente mayor (F@33=7,290; p<0,01) en el grupo HF-OP, en comparacién con

el grupo control y el grupo HE-OR.
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Figura 21. Evolucion del peso corporal (A) e incremento del peso (B) tras 8 semanas de dieta
HF. Efecto del tratamiento dietético sobre la ingesta diaria de alimento (C) y sobre la ingesta
caldrica diaria (D). Los valores son las medias + EE.M. de 15-17 animales por grupo. *p<0,05;
**Pp<0,01; ***p<0,001 con respecto al grupo control. #p<0,05; #p<0,01; #p<0,001 HF-OP respecto a
HF-OR (Test de Newman-Keuls). Control (e), HF-OP (4), HF-OR ().

Ademis, se caracterizé la ingesta de los animales a lo largo de 8 semanas de tratamiento
dietético, expresada en gf/rata/dia y en kcal/rata/dia, teniendo en cuenta que el aporte
calérico de las dietas fue diferente (dieta control: 3,1 kcal/g y dieta HF: 4,6 kcal/g). La
Figura 21 muestra que la ingesta diaria de alimento en los animales HF fue
significativamente menor que en los controles desde la primera semana de tratamiento
(ANOVA medidas repetidas, Fo360=310,2; p<0,001). Sin embargo, la ingesta calérica
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diaria fue superior en los animales alimentados con dieta HF (ANOVA medidas repetidas,
Fos60=155,1; p<0,001). Aunque durante la mayor parte del experimento la ingesta calérica
fue equivalente en los animales alimentados con dieta HF, las tltimas 3 semanas de
tratamiento la ingesta de los animales HF-OR fue inferior respecto a los HF-OP (p<0,05).

Tras el tratamiento intraperitoneal con CCK-8 (10 pg/kg de peso) se detectd un efecto
sobre el peso corporal del tratamiento con CCK-8 (F27)=485,9; p<0,001), con una
interaccién entre la dieta y el tratamiento con CCK-8 (F(.7)=26,32; p<0,001). El
tratamiento con CCK-8 redujo el peso corporal (Fu4=416,5; p<0,01) y la ingesta
(Fo46=26,175; p<0,001; Tabla 4), no detectdndose diferencias entre los grupos
experimentales en la respuesta a la CCK. El ANOVA de una via revel$ una disminucién de
la ingesta del 65% en los animales del grupo control (Fq,15=6,097; p<0,05), del 65% en los
animales del grupo HF-OR (F,17=33,489; p<0,01), y del 40% en los animales del grupo
HF-OP (Fu.19=3,755; p=0,05). De manera similar, el tratamiento con CCK-8 redujo el
peso corporal en los 3 grupos experimentales (Control: F15=6,097; p<0,05. HF-OP:
F(1,17)=1 1,042; p<0,01 HF—OP F(1,14)=16,723; p<0,01)

Tabla 4. Efecto de la CCK-8 en el peso corporal y la ingesta de alimentos.

Tratamiento Incremento de peso (g)  Ingesta de alimentos (kcallanimal)
Control Salino 53 + 0,5 32,1 + 4,8
ontre CCK-8 -5,6 + 0,3 11,5 & 3,1
Salino 1,8 + 0,4 28,1 + 2,9
HF-OR CCK-8 -32 £ 0,3* 10,0 + 3,8*
Salino 24 + 0,2 33,4 + 4,1
HE-OP CCK-8 - 4,3 £ 0,7* 20,1 + 3,9*

Se administré CCK-8 o solucién salina a las 22:00 h, los animales se sacrificaron 2 horas después, a las 24:00 h. Los
animales y la comida se pesaron antes de la administracién del tratamiento y antes del sacrificio. *p<0,05; **p<0,01
comparado con el grupo salino (Test de Newman-Keuls).

La Tabla 5 muestra que la dieta HF provocé un aumento generalizado de la adiposidad
en el grupo HF-OP. En el peso del TAM, el ANOVA-2 mostré un efecto significativo de la
dieta (Fp43=10,12; p<0,001), independiente del tratamiento con CCK-8. El efecto fue
significativo en el grupo HF-OP, comparado con los grupos control y HF-OR (p<0,05).
En el caso del peso del TAL también se observé un efecto de la dieta (ANOVA-2;
F42=13,58; p<0,001), que fue significativo en los animales HE-OP (p<0,001) y HE-OR
(p<0,05), en comparacién con el grupo control. En este tejido se observé un efecto
significativo de la CCK-8 en los animales HF-OP, que incrementé tanto el peso como los
lipidos totales (p<0,05). Como en los casos anteriores, el peso del TAS se vio incrementado
por la dieta (ANOVA-2; F(.42=6,186; p<0,01), alcanzando significancia estadistica en el
grupo HE-OP (p<0,05). El tratamiento con CCK-8 incrementé el contenido de lipidos
(mg/g de tejido) del TAS en los animales de los grupos control (p<0,01), mientras que
incrementé los lipidos totales (p<0,05) y el contenido lipidico (p<0,01) del TAS en los
animales del grupo HF-OP.

El peso del higado aumento de forma significativa como consecuencia de la dieta HF en
los animales del grupo HF-OP (p<0,01). De la misma manera, los lipidos totales también
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aumentaron en este grupo, en comparacion con los grupos control y HF-OR (p<0,05). No

se detectd efecto del tratamiento con CCK-8 en ningin grupo experimental.

Tabla 5. Efectos de la CCK-8 sobre el peso, contenido de lipidos y lipidos totales en diferentes tejidos adiposos

blancos e higado.

Control HF-OR HF-OP
Salino CCK-8 Salino CCK-8 Salino CCK-8
TAM Peso (g) 3,9+ 0,4 4,3 +0,8 4,3+ 0,3 3,9+0,2 5,3 +0,4 6,6 £ 0,5
Peso (g) 4,0+£0,5 5,7+ 1,1 6,6+09  57+0,7 7,707 10,9+ 1,1*
TAL &’;;g‘gjfeﬁggos 7372 33,2749,0 £ 193 734,1+17,1763,7 + 16,0  810,6 + 15,3 742,7 + 44,5
Lipidos totales (g  2,9+0,2  4,3+0,8 4,8+0,7 4206 57+0,3  8,1+1,0*
Peso (g) 3,0+ 0,3 3,4 +0,4 3,8+ 0,4 3,5+ 0,4 4,1+0,5 5,1+0,4
TAS (Cr;’;;;‘zfjfe;i‘;"s 637,0 + 17,3 723,5 + 17,0 679,0 + 11,4 605,6 + 42,0  626,1 + 23,1 737,8 + 19,8**
Lipidos totales (g 1,9 £ 0,1 2,4+ 0,3 2,6 +0,2 2,1 +0,3 2,6 +0,3 3,8 + 0,2*
Peso (g) 14,2+ 0,4 14,8+0,7 14,9+ 0,7 14,8 + 0,5 17,2+0,4 17,4+0,7
Higado (Cr;’;;ge‘zfji’e}igl‘i"s 20,6451 283+22 361128 33,456  409+43 43,5:10,1
Lipidos totales (g) 0,3+ 0,1 0,4 + 0,0 0,6 +0,2 0,5+0,1 0,7 £ 0,1 0,8 +0,2

Los tejidos fueron diseccionados 2 horas después de la administracién de CCK-8. TAM, tejido adiposo mesentérico; TAL, tejido adiposo
lumbar; TAS, tejido adiposo subcutineo. Cada resultado representa la media + E.EM. (n=7-9). *p<0,05; **p<0,01 comparado con su
respectivo grupo salino (Test de Newman-Keuls).

4.2. Efecto de la CCK-8 sobre los parametros plasmaticos
La Tabla 6 resume el efecto del tratamiento dietético y con CCK-8 sobre los pardmetros

plasmdticos en ratas con acceso ad libitum a comida y agua que fueron tratadas con CCK-8
(10 pg/kg de peso) en horario nocturno (22:00 h) y sacrificadas a las 24:00 h.

Tabla 6. Efecto del tratamiento con CCK-8 en pardmetros plasmaticos nocturnos (24:00 h)

Tratamiento Glucosa NEFA G Insulina Leptina

(mgldL) (mM) (mg/dL) (ng/mL) (ng/mL)

Control Salino 96,7+ 1,8 0,38+ 0,10 51,8+ 7,1 1,9+ 0,6 1,2+ 0,2

CCK-8 97,1+ 2,5 0,64+ 0,20 35,8+ 4,0 1,6+ 0,3 1,2+ 0,2

HE-OR Salino 98,3+ 3,3 1,80+ 0,10 118,3+ 14,6 1,6+ 0,1 1,4+ 0,2

CCK-8 102,5+ 1,7 1,63+ 0,20 72,4+ 10,3* 1,5+ 0,2 1,4+ 0,1

HE.OP Salino 100,9+ 1,5 2,05+ 0,30 122,6+ 18,5 2,3+ 0,4 1,5+ 0,1
CCK-8 99,9+ 2,8 1,21+ 0,11* 105,3+ 22,4 3,0+ 0,5 2,2+ 0,3*

Cada resultado representa la media + E.E.M. (n=7-9). *p<0,05 comparado con su grupo salino (Test de Newman-Keuls)

En el caso de los NEFA, se detectdé un efecto de la dieta (F 227=26,96; p<0,001) y una
interaccién significativa entre la dieta y el tratamiento con CCK-8 (F(.27=4,579; p<0,05).
En el caso de los TG, hubo un efecto de la dieta (F27)=13,92; p<0,001) y del tratamiento
con CCK-8 (F1.27)=5,509; p<0,05). La dieta HF incrementé los niveles de NEFA y TG en
todos los grupos experimentales (p<0,01). Ademds, el tratamiento con CCK-8 redujo los

niveles de NEFA en los animales del grupo HF-OP (p<0,01). Por otra parte, se observé que

el tratamiento con CCK-8 disminuyé los niveles de TG en plasma en los animales del
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grupo HF-OR (p<0,01) y tendié a reducirlo en los animales de los grupos control y HF-
OP. En cuanto a la insulina, no se observé ninguna variacién debida a la dieta o al
tratamiento con CCK-8. Sin embargo, los niveles de leptina en plasma aumentaron como
consecuencia del tratamiento con CCK-8 (ANOVA-1; F,7)=18,87; p<0,001) en los
animales del grupo HF-OP (p<0,05), no observdndose diferencias en el resto de los grupos.

Por otra parte, se analizé la bioquimica plasmdtica en ratas no ayunadas que fueron
tratadas con CCK-8 a las 12:00 h y de las que se obtuvieron muestras de sangre a las 14:00
h (Tabla 7). La dieta HF incrementé los niveles plasméticos de TG (Fe30=3,948; p<0,05)
en los animales del grupo HF-OP (p<0,05). En el caso de la insulina, la dieta HF tendié a
aumentar los niveles en los animales HF-OR y HF-OP, pero no alcanzé significacién
estadistica. En el caso de los niveles de leptina, se observé un efecto de la dieta
(F30=31,97; p<0,001), del tratamiento con CCK-8 (F30=6,718; p<0,05) y una
interaccién  significativa entre ambos (Fp30=4,197; p<0,05). En este caso, las ratas
alimentadas con dieta HF presentaron mayores niveles de leptina plasmdtica que los
animales alimentados con dieta control (p<0,01). Ademds, el tratamiento con CCK-8
incrementé los niveles del leptina en los animales del grupo control y HE-OP, alcanzando
significancia Gnicamente en este grupo (p<0,05).

Tabla 7. Efecto del tratamiento con CCK-8 en pardmetros plasmaticos diurnos (12:00 h)

Tratamiento Glucosa NEFA G Insulina Leptina
(mg/dL) (mM) (mgldL) (ng/mlL) (ng/mlL)
Control Salino 87,7+ 1,0 1,18+ 0,10 48,5+ 6,5 0,27 £ 0,10 0,37 + 0,10
CCK-8 89,8+ 1,3 1,01+ 0,30 50,3+7,5 0,38 + 0,09 0,54 + 0,11
HE-OR Salino 90,7 + 0,9 1,02+ 0,10 54,6 + 3,4 0,54 + 0,14 1,14 + 0,16
CCK-8 89,5+ 1,1 1,30+ 0,10 74,2+ 11,2 0,73 £ 0,16 1,14 + 0,18
HE-OP Salino 93,1+ 1,4 1,15+ 0,10 83,7+12,1 0,41 + 0,10 1,42 + 0,19
CCK-8 92,4 + 1,1 1,31+ 0,11 89,8 + 26,3 0,69 + 0,28 2,41 + 0,29*

Cada resultado representa la media + E.E.M. (n=7-9). *p<0,05 comparado con el grupo salino (Test de Newman-Keuls).

4.3. Test de tolerancia a glucosa

La Figura 22 muestra los perfiles de tolerancia a la glucosa en ratas control, HF-OP y
HF-OR. Las ratas se sometieron a una sobrecarga intraperitoneal de glucosa (1 g/kg). El
ANOVA-2 de medidas repetidas revelé un efecto del tiempo (Fus4=51,06; p<0,001) y de la
dieta (F21=3,856; p<0,05) en los valores de glucosa plasmdtica, sin existir interaccién
entre ambos factores. La glucemia tras 15 min fue mayor en los animales tratados con dieta
HF (Control: 176,9+12,2; HF-OP: 220,0+19,7 mg/dL; HF-OR: 248,1+16,5 mg/dL)
respecto al control (p<0,05). Ademds, la integracién del drea bajo la curva (AUC) revelé
que las ratas alimentadas con dieta HF tuvieron mayores valores de AUC que las ratas

control, independientemente de su fenotipo delgado u obeso (p<0,05).

54



Capitulo 1

A Test de tolerancia a la glucosa
300- *

-~ Control
-x- HF-OP
¥- HF-OR

Glucosa (mg/dL)

0 30 60 Q0 120
Minutos

Dieta AUC Media AUC intervalo

Control 18388 19831-16944
HF-OP 20420 21684-19158
HF-OR 22027 23512-20541*

Figura 22. Curva de glucemia tras una sobrecarga i.p. de 1g glucosa/Kg peso
(A). Cada resultado representa la media + E.E.M. (n=7-9 animales/grupo). *p<0,05
HF-OP vs. control; ##p<0,001 HF-OR vs. control (Test de Newman-Keuls). Control (e),
HF-OP (A), HF-OR (v). Calculo del area bajo la curva (B). Cada resultado
representa la media + E.E.M. (n=7-9 animales/grupo).

4.4. Efecto de la CCK-8 en el grado de fosforilacion de la proteina quinasa
activada por AMP (pAMPK) y de la proteina quinasa B (pAKT)

Con el fin de analizar si los cambios en el peso corporal y la adiposidad se podian
relacionar con cambios en la actividad adipogénica en los tejidos adiposos, se cuantificd, por
western blotting, el efecto de la CCK-8 y de la dieta sobre el grado de fosforilacién de
AMPK en la Thr'”? (pAMPK) y de AKT en la Ser”? (pAKT).

En el TAS no se detectaron cambios en la fosforilacién de AMPK y AKT ni por la
dieta, ni por el tratamiento con CCK-8 (Figura 23A y B). Sin embargo, en el TAL, los
animales del grupo control tratados con CCK-8 presentaron una disminucién en los niveles
de pAMPK (F.18=5,028; p<0,01; Figura 23D), pero no se detectaron cambios en las ratas
alimentadas con dieta HF. La disminucién de la pAMPK sugiere que el tratamiento con
CCK-8 podria estimular la sintesis de novo de 4cidos grasos tinicamente en los animales
alimentados con una dieta control. Como en el caso del TAS, el tratamiento con CCK-8 no

tuvo efecto sobre el grado de fosforilacién de AKT en el TAL (Figura 23C).
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Figura 23. Efecto de la CCK sobre la fosforilacion de AKT y AMPK en ratas control, HF-OP
y HF-OR. Los blots muestran el efecto de la CCK-8 sobre la AKT fosforilada (pAKT) y AMPK
fosforilada (pAMPK) en TAS (A 'y B) y en TAL (C y D). Los graficos de barras representan la
relacion pAKT/AKT y pAMPK/AMPK a partir del analisis densitométrico de los blots. Los valores
(unidades arbitrarias) representan las medias + E.E.M. (n=6). El tratamiento con CCK-8 sélo
disminuye la relacion pAMPK/AMPK en TAL en el grupo control. **p<0,01 comparado con su
grupo control (Test de Newman-Keuls).

4.5, Efecto de la CCK-8 sobre la actividad y la expresiéon de la lipoproteina
lipasa en el tejido adiposo

En el TAS, la dieta HF produjo una disminucién en la actividad de la LPL
(Fe20=7,554; p<0,001) en las ratas del grupo HF-OP respecto a los animales del grupo
control (p<0,01; Figura 24A). El tratamiento con CCK-8 disminuy6 la actividad de LPL en
los animales del grupo control (p<0,05) y se observé una tendencia similar en los animales
del grupo HF-OR (p=0,090). Por el contrario, la CCK-8 estimul6 la actividad de LPL en el
grupo HF-OP (p<0,05). Los niveles de expresién de la Lp/ en el TAS no se vieron
modificados por los factores experimentales (Figura 24B).
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Figura 24. Efecto de la CCK-8 sobre la actividad y la expresion de la LPL en ratas control, HF-
OP y HF-OR. La actividad de la LPL se cuantific6 en TAS (A) y en TAL (C) después de la
administracion de CCK-8. En el TAS (A), la CCK-8 produjo una disminucion de la actividad LPL en el
grupo control y el grupo HF-OR, pero aumenté la actividad de la misma en los animales HF-OP. El
tratamiento dietético inhibié la actividad de LPL especificamente en este grupo experimental. En el
TAL (C), el tratamiento con CCK-8 sélo aumento de la actividad LPL en el grupo HF-OP. En este
tejido no se detect6 ningun efecto del tratamiento dietético. Las figuras B y D muestran que ni el
tratamiento dietético ni el tratamiento con CCK-8 tuvieron efecto sobre la expresion de ARNm Lpl.
Los valores (unidades arbitrarias) son medias + E.E.M. (n=7-9). *p<0,05; **p<0,01 con respecto al
grupo control salino. #p<0,05 con respecto al grupo HF-OP salino (Test de Newman Keuls).

En el TAL, la actividad de la LPL se vio afectada por la dieta (F29=5,137; p<0,05).
Los animales del grupo HF-OR presentaron menores niveles de actividad de LPL que los
animales del grupo control. Al igual que sucedia en el TAS, el tratamiento con CCK-8
increment la actividad de LPL en el grupo HF-OP (p<0,05). En ambos tejidos analizados,
la expresién de LPL no se vio afectada ni por la dieta ni por el tratamiento con CCK-8
(Figura 24B y D).

De estos resultados se puede deducir que el tratamiento con CCK-8 aumenté la
actividad de la LPL en el tejido adiposo de ratas HF-OP pero no logré modificar su
expresion.

4.6. Efecto de la CCK-8 sobre la expresion de Angptl4
Se analizé el efecto de la CCK-8 sobre la expresion de Angptl4, un regulador negativo
de la actividad de la LPL (Sukonina ez 2/ 2006), asi como su correlacién con la actividad

de la LPL en el TAL.
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La Figura 25A muestra el efecto de la CCK-8 y de la dieta HF en la expresion de
ARNm de Angptl4 en TAL. El ANOVA-2 revel6 una interaccin significativa entre la dieta
y el tratamiento con CCK-8 (F.26=3,730; p<0,05). El tratamiento con CCK-8 redujo la
expresién de Angptl4 en el grupo HE-OP (p<0,05).

Se detectd una correlacién negativa (r=0,7; p<0,05) entre actividad de LPL y la
expresién de ARNm de la Angptl4 en el grupo HE-OP tratado con CCK-8 (p<0,05, Figura
25B). Sin embargo, esta correlacién no existié en los animales HF-OR tratados con CCK-8

(Figura 25C).

4.7. Efecto de la CCK-8 sobre los niveles de ARNm de los transportadores
de acidos grasos FATP-1y FAT/CD36.

Tras la hidrélisis de los triglicéridos por accién de la LPL, los dcidos grasos libres entran
en las células mediante difusién pasiva o a través de transportadores especificos, como la

translocasa de 4cidos grasos (FAT/CD36) y la proteina trasportadora de dcidos grasos
(FATP-1).

Los niveles de expresién de Fatp-1 no se vieron modificados ni por el tratamiento
dietético, ni por la administracién de CCK-8 (Figura 25D). Sin embargo, la expresién de la
translocasa de 4cidos grasos, Fat/Cd36, se vio afectada por la dieta (F22=5,890; p<0,01) y
el tratamiento con CCK-8 (F(122=8,203; p<0,01), con una interaccién significativa entre
ambos (F22=3,515; p<0,05). El tratamiento con CCK-8 redujo la expresién de Fat/Cd36
en el grupo HF-OP (F(15=8,932; p<0,05; Figura 25E). Estos datos sugieren que el efecto de
la CCK-8 en la captacién de lipidos por parte del tejido adiposo es debido principalmente a
la accién de la LPL.
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Figura 25. Efecto de la CCK-8 en la expresion de Angptl4 y correlacion entre expresion de Angptl4 y
actividad de la LPL en el TAL. (A) La CCK-8 inhibié la expresion de Angptl4 en ratas HF-OP y tendi6 a inhibirla
en los animales control, en el TAL. (B) La expresion de Angptl4 correlacioné negativamente con la actividad de
LPL en ratas HF-OP tratadas con CCK-8. (C) Esta correlacién no existi6 en los animales HF-OR. (D) El
tratamiento dietético indujo la expresion de Fatp-1 en HF-OP, pero la CCK-8 no pudo modificar la expresion de
ARNm de Fatp-1, aunque la CCK-8 tendié a disminuir la expresion de Fatp-1. (E) El tratamiento dietético
increment6 la expresiéon de Fat/Cd36 en el grupo HF-OP. Los valores representan las medias £ EEM (n=7-9).
*p<0,05 con respecto al grupo HF-OP salino (Test de Newman-Keuls).

4.8. Efecto de la dieta sobre la expresion del CCK2R en el TAL

Debido a los cambios originados por el tratamiento con CCK-8 en la absorcién de
lipidos en el tejido adiposo lumbar observados en los animales sensibles al desarrollo de
obesidad (HF-OP), se llevé a cabo el andlisis de los niveles de proteina de los receptores de
CCK-2 con ¢l objetivo de intentar determinar si una diferencia de expresién del receptor
podria justificar las diferencias encontradas en el efecto del tratamiento con CCK-8 entre
ambos fenotipos.
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Se determiné la densidad relativa de los receptores CCK-2 (CCK2R) en el TAL por
medio de western blotting. Como se ilustra en la Figura 26, la banda correspondiente al
CCK2R (80 kDa) era mds intensa en los animales control y HE-OP que en los HF-OR
(F@21=5,476; p<0,05). Estos datos sugieren que el efecto de la CCK-8 en la captacién de
lipidos por parte del tejido adiposo lumbar podria estar mediado por el CCK2R.

Control HF-OR HF-OP
CCKZR | S i _‘”

B-actinag | WEEG—_—— —

-
(4.1
g

100+

I3
<

CCK2R/B-actina (%Control)

0-

Control HF-OR HF-OP
Dieta

Figura 26. Determinacion del CCK2R en el TAL. Los blots muestran el efecto de la
dieta sobre los niveles del CCK2R. Los gréficos de barras representan la relacién
CCK2R/B-actina a partir del andlisis densitométrico de los blots. Los valores (unidades
arbitrarias) representan las medias + E.E.M. (n=5-6). Los niveles del CCK2R fueron
menores en los animales del grupo HF-OR respecto de los animales del grupo control
y HF-OP. **p<0,01 comparado con su grupo control (Test de Newman-Keuls).
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5. Discusion

Para la correcta regulacién del almacenamiento de los hidratos de carbono y los
triglicéridos de la dieta es necesaria la accién coordinada de las hormonas gastrointestinales
tales como la insulina y la CCK. Por un lado, la CCK regula el vaciado gistrico y acttia
como un secretagogo de la lipasa y la amilasa intestinal, permitiendo la absorcién intestinal
de la glucosa y los triglicéridos. Por otro lado, la insulina dirige la glucosa y los 4cidos grasos
hacia el tejido adiposo y el higado.

En este trabajo se muestra que la CCK podria tener un papel muy relevante en la
regulacion de la distribucién de los triglicéridos de la dieta y en su captacién por el tejido
adiposo, al menos en condiciones experimentales asociadas a la obesidad y a un aparente
deterioro de la sensibilidad a la insulina. Con este estudio se demuestra, por primera vez, el
papel de la CCK en la regulacién posprandial de la distribucién de lipidos mediante la
activacién de los mecanismos de captacién de triglicéridos en el tejido adiposo blanco
dependientes de la LPL y de su proteina reguladora ANGPTL4 (Sukonina ez al. 2006).
Este efecto de la CCK podria tener una gran relevancia en la regulacién fisioldgica del
metabolismo lipidico y de la homeostasis energética.

Hace algunas décadas se planted la posibilidad de usar firmacos relacionados con la
CCK como posibles herramientas farmacolégicas para el tratamiento de la obesidad. Sin
embargo, aunque la CCK acttia como un agente saciante capaz de disminuir el tamafo de
las raciones, carece de efecto sobre la ingesta calérica diaria acumulada (Gibbs ez 4l
1973b; West et al. 1984). Este hecho, junto con su accién estimulante sobre la liberacién
de insulina, da pie a la hipétesis de que la CCK regula el tamano de las raciones con el fin
de permitir la correcta distribucién de los nutrientes en el organismo, ya sea para su uso
como combustible o para su almacenamiento en forma de grasa. De esta manera en lugar de
reducir la ingesta total de nutrientes de forma global, la CCK impedirfa la sobrecarga de
nutrientes circulantes, que podria llegar a saturar los mecanismos celulares implicados en la
captacion de glucosa y/o triglicéridos. Esta hipétesis encaja bien con la idea de que la CCK
es una hormona implicada en la regulacién de la ingesta a corto plazo, pero en
contraposicién a otras hormonas como la leptina, no tiene una funcién evidente en la
regulacién del peso corporal. Sin embargo, como ocurre con la insulina, su funcién estaria
més bien ligada al manejo posprandial de los nutrientes. Estudios previos muestran que la la
CCK es mds eficaz como agente saciante en los animales HF-OR que en sus homdlogos
HF-OP (Duca et al. 2013). Este trabajo demuestra que, con independencia del efecto
anorexigeno de la CCK-8, el tejido adiposo de los animales HF-OP es mds sensible a los
efectos de la CCK que el de los HF-OR. Esta observacién es coherente con la menor
densidad del CCK2R detectada en el tejido adiposo de las ratas HF-OR, respecto a las ratas
HE-OP y las controles.

En estudios previos se habia propuesto que la CCK disminuye el peso corporal
mediante el aumento de la actividad catabdlica del musculo esquelético a través de un
mecanismo que implica la participacién de los receptores centrales de leptina (Merino ez
al. 2008; V. Cano et al. 2008). En este trabajo hemos observado que el tratamiento con
CCK-8 provoca un aumento paraddjico del tejido adiposo blanco en los individuos del
grupo HF-OP, mientras que en los animales del grupo HF-OR los depésitos adiposos
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tienden a ser menores que su control salino. Este hecho permite descartar la influencia que
la composicién de la dieta pudiera tener en el efecto de la CCK-8. Ademds, dado que no
existen diferencias en los perfiles del test de tolerancia a la glucosa entre los grupos HF-OP
y HF-OR, se puede descartar la posible influencia de este factor en los animales alimentados
con dieta HF. Finalmente, también se puede descartar un efecto diferencial del tratamiento
con CCK-8 sobre la liberacién de insulina dado que los niveles de insulina plasmética no se
vieron afectados por el tratamiento con CCK-8. Tanto los valores de insulina en plasma
nocturnos como los diurnos se mantuvieron sin cambios después del tratamiento CCK-8

en los grupos HF-OP y HF-OR.

Por lo tanto, estos datos sugieren que la diferencia en la respuesta a CCK-8 podria estar
vinculada a los niveles de expresién del receptor CCK-2 en el tejido adiposo. El hecho de
que la expresién del receptor CCK-2 sea menor en el tejido adiposo de los animales HF-
OR sugiere que el tratamiento con la dieta HF inhibe la expresién del receptor en esta
poblacién y también que la existencia de dos poblaciones de ratas Sprague-Dawley, HE-OP
y HE-OR, desveladas por el tratamiento con dietas HF podria deberse a esta diferente
regulacion de la expresion del receptor CCK-2. También da apoyo a la participacién de este
subtipo de receptor en la homeostasis del tejido adiposo. Finalmente, la aparente falta de
efecto de la CCK-8 en los animales del grupo control se deberia a la heterogencidad de este

grupo.

En este trabajo se muestra que la CCK podria ser crucial en la regulacién de la gestién
posprandial de la grasa de la dicta mediante la movilizacién de ésta hacia el tejido adiposo.
Nuestros resultados concuerdan con estudios previos que muestran que el CCK2R es
esencial para la homeostasis del tejido adiposo (Chen ez 2/. 2006). Puesto que la saciedad
mediada por CCK se ejerce principalmente a través del CCKI1R (Bado et a2l 1991;
Crawley ez al. 1991), nuestra hipétesis es que la CCK puede tener una doble accién en
funcién del receptor al que se una. Por un lado, el receptor CCK-1 mediaria el efecto
saciante de la CCK, y por otro, el receptor CCK-2 seria el responsable de los efectos
adipotrépicos de la hormona. Ademds, es interesante destacar que el receptor CCK-1 no se
expresa en el tejido adiposo de rata (Attoub ez 2l. 1999; Irwin et al. 2013).

El aumento de la leptina en plasma de ratas HF-OP tratadas con CCK-8 se correlaciona
con un aumento de la adiposidad en este grupo y es coherente con el efecto de la CCK-8
sobre la secrecidén de leptina (Attoub ez 2l 1999). Ademds, la leptina también podria
contribuir a la reduccién de NEFA en plasma observada en estos animales, ya que se ha
demostrado que la leptina estimula el catabolismo de los dcidos grasos en los tejidos
oxidativos (Unger et 2l. 1999; Guzmén-Ruiz ez al. 2010). Curiosamente el tratamiento
con CCK-8 no tuvo efecto sobre los niveles de TG plasméticos en los animales HE-OP.
Este resultado es inesperado ya que el aumento de la adiposidad detectado en estos animales
llevaria a esperar una disminucién en los lipidos plasmdticos. Sin embargo, este pardmetro
es dificil de interpretar en nuestras condiciones experimentales ya que independientemente
del efecto de la CCK-8 en la captacién de triglicéridos, esta hormona también puede
mejorar la absorcién intestinal de triglicéridos (Lo ez 2l. 2010). Otro hallazgo sorprendente
es la falta de efecto de la dieta HF sobre los valores de leptina plasméticos por la noche, pese
a que los valores de leptina plasmdticos por la manana eran ligeramente superiores en los
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animales HF-OP. Una posible explicacién de este hecho, es que durante la fase de
oscuridad se produce un aumento circadiano normal de leptina circulante, lo que podria
contribuir a homogeneizar todas las poblaciones (Saad et 2/. 1998; Sinha ez 2l. 1996;
Kalsbeek ez 2/. 2001).

La LPL en su forma activa se encuentra principalmente en las células endoteliales y
tiene un papel central en la regulacién de los niveles de triglicéridos circulantes mediante la
hidrélisis de estos en 4cidos grasos libres (Sukonina ez 2l. 2006; Bergd et al. 2002).
Numerosos estudios han demostrado que la ANGPTL4, una proteina relacionada con el
metabolismo glucidico y lipidico, es un potente inhibidor de la actividad de la LPL, que
actta incrementando los niveles de triglicéridos circulantes (Mattijssen & Kersten 2012).
El hallazgo mds relevante de este estudio es el aumento de la actividad de la LPL por el
tratamiento con CCK-8, detectado especificamente en el tejido adiposo de ratas HF-OP,
junto con la correlacién negativa de dicha actividad enzimdtica con la expresién de Angptl4
en el TAL. Nuestros resultados indican que la CCK-8 inhibe la expresion de Angpri4, lo
que sugiere que la CCK-8 podria ser parte integral de los mecanismos que regulan la
ANGPTL4 durante los ciclos circadianos de alimentacién-ayuno (Bergd ez al. 2002).
Igualmente, no se puede descartar la posible influencia de la grasa de la dieta en la expresién
de Angptl4, ya que algunos estudios han sugerido que los lipidos de la dieta inducen la
expresién de Angptl4 en el tejido cardiaco de ratén a través de un mecanismo dependiente

de PPAR (Georgiadi ez al. 2010).

Nuestro estudio muestra, ademds, que el tratamiento con CCK-8 no afecté a la
expresién de la proteina transportadora de 4cidos grasos Fatp-I y que disminuyé la
expresién de la traslocasa de 4cidos grasos Fat/Cd36 en los animales del grupo HF-OP.
Estos datos sugieren que el efecto de la CCK-8 sobre la captacién de lipidos por el tejido
adiposo estd mediado principalmente por la LPL y no por los transportadores de dcidos

grasos.

Estos datos tomados en conjunto apoyan la hipétesis de que la CCK-8 podria favorecer
la captacién de triglicéridos sin interferir con otros procesos sensibles al metabolismo de los
lipidos. En resumen, nuestros datos sugieren que la CCK inhibe la expresion de Angptl4 a
través del CCK2R en el tejido adiposo, lo que lleva a un aumento de la actividad LPL.
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1. Introduccion

1.1. Los ritmos circadianos

La vida no es un fenémeno invariable, sino un fenémeno dindmico y en constante
cambio. Al estudiar las actividades biolégicas nos encontramos con variaciones en el
tiempo, siguiendo patrones temporales predecibles, lo que indica que estas actividades se
realizan ritmicamente. La Tierra gira alrededor de su e¢je originando ciclos de luz y
oscuridad cada 24 horas. Los seres vivos han evolucionado para predecir estos cambios
desarrollando un reloj biolégico endégeno. La organizacién temporal de la conducta y la
fisiologfa es una caracteristica comun de todos los seres vivos, que permite la adaptacién a
los cambios en el medio ambiente. La palabra circadiano proviene del latin: “circa”
(alrededor de, cerca de) y “dies” (dia) (Panda ez al. 2002). Este hecho es una parte tan
natural en nuestras vidas que no solemos ser conscientes de ello. Asi, el correcto
funcionamiento de este sistema permite a los seres vivos predecir y anticiparse a los cambios
en el medio ambiente, pudiendo adaptar su conducta y sus funciones fisiolégicas a dicho
entorno (Reppert & Weaver 2002).

Los ritmos circadianos se definen como las variaciones en la fisiologia o el
comportamiento que se repiten cada 24 horas (Weaver 1998). La primera evidencia que
puso de manifiesto el cardcter endégeno de los ritmos circadianos fue descrita en 1729 por
el astrénomo francés Jean-Jacques Dortous de Mairan, quien demostré que los ritmos
diarios de apertura y cierre de las flores de una planta heliotrépica se mantenian en
condiciones de oscuridad constante. Anteriormente se pensaba que este fenémeno estaba
determinado por los ciclos de luz-oscuridad (Kraft & Martin 1995). Desde entonces, el
estudio de los ritmos circadianos se ha centrado tanto en los procesos ambientales que los

sincronizan como en los mecanismos endégenos innatos responsables de estos ritmos.

Los ritmos circadianos no se circunscriben solo a los ritmos de suefio-vigilia, sino que
afectan a todo el organismo regulando funciones tan importantes como: i) temperatura
corporal, ii) liberacién de hormonas y neurotransmisores, iii) activacién simpdtica, iv)
ingesta, v) metabolismo energético (lipdlisis, gluconeogénesis, sensibilidad a insulina) y vi)
transcripcién génica (Laposky ez 2l. 2008). Debido a la gran importancia de este sistema,
los seres vivos han desarrollado un mecanismo de cronometraje interno. Este mecanismo
estd formado por relojes bioldgicos endégenos que pueden funcionar en ausencia de
estimulos externos y oscilan con un periodo aproximado de 24 horas. Estos relojes

bioldgicos se localizan en el SNC y a nivel periférico y se rigen por un mecanismo

molecular similar (Schibler & Sassone-Corsi 2002).

Existe una fuerte conexién entre los ciclos circadianos y la fisiologia. La alteracién de los
ritmos normales de suefo-vigilia origina fatiga, desorientacién, insomnio, alteracién de los
niveles nocturnos de melatonina y enfermedades metabdlicas (Davis & Mirick 2006).
Estudios llevados a cabo en seres humanos por Scheer y cols. (2009) demostraron que la
desincronizacién circadiana causada por un cambio de fase de 12 horas en el ciclo luz-
oscuridad provocaba alteraciones fisiolégicas importantes, como un incremento de la
tension arterial durante el dia y modificaciones en la concentracién de leptina, insulina y
glucosa (Scheer et zl. 2009). También se ha relacionado la alteracién de los ritmos
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biolégicos con la aceleracién y propensién de ciertos tipos de cdncer, lo que sugiere que el
reloj circadiano controla la progresién de tumores (Davis & Mirick 2006; Gery et al.
2006; Fu ez al. 2002). Todo esto sugiere que la correcta sincronizacién entre los ritmos
circadianos y los procesos fisioldgicos podria jugar un papel crucial en la prevencién y
tratamiento de patologfas tales como el cdncer, enfermedades cardiovasculares, obesidad y
sindrome metabdlico (Salgado-Delgado ez 2/. 2010; Erren & Reiter 2008; Penev ez al.
1998).

1.2. Control funcional de los ritmos circadianos

Los relojes biolégicos regulan los procesos fisiolégicos, asegurando la correcta
organizacién temporal de los mismos y permitiendo su coordinacién con el medio
ambiente. En los mamiferos, el sistema responsable de la generacién de los ritmos
circadianos y la sincronizacién con el entorno estd formado por un reloj biolégico central o
marcapasos que se localiza en el ntcleo supraquiasmético (NSQ) del hipotdlamo anterior, y
por multiples relojes periféricos. A su vez, el NSQ estd formado por miles de osciladores
unicelulares sincronizados (Reppert & Weaver 2002). El periodo de oscilacién endégeno
del NSQ es de aproximadamente 24 horas, siendo la luz su principal sincronizador (Boivin

et al. 1996).

Los relojes periféricos se localizan en el resto de las células del organismo. Asi, diversos
autores han demostrado la existencia de relojes similares en otras regiones del cerebro y en
la mayorfa de los érganos y tejidos periféricos (Guilding & Piggins 2007; Dibner et al.
2010; Reppert & Weaver 2002). Estos sistemas generan un orden temporal interno en las
funciones fisioldgicas. El NSQ sincroniza los relojes periféricos mediante conexiones
neuronales o factores humorales (Balsalobre ez 2/. 2000; Akashi & Nishida 2000), que a
su vez modulan los ritmos del NSQ (Saeb-Parsy et al. 2000; Yi ez al. 2006). Por otro
lado, se ha visto que algunas situaciones, como la administracién de glucocorticoides y el
cambio en el horario de alimentacidn, alteran los patrones circadianos de expresién de los
genes clock (implicados en la regulacién de los ritmos circadianos) en tejidos periféricos,
como el higado, pero no en el NSQ (Schibler ez 2/ 2003; Damiola ez a/. 2000). En
cualquier caso, el NSQ vuelve a sincronizar los osciladores periféricos (recuperando su
ritmo normal) cuando las situaciones que lo perturban desaparecen (Schibler & Sassone-
Corsi 2002; Damiola et al. 2000). Ademds de la luz existen otros factores periddicos
como el horario de las comidas, el ejercicio programado, la temperatura, los olores y las
sefales sociales que también permiten sincronizar los osciladores periféricos en los
mamiferos (Reppert & Weaver 2002; Laposky ez al. 2008). Asimismo, varios estudios
vinculan los regimenes de alimentacién y el tipo de dieta con los ritmos circadianos

(Mistlberger 1994).

Las lesiones en el NSQ alteran los ritmos del ciclo de sueno-vigilia, la actividad
locomotora, los niveles de corticosterona y leptina, la tolerancia a la glucosa y la ingesta de
agua y comida (Laposky ez 2/ 2008), mientras que el trasplante neural los restablece
(Lehman ez al. 1987). Por otra parte, la destruccién de las neuronas del NSQ suprime la
ritmicidad circadiana en la periferia. Sin embargo, a nivel celular se mantienen las
oscilaciones pero con distinta fase (Yoo ez al. 2004).
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En ratones, el NSQ estd formado por dos pequefios ntcleos de unas 10.000 neuronas,
localizados a ambos lados del tercer ventriculo, en posicién dorsal con respecto al quiasma
6ptico (Welsh ez 2l. 2010). Cada NSQ se puede dividir en dos regiones anatémicamente
diferenciadas: i) la zona ventral o "core", contigua al quiasma éptico, recibe informacién
directamente desde la retina; y ii) la zona dorsal o "shell', que es el verdadero marcapasos,
genera ritmos de actividad nerviosa de manera auténoma y que serd transmitida a todo el
nucleo. Esta zona rodea parcialmente a la zona ventral y recibe aferencias de ésta. Ambas
subdivisiones y ambos nicleos actian como una sola unidad transmitiendo la ritmicidad a
los sistemas efectores (Leak et 2/. 1999).

De todas las senales externas capaces de sincronizar el NSQ, la principal y mejor
caracterizada es la luz. Esta viaja desde la retina hasta el NSQ a través del tracto
retinohipotaldmico (Moore & Lenn 1972). Sorprendentemente, el sistema de
fotorreceptores formado por los conos y los bastones de la retina no es necesario para la
sincronizaciéon del NSQ por la luz, sino que ésta es captada por las células ganglionares de la
retina, que contienen un pigmento denominado melanopsina (Qiu ez @/ 2005). Esta ruta,
a través de sus proyecciones directas sobre el NSQ, es suficiente para sincronizar el reloj
central. Por otra parte, se ha demostrado que desaparece la sincronizacién del NSQ por la
luz ambiental en ratones desprovistos tanto de melanopsina como de conos y bastones
(Hattar et al. 2003; Panda et 2/. 2003). Durante la fase de luz, las sefales luminosas son
transducidas en el NSQ y enviadas a la gldndula pineal. Esta gldndula secreta la hormona
melatonina que es un importante agente sincronizador (Reppert et al. 1981; Lewy et al.
1980). La secrecién de melatonina estd regulada por las sefiales luminicas, siendo baja
durante el periodo de actividad y aumentando durante el periodo de descanso (Wyatt ez al.
2006).

Las principales conexiones eferentes del NSQ se dirigen hacia las regiones ventral y
dorsal de la zona subparaventricular (ZSP) del hipotidlamo (Figura 27). Esta zona envia
proyecciones principalmente al nicleo dorsomedial del hipotdlamo (NDM), el cual a su
vez, envia proyecciones: i) al drea predptica ventrolateral (APOV), importante en el control
de sueno-vigilia, ii) al nicleo paraventricular (NPV), que contiene neuronas que sintetizan
la hormona liberadora de corticotropina y las neuronas que median las salidas
preganglionares del sistema nervioso auténomo, y iii) al drea hipotaldmica lateral, donde se
producen los neuropéptidos estimulantes del hambre, las orexinas y la hormona
concentradora de melanina (Saper 2006). También se han visto proyecciones del NSQ que
llegan al nicleo ventromedial (NVM) del hipotdlamo (Watts ez al. 1987). Estos ntcleos
son importantes para la regulacién del balance energético (Dallman ez 2l. 1993). Los
ritmos del suenio y del metabolismo se ven afectados por lesiones neurotéxicas de la ZSP y
del NDM (Gooley et al. 2006). El NDM recibe ademds aferencias del nicleo arqueado,
un 4rea hipotaldmica fundamental en la regulacién de la ingesta y del gasto energético, asi
como en la capacidad de controlar el estado energético periférico, especialmente a través del
receptor de leptina (Saper 2006). En el tdlamo, los axones del NSQ también inervan los
nicleos paraventricular y paratenial y, posiblemente la laminilla intergeniculada (recibe
conexiones desde los ganglios de la retina). Ademds, existen indicios de conexiones entre el
NSQ y otras estructuras como la habénula y la amigdala, pero atin no han sido confirmadas

(Guilding & Piggins 2007).
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Figura 27. Esquema de la entrada al NSQy las vias de salida en el hipotalamo. Secciones coronales de las
areas del hipotalamo anterior y posterior. El NSQ, la ZSP y el NAR estén localizados en el hipotdlamo
mediobasal, alrededor del tercer ventriculo. AHL: 4rea hipotaldmica lateral; APOM: area predptica medial;
APOV: drea predptica ventrolateral; NAR: nucleo arqueado; NDM: nucleo dorsomedial del hipotalamo; NPV:
nucleo paraventricular; TRH: tracto retinohipotaldmico; ZSPv y ZSPd: zona subparaventricular ventral y dorsal.
Modificado de Laposky et al. 2008.

1.3. El reloj bioldgico a nivel molecular

En los mamiferos, el reloj biolégico comparte el mismo mecanismo intracelular en las
neuronas del NSQ que en las células periféricas (Schibler ez a/. 2003). A nivel molecular,
la generacién de los ritmos circadianos depende de la expresién arménica de los genes clock,
cuyos mecanismos subyacentes estdn muy conservados entre especies (Bunney & Bunney
2000; Panda er al. 2002). Este sistema estd compuesto por un mecanismo de
autorregulacién mediante bucles de retroalimentacién positivos y negativos que regulan de
manera ritmica la transcripcién y traduccién de sus propios genes (Schibler & Sassone-
Corsi 2002; Reppert & Weaver 2002). Por tanto, los genes clock, se pueden definir como
los genes cuyos productos proteicos son necesarios para la generacién y la regulacién de los

ritmos circadianos (Ko & Takahashi 2006).

Dentro de las proteinas que componen este sistema, encontramos las proteinas CLOCK
y BMALI1 (Figura 28). Ambas proteinas poseen dominios de unién al ADN y dominios
PAS (Period-Arnt-Singleminded), que pueden interactuar con dominios PAS de otras
proteinas. Asi, CLOCK y BMALLI forman un heterodimero que se une a las secuencias
reguladoras denominadas caja E (E-box) en los promotores de sus reguladores negativos:
Perl (Periodl), Per2, Per3, Cryl (Cryptochromel) y Cry2 (Reppert & Weaver 2002). Las
proteinas PER y CRY se oligomerizan y se translocan al ntcleo para inhibir la transcripcién
mediada por el heterodimero formado por CLOCK y BMALI vy, por lo tanto, su propia
expresion. La expresién de Per y Bmall tiene una marcada oscilacién en fases opuestas
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(Reppert & Weaver 2002). Todos los genes mencionados poseen un ritmo circadiano en
el NSQ y en los tejidos periféricos, a excepcién del gen Clock que se ha demostrado que no
oscila en el NSQ (Dunlap 1999). Sin embargo, se ha demostrado que CLOCK tiene
actividad de histona acetiltransferasa, lo que sugiere que para el desarrollo de los ritmos
circadianos es importante el papel de CLOCK en la remodelacién de la cromatina (Doi ez

al. 20006).

CITOPLASMA

NUCLEO

Figura 28. Mecanismo molecular del reloj circadiano en los mamiferos.
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Existen otras moléculas que también son importantes para la funcién del reloj
biolégico. La caseina quinasa I epsilon (CKle) fosforila las proteinas PER aumentando su
inestabilidad y favoreciendo su degradacién (Dunlap 1999; Eide, Woolf, ez al. 2005).
Por otra parte, la CKle también fosforila y activa parcialmente el factor de transcripcién
BMALI (Eide, Kang, et /. 2005). Como mecanismo de control adicional, la expresién de
Bmall esté regulada por los receptores nucleares RORa (Retinoic acid receptor-related
orphan receptor @) y REV-ERBa (reverse erythroblastosis virus ). El heterodimero formado
por CLOCK y BMALL1 activa la transcripcién de los genes Rora y Rev-erba. En el
promotor del gen Bmall hay elementos RORE (ROR response element) que responden a las
proteinas de RORa y REV-ERBa, regulando su transcripcién. Asi la expresién de Bmall
estd regulada negativamente por REV-ERBa y positivamente por RORa. (Preitner et al.
2002; Sato et al. 2004; Ueda et 2l. 2005).

Los genes clock regulan la transcripcién de un conjunto de genes denominados genes
controlados por el reloj (Clock-controled genes, CCG), los cuales presentan secuencias E-box
o RORE en sus promotores. De hecho, se ha comprobado que aproximadamente entre un
5y 10% de los genes, dependiendo de los tejidos, parecen tener un ritmo de expresién
guiado por los genes clock (Shostak et al. 2013). Entre los genes que se encuentran bajo
esta regulacién circadiana se incluyen proteinas implicadas en la regulacién de los procesos
moleculares y fisiolégicos (Reppert & Weaver 2002). Por lo tanto, la regulacién de la
expresién de los CCG por el reloj circadiano confiere ritmicidad a los procesos fisioldgicos
de manera especifica para cada tejido.

1.4. Efecto del patron circadiano de la ingesta en los ritmos circadianos

La ingesta es un potente sincronizador de los relojes bioldgicos periféricos. El protocolo
de restriccién temporal de la ingesta (RTI) limita el tiempo de acceso a los alimentos sin
reducir el aporte calérico diario (Damiola ez 2/. 2000; Boulamery-Velly ez /. 2005). La
RTT tiene efectos profundos en el comportamiento y la fisiologia de los animales. Asi,
muchas funciones fisiolégicas normalmente reguladas por el NSQ, tales como la actividad
locomotora, temperatura corporal y frecuencia cardiaca se alteran por este protocolo
(Boulamery-Velly et al. 2005). Los primeros estudios en roedores que senalaban la
comida como un elemento capaz de regular los ritmos circadianos mostraron que la
restriccién generaba una intensa actividad locomotora y de busqueda durante las horas
previas al acceso a la comida. Este fenémeno, denominado actividad de anticipacién al
alimento (Bolles & Stokes 1965), va acompanado de un aumento de temperatura
corporal, secrecién de corticosterona, motilidad gastrointestinal y actividad de las enzimas
digestivas (Stephan 2002). Por otra parte, la RTI es capaz de restablecer los ritmos
circadianos en animales con lesiones en el NSQ, lo que sugiere la existencia de un oscilador
circadiano distinto ¢ independiente del NSQ (Mistlberger 1994; Stephan 2002).
Ademds, se ha demostrado que la RTT actda sincronizando los relojes periféricos, pero no
tiene efecto sobre el NSQ (Schibler ez al. 2003). Asi, cuando la disponibilidad del
alimento vuelve a ser ad libitum, el NSQ (cuya fase no se vio alterada) es capaz de volver a
sincronizar de nuevo los relojes periféricos (Damiola ez 2. 2000). Estos datos refuerzan la
hipétesis de que la regulacion de los relojes periféricos mediada por la ingesta de alimentos
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puede tener un papel trascendental en la regulacién de los ritmos circadianos y el
metabolismo energético.

Existen numerosos estudios que demuestran que la alteracién del ritmo circadiano de la
ingesta se asocia con un aumento del peso corporal y la adiposidad. Por ejemplo, se ha
demostrado que las personas que no desayunan tienden a tener un peso mayor que las
personas que si lo hacen; esto se debe, al menos en parte, al mayor consumo de calorias a lo
largo del dia (Giovannini et 2/. 2008). De manera similar, los trabajadores nocturnos,
suelen consumir comidas durante la noche, es decir, durante la fase de descanso, lo que
promueve cambios en el patrén de alimentacién. Se ha descrito que estas personas tienen
un mayor riesgo de desarrollar enfermedades metabélicas, como la obesidad y la diabetes,
asi como enfermedades cardiovasculares (Lennernis et 2/ 1995; Karlsson ez 2/. 2001;
Knutson ez al. 2007). Ademds, es interesante destacar que existen algunos pacientes obesos
que presentan el sindrome del comedor nocturno. Estos pacientes se caracterizan porque la
mayor parte de las calorias diarias se consumen por la noche, coincidiendo con el periodo
de descanso y provienen generalmente de dietas con alta palatabilidad (Stunkard &
Allison 2003). Todos estos datos en conjunto, subrayan la importancia del ritmo
circadiano de la ingesta en la regulacién del peso corporal. Sin embargo, ain son necesarios
mds estudios que nos permitan establecer los mecanismos exactos por los cuales la alteracién
del ritmo circadiano se relaciona con una alteracién del metabolismo energético y el

desarrollo de obesidad.

Los roedores son animales nocturnos, por lo que en condiciones normales la mayor
parte de la ingesta diaria se realiza durante su periodo de actividad (aproximadamente el
80% del total diario). Andlogamente a lo que sucede en los seres humanos, se ha
demostrado que la restriccién del acceso a los alimentos durante la fase de luz (periodo de
descanso) se asocia a un aumento del peso corporal (Arble ez 2l 2009). Ademis, se ha
demostrado que las dietas HF alteran el patrén de ingesta normal, incrementando la ingesta
de alimentos durante el periodo de luz (Stucchi ez al. 2012; Pendergast ez al. 2013;
Kohsaka ez al. 2007). Este cambio va acompanado de alteraciones en el patrén de
expresion de los genes clock y en las enzimas implicadas en el metabolismo lipidico
(Kohsaka ez al. 2007). Ademds, la dieta HF origina variaciones en el ritmo de los niveles

de hormonas que intervienen en el metabolismo energético tales como leptina, TSH y

corticosterona (P. Cano et /. 2008; Cha ez 2/. 2000).

1.5. El reloj bioldgico y la obesidad

Las alteraciones del reloj bioldgico se asocian con disfunciones en el metabolismo. Asi,
se ha observado una fuerte vinculacién entre las mutaciones y/o deficiencias en los genes
clock y la obesidad. Por ejemplo, se ha observado que los ratones que presentan una
mutacién en el gen Clock tienen alterado el ritmo circadiano de la ingesta, son hiperfigicos
y obesos, y ademds, presentan hiperleptinemia, hiperlipidemia, esteatosis hepdtica e
hiperglucemia (Turek ez 2l 2005). Asimismo, los ratones deficientes de Bmall se
caracterizan por desarrollar hipertrofia de los adipocitos y obesidad tanto con una dieta
estdndar como con una dieta rica en grasas (Guo ez 2/. 2012). Ambos modelos carecen de
variaciones circadianas en los niveles de glucosa y triglicéridos ademds de tener inhibida la
gluconeogénesis (Rudic ez 2/. 2004). Asimismo, los ratones deficientes de Per2 presentan
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una alteracién en el ritmo circadiano de la ingesta, carecen del ritmo circadiano de la
secrecion de glucocorticoides y desarrollan obesidad con dietas ricas en grasa (S. Yang et al.
2009). Por otro lado, las alteraciones metabdlicas también se relacionan con trastornos en
los ritmos circadianos. Varios trabajos en modelos animales utilizados para el estudio de la
obesidad sugieren que esta patologia se relaciona con alteraciones en la expresién de los
genes implicados en el control de los ritmos circadianos. Se ha demostrado en ratas Zucker
fa/fa (presentan una mutacién en el gen del receptor de leptina) que la expresién de Clock se
encuentra disminuida en el higado, pero no en el tejido adiposo blanco ni en el NSQ
(Motosugi et al. 2011). Ademds, se ha demostrado que los ratones 0b/0b (presentan una
mutacién en el gen de leptina) presentan una menor amplitud en las oscilaciones de varios
genes clock en el higado y tejido adiposo, pero no en el NSQ (Ando ez 2l 2011). Por
tltimo, es importante destacar que los estudios epidemiolégicos en humanos demuestran la
asociacion existente entre la obesidad y la presencia de diversos polimorfismos de los genes
implicados en la regulacién de los ritmos circadianos (Garaulet ez 2. 2009; Scott et al.
2008; Garaulet et 2/. 2010; Goumidi et /. 2013).

La importancia del reloj biolégico en la fisiologia se demuestra por la variacién
circadiana existente en una gran variedad de sistemas, tales como los ciclos de sueno-vigilia,
la regulacién de la ingesta, el metabolismo, la actividad endocrina y la transcripcién génica.
El estilo de vida actual lleva asociado un alto consumo de alimentos hipercaléricos que
junto con una disminucién de las horas de descanso y una alteracién de los ritmos
circadianos de la ingesta puede favorecer el desarrollo de trastornos metabélicos. Ademds,
como se ha dicho anteriormente, la alteracién de los ritmos biolégicos podria atenuar el
ritmo circadiano de la ingesta, alterando el metabolismo, y favoreciendo el desarrollo de
obesidad. Todo ello convierte al reloj biolégico en una parte importante en el control del
metabolismo, de ahi que sea necesario profundizar atin mds en el estudio de los ritmos

circadianos para el tratamiento de la obesidad.
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2. Hipotesis y Objetivos

Los mecanismos reguladores de la homeostasis energética se alteran por las dietas HF. Esta

alteracion se debe, al menos parcialmente, a_cambios en la _maquinaria molecular del reloj

bioldgico y se produce de manera aguda y a largo plazo.

Con el objetivo de contrastar nuestra hipétesis desarrollamos tres modelos
experimentales basados en el consumo de una dieta HF: i) tratamiento dietético durante 48
horas, ii) tratamiento dietético durante 48 horas seguido de 12 horas de ayuno y iii)
tratamiento dietético durante 4 semanas seguido de 4 semanas con un protocolo de
sincronizacion forzada de la ingesta. Los protocolos se detallan en el apartado “Material y

Métodos” de este capitulo (pdg. 77).
Los objetivos concretos de nuestra investigacién han sido los siguientes:

Objetivo 1: Evaluar el efecto a corto plazo (48 h) de una dieta HF sobre la variacién
circadiana de los pardmetros biométricos, variacién circadiana en los niveles plasmdticos de
insulina, leptina ¢ interleuquinas y en la expresién génica de proteinas implicadas en los
ritmos circadianos, la ingesta y la lipogénesis a nivel central y periférico.

Objetivo 2: Evaluar el efecto del ayuno tras 48 h de dieta sobre los pardmetros
biolégicos citados previamente.

Objetivo 3: Evaluar el efecto de 8 semanas de dieta HF y de la reorganizacién del
patrén de ingesta sobre los pardmetros biolégicos citados previamente.
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3. Material y métodos

3.1. Animales de experimentacion

Los experimentos se llevaron a cabo en ratones macho de la cepa C57BL/6] (Harlan
Interfauna Iberica, Barcelona, Espafia) de 4 semanas de edad con un peso comprendido
entre 17-19 g. Los animales se estabularon en grupos de 6-8 ratones por jaula, en
condiciones controladas de humedad (45-50%), temperatura (22 + 1°C) y con un ciclo de
12 h de luz (8:00-20:00h) y 12 h de oscuridad. Durante la primera semana todos los
animales tuvieron acceso ad libitum a una dieta sélida estdindar (RMN, Harlan Interfauna
Iberica, Espafa) y agua. El estudio se realizé de acuerdo con la Directiva del Consejo
Europeo (86/609/CEE) para el cuidado y el uso de animales de laboratorio, la legislacién
espafola para el uso de animales de experimentacién (RD 1205/2005) y fue aprobado por
el comité ético de la universidad CEU-San Pablo.

3.1.1. Tratamiento dietético con una dieta HF durante 48 horas

Tras la primera semana de aclimatacién los animales se redistribuyeron en grupos (7-8
animales/jaula) de peso corporal medio semejante. Los animales del grupo control
recibieron una dieta sdlida estdindar (RMN, Harlan Interfauna Iberica, Espafia). Los
animales del grupo high-fat (HF) recibieron una dieta sélida rica en grasa (58V8, TestDiet,
Reino Unido; Tabla 2).

Control peso Control peso Contrel peso
e ingesta eingesta eingesta
Dieta Control n=8
DietaHF n=8

Control peso Control peso Control peso
eingesta eingesta eingesta

Dieta Control n =8
DietaHF n=8
Control peso Control peso Control peso
eingesta P eingesta
n=60 eingesta
Raene Dieta Control n =7
C57BL/6J Dieta HF n =7
Control peso Control peso Control peso
eingesta eingesta eingesta
Dieta Control n =7

DietaHF n=7

48 horas

06:00 h 12:00 h 18:00 h 24:00 h 06:00 h 12:00h 18:00 h 24:00h 06:00 h 12:00h 18:00 h 24:00h

Figura 29. Esquema del modelo experimental 48 h con dieta HF.

El tratamiento dietético se mantuvo durante 48 h. Para que todos los animales
estuviesen en las mismas condiciones, el tratamiento se inicié de forma escalonada, de
manera que se introdujo la dieta HF al primer grupo a las 06:00 h y luego al resto de
grupos experimentales en intervalos de 6 h. Trascurridas 48 h los animales se sacrificaron.
La evolucidén del peso corporal e ingesta de los animales se monitorizé desde el inicio del
tratamiento dietético hasta el momento del sacrificio cada 24 h (Figura 29).
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n=24

Ratones macho

C57BL/6)

3.1.2. Tratamiento dietético con una dieta HF durante 48 hy 12 h de ayuno

Tras una semana de aclimatacién, los animales se dividieron en 4 grupos homogéneos.
A las 18:00 h dos de ellos recibieron una dieta HF y los dos restantes una dieta control.
Tras 48 h, un grupo control y otro HF se sometieron a un ayuno de 12 h, mientras que los
otros tuvieron acceso ad libitum a comida y agua. Los animales se sacrificaron a las 06:00 h.
Al igual que en el experimento anterior se realizé la monitorizacién del peso corporal y de la
ingesta cada 24 h desde el inicio del tratamiento dietético hasta el momento del sacrificio

(Figura 30).

‘Control peso Control peso Control peso ‘Control peso
e ingesta eingesta eingesta eingesta

Dieta Control n=6

) 48 horas " 12 horas i

I
18:00 h 2400 h 06:00 h 12:00 h 18:00 h 24:00 h 06:00 h 12:00 h 18:00 h 24:00h 06:00 h

Figura 30. Esquema del modelo experimental 48 h con dieta HF y 12 h de ayuno.

3.1.3. Tratamiento dietético con dieta HF durante 8 semanas. Protocolo de
sincronizacion forzada de la conducta alimentaria

Puesto que las dietas HF causan una alteracién del ritmo circadiano de la conducta
alimentaria nos propusimos caracterizar la influencia que podria tener sobre la expresion
génica y el metabolismo un protocolo de restriccién temporal de la ingesta en el que se
obligara a los animales HF a consumir su comida de acuerdo con un patrén estindar,
acoplando su ingesta a la de los animales con dieta control alimentados ad libitum. Estos
animales se denominardn a partir de ahora “sincronizados”.

Se partié de dos grupos de ratones (n=50) de cinco semanas de edad, que fueron
asignados a tratamiento dietético con una dieta control o una dieta HF. Tras 28 dias ad
libitum, durante los que se monitorizé peridédicamente la ingesta nocturna (18:00 h — 09:00
h) y diurna (09:00 h — 18:00 h), cada grupo se dividié en dos subgrupos de 25 ratones. A
uno de ellos se le siguié suministrando su misma dieta ad libitum, mientras que al otro se le
sometié a un protocolo de sincronizacién forzada (sincronizado, ver esquema en Figura 31).
Los animales de este grupo recibieron dos raciones diarias de comida (control o HF), a las
18:00 h y a las 09:00 h, que contenfan la misma cantidad de calorfas consumidas por sus
correspondientes grupos pareados ad libitum durante la noche o el dia anterior. De esta
forma, se generaron 4 grupos experimentales, tal y como se esquematiza en la Figura 31.

Tras 28 dias en estas condiciones, procedimos a sacrificar 6-7 animales de cada grupo a las
06:00 h, 12:00 h, 18:00 h y 24:00 h.
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Tabla 8. Grupos experimentales

Hora Control Control HF HF
Sacrificio  ad libitum  Sincronizado  ad libitum  Sincronizado
06:00 h n=7 n=6 n=6 n=6
12:00 h n=6 n=7 n=6 n=6
18:00 h n=6 n=6 n=7 n=6
24:00 h n=6 n=6 n=6 n=7

n: nimero de animales por grupo.

n=25

— Control

cdibitm

—> Control ]
ad libitum n=25

En los grupos Sincronizados
se fuerza la misma distribucion
dia/noche de la ingesta caldrica
que en el grupo Control ad libitum

L » Control
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|
|

|

|

|

|

|
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|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

Ratones macho
C57BL/6)

=50 ad libitum

L » HF ]
ad libitum n=25

Sincronizado

Igual ingesta de calorias
que HF ad libitum

0 4 8
S E M A N A S

Figura 31. Representacion del modelo experimental de sincronizacién forzada de la ingesta.

3.2. Determinacion de la distribucion de grasa corporal

Al finalizar el tratamiento dietético, se determiné la cantidad de los tejidos adiposos
lumbar y subcutdneo para establecer el efecto del tratamiento dietético sobre la distribucién
de la grasa corporal.

El tejido adiposo subcutdneo se localiza bajo la piel adherido al musculo. Para
caracterizar la cantidad de tejido adiposo subcutdneo se retiré la piel y con ayuda de unas
tijeras se separd del paquete muscular. A continuacién mediante una incisién en la cavidad
abdominal se diseccioné el tejido adiposo lumbar. El tejido adiposo lumbar o tejido
adiposo retroperitoneal, estd situado alrededor de los rifiones en la regién delimitada por las
vértebras L1 a L5. Con ayuda de unas tijeras se separd el tejido adiposo lumbar de los
rifiones y las gldndulas suprarrenales. La cantidad de cada uno de los tejidos adiposos se
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corrigié por el peso corporal del animal para evitar el posible efecto del tamafio de cada
individuo.

3.3. Diseccion del cerebro para la obtencion del hipotalamo

Para la cuantificacién del ARNm hipotaldmico se extrajo el cerebro y colocé en una
pieza de metal fria apoyado sobre su parte ventral. Inmediatamente se realizé la diseccién
del hipotdlamo por el procedimiento descrito por Glowinski e Iversen (1966). Inicialmente
se separé el rombencéfalo realizando un corte en la parte posterior al hipotdlamo y anterior
a los cuerpos mamilares (Seccién A). Acto seguido, se delimitaron los laterales del
hipotdlamo mediante dos cortes sagitales (Secciones C y D). Después se realizé un corte en
la zona hipotaldmica anterior a la altura del quiasma Sptico (Seccién B). Por dltimo se
realizé un corte dorsal a la altura de la comisura anterior (Glowinski & Iversen 1966).

Figura 32. Esquema de la diseccion del hipotalamo.

3.3. Bioquimica plasmatica

3.3.1. Obtencion de plasma
El dltimo dia de tratamiento dietético, se determind el peso de los animales y se

sacrificaron por decapitacién. La sangre se recogié en tubos de polipropileno tapizados con
EDTA refrigerados (microvettes 3 mL, Sarsted). El plasma se obtuvo tras centrifugacién a
4°C durante 20 min a 4000 r.p.m. (Centrifuge 5810, Eppendorf) y se conservé a -20°C en
tubos Eppendorf hasta su utilizacién.

3.3.2. Determinaciones bioquimicas en plasma de insulina, leptina, IL-6 y TNF-a:
Inmunoensayo multiple en suspension

Se determinaron las concentraciones plasmdticas de leptina, insulina, IL-6 y TNF-a
mediante un inmunoensayo mdltiple en suspensién (MILLIPLEX MAP Kit Mouse
Metabolic Magnetic Bead Panel; Millipore, EE.UU.). Este ensayo estd basado en el uso de
microesferas magnéticas con un didmetro aproximado de 5 pm que se detectan
individualmente tras la emisién de fluorescencia a una determinada longitud de onda tras
su excitacién, debido a la combinacién en distinta proporcién de dos fluoréforos rojo y
naranja. En cada uno de los inmunoensayos que se realizan en un mismo pocillo, cada
anticuerpo de captura se acopla a una microesfera especifica. Cada una de las reacciones
antigeno-anticuerpo tiene una emisién comin de fluorescencia debida a la ficoeritrina y
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proporcional a la concentracién de cada uno de los pardmetros analizados, que se separa en
funcién de la fluorescencia especifica emitida por cada una de las microsferas por un sistema
similar a la citometria de flujo.

El protocolo que se llevé a cabo fue el proporcionado por la casa comercial. Se
afiadieron 200 pl del tampén de ensayo a cada pocillo y se agité durante 10 min a
temperatura ambiente. Se retird el tampén de ensayo por decantacién. Se afadieron 10 pl
de matriz sérica a los pocillos de blancos, estdndares y controles y a continuacién 10 pl del
tampén de ensayo a los pocillos de los blancos y las muestras. Inmediatamente, se
afadieron 10 pl de cada estdndar, control y muestra a su pocillo correspondiente,
realizdndose el ensayo por duplicado. Por dltimo, se afadieron 25 pl de la mezcla de
microesferas para leptina, insulina, IL-6 y TNF-a. La placa de ensayo se incubd en
agitacién durante 18-20 h a 4°C, elimindndose el contenido de los pocillos usando una
placa imantada, para retener las microesferas magnéticas en la placa, y procediendo a lavar 3
veces con 200 pl de tampén. A continuacién se afadieron a todos los pocillos 50 pl de
disolucién con anticuerpos monoclonales conjugados con biotina y se incubé en agitacién
30 min a temperatura ambiente, para inmediatamente anadir otros 50 pl de estreptavidina-
ficoeritrina, incubando 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se eliming el
contenido de los pocillos y se lavé 3 veces con 200 pl de tampén. Finalmente, y después de
vaciar el contenido de los pocillos se anadieron 100 pl del tampén "Sheath fluid"
(Millipore). La determinacién se llevé a cabo en "Bio-Plex 200 System" y se analizaron los
datos con "Bio-Plex Manager Software 4.1" (Bio-Rad Laboratories, EE.UU.). La
fluorescencia emitida por la ficoeritrina, comin para todos los analitos, se discriminé en
funcién de la emitida por las microesferas conjugadas con los anticuerpos para leptina,

insulina, IL-6 y TNF-a.

Los limites de sensibilidad y coeficientes de variacién intra e interensayo se recogen en

la Tabla 9.

Tabla 9. Limites de sensibilidad y coeficientes de variacién del inmunoensayo
miltiple en suspensién.

Insulina  Leptina  IL-6 TNF-

Limite sensibilidad (pg/mL) 14 19 5 5
Coeficiente de variacién intra-ensayo (%) 5 5 5 6
Coeficiente de variacién inter-ensayo (%) 7 7 9 5

3.3.3. Determinaciones bioquimicas en plasma de glucosa, TG y NEFA
Segtin lo descrito en el capitulo anterior.

3.4. Analisis de ARN mensajero
Segtin lo descrito en el capitulo anterior.

Para la cuantificacién relativa se utilizé el método de AACr, tomando el ARNm de
Pgkl (fosfoglicerato quinasa 1) como control invariable en el hipotdlamo y de RzI8S en el

tejido adiposo. El andlisis estadistico se realizé utilizando los valores de AACr.

La Tabla 10 muestra las sondas utilizadas en este capitulo.
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Tabla 10. Sondas usadas para PCR cuantitativa

Gen Cédigo Nombre

Agrp Mm00475829_g1  Péptido relacionado con la proteina agouti
Bmall  Mm00500226_m1  Brain and muscle Arnt-like protein-1
Clock  Mm00455950_m1  Circadian locomotor output cycles kaput
Fas Mm00662319_m1  Acido graso sintasa

G6pdx  Mm00656735_gl  Glucosa 6-fosfato-deshidrogenasa
-1 Mm01336189_m1 Interleuquina 1B

16 Mm00446190_m1 Interleuquina 6

Mel MmO00782380_s1  Enzima mailico

Npy Mm03048253_m1 Neuropéptido Y

Per2 MmO00478113_m1  Period 2

Pgk1 Mm00435617_m1  Fosfoglicerato quinasa 1

Pomec  Mm00435874_m1 Proopiomelanocortina

Rn18 Mm03928990_gl  ARN ribosdmico 185

3.5. Analisis estadistico
Para el andlisis estadistico se empled el programa StatView 5.0 (SAS Institute Inc.,

EE.UU.) y para la realizacién de las gréficas el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, EE.UU.).

Todos los datos de expresién de ARNm se normalizaron con respecto a los valores del
grupo control 06:00 h de cada ensayo y se muestran como el valor de la media + el error
estindar de la media (E.E.M.). Los resultados fueron considerados estadisticamente
significativos con un valor de la p<0,05.

El andlisis del incremento de peso semanal y de la ingesta, fue analizado con un
ANOVA de medidas repetidas seguido por test post-hoc de Newman-Keuls. Se utilizé el

andlisis de t de Student de dos colas para los estudios comparativos entre dos grupos.

Se realizé el test estadistico ANOVA de dos vias (ANOVA-2) para comparar el efecto
de la hora del dia, de la dieta y si existia interaccién entre ambos. A continuacién, para
determinar la existencia de variaciones circadianas dentro de cada tratamiento dietético se
realiz6 el ANOVA de una via (ANOVA-1). La significancia estadistica se confirmé

mediante andlisis post-hoc de Newman-Keuls.

Para el andlisis del efecto del ayuno se llevé a cabo un ANOVA-2 para conocer cudl de
los pardmetros tenia efecto (ayuno y dieta) y si existia interaccién entre ellos. La

significancia estadistica se confirmé mediante andlisis post-hoc de Newman-Keuls.

Para el andlisis de la sincronizacién forzada de la ingesta con una dieta rica en grasa se
llevé a cabo un ANOVA-2 para conocer si existia efecto del tratamiento dietético
independientemente de la sincronziacién (control ad libitum y HF ad libitum), hora del dia
(06:00 h, 12:00 h, 18:00 h y 24:00 h) y la interaccién entre ellos. A continuacién, se realizé
test post-hoc de Newman-Keuls. Posteriormente, se procedié a llevar a cabo ¢l ANOVA-2,
considerando como variables la sincronizacién y la hora del dia, para cada tipo de dieta por
separado. Posteriormente, se realizé test post-hoc de Newman-Keuls.
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4. Resultados

4.1. Efecto del tratamiento con una dieta HF durante 48 h

4.1.1. Evolucion del peso corporal, tejidos adiposos e higado tras 48 h de dieta

HF

Como se observa en la Figura 33A y B, el tratamiento con la dieta HF (46,1% energia

procede de la grasa) causé una ganancia de peso mayor que la dieta control, que fue

estadisticamente significativa tras 24 h de tratamiento, independientemente de la hora a la
que éste comenzé (ANOVA de medidas repetidas, 06:00 h: Fq.46=10,761; p<0,01; 12:00 h:
Fu,46=18,123; p<0,001; 18:00 h: Fu40=23,994; p<0,001 y 24:00 h: Fq40=19,717;

p<0,001).
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Figura 33. Incremento del peso corporal tras 48 horas de dieta HF (A, B, C y D). Los
valores son las medias + E.E.M. de 7-8 animales. **p<0,01; ***p<0,001 grupo HF respecto al
grupo control pareado (Test de Newman-Keuls). Control (®), HF (M). Ingesta diaria de
alimento e ingesta calérica diaria (E y F). Los valores son las medias + E.E.M. de 30 animales.
**p<0,01 (T de Student).
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La ingesta diaria de estos animales aparece reflejada en la Figura 33E y F. Los datos que
aparecen reflejados en las gréficas corresponden a valores medios de ingesta, expresados en
g/ratén/dia y en kcal/ratén/dia, ya que los animales estuvieron estabulados en grupos de 6-7
individuos. En términos ponderales, la ingesta diaria (expresada en gramos) fue similar
entre los grupos control y HF (Control=3,03+0,13 g/ratén/dia »s. HF=2,93+0,14
g/ratén/dia), mientras que la ingesta calérica diaria fue superior en los animales del grupo
HF (Control=9,39+0,41 kcal/ratén/dia vs. HF=13,47+0,61 kcal/ratén/dia; p<0,01), debido

al mayor aporte calérico de esta dieta.

Para determinar si el aumento del peso corporal observado en los ratones alimentados
con una dieta HF se correspondia con un incremento de los depésitos adiposos, se
determiné la cantidad de tejido adiposo lumbar (TAL) y subcutdneo (TAS). Los datos
aparecen resumidos en la Figura 34 en valores absolutos y relativos al peso corporal (peso

tejido (g)/peso corporal (g) X 100).

A TAL (mg) B TAL (%)
150+ 0.6+
*k*k *%
*%
*%*
* kR bk
100 *:_————*}*——-f/'i 0.4
E" B ;/i\i%
50 l"""\/ 0.2
-o- Control
= HF
0 L T L] T 0'0 T T T T
06:00  12:00  18:00  24:00 06:00  12:00  18:00  24:00
C TAS (mg) D TAS (%)
400 2.0-
Fkk Fk kK
* %k
300- 1.5
*%* *
£ 200- 2 1.04
100- 0.5
0 r T . r 0.0 r . r .
06:00  12:00  18:00  24:00 06:00  12:00  18:00  24:00
E Higado (g) F Higado (%)
1.2- 6.0+
1.1 551 o
10_ *%*
’ 5.0
o 0.9 =\=
4.5
0.8-
0.7- 4.0
0-6 T T L] T '5 T T T T
06:00  12:00 18:00  24:00 06:00 12:00  18:00  24:00
Horas Horas

Figura 34. Evolucion del peso absoluto y relativo del TAS, TAL e higado. Los valores
son las medias + E.E.M. de 7-8 animales. **p<0,01; ***p<0,001 grupo HF respecto al
grupo control pareado (Test de Newman-Keuls). Control (®), HF (m).
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Con independencia de la hora del dia estudiada, el tratamiento dietético indujo un
incremento del peso del TAL (ANOVA-2, F52=61,60; p<0,001; Figura 34A), respecto a
los ratones control. En el peso del TAS, se observé un efecto de la hora del dia
(F52=130,6; p<0,001) y de la dieta (F(52=63,98; p<0,001), con una interaccién
significativa entre ambas variables (F352=3,251; p<0,05; Figura 34C). En el caso del higado
(Figura 34E), se observé un efecto de la hora del dia (Fes52=12,75; p<0,001), de la dieta
(Fus2=12,21; p<0,001), asi como una interaccién entre ambos factores (Fgs52=2,995;
p<0,05). Ademds, se observé la existencia de un ritmo en la variacién del peso del higado en
los animales del grupo control (ANOVA-1, F.6=18,85; p<0,001), que desaparecia en los
animales del grupo HF. Estos resultados demuestran que 48 h de dieta HF son suficientes
para producir un incremento de la adiposidad y del peso corporal.

4.1.2. Determinacion de los parametros plasmaticos

Los valores plasmdticos de glucosa no sufrieron variaciones a lo largo del dia, pero si se
observé una interaccién significativa entre la hora del dia y el tratamiento (ANOVA-2,
F51=3,238; p<0,05). Los animales con dieta HF mostraron niveles més elevados a las
06:00 h (Figura 35A). La variacién circadiana fue menos significativa en los animales HF
(ANOVA-1, Fpa6=4,111; p<0,05) que en los animales control (ANOVA-1, Fg24=15,50;
p<0,001), es decir, la dieta HF atenué el ritmo en los niveles de TG (Figura 35B).
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Figura 35. Niveles plasmaticos de glucosa (A), triglicéridos (B), y NEFA (C). Cada
resultado representa la media + E.E.M. (n=7-8). *p<0,05; ***p<0,001 grupo HF respecto
al grupo control pareado (Test de Newman-Keuls). Control (®), HF (m).

Los niveles plasmdticos de los NEFA se vieron afectados por la hora del dia (ANOVA-
2, F52=13,37; p<0,001) pero no por la dieta (Figura 35C), de forma que, al igual que en
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el caso de los TG, la variacién circadiana en el grupo control (ANOVA-1, F;26=11,88;
p<0,001) no se observé en el grupo HE.

Como se ilustra en la Figura 36A, los niveles plasmdticos de insulina se mantuvieron
més elevados en los animales HF (ANOVA-2, F50=15,15; p<0,001) que en los animales
del grupo control. También se observé una variacién de los valores a lo largo del dia en los
dos grupos (ANOVA-2, Fg50=7,611; p<0,001), independientemente del tratamiento.

Los niveles de leptina fueron mayores en el grupo HF (Fq51)=12,84; p<0,001), de forma
dependiente de la hora del dia (F351=5,666; p<0,01). Asimismo, se observé la existencia de
un ritmo en los valores plasmdticos de leptina en los animales del grupo control (ANOVA-

1, F329=9,449; p<0,001) que desaparecié en los animales alimentados con dieta HF
(Figura 36B).

En el caso de las IL-6, se observé un efecto de la hora del dia en los niveles circulantes
(ANOVA-2, F349=9,662; p<0,001; Figura 36C), pero el perfil circadiano fue similar en los
dos grupos . Los niveles de TNF-a no se vieron afectados por la hora del dia ni por la dieta

(Figura 36D). Este resultado sugiere que no existen cambios en los marcadores plasmdticos
de inflamacién en 48 h de dieta HF.
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Figura 36. Determinaciones plasmaticas de insulina (A), leptina (B), IL-6 (C) y TNF-a
(D). Cada resultado representa la media + E.E.M. (n=6-8). *p<0,05; ***p<0,001 grupo HF
respecto al grupo control pareado (Test de Newman-Keuls). Control (@), HF (m).

4.1.3. Efecto de 48 h de dieta HF sobre la expresion de diversos genes en
hipotalamo

Se evalué el efecto de 48 h de dieta HF, sobre la expresién de los genes clock: Bmall,
Clock y Per2. En el caso de Bmall (Figura 37A), el ANOVA-2 revel6 un efecto de la hora
del dia (F39=13,18; p<0,001), con una interaccién significativa entre la hora del dia y el
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tratamiento dietético (F(39=2,928; p<0,05). Ademds, en el grupo HF la variacién
circadiana fue menos pronunciada que en el grupo control. Respecto de la expresién de
Clock (Figura 37B), el ANOVA-2 mostré efectos significativos de la dieta (Fq39=7,901;
p<0,01) y de la hora del dia (F339=4,266; p<0,05), sin interaccién entre ambas variables.
En el caso de Per2 (Figura 37C), los niveles de expresién se encontraron afectados
tnicamente por la hora del dia (ANOVA-2, F335=8,622; p<0,001). A modo de resumen,
cabe resaltar que todos los genes clock varian con el tiempo, aunque sélo Clock y Bmall
fueron sensibles al tratamiento con dieta HF. Ademds, se observd que la expresién de
Bmall y Per2 era antifésica.
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Figura 37. Niveles de expresion de ARNm de Bmal1 (A), Clock (B) y Per2 (C) en
hipotalamo. Cada resultado representa la media = E.E.M. (n=5-6). **p<0,01 grupo HF
respecto al grupo control pareado (Test de Newman-Keuls). Control (@), HF (m).

Se valoré el efecto de la dieta sobre la expresién de genes implicados en la regulacién de
la ingesta Agrp, Npy 'y Pomc (Figura 38). El efecto de la dieta fue significativo en el caso de
la expresién de los neuropéptidos orexigénicos Agrp (ANOVA-2,F39=19,66; p<0,001) y
Npy (F39=8,542; p<0,01), de forma que la variacién circadiana fue abolida por la dieta
HF en los dos casos (Agrp: F339=6,677; p<0,001; Npy: F339=4,597; p<0,01). En el caso del
neuropéptido anorexigénico Pomc (Figura 38C), los niveles de expresién se vieron afectados

Unicamente por la hora del dia (ANOVA-2, F37)=8,778; p<0,001).
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Figura 38. Niveles de expresion de ARNm de Agrp (A), Npy (B) y Pomc (C). Cada
resultado representa la media + E.E.M. (n=5-6). **p<0,01; ***p<0,001 grupo control
respecto al grupo HF pareado (Test de Newman-Keuls). Control (@), HF (m).

Con el fin de determinar si 48 h de dieta HF alteraban la expresién de los genes
relacionados con la respuesta inflamatoria en el hipotdlamo, se midieron los niveles de
mensajero de las citoquinas 7/-1f e 1/-6 (Figura 39). En ambos casos, el ANOVA-2 reveld
un efecto significativo del tratamiento (/-1f, F¢37=3,179; p<0,05; /-6, F;39=06,295;
p<0,01). En los animales con dieta control se observé la existencia de una variacién

circadiana (//-1B, F,19=3,612; p<0,05; 1/-6, F319=10,59; p<0,001) que no se detectd en el

grupo HEF.
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Figura 39. Niveles de expresion de ARNm de /I-18 (A) e Il-6 (B) en hipotalamo. Cada
resultado representa la media + E.E.M. (n=5-6). *p<0,05 grupo HF respecto al grupo
control pareado (Test de Newman-Keuls). Control (@), HF (m).

Finalmente se determiné la expresién de genes implicados en la sintesis de novo de
dcidos grasos, por considerar que una dieta rica en triglicéridos podria alterar la biosintesis
de 4cidos grasos. Los genes analizados fueron los correspondientes a la sintasa de dcidos
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grasos (Fas), la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (GGpdx) y el enzima madlico citosdlico
(Mel). Estos dos tltimos son responsables de la sintesis de NADPH, un factor reductor
necesario para la sintesis de los 4cidos grasos, pero también para mantener el equilibrio

redox celular, necesario para procesos como, por ejemplo, la regeneracion del glutatién
reducido o para la actividad de la NADPH oxidasa.
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Figura 40. Niveles de expresion de ARNm de Fas (A), G6pdx (B) y Mel (C) en
hipotalamo. Cada resultado representa la media + E.E.M. (n=5-6). *p<0,05; **p<0,01 grupo
control respecto al grupo HF a cada tiempo (Test de Newman-Keuls). Control (@), HF (m).

En el caso de la Fas (Figura 40A) el ANOVA-2 no detectd efecto significativo del
tratamiento dietético, aunque si de la hora del dia (ANOVA-2, Fg39=4,547; p<0,01), que
mostré una interaccién significativa con la dieta (ANOVA-2, F39=4,566; p<0,01).
Respecto a la expresion de la G6pdx (Figura 40B), se observé que el efecto de la dieta era
dependiente de la hora del dia (ANOVA-2, F39=4,596; p<0,01). Asimismo, la expresién
de Mel fue dependiente de la hora del dia (ANOVA-2, F;339=3,903; p<0,05) y de la dieta
(ANOVA-2, Fu39=6,474; p<0,05), con una interaccién significativa entre ambas
(ANOVA-2, F39=4,128; p<0,05; Figura 40C). El resultado mds llamativo fue que la dieta
HF provocé la pérdida del ritmo circadiano de estos tres genes (ANOVA-1, Fas:
F(5,19=6,536; p<0,01; G6pdx: F(320=5,132; p<0,01; Mel: F320=5,329; p<0,01).

4.1.4. Efecto de 48 h de dieta HF sobre la expresion de diversos genes en el TAS
En el caso de los genes clock, el tratamiento con la dieta HF no modificd
cualitativamente, aunque si atenud la variacién circadiana de su expresién (Figura 41). En
el caso de Bmall, el ANOVA-2 mostré un efecto significativo de la hora del dia
(F.39=34,63; p<0,001), asi como una interacciéon entre la hora del dia y el tratamiento
(Fi.39=4,050; p<0,05), similar a lo que ocurrié con Per2 (F;38=26,64; p<0,001;
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Fu9=12,07; p<0,01; Fi339=3,538; p<0,05, respectivamente). En el caso de Clock, sélo se
observé un efecto de la hora del dia (Fg35=4,095; p<0,05).
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Figura 41. Niveles de expresion de ARNm de Bmal1 (A), Clock (B) y Per2 (C) en TAS.

Cada resultado representa la media + E.EM. (n=5-6). *p<0,05; **p<0,01 grupo HF
respecto al grupo control pareado (Test de Newman-Keuls). Control (®), HF (m).

En cuanto a la expresién de la Fas y de genes implicados en la sintesis de NADPH
(Figura 42), el ANOVA-2 mostré que la dieta HF reducia los niveles de expresién de la Fas
(Fas9=41,27; p<0,001), la G6pdx (Fu36=12,82; p<0,01) y el Mel (Fu35=32,89; p<0,001)
independientemente de la hora del dia.
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Figura 42. Niveles de expresion de ARNm de Fas (A), G6pdx (B) y Me1 (C) en TAS.
Cada resultado representa la media + E.E.M. (n=5-6). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 grupo
HF respecto al grupo control pareado (Test de Newman-Keuls). Control (®), HF (m).

4.2, Efecto del ayuno sobre la expresion de genes tras 48 h de dieta HF y
12 h de ayuno

4.2.1. Evolucion del peso corporal, tejidos adiposos e higado tras 48 h de dieta
HF y 12 h de ayuno

Tal como se muestra en la Figura 43A, los animales tratados con dieta HF presentaron
un peso corporal significativamente superior que sus controles (ANOVA de medidas
repetidas, F92=11,195; p<0,001). Ademds, el ayuno causé una disminucién del peso
corporal mayor en los animales del grupo control (Figura 43B; p<0,001).

De la misma manera que en el experimento anterior, los animales estuvieron
estabulados en grupos de seis individuos, por lo que los datos representados en las gréficas
corresponden a valores medios de ingesta (Figura 43C y D). La ingesta calérica diaria fue
superior en los animales del grupo HF (Control=10,89+0,14 kcal/ratén/dia ws.
HF=14,47+0,48 kcal/ratén/dia; p<0,05).
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Figura 43. Incremento de peso (A). Los valores son las medias + E.E.M. de 6 animales. ***p<0,001
respecto del grupo control ad libitum. #¥p<0,001 HF ayunado respecto de HF ad libitum. Pérdida
de peso con el ayuno (B). Los animales del grupo control pierden mas peso que los HF.
**¥p<0,001 (t-test). Ingesta diaria de alimento (C). Ingesta calérica diaria (D). *p<0,05 (t-test).
Control (@), Control-ayuno (M), HF (A) y HF-ayuno (V).

Se determiné la cantidad de los tejidos adiposos (lumbar y subcutdneo) y del higado.
En el caso del TAL, el ANOVA-2 revelé efectos significativos de la dieta (Fa20=32,85;
p<0,001) y del ayuno (Fu20=26,21; p<0,001), sin interaccién entre ambas variables. El
mismo perfil se observé en el caso del TAS (dieta: F.0=16,13; p<0,001 y ayuno:
F.20=31,87; p<0,001). El peso del higado disminuyé por el ayuno (Fq.20=62,48; p<0,001),
independientemente del tratamiento dietético.

Tabla 11. Peso de tejidos adiposos e higado

Control ad libitum Control ayuno HF ad libitum HF ayuno
TAL (mg) 58,67 + 5,87 36,50 + 4,017 101,5 + 6,49*** 62,33 + 7,13
TAS (mg) 229,83 + 17,87 131,33 + 9,79* 308,34 + 19,63** 200,00 + 23,28
Higado (g) 1,25 £ 0,07 0,80 + 0,03** 1,12 + 0,03 0,82 + 0,05
TAL (%) 0,29+ 0,03 0,21+ 0,02 0,47 + 0,03 0,33+ 0,04
TAS (%) 1,10 + 0,08 0,76 + 0,05 1,43 + 0,10* 1,08 + 0,14*
Higado (%) 6,09 + 0,36 4,67 + 0,217 5,18 + 0,14* 4,41+ 0,23

Cada resultado representa la media + E.E.M. (n=6). El peso relativo (%) es la relacién entre el peso del tejido (g) y el peso
corporal (g) X 100. *p<0,05 control ad libitum respecto a HF ad libitum. *p<0,05 grupo ayuno respecto al grupo ad
libitum para cada tipo de dieta (Test de Newman-Keuls).
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4.2.2. Determinacion de los parametros plasmaticos

Se determinaron los valores de glucosa, TG y NEFA (Figura 44). En los tres casos, se
detectd efecto del ayuno (ANOVA-2, glucosa: Fq20=173,1; p<0,001; TG: F20=17,82;
p<0,001 y NEFA F( ,0=43,56; p<0,001), y solamente en el caso de la glucosa se observé un
efecto de la dieta (F1.20=31,26; p<0,001).
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Figura 44. Niveles plasmaticos de glucosa (A), triglicéridos (B), y NEFA (C). Cada
resultado representa la media + E.EM. (n=6). **p<0,01; ***p<0,001 respecto al grupo
control ad libitum. #p<0,01; #¥ p<0,001 grupo ayuno respecto al grupo ad libitum para
cada tipo de dieta (Test de Newman-Keuls).

)

La dieta HF incrementé los niveles de insulina (ANOVA-2, F;.19=24,01; p<0,05), sin
efecto sobre la leptina. El ayuno redujo drésticamente los niveles plasmdticos de insulina
(ANOVA-2, F.18=065,98; p<0,001) y leptina (ANOVA-2, Fn.0=109,2; p<0,001; Figura
45A y B). En el caso de las interleuquinas no se observaron efectos significativos de la dieta,

el ayuno o la interaccién entre ambos factores (Figura 45C y D).
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Figura 45. Determinaciones plasmaticas de insulina (A), leptina (B), IL-6 (C) y TNF-a
(D). Cada resultado representa la media + E.E.M. (n=5-6). *p<0,05; ***p<0,001, respecto al

grupo control ad libitum; #¥p<0,001 grupo ayuno respecto al grupo ad libitum para cada
tipo de dieta (Test de Newman-Keuls).

4.2.3. Efecto del ayuno después de 48 h de dieta HF sobre la expresion de
diversos genes en hipotalamo

Tal y como se ilustra en la Figura 46, el ANOVA-2 revel6 un efecto de la dieta y del
ayuno en la expresién hipotalimica de Bmall (dieta: Fu.0=12,91; p<0,01 y ayuno:
F1.20=4,604; p<0,05) y Clock (dieta: F20=38,69; p<0,001 y ayuno: Fa0=11,23; p<0,01),
aunque la interaccién entre ambas variables solo fue significativa en el caso de Bmall

(Fa.20=4,491; p<0,05). Por tltimo, la expresién de Per2 no se vio modificada por nuestras
condiciones experimentales.
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ARNm de Bmal1 (A), Clock (B) y Per2
(C) en hipotalamo. Cada resultado
representa la media + E.EM. (n=6).
**p<0,01; ¥*¥*¥p<0,001 respecto al grupo
control ad libitum. #*p<0,01 grupo
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Con relacién a la expresién Agrp y Npy (Figura 47A y B), el ANOVA-2 mostré un
cfecto de la dieta (Agrp: F20=56,45; p<0,001; Npy Fu20=30,02; p<0,001) y del ayuno
(Agrp: Fu20=7,498; p<0,05 y Npy: F1.20=6,962; p<0,05) en ambos casos. Respecto a la
expresién de Pome (Figura 47C), se observé un efecto de la dieta (F.19=24,28; p<0,001),
con una interaccién entre la dieta y el ayuno (Fq,19=12,71; p<0,01).
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Figura 47. Niveles de expresion de
ARNm de Agrp (A), Npy (B) y Pomc (C) en
hipotalamo. Cada resultado representa la
media £ E.EM. (n=6). ***p<0,001 respecto
al grupo control ad libitum. *p<0,05;
#p<0,01 grupo ayuno respecto al grupo ad
libitum para cada tipo de dieta (Test de
Newman-Keuls).
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Se observé un efecto de la dieta en la expresién del ARNm de las citoquinas 7/-1p
(ANOVA-2, F20=4,547; p<0,05) ¢ I[-6 (ANOVA-2, Fu20=11,38; p<0,01). También, se
detectéd una interaccién dieta x ayuno significativa en la expresién de ARNm de /-6

(ANOVA-2, F(120=6,238; p<0,05; Figura 48).
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Figura 48. Niveles de expresion de ARNm de /I-1B (A) e II-6 (B) en hipotalamo. Cada
resultado representa la media *+ E.E.M. (n=6). **p<0,01 respecto al grupo control ad libitum.
#p<0,01 grupo HF ayuno respecto al grupo HF ad libitum (Test de Newman-Keuls).

Al medir los niveles de expresion de ARNm de la Fas, hubo un efecto de la dieta
(Fa.20=15,45; p<0,001) y del ayuno (Fu.20=28,58; p<0,001), con una interaccién entre
ambos (F(120=6,42; p<0,05). Los niveles de expresién de la GGpdx se encontraron afectados
por la dieta (Fu20=5,791; p<0,05). También, observamos un efecto de la dieta
(Fu.20=13,69; p<0,01) y del ayuno (Fu20=16,73; p<0,001) en los niveles del Mel, sin
existir interaccién entre ambos factores (Figura 49).
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representa la media = EEM. (n=6). o e
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Control HF
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4.2.4. Efecto del ayuno después de 48 h de dieta HF sobre la expresion de

diversos genes en TAS

Se analizé la expresién de genes clock y genes implicados en la sintesis de novo de 4cidos
grasos. En la Figura 50 se ilustra la influencia de la dieta HF y del ayuno en la expresién de
los genes clock. En el caso de Bmall, sus niveles se vieron afectados por la dieta (ANOVA-2;
F(1.19=6,895; p<0,05), mientras que la expresién de Clock se mantuvo invariable. En el caso
de Per2, su expresién se vio incrementada por el ayuno (ANOVA-2; F.0=30,67;

p<0,001).
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Figura 50. Niveles de expresion de ARNm de Bmal1 (A), Clock (B) y Per2 (C) en TAS.
Cada resultado representa la media + E.E.M. (n=6). *p<0,05 respecto al grupo control ad
libitum. #p<0,05; #p<0,01 grupo ayuno respecto al grupo ad libitum para cada tipo de

dieta (Test de Newman-Keuls).

En la Figura 50 se ilustra la influencia de la dieta HF y del ayuno en la expresién de la
Fas, la G6pdx y el Mel. El efecto de la dieta y del ayuno fue similar en los tres casos. El
ANOVA-2 revelé un efecto de la dieta (Fas: Fu,20=63,35; p<0,001; G6pdx: F20=27,42;
p<0,001 y Mel: F20=34,50; p<0,001) y del ayuno (Fas: Fu20=46,91; p<0,001; GGpdx:
F(.20=21,87; p<0,001 y Mel: Fa20=27,60; p<0,001), con una interaccién significativa

entre ambas variables (Fas: Fa20=31,87; p<0,001; GGpdx: Fu.0=10,84; p<0,01 y Mel:

Fa.20=21,53; p<0,001).
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Figura 51. Niveles de expresion de ARNm de Fas (A), G6pdx (B) y Me1 (C) en el TAS.
Cada resultado representa la media + EEM. (n=6). ***p<0,001 respecto al grupo

Control ad libitum; #¥p<0,001 grupo ayuno respecto al grupo ad libitum para cada tipo
de dieta (Test de Newman-Keuls).

4.3, Efecto de la sincronizacion forzada tras 8 semanas de dieta HF

4.3.1. Evolucion del peso corporal, tejidos adiposos e higado tras 8 semanas de
dieta HF

Con el fin de determinar si la distribucién circadiana de las comidas podria influir en
las alteraciones metabdlicas debidas al tratamiento con dieta HF, los animales se sometieron
a un protocolo de sincronizacién forzada de la ingesta, detallado en el apartado “Material y
Métodos” del presente capitulo (pdgina 78).

La Figura 52 muestra el incremento del peso corporal a lo largo del tratamiento. Las
diferencias en el peso corporal fueron significativas desde la cuarta semana de tratamiento
dietético, aumentando progresivamente hasta la octava semana (p<0,05). A partir de la
cuarta semana, cuando se reorganizé la dieta (inicidndose el protocolo de sincronizacién
forzada de la ingesta), los animales del grupo HF sincronizados tendieron a moderar la
ganancia de peso. El efecto fue significativo a partir de la 72 semana de tratamiento
(ANOVA medidas repetidas, 06:00 h: Fg196=4,84; p<0,01; 12:00 h: F209=4,16; p<0,01;
18:00 h: F;3204=5,60; p<0,01 y 24:00 h: F3204=6,28; p<0,001).
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Figura 52. Evolucion del peso corporal durante 8 semanas de dieta HF (A, B, Cy
D). A partir de la cuarta semana comienza la sincronizacién forzada. Los valores son las
medias + E.E.M. de 6-7 animales. #p<0,05; ##p<0,001 HF ad libitum vs. HF sincronizado
(Test de Newman-Keuls). Control ad libitum (®), Control sincronizado (), HF ad libitum
(4)y HF sincronizado ().

Como se observa en la Figura 53, la evolucién de la ingesta calérica diaria revelé una
hiperfagia en los animales HF en la primera semana de tratamiento. Ademds, los animales
del grupo HF incrementaron la ingesta diurna con respecto a sus controles (ANOVA
medidas repetidas, F210=286,726; p<0,001). En cambio, la ingesta nocturna fue superior
al inicio del tratamiento pero fue disminuyendo paulatinamente hasta igualarse con la de
los animales del grupo control al final del experimento (ANOVA medidas repetidas,
F1210=119,683; p<0,001). Por otra parte, se calculé el patrén circadiano de la ingesta
expresado como el porcentaje de calorfas ingerido durante el periodo de luz-oscuridad
respecto del total de calorias diario. Se observé que los animales del grupo HF ingirieron un
porcentaje mayor de calorfas durante el periodo de luz respecto de sus controles (ANOVA
medidas repetidas, Fq.210=554,405; p<0,001). Es importante destacar que los animales del
grupo control ingirieron aproximadamente el 90% de las calorias totales durante el periodo

de oscuridad (ANOVA medidas repetidas, Fq210=554,405; p<0,001).
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Figura 53. Evolucion de la ingesta expresada en calorias. Los valores son las medias + E.E.M.
de 24-28 animales. ***p<0,001 con respecto al grupo Control (Test de Newman-Keuls). Control ad
libitum (@) y HF ad libitum (A).

Como se muestra en la Figura 54, la dieta HF aumenté significativamente el peso
absoluto de los tejidos adiposos lumbar y subcutdneo independientemente de la hora del dia
(ANOVA-2 TAL: F)=79,68; p<0,01; TAS: Fi87)=55,15; p<0,001). En el caso del
higado, su peso se vio afectado por el tratamiento dietético (Fis7=13,33; p<0,001) y la
hora del dia (F3s7)=10,37; p<0,001), con una interaccién significativa entre ambos

(Fos7=3,212; p<0,01).

Al analizar el efecto de la sincronizacién en los grupos control y HF por separado, el
ANOVA-2 revelé un efecto de la sincronizacién solamente en los animales HF (TAL:
Fu49=11,51; p<0,001; TAS: Fq44=10,61; p<0,01; higado: Fu44=8,262; p<0,01; Figura
54).
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Figura 54. Evolucion del peso absoluto y relativo del TAS, TAL e higado tras 8
semanas de dieta HF. Los valores son las medias + E.EM. de 6-7 animales. **p<0,01;
**¥p<0,001 Control ad libitum vs. HF ad libitum pareado. #p<0,05; #p<0,01; #¥p<0,001 ad
libitum vs. sincronizado pareado. "p<0,05 HF ad libitum vs. HF sincronizado (Test de
Newman-Keuls). Control ad libitum (®), Control sincronizado (M), HF ad libitum (A) y HF
sincronizado ().

4.3.2. Determinacion de los parametros plasmaticos

La Figura 55 muestra los valores plasmdticos de glucosa, TG y NEFA, observindose
que, independientemente de la sincronizacién, el tratamiento con la dieta HF causé un
aumento de los niveles de glucosa (ANOVA-2, Fq43=15,25; p<0,001) y de NEFA
(ANOVA-2, Fu.4)=14,48; p<0,001). También se detecté una variacién circadiana en los
niveles de TG (ANOVA-2, F342=10,33; p<0,001) y de NEFA (F;41=4,020; p<0,05).
Ademds, en el caso de los TG se observé una interaccién significativa entre el tratamiento
dietético y la hora del dia (F34=3,860; p<0,05). Se determiné el efecto de la
sincronizacién forzada para cada tratamiento dietético por separado. En este caso, se detectd
un incremento de los niveles de NEFA por la sincronizacién (Fq43=11,04; p<0,01),
dependiente de la hora del dia (F.43=6,537; p<0,001) y una interaccién significativa entre
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ambos factores (F(543=4,858; p<0,01) en los animales del grupo con dieta control, no
detectandose en el HF.
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Figura 55. Niveles plasmaticos de glucosa (A), triglicéridos (B), y NEFA (C). Los valores
son las medias + E.E.M. de 6-7 animales. *p<0,05; **p<0,01 Control ad libitum vs. HF ad
libitum pareado. #p<0,05; #p<0,01; #¥p<0,001 Control ad libitum vs. Control sincronizado
pareado. ?p<0,05 Control ad libitum vs. Control sincronizado (Test de Newman-Keuls).
Control ad libitum (@), Control sincronizado (M), HF ad libitum (A )y HF sincronizado (v).

En el caso de los animales ad libitum el tratamiento con la dieta HF provocé un
aumento de los niveles plasmdticos de insulina (ANOVA-2, Fq43=13,34; p<0,001),
dependiendo de la hora del dia (ANOVA-2, F43=3,158; p<0,05). Al analizar el efecto de
la sincronizacién, el ANOVA-2 reveld un efecto tanto en los controles (Fq.42=15,57;
p<0,001) como en los animales HF (Fq.43=15,10; p<0,001).

Los niveles plasméticos de leptina se encontraron incrementados por la dieta HF
(ANOVA-2, Fq 4= 67,94; Figura 56B) independientemente de la hora del dia. Ademds, la
sincronizacién tendié a normalizarlos en el grupo HF (ANOVA-2, Fq 4)=11,65; p<0,01).
En el caso de la IL-6 y del TNF-a, no hubo ningin efecto del tratamiento, aunque la
sincronizacién aumentdé los niveles de IL-6 en el grupo dieta control (ANOVA-2,

Fi78=3,441; p<0,05) (Figura 56C y D).
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Figura 56. Determinaciones plasmaticas de insulina (A), leptina (B), IL-6 (C) y TNF-a
(D). Los valores son las medias £ E.E.M. de 6-7 animales. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
Control ad libitum vs. HF ad libitum pareado. #p<0,05; #p<0,01; #¥p<0,001 HF ad libitum vs.
HF sincronizado pareado. 2p<0,05 Control ad libitum vs. Control sincronizado. *p<0,05 HF
ad libitum vs. HF sincronizado (Test de Newman-Keuls). Control ad libitum (@), Control
sincronizado (M), HF ad libitum (A) y HF sincronizado (v).

4.3.3. Efecto de 8 semanas de dieta HF sobre la expresion de diversos genes en
el hipotalamo

La expresiéon de Bmall no sufrié alteraciones significativas como consecuencia de la
dieta. El ANOVA-2 solo revelé un efecto significativo de la hora del dia (ANOVA-2,
Fs76=7,739; p<0,001; Figura 57A). El andlisis independiente posterior de los grupos
control y HF mostré la existencia de una variacién circadiana en el grupo control
(ANOVA-1, F319=3,173; p<0,05), pero no en el HF. Sin embargo, la sincronizacién
forzada de la ingesta hizo que estos animales recuperasen el ritmo circadiano (ANOVA-1,
F5.19=4,306; p<0,05). El perfil de expresién de Clock fue similar al de Bmall, aunque en

este caso no se modificé por la dieta ni por la sincronizacién (Figura 57B).
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En el caso de Per2 (Figura 57C), el ANOVA-2 mostré la existencia de un ritmo
circadiano (F76=8,847; p<0,001) tanto en el grupo control ad libitum (ANOVA-1,
F,19=4,262; p<0,05) como en el HF ad libitum (ANOVA-1, F;20=3,188; p<0,05). En
cualquier caso no se observé ningin efecto significativo del tratamiento ni de la
sincronizacién forzada de la conducta alimentaria.
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Como se observa en la Figura 58, la expresién de Agrp y de Npy siguié un patrén
similar. En ambos casos, el tratamiento dietético tuvo un efecto significativo (ANOVA-2,
Agrp: Fa39=19,45; p<0,001 y Npy: Fas7)= 23,35; p<0,001), que fue dependiente de la hora
del dia (ANOVA-2, Agrp: F339=4,811; p<0,01 y Npy: F337=3,978; p<0,05). En el caso de
estos genes, la sincronizacién tuvo solo efecto en los animales control (ANOVA-2, Agrp:
Fi360=4,367; p<0,05 y Npy: F36=4,065; p<0,05). En cuanto al neuropéptido
anorexigénico Pomc (Figura 58C), observamos un efecto tanto de la dieta (Fq39=4,343;
p<0,05) como de la hora del dia (F39=3,367; p<0,05). Este efecto fue significativo,
indicando la existencia de un ritmo circadiano en los animales del grupo control (ANOVA-
1, F.18=3,609; p<0,05). En relacién con el efecto de la sincronizacién de la ingesta, lo més
llamativo fue la aparicién del ritmo circadiano en los animales del grupo HF sincronizado

(ANOVA-1, Fg,19=3,189; p<0,05).

Se midieron los niveles hipotaldimicos de ARNm de //-1p e 1l-6 (Figura 59). En ambos
casos, el ANOVA-2 reveld una interaccién significativa entre la dieta y la hora del dia (/-
1B: Foz0 = 2,170; p<0,05 ¢ 1/-6: Fo74) = 2,191; p<0,05). El tratamiento dietético redujo la
expresién de //-1f e 1/-6 a las 18:00 h y 24:00 h respectivamente (p<0,05).

Los niveles de expresién de Fas, Mel y GGpdx no se vieron afectados por la hora del dia,
la dieta, ni por la sincronizacién forzada de la ingesta (Figura 60).
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e 250+ = 200-
g § -e- Control ad libifum
.g 2004 g -m- Control sincronizado
K & 150 - HF ad libitum
e 150+ e -¥- HF sincronizado
8 S 100
g 1004 g
°3 =
3 s0- ¥ 50
° s
2 2
=z 0 T T T T z 0 T T T T

06:00 12:00 18:00 24:00 06:00 12:00 18:00 24:00
Horas Horas

Figura 59. Expresion de ARNm de /-1 (A) e II-6 (B) en hipotalamo. Los valores son las
medias + E.E.M. de 5-6 animales. *p<0,05 Control ad libitum vs. HF ad libitum pareado
(Test de Newman-Keuls). Control ad libitum (®), Control sincronizado (B), HF ad libitum
(4a)y HF sincronizado (v).
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Figura 60. Expresion de ARNm de Fas (A), G6pdx (B) y MeT (C) en hipotalamo. Los

valores son las medias + EEM. de 5-6 animales. Control ad libitum (®), Control
sincronizado (M), HF ad libitum (A) y HF sincronizado (v ).

4.3.4. Efecto de 8 semanas de dieta HF sobre la expresion de diversos genes en
el TAS

Se determinaron los valores de Bmall, Clock y Per2 (Figura 61). En los tres casos,
independientemente de la sincronizacién, se detecté una variacién circadiana (ANOVA-2,
Bmall: F32=11,61; p<0,001; Clock: F40=4,844; p<0,01 y Per2: F37=7,175; p<0,01). Se
determiné el efecto de la sincronizacién forzada para cada tratamiento dietético de manera
independiente. Asi, en el caso de Bmall y Clock, no se detecté ningin efecto de la
sincronizacién, mientras que para Per2, la sincronizacién forzada indujo un incremento de
la expresién en los grupos dieta control (ANOVA-2, Fq 35=4,673; p<0,05) y HF (ANOVA-
2, Fu38=7,883; p<0,01), con respecto a sus controles ad libitum (Figura 61C). Ademds, es
interesante destacar que la desaparicién del ritmo circadiano detectado en el grupo HF ad
libitum, se recuper6 en los animales HF con sincronizacién forzada (ANOVA-1,

Fias=4,434; p<0,05).
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Figura 61. Expresion de ARNm de Bmal1 (A), Clock (B) y Per2 (C) en el TAS. Los valores son
las medias = E.E.M. de 5-6 animales. ***p<0,001 Control ad libitum vs. HF ad libitum pareado.
#p<0,05 Control ad libitum vs. Control sincronizado pareado. 2p<0,05 Control ad libitum vs.
Control sincronizado. Pp<0,05 HF ad libitum vs. HF sincronizado (Test de Newman-Keuls).
Control ad libitum (@), Control sincronizado (M), HF ad libitum (A) y HF sincronizado (v).

Al analizar la Fas (Figura 62A), el ANOVA-2 revelé una inhibicién de la expresién
debida al tratamiento dietético (Fu40=12,14; p<0,01) en los animales HF ad /libitum
respecto de los controles ad libitum. En este caso, la sincronizacién incrementé los niveles
de expresién solamente en los animales alimentados con dieta control (ANOVA-2,
Fu39=36,11; p<0,001), que fue ademds el dGnico grupo en mostrar un ritmo circadiano
(ANOVA-1, F;18=8,677; p<0,01). Al analizar la expresién de GG6pdx (Figura 62B) se
observé un incremento en la expresién debida al tratamiento dietético (ANOVA-2,
F39=24,15; p<0,001) que fue independiente de la hora del dia. En este caso, los niveles de
expresiéon no se modificaron por la sincronizacién forzada. Los niveles de expresién de
ARNm de Mel mostraron una variacién circadiana (Fi39=3,755; p<0,05) que fue
independiente del tratamiento dietético. En este caso, de manera similar a la Fas, se detectd
un incremento de los niveles de Mel por la sincronizacién (Fus7)=21,17; p<0,01),
dependiente de la hora del dia (F37)=6,406; p<0,01) en los animales del grupo control, no
detectdndose en el grupo HF (Figura 62C).
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Figura 62. Expresion de ARNm de Fas (A), G6pdx (B) y Me1 (C) en TAS. Los valores son las
medias + E.E.M. de 5-6 animales. *p<0,05; **p<0,01 Control ad libitum vs. HF ad libitum
pareado. #¥p<0,001 Control ad libitum vs. Control sincronizado pareado. ?p<0,05 Control ad
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sincronizado (M), HF ad libitum (A)y HF sincronizado (v).
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5. Discusion

Podemos considerar la obesidad como una enfermedad compleja, resultado de la
interaccién de multiples factores, tanto genéticos como ambientales (Barness ez 2/. 2007).
Aunque no de manera exclusiva, el incremento de la incidencia/prevalencia de la obesidad
se relaciona en gran medida con cambios en el estilo de vida que se caracterizan por el
consumo de alimentos hipercaléricos, generalmente de alta palatabilidad y ricos en grasas
(Malik ez al. 2013; Bray ez al. 2004). Estas dietas producen una desorganizacién del
patrén de ingesta, incrementando la ingesta de alimentos durante el periodo de descanso, lo
que favorece un flujo permanente de nutrientes y energia con consecuencias sobre los
niveles plasmdticos de glucosa y de dcidos grasos y de hormonas como la insulina y la
leptina (Stucchi ez al. 2012; Pendergast e al. 2013; Kohsaka ez al. 2007).

Tradicionalmente, el estudio de la obesidad y el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas para su tratamiento se han centrado principalmente en la reduccién de la
ingesta caldrica y en el aumento del gasto energético, pero cada vez son mds los estudios que
proponen la normalizacién de los ritmos biolégicos como herramienta eficaz para el
tratamiento de la obesidad (Sherman ez 2/ 2012; Salgado-Delgado ez 2l. 2010; Hatori
et al. 2012). En este sentido, la alteracién de la maquinaria molecular que regula los ritmos
circadianos podria jugar un papel importante en la regulacién del metabolismo. Por ello, en
los dltimos afos se estd prestando mayor atencién al papel que tienen las alteraciones de los
genes clock en el desarrollo de obesidad.

En el presente capitulo de esta tesis se han investigado las implicaciones fisiopatolégicas
de la desincronizacién entre el ciclo luz/oscuridad y el ritmo circadiano de la ingesta
causada por el consumo de dietas HF, asi como su repercusion sobre la expresiéon génica y
aspectos del metabolismo energético. Para ello se han caracterizado los efectos observados

tanto a nivel hipotalimico como a nivel del tejido adiposo subcutdneo.

5.1. Caracterizar el efecto de una dieta HF sobre la variacion circadiana de
parametros biométricos

El consumo de dietas HF induce alteraciones metabélicas que pueden afectar a la
maquinaria molecular del reloj biolégico, lo que origina un desajuste de los ritmos
circadianos de los procesos bioldgicos, afectando entre otros pardmetros, al peso corporal,
adiposidad y patrén de ingesta (Stucchi et al. 2012). Ademds, las dietas HF también
originan cambios en los ritmos diarios de expresién génica y niveles hormonales (P. Cano
et al. 2008; Cha et al. 2000; Kohsaka ez a/. 2007). Aunque son numerosos los estudios
realizados que evaldan el efecto a medio y largo plazo de una dieta HF sobre el
metabolismo, hasta el momento no ha habido ningin estudio que evalte los efectos del
tratamiento durante 48 h sobre la oscilacién circadiana del peso corporal y de la cantidad de

tejido adiposo blanco antes de que se produzcan alteraciones metabélicas importantes.

En primer lugar, analizamos la evolucién del peso corporal, asi como la evolucién del
peso de los tejidos adiposos (lumbar y subcutdneo) y del higado. Como se observa en la
Figura 33, el aumento del peso corporal y de la adiposidad de los animales alimentados
durante 48 h con dieta HF fue coherente con el incremento de la ingesta calérica. Los
resultados obtenidos indican que la ganancia de peso estd vinculada al aumento de la
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ingesta calérica. Estos resultados apoyan la idea de que cuando se introduce una dieta HF
en los ratones se produce una fase inicial de hiperfagia que explicaria el incremento de peso
en tan solo 48 h (Gomez et al. 2005; Stucchi et 2l. 2012; Somoza et al. 2007). Todo
esto induce a pensar que este tipo de dieta podria desencadenar una alteracién de los
patrones de ingesta (hiperfagia) que junto con el elevado aporte energético proporcionado
por estas dietas, podria contribuir al incremento global del peso corporal y adiposidad
(Hatori et al. 2012; Stucchi et al. 2012).

En segundo lugar, analizamos el efecto de 12 h de ayuno en estos pardmetros en
animales sacrificados a las 06:00 h. Segin lo esperado, el ayuno provocé una pérdida de
peso corporal y adiposidad en todos los animales. Asimismo, se observé una menor pérdida
de peso, expresada en gramos, en los animales alimentados con dieta HF. Estos datos estdn
en concordancia con experimentos realizados en seres humanos, donde se observa una
menor pérdida de peso en los pacientes obesos ayunados durante 60 h respecto de los
pacientes con normopeso (Scobie 1998). Este hecho puede deberse a un incremento de la
protedlisis en los sujetos delgados ayunados respecto de los obesos (Umpleby ez al. 1995).
La insulina es una hormona anabélica que promueve el almacenamiento de nutrientes, por
lo que aumenta la sintesis proteica y disminuye la protedlisis (Fulks ez 2/. 1975). Nuestros
resultados muestran que el tratamiento dietético provocé un incremento en los niveles
plasmdticos de insulina en los animales HF, lo que sugiere que la menor pérdida de peso
detectada por el ayuno en esta cohorte podria deberse al incremento de la sintesis proteica y
disminucién de la protedlisis en los animales HF.

En tercer lugar, analizamos los cambios producidos en el peso corporal y los tejidos tras
4 semanas de reorganizacion de la ingesta en los ratones previamente sometidos a 4 semanas
de dieta HF ad libitum. Tras 4 semanas de sincronizacién forzada de la ingesta, los animales
del grupo HF sincronizados mostraron un incremento de peso inferior al de los animales
del grupo HF ad libitum. El hecho de que la ingesta diaria de alimentos fuera la misma en
los grupos HF (ad libitum y sincronizado) parece indicar que el principal factor que
interviene en la regulacién del peso corporal es la redistribucién de las comidas, la cual
regula, al menos en parte, los cambios en los procesos metabdlicos producidos por los ciclos
de ayuno-alimentacién. Nuestros datos confirman los estudios epidemioldgicos y
experimentales anteriores que indican que el consumo de alimentos durante el periodo de
descanso (que se corresponde con la noche en humanos y el dia en roedores) conduce a una

alteracién en el ritmo de los procesos metabdlicos que puede favorecer el desarrollo de

sobrepeso y obesidad (Arble ez 2l. 2009; Salgado-Delgado e al. 2013; Berg ez al. 2009).

Es importante destacar que el protocolo de sincronizacién forzada de la ingesta podria
activar el eje hipotdlamo-hipéfiso-adrenal, como consecuencia del estrés provocado por la
ausencia de alimento durante la fase de luz (Akana et 2/ 1994). Asimismo, tampoco se
puede descartar el efecto diferencial de la dieta sobre el eje hipotdlamo-hipéfiso-adrenal.
Diversos autores han demostrado que los animales alimentados con dieta HF presentan
niveles de corticosterona menores que los alimentados con una dieta estdndar, lo que indica
que la dieta HF podria proteger selectivamente contra los efectos del estrés (Finger ez al.
2011; Ortolani et al. 2011). Por lo tanto, el incremento del estrés debido a la restriccién
podria verse disminuido, al menos en parte, por el tratamiento con dietas HF. Por otra
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parte, no se puede descartar la posibilidad de una disminucién de la actividad locomotora
causada por la dieta HF (Kohsaka ez 2. 2007). En cualquier caso, se requieren estudios
encaminados a evaluar la influencia del eje hipotdlamo-hipéfiso-adrenal y la actividad
locomotora en la pérdida de peso originada por la sincronizacién forzada en los animales
HF en este modelo.

5.2. Investigar los cambios en los ritmos de los parametros plasmaticos
inducidos por el tratamiento con una dieta HF de manera aguda y a largo
plazo

El reloj biolégico tiene un papel importante en la regulacién del metabolismo y la
homeostasis de la energia, como muestran distintos estudios en los que se ha visto que
muchas de las hormonas implicadas en el control del metabolismo (como es el caso de la
insulina y la leptina) presentan una oscilacién circadiana (Kalsbeek ez 2/. 2001; Gavrila ez
al. 2003; La Fleur ez al. 1999). En el caso de la insulina, se ha demostrado en ratones que
durante el periodo de luz presentan resistencia a esta hormona, y consecuentemente, niveles
plasmdticos més altos de glucosa; mientras que durante el periodo de oscuridad (cuando su
metabolismo se encuentra activo) no se observa (Shi ez 2/. 2013). En el caso de leptina, se
ha demostrado una marcada fluctuacién circadiana, aumentando progresivamente durante
las horas de luz en humanos y reduciéndose en el caso de roedores (Kalsbeek ez 2/. 2001;
Gavrila ez al. 2003; Saad ez al. 1998). Ademds, se ha demostrado que el reloj bioldgico es
capaz de controlar la expresién y la actividad de SREBP1C y de sus dianas FAS y ACC,
regulando el metabolismo lipidico (Le Martelot ez 2/ 2009). Las lesiones en el NSQ
causan alteraciones en los ritmos circadianos de la tasa de utilizacién de glucosa y de la
produccién hepdtica de glucosa enddgena, reforzando la importancia del reloj bioldgico
sobre la regulacién del metabolismo y su influencia en el control de la homeostasis de la
glucosa (Kalsbeek ez 2l 2006). Igualmente, los niveles en sangre de dcidos grasos libres,
triglicéridos y glicerol muestran un marcado ritmo circadiano en los seres humanos y en
ratones. Estos cambios no se deben exclusivamente a la ingesta de alimentos, sino que son
regulados por el reloj biolégico, probablemente a través de la regulacién de los ritmos de
transcripcién a nivel adiposo (Shostak ez 2/. 2013).

En cuanto a la bioquimica plasmdtica tras 48 h de tratamiento dietético, cabe destacar
las variaciones observadas en los niveles plasmdticos de glucosa y TG (Figura 35). Puesto
que los niveles de glucosa y TG aumentan en los periodos posprandiales, estas diferencias
entre el grupo control y el HF podrian deberse a un cambio en el patrén circadiano de la
ingesta en los animales HF. En el caso de los NEFA, se observé la existencia de un patrén
ritmico diario mostrando valores elevados durante el periodo de luz debido al incremento
de la lipdlisis, tal y como se ha descrito previamente (Shostak ez /. 2013). Sin embargo,
no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos dietéticos. También
observamos que la dieta HF incrementé los niveles circulantes de insulina y leptina,
desapareciendo el ritmo circadiano normal de los niveles de leptina (Cano et /. 2009).
Debe tenerse en cuenta que la variabilidad observada en los pardmetros plasmdticos en estos
experimentos podria deberse al hecho de que los animales no estuvieron en condiciones de
ayuno en el momento del sacrificio. Del mismo modo, es posible que esta variabilidad
pudiera ser (al menos parcialmente) consecuencia de la alteracién del patrén de

111



Capitulo 2

alimentacién, que junto con un estado de hiperfagia podria estar produciendo una
perturbacién en las vias metabdlicas sincronizadas por los ritmos circadianos (Kohsaka ez

al. 2007).

Es sabido que el ayuno lleva asociada una respuesta adaptativa hormonal y metabdlica,
consistente en una disminucién de los niveles plasmdticos de glucosa, triglicéridos, insulina
y leptina, asi como un incremento de los NEFA (Kmiec ez 2. 2005). En el experimento
con animales ayunados se observé esta reduccién en los niveles de glucosa, TG, insulina y
leptina, y un incremento en los niveles de NEFA. Ademds, de manera coherente con el
experimento anterior, la dieta HF incrementé los niveles plasméticos de glucosa e insulina.

Las alteraciones observadas en los pardmetros plasmdticos tras 8 semanas de dieta HF
(Figura 55 y Figura 56), junto con la modificacién del patrén de ingesta causado por la
dieta HF (Figura 53) revelan que 8 semanas de dieta HF son suficientes para producir
importantes alteraciones en el ritmo circadiano de la ingesta y en el metabolismo. De esta
forma, el reajuste del ritmo circadiano de la ingesta hacia un patrén mds fisiolégico
mejoraria dichas alteraciones (Hatori ez al. 2012; Stucchi ez al. 2012). Este hecho es
coherente con la disminucién de insulina y leptina detectada en los animales HF
sincronizados. Estos hallazgos estdn en consonancia con estudios clinicos en los que se ha
demostrado que la desalineacién entre el marcapasos circadiano central y los ritmos de
ayuno/alimentacién y de sueno/vigilia (imitando lo que sucede en el jer-lag y en
trabajadores nocturnos) da lugar a un descenso en los niveles de leptina, asi como un
deterioro de la tolerancia a la glucosa y menor sensibilidad a la insulina. Este hecho sugiere
que, ademds de responder a los ciclos de ayuno/alimentacién, los niveles de leptina y la
insulina también responden a las variaciones del reloj biolégico interno (Scheer ez al.
2009). Asimismo, se han encontrado receptores para leptina e insulina en el NSQ,
sugiriendo que, ademds de estar reguladas estas hormonas por el reloj biolégico interno,
podrian regular de manera directa el marcapasos central (Prosser & Bergeron 2003; Anhé
et al. 2004). Por lo tanto, especulamos que ambas hormonas podrian ser el vinculo de

unién entre la alimentacién, el metabolismo y el reloj bioldgico.

5.3. Estudiar la influencia de los ritmos biolégicos y las dietas HF sobre la
produccion de mediadores inflamatorios circulantes e hipotalamicos

Una de las caracteristicas de la obesidad es el desarrollo de un estado crénico de
inflamacién leve en el que se produce un aumento de las citoquinas proinflamatorias, como
IL-18, IL-6 y TNF-a (Trayhurn & Wood 2004; Kern et 2/ 2001). Existe una
importante evidencia cientifica de que la inflamacién mediada por el sistema inmune es el
mecanismo que une la obesidad con la resistencia a la insulina en higado, musculo
esquelético y tejido adiposo (Lumeng & Saltiel 2011). Estudios realizados en modelos de
obesidad inducida por la dieta en roedores muestran que el aumento de los mediadores
inflamatorios en el hipotdlamo mediobasal favorece el incremento de peso y la resistencia a
leptina (Thaler & Schwartz 2010). Ademds, se ha descrito en roedores que la exposicién a
una dieta HF induce un incremento en la expresién hipotaldmica de IL-1B, IL-6 y TNF-q,
que contribuye a la aparicién de alteraciones metabdlicas, como obesidad, resistencia a
insulina, hipertensién y dislipemias (De Souza ez al. 2005; Ouchi ez 2/. 2011).
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En nuestro estudio hemos analizado la variacién circadiana de los niveles de ARNm de
1l-6 ¢ II-1B. Los resultados obtenidos indican que no existe inflamacién hipotaldmica tras
48 h de dieta HF e incluso se observé una disminucién de la expresion de estos genes en
algunos momentos del dia. Nuestros resultados estdn en contraposicién con trabajos previos
que indican que el consumo de dietas HF provoca un incremento de los niveles
hipotaldmicos de ARNm de //-6 y Tnf-a, perceptible tras 24 h de tratamiento (Thaler ez
al. 2012). Después de 8 semanas de tratamiento y en concordancia con lo sucedido tras 48
de dieta HF, se detectd una disminucién en los niveles de ARNm de //-18 y de 1/-6 en el
hipotdlamo en determinados momentos del dia. A pesar de que existen estudios que
demuestran que las dietas HF incrementan los niveles hipotaldimicos de citoquinas
proinﬂamatorias, €n nuestros experimentos los animales HF no presentaron un incremento
en los niveles hipotalimicos de ARNm de 7/-6 ¢ //-1p ni de la concentracién plasmdtica de
IL-1B y TNF-a. Este hecho estd probablemente relacionado con la composicién de la dieta
HF utilizada. En este contexto, se ha demostrado que los 4cidos grasos insaturados, como el
oleico y el linoleico entre otros, disminuyen la produccién de mediadores proinflamatorios,
como IL-6, IL-1B y TNF-a (Baer et al. 2004; Zhao et al. 2005). Por lo tanto, el hecho de
que no obtengamos los mismos resultados podria deberse a que nuestra dieta, rica en 4cido
palmitico, contiene ademds cantidades elevadas de 4cidos oleico y linoleico, lo que sugiere
que la disminucién de la expresién génica de 7/-6 e I/-1B podria ser una consecuencia de la
accién de estos dcidos grasos insaturados. Otra posible razén que explique la discrepancia
entre nuestros resultados y los de otros autores podria estar relacionada con el hecho de que
la variacién de la expresién de estas citoquinas depende de la hora del dia (Seres ez al.
2004). Existen estudios que demuestran la existencia de un patrén circadiano en el ritmo
de secrecién de IL-6, sugiriendo que la secrecién y actividad de esta citoquina estd regulada
por los ritmos circadianos (Sothern ez 2. 1995; Dominguez Rodriguez et al. 2003;
Agorastos et al. 2014). Por lo que no podemos descartar que el efecto del tiempo pueda
ser otro de los mecanismos implicados en la reduccién de la expresién génica en nuestro
modelo. Ademds, es necesario mencionar que en estos modelos animales no se detecté un
incremento de los marcadores de inflamacién circulantes y que los datos obtenidos en

hipotédlamo confirman este resultado.

5.4. Evaluar el efecto del tratamiento dietético sobre los mecanismos
hipotalamicos reguladores de la ingesta

Los neuropéptidos AGRP y NPY (orexigénicos) y POMC (anorexigénico) estin
implicados en la regulacién de la homeostasis energética (Gao & Horvath 2008). En
nuestro estudio observamos que la dieta HF disminuyd la expresién de Agrp y Npy tras 48 h
y tras 8 semanas de tratamiento, mientras que los niveles de Pomc solamente aumentaron al
cabo de 8 semanas. Estos datos estdn en concordancia con estudios previos, que sugieren
que el consumo de dietas HF se asocia con un descenso de la expresién de Agrp y Npy, asi
como con un incremento de la de Pome como parte de los mecanismos compensatorios que
se ponen en marcha para contrarrestar el consumo de dietas de alta densidad calérica
(Dziedzic et al. 2007; Archer & Mercer 2007; Lin ez al. 2000). Cabe destacar que tras
48 h de tratamiento dietético se produjo una disminucién de la expresién de Agrp y Npy
acompanado de un incremento de la ingesta calérica (hiperfagia). Estos resultados
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coinciden con otros estudios que muestran que la hiperfagia inicial causada por las dietas
HF no se asocia a un aumento de la expresién de Agrp y Npy (Ziotopoulou ez al. 2000).

Por otro lado, el incremento de la expresién de Agrp y Npy detectado en los animales
HF ayunados, podria deberse a la restriccién calérica y formar parte de mecanismos
adaptativos de supervivencia. Asi, el hecho de que esta regulacién no se observe con los
animales con dieta control serfa consecuencia de que la restriccién caldrica en este grupo es
menos severa, a pesar de que la alteracién de la bioquimica plasmdtica no es diferente a la
que se observa en el grupo HF ayunado. Otra posible explicacién a este hecho seria la
composicién de la dieta. Se ha descrito que algunos 4cidos grasos disminuyen la expresién
hipotaldmica de estos genes (Wang ez /. 2002).

La sincronizacién forzada de la ingesta afecté al patrén circadiano de expresion de Agrp
y Npy Gnicamente en los animales con dieta control, lo que pone de manifiesto que, a nivel
central, las dietas HF podrian interferir en los mecanismos reguladores de la ingesta,
independientemente de factores circadianos. Puesto que estos ensayos se han llevado a cabo
asegurando que el aporte calérico diario y nutricional es similar en los grupos ad libitum y
sometidos a restriccién temporal de la ingesta, podemos especular que la expresién de estos
genes dependeria en mayor medida de la composicién y de la cantidad ingerida de
determinados 4dcidos grasos que de la propia distribucién circadiana de la ingesta.

La POMC es el péptido precursor de la MSH (a, B y y), la B-endorfina y la ACTH
(Millington 2007). El aumento de la expresién hipotaldmica de Pome, que da lugar a una
mayor concentracién de a-MSH (el cual actiia como mediador implicado en la saciedad),
podria formar parte de los mecanismos encargados de mantener la homeostasis energética
en las condiciones de balance energético positivo generado por las dietas HF. Nuestros
resultados demuestran que la dieta HF incrementé la expresién de Pomc tras 8 semanas de
tratamiento, pero no lo hizo en 48 h, lo que parece indicar que la administracién de una
dieta rica en grasa podria estar contribuyendo a un desajuste de los mecanismos reguladores
de la ingesta en los periodos iniciales, que podria justificar, al menos parcialmente, la
hiperfagia detectada. Se ha descrito que el ayuno disminuye la expresién hipotaldmica de
Pome, estimulando la ingesta de alimentos (Huo ez /. 2006). El consumo de una dieta rica
en grasa durante 48 horas seguida de 12 horas de ayuno redujo la expresién de Pomc en los
animales control (como cabria esperar) pero la incrementé en los HF, lo que indicaria una
pérdida de funcionalidad de los mecanismos que regulan la homeostasis energética en los

animales HF, contribuyendo al posterior desarrollo de obesidad en este grupo.

En resumen, la exposicién a una dieta rica en grasa ocasioné una disminucién en la
expresion de los neuropéptidos orexigénicos. Esta disminucién en la expresién de Agrp y
Npy sugiere que se podrian estar induciendo cambios tempranos en los circuitos
hipotaldmicos que regulan el control metabélico de la ingesta, que se mantendrian en
estadios mds avanzados. Dos de los posibles candidatos a inducir estos cambios podrian ser
la insulina y la leptina, ya que sus niveles se encuentran incrementados por efecto de la dieta
ylo la ganancia de peso. Tanto la leptina como la insulina activan las neuronas
anorexigénicas POMC e inhiben las neuronas orexigénicas NPY/AGRP, disminuyendo la
ingesta (Schwartz et al. 2000). No debemos olvidar que la regulacién de la ingesta es un

114



Capitulo 2

proceso complejo en el que intervienen otras regiones cerebrales ademds del hipotdlamo,
como son la amigdala y el NTS. Ademds, otros péptidos como son la ghrelina, leptina,
insulina, CCK y péptido YY, entre otros, también estdn implicados en la regulacién de la
ingesta (Crowley 2008).

5.5. Determinar los efectos inducidos en la expresion de los genes clock
por la ingesta de una dieta rica en grasa

Estudios previos han demostrado que las dietas HF producen cambios en el patrén
circadiano de la ingesta, acompanados de alteraciones en el ritmo de expresién de los genes
clock y de las enzimas implicadas en el metabolismo lipidico (Stucchi ez al. 2012; Kohsaka
et al. 2007). Aunque se ha avanzado considerablemente en el estudio del papel de los
ritmos circadianos en la obesidad, solo recientemente se ha prestado atencién al efecto de la
distribucién circadiana de la ingesta en la ganancia de peso. En este sentido, los ratones
cuya ingesta se limita al periodo de oscuridad (acceso restringido a la comida), sin
reduccién de la ingesta calérica diaria total, no desarrollan obesidad/sobrepeso, o corrigen el
sobrepeso preexistente. Igualmente, en estas condiciones se normalizan los valores de
insulina circulante y se reducen los pardmetros indicadores de inflamacién. Ademds de no
ganar peso, estos animales presentan una mayor amplitud en la variacién circadiana de
expresién de los genes clock (Hatori et al. 2012).

Aunque se conoce desde hace tiempo la importancia que tienen los ritmos circadianos
en la regulacién del metabolismo, solo en los dltimos anos, tras el descubrimiento de las
proteinas que componen el reloj bioldgico (¢j.: CLOCK, BMALI y PER2), se ha llevado a
cabo una gran cantidad de estudios con animales transgénicos que demuestran de un modo
rotundo que las mutaciones de estos genes dan lugar a alteraciones metabdlicas importantes
(Turek ez al. 2005; Guo et al. 2012; Rudic ez al. 2004; S. Yang ez al. 2009). Ademis,
la dieta HF origina variaciones en el ritmo circadiano de los niveles de hormonas que
intervienen en el metabolismo energético tales como leptina, TSH (hormona estimulante
de tiroides) y corticosterona (P. Cano ez al. 2008; Cha ez al. 2000). En este contexto,
resulta interesante resaltar el hecho de que en nuestras condiciones se producen alteraciones
en la expresién y/o el ritmo de expresién originadas por el tratamiento dietético, tanto en
las fases iniciales como en periodos mds prolongados, lo que indicarfa que la dieta HF
podria contribuir a la alteracién de los mecanismos moleculares que regulan los ritmos
circadianos desde el inicio del tratamiento, por lo que se podria asumir que algiin
componente de la dieta estarfa implicado directamente en la regulacién de la expresién
génica de los genes clock. Se ha demostrado que algunas senales nutricionales, como la
glucosa y algunos aminodcidos, podrian estar implicadas en la regulacién transcripcional de
los genes clock en higado (Hirao ez al. 2009; Oike ez al. 2011). De hecho, algunos autores
han demostrado que las dietas altas en proteinas y bajas en hidratos de carbono influyen en
los relojes circadianos periféricos en ratones sin afectar al NSQ. Este tipo de dieta, ademads
de provocar cambios en la homeostasis de la glucosa, ocasioné modificaciones en la
expresién de genes clock (Oishi et al. 2012). Este es el primer estudio que demuestra como
el consumo de una dieta rica en grasa provoca un efecto a corto plazo sobre las alteraciones
en la expresién de los genes clock y el metabolismo, ya que la mayoria de los estudios
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utilizan estas dietas durante largos tiempos de administracién (Kohsaka ez 2/ 2007;
Stucchi et 2l 2012; Sherman et 2l. 2012; Hatori et al. 2012).

También es importante destacar la robusta oscilacién en fases opuestas observada en la
expresion de Bmall y Per2 a nivel central y periférico, asi como la casi nula oscilacién
circadiana de los ARNm de Clock en hipotdlamo, que concuerda con lo publicado
anteriormente (Reppert & Weaver 2002; Dunlap 1999).

Los resultados obtenidos demuestran que el ayuno tras 48 h de dieta HF provoca
alteraciones en la expresién de los genes clock diferentes en funcién del tejido. Una posible
razén que explique estos cambios podria ser que el ayuno actde regulando la expresién de
algunos genes clock, permitiendo la sincronizacién entre el reloj bioldgico interno y los
procesos metabdlicos (Hatori e al. 2012). En este sentido, nuestros resultados indican que
el ayuno tiene un efecto diferente a nivel central y periférico, puesto que las mayores
variaciones detectadas se producen a nivel del TAS, sugiriendo que los cambios en el reloj
biolégico producidos por el ayuno se producen con mayor intensidad a nivel periférico que

a nivel central, tal y como han sugerido otros autores (Schibler ez 2/. 2003; Damiola ez al.
2000).

Tras 8 semanas de dieta HF encontramos algunas variaciones en la expresién de los
genes clock en comparacién con lo observado tras 48 h, que podrian explicarse por la
disminucién y cambios de fase de la expresién circadiana de muchos genes debidos a la
edad (Gibson et 2l 2009; Hofman & Swaab 2006). Los resultados obtenidos
demuestran que la sincronizacién forzada de la ingesta incrementa la expresién de Per2 en
el TAS. En nuestro protocolo, los animales ingieren aproximadamente un 10% del aporte
calérico diario durante el periodo de luz, por lo que se podria asumir que durante este
periodo los animales estdn en una situacidn fisiolégica préxima al ayuno. Por lo tanto, estos
resultados, junto con la regulacién al alza de la expresién de Per2 provocada por el ayuno,
parecen indicar que la expresién de Per2 a nivel periférico estd determinada por el horario
de la ingesta y no por el tipo de dieta utilizado, lo que favoreceria la sincronizacién entre los
ritmos circadianos y el metabolismo. Estos hallazgos son consistentes con los hallazgos
previos acerca del efecto de la restriccién temporal de la ingesta sobre la expresién de Per2 y
otros genes clock en cerebro y periferia (Damiola er 2l 2000; Hara er al. 2001;
Wakamatsu et 2/. 2001; Waddington Lamont ez al. 2007).

En definitiva, dado que la alimentacién (ya sea a través de los componentes de los
alimentos o mediante el horario de alimentacién) influye en los ritmos circadianos y ya que
estos a su vez influyen en el metabolismo, es de suma importancia seguir investigando la
relacién entre la alimentacién y el reloj biolégico a nivel molecular. Nuestros resultados
sugieren que la sincronizacién forzada de la ingesta podria contrarrestar los efectos sobre los
ritmos circadianos de las dietas HF, y por consiguiente, conducir a un mejor
funcionamiento fisiolégico y asi disminuir los trastornos metabdlicos causados por el
consumo de estas dietas.
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5.6. Analizar y comparar el efecto de la dieta HF sobre la FAS y enzimas
implicados en la sintesis de NADPH

En nuestros estudios observamos que 48 h de dieta HF disminuyeron los niveles de
ARNm de Fas, Mel y GGpdx tanto a nivel central como periférico, sugiriendo que el
aumento de la adiposidad provocado por la dieta HF no va asociado a un incremento de la
sintesis de novo de 4cidos grasos, de manera coherente con el elevado aporte de 4cidos grasos
en la dieta.

La disminucién de la expresién de la Fas a nivel hipotaldmico tras 48 h podria
entenderse como una sefial de saciedad, tendente a compensar la sobrecarga de lipidos. La
implicacién de las rutas metabélicas que participan en el metabolismo local de los 4cidos
grasos en la regulacién hipotaldmica de la ingesta se considera un hecho indiscutible (Gao
et al. 2007; Chakravarthy et al. 2007), sustentado en numerosos estudios que han
demostrado el papel crucial del malonil-CoA (Lépez et al. 2006; Loftus ez al. 2000). En
este sentido, se ha comprobado que el incremento de malonil-CoA asociado a la inhibicién
de la FAS induce la expresién de péptidos anorexigénicos y disminuye la de orexigénicos
(Shimokawa ez al. 2002), de forma que el malonil-CoA acttia indirectamente como
regulador de la ingesta. De acuerdo con estos antecedentes, nuestros datos serfan
compatibles con un incremento de los niveles de malonil-CoA. Por otro lado, niveles
clevados de leptina circulante son también compatibles con niveles elevados de malonil-
CoA hipotaldmico (Wolfgang et al. 2007). Finalmente, la disminucién de los niveles de
ARNm de Fas y Mel tnicamente en los animales con dieta control sometidos a ayuno
tanto a nivel hipotaldmico como adiposo, podria deberse a los bajos niveles de insulina que
presentan estos animales, mientras que los niveles mds altos de insulina detectados en el
grupo HF estarfan enmascarando el efecto del ayuno en esta cohorte (Sul & Wang 1998;
Goodridge & Adelman 1976).

Nuestro estudio demuestra que el aumento de la adiposidad provocado por la dieta HF
durante 8 semanas es independiente de la sintesis de novo de écidos grasos, ya que la
expresion de Fas estaba disminuida. Es interesante destacar que la dieta HF incrementé los
niveles de GGpdx, lo que indicarfa un incremento de la sintesis de NADPH en el tejido
adiposo, el cual incrementa el estrés oxidativo y la produccién de citoquinas inflamatorias,

promoviendo el desarrollo de resistencia a la insulina (J. Park ez 2l. 2005; Park ez al.
20006).

Se ha demostrado que los ciclos de ayuno-alimentacién incrementan la lipogénesis en el
tejido adiposo blanco (Kochan ez 2l 1997). En nuestro experimento, la sincronizacién
forzada de la ingesta obliga a los animales a ingerir la mayor parte de la ingesta calérica
diaria durante el periodo de oscuridad, mientras que durante el periodo de luz la ingesta es
minima, imitando parcialmente lo que sucede en el ayuno. Segn lo esperado, la
sincronizacién forzada de la ingesta incrementd los niveles de Fasy Mel en el tejido adiposo
de los animales del grupo control, mientras que en los HF los niveles no aumentaron. Estos
resultados podrian estar relacionados con factores nutricionales que estén afectando a la
lipogénesis. De hecho, algunos autores han demostrado que las dietas HF inhiben la

lipogénesis, lo que explicaria que los niveles de estas enzimas se mantengan invariables en
esta cohorte (Crozier et al. 1987; Stucchi et al. 2012; Salati & Amir-Ahmady 2001).
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Por lo tanto, la sincronizacién forzada de la ingesta en los animales HF redujo la cantidad
de tejido adiposo lumbar y subcutdneo y los niveles de insulina y leptina, al mismo tiempo
que no modificd la expresién de Fas, GOpdx y Mel. Cabria pensar que la expresién de estos
enzimas es mds sensible a la composicién de la dieta que a un anormal ritmo circadiano de

la ingesta.

5.7. Consideraciones finales

En conclusién, en nuestro experimento la dieta HF produce una alteracién dependiente
de la hora del dia en la expresién de la mayoria de los genes estudiados, que ademds puede
ir acompanada de la pérdida de la variacién circadiana de su expresién, tanto a nivel central
como periférico. Este hecho parece indicar que la administracién de una dieta HF podria
estar contribuyendo a un desajuste entre el metabolismo y los ritmos circadianos. Por lo
tanto, los cambios detectados en la expresion génica estarian encaminados a modular los
procesos fisioldgicos para favorecer la adaptacién del organismo al exceso de energia
ingerida.

Tradicionalmente se ha asumido que el aumento de la adiposidad producida en la
obesidad se debe principalmente al incremento de la ingesta calérica, sin tener en cuenta
otros factores igualmente importantes como la distribucién de esta ingesta a lo largo del dia.
En nuestro trabajo hemos comprobado que la alimentacién con dietas HF ad libitum altera
el patrén temporal de la ingesta calérica (Figura 53). Cuando los ratones tienen acceso ad
libitum a una dieta HF, alteran la distribucién circadiana de la ingesta, disminuyendo los
periodos de ayuno e incrementando el tiempo de alimentacién. Esta modificacién de la
conducta alimentaria provoca cambios en aquellas vias metabdlicas que estdn reguladas por
los ritmos diarios de ayuno-alimentacién. Esta alteracién en el tiempo de los procesos
metabdlicos, junto con el tipo de dieta ingerido, predispone al organismo a la obesidad y al
desarrollo de enfermedades metabdlicas. De hecho, nuestros datos muestran que la dieta
HF ad libitum modifica la expresién circadiana y hace que desaparezca el ritmo de varios de
los genes estudiados en este trabajo (incluidos los genes implicados en el reloj biolégico).
Sin embargo, la sincronizacién forzada de la ingesta recuperé la expresion y/o el ritmo de
varios genes. Ademds, este protocolo disminuyé la ganancia de peso corporal, asi como los

niveles de insulina y leptina provocados por la alimentacién con dietas HF.

Nuestros resultados ponen de manifiesto que la modificacién del ritmo circadiano de la
ingesta podria utilizarse como herramienta de trabajo para el desarrollo de programas de
prevencién y/o tratamientos alternativos de la obesidad y de las complicaciones metabélicas

asociadas a esta patologia.
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A continuacién se resumen las conclusiones mis relevantes de esta Tesis Doctoral:

1. La CCK tiene un efecto paraddjico sobre el equilibrio energético en ratas obesas ya
que, a pesar de disminuir la ingesta y el peso corporal, causa un aumento de los
depésitos de tejido adiposo blanco.

2. Este efecto de la colecistoquinina estd relacionado con un aumento de la actividad
de la lipoproteina lipasa del tejido adiposo y una disminucién de la expresién de
Angptl-4.

3. El efecto diferencial de la CCK entre las ratas obesas y las ratas con normopeso
podria deberse a diferentes niveles de expresién del receptor CCK-2 en el tejido
adiposo blanco de estos animales.

4. La administracién de una dieta con alto contenido en grasa (HF) provoca cambios
en el patrén circadiano de la ingesta y en la variacién circadiana de los niveles
plasmidticos de insulina, leptina, glucosa, TG y NEFA.

5. Las dietas HF provocan alteraciones en la expresién de los genes clock desde el inicio
del tratamiento, lo que podria contribuir al desarrollo de alteraciones metabdlicas.

6. El consumo de dietas HF modifica los patrones de expresion génica de Agrp, Npy y
Pomc en el hipotdlamo, alterando sus niveles de expresién circadianos, lo que podria
explicar, al menos en parte, las alteraciones de la ingesta y la ganancia de peso
causadas por estas dietas.

7. La sincronizacién forzada de la ingesta (sin restriccién calérica diaria) limita la
ganancia de peso provocada por la dieta HF y reduce los niveles plasmdticos de
insulina y leptina.

8. La dieta HF disminuye la expresién de la Fas a nivel adiposo indicando que el
incremento de la adiposidad es independiente de la lipogénesis.

9. El consumo de dietas HF modifica la expresién de la mayoria de los genes
analizados y/o su variacién circadiana, independientemente de la duracién del
tratamiento dietético.

10. Nuestros resultados sugieren que la sincronizacién forzada de la ingesta podria
contrarrestar los efectos sobre los ritmos circadianos de las dietas HF, y por
consiguiente, conducir a un mejor funcionamiento fisiolégico y asi disminuir los

trastornos metabdlicos causados por el consumo de estas dietas.
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