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La prevalencia mundial de la obesidad se ha duplicado desde 1980 (OMS, web en linea.
Consulta: 20-02-2015). Segun los ultimos datos de la OMS del 2014, en el mundo hay ya 600
millones de personas mayores de 18 afios obesas. Segun las estadisticas sanitarias mundiales
realizadas por la misma organizacién en 2012, la obesidad como factor de riesgo que se asocia
a un aumento de la mortalidad y de la morbilidad afectaba al 24,9% de hombres i al 23% de las
mujeres en Espafia. Ademas, la OCDE estim6 en 2012 que una persona obesa incurre en un
25% mas los gastos de salud que una persona de peso normal por afio. Destacando en el
mismo estudio (obesity update 2012) que la obesidad es responsable del 1-3% del gasto
sanitario total en la mayoria de paises de la OCDE. Por todo ello, la busqueda de una terapia

efectiva contra la obesidad es una prioridad a nivel mundial.

La obesidad es una enfermedad crénica de origen multifactorial prevenible, que
aparece cuando hay un desequilibrio en el balance energético del organismo. Es decir, cuando
el gasto energético es inferior a la energia ingerida por un individuo. El control de la
homeostasis energética estd estrechamente regulado por el sistema nervioso central,
concretamente, el hipotadlamo asume un papel crucial en sensar e integrar sefiales de los
organos periféricos permitiéndole efectuar una respuesta homeostatica adecuada ajustando

tanto el consumo de alimentos como el gasto energético.

En consecuencia, en los Gltimos afios se ha tratado de profundizar en el estudio de los
mecanismos moleculares a nivel hipotalamico responsables de regular el balance energético.
En la actualidad se conoce que el metabolismo de los acidos grasos a nivel hipotalamico juega
un papel muy importante en el control del apetito. Mas concretamente, se ha descrito que los
niveles de malonil-CoA o de aciles-CoA son reconocidos por las neuronas del hipotalamo como
sefiales intracelulares del estado nutricional del organismo. Las enzimas carnitina
palmitoiltransferasa 1 (CPT1), tienen como sustrato los aciles-CoA y como inhibidor fisioldgico
el malonil-CoA, situandose asi como enzimas clave en la regulacién de los niveles intracelulares
de estos metabolitos. Las isoformas CPT1A i B, localizadas en la membrana mitocondrial
externa, se encargan de internalizar los aciles-CoA a la mitocondria para que sean oxidados.
Asi, efectivamente, el papel de CPT1A hipotalamica en el control del apetito y de la

homeostasis de la glucosa fue demostrada por varios grupos de investigacion.

Por otro lado, mas recientemente, en 2002, se descubrié una isoforma exclusivamente
neuronal, CPT1C, que se localiza en reticulo endoplasmatico y con afinidades similares al

sustrato acil-CoA y al inhibidor malonil-CoA, a pesar de no tener actividad carnitina
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palmitoiltransferasa. Desde entonces se ha demostrado que CPT1C modula los niveles de otra
familia de lipidos intracelulares, las ceramidas, y que éstas son necesarias para la accion
neuroendocrina de las hormonas leptina i grelina. Ademas, el papel de CPT1C en el control de
la homeostasis energética se hizo evidente en varios estudios que muestran un fenotipo
hipometabdlico de ratones deficientes de CPT1C en situacion de ayuno y de dieta rica en

grasas.

En esta tesis se ha estudiado qué papel tiene CPT1C en el control de la homeostasis
energética. Para ello se han realizado dos aproximaciones distintas. En primer lugar se ha
estudiado qué vias del metabolismo intermediario periférico estan reguladas por CPT1C en
ratones deficientes de esta proteina en distintas situaciones de estrés metabdlico. En segundo
lugar se ha estudiado el papel de CPT1C en el metabolismo lipidico neuronal y en los procesos

necesarios para la regulacién hipotalamica de la homeostasis energética.

Los resultados obtenidos demuestran que CPT1C es necesaria para la adaptacion al
ayuno Yy al torpor y para producir el cambio metabdlico a nivel periférico hacia la oxidacion de
las grasas frente a la de carbohidratos. Por otro lado, la deficiencia de CPT1C perjudica el
metabolismo energético mitocondrial y el flujo de lipidos intracelulares a nivel hipotalamico.
Asimismo, hemos podido demostrar que en conjunto, estas alteraciones tienen un efecto

acumulativo a largo plazo, produciendo obesidad asociada a la edad.

Por consiguiente, los resultados obtenidos en esta tesis confirman el importante papel
de CPT1C en la regulacién de la homeostasis energética. Aportando nuevos datos sobre los
mecanismos que se encuentran regulados por CPT1C tanto a nivel central como periférico.
Situando a CPT1C como posible diana terapéutica en el tratamiento de la obesidad y otros

trastornos de la homeostasis energética.
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1. REGULACION DE LA HOMEOSTASIS ENERGETICA

A menudo se le atribuye la introduccion del concepto de homeostasis al fisiélogo
francés Claude Bernard cuando acufié la frase "milieu intérieur" hace mas de 150 afios
(Bernard et al., 1854). Actualmente, el balance energético se define como el flujo de energia a
través de los sistemas vivos mediante el metabolismo. EI mantenimiento de este balance
depende de la regulacion de tres procesos: la ingesta, el gasto energético y el almacenamiento
de energia (figura 1). Estos procesos estan estrechamente regulados por un complejo sistema
neuroendocrino, capaz de monitorizar el estado energético del organismo, integrar la
informacion y responder en consecuencia mediante mecanismos homeostéaticos con el fin de

minimizar el impacto de las fluctuaciones energéticas (Flier, 2004).

A pesar de que la regulacion de la homeostasis energética comprende mecanismos
sorprendentemente precisos, no siempre son capaces de compensar el desequilibrio. Cuando
se instaura un balance calérico positivo, puede conllevar la aparicion de obesidad. Esta
patologia se define como una acumulacion excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la
salud. En particular se ha asociado principalmente a Diabetes tipo 2, enfermedades
cardiovasculares, hipertensién, algunos tipos de cancer, complicaciones respiratorias u
osteoartritis, demostrandose que tanto el sobrepeso como la obesidad son importantes

predictores de una disminucion de la longevidad (Friedman, 2000; Kopelman, 2000).

Como ya se ha comentado, las interacciones bidireccionales entre los 6rganos
periféricos y el sistema nervioso central (SNC) permiten regular la ingesta y el gasto energético.
Mas concretamente, el hipotalamo y el tronco del encéfalo son los encargados de recibir las
diferentes sefiales hormonales, nutricionales y metabdlicas provenientes de los 6rganos
periféricos, integrar toda la informacion y desencadenar una respuesta homeostatica

adecuada.

Anabolic

Figura 1. Regulacion de la

Food & homeostasis energética. Modelo
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ve [+ energético con el fin de mantener
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equilibrio (adaptado de Schwartz
o o et al., 2000).
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1 INTRODUCCION

El papel integrador del hipotdlamo se detalla més adelante en este capitulo, a
continuacion se describen las sefales periféricas reguladas a corto y a largo plazo en
proporcion a la cantidad de energia consumida y a la cantidad almacenada por el organismo
(figura 3).

1.1. SENALES PERIFERICAS A CORTO Y A LARGO PLAZO

Aunque hay numerosas sefiales periféricas que pueden contribuir a la conducta
alimentaria y a la regulacion del peso corporal, es importante reconocer que a corto plazoy a
largo plazo, la ingesta de alimentos y el balance energético se regulan mediante distintos, pero
interactivos mecanismos. Las sefiales a corto plazo actian primeramente como determinantes
de la saciedad, limitando la ingesta de alimentos, mientras que los reguladores a largo plazo se
activan en funcion de las reservas energéticas. En este sentido, cabe destacar los primeros
estudios que demostraron una interaccion entre el metabolismo periférico y el sistema
nervioso central. Asi en los afios sesenta, la “teoria glucostatica” postulaba que declives en la
concentracion sanguinea de glucosa provocan apetito y el inicio de la ingesta de alimentos,
planteando la hipotesis de que el cerebro responde inmediatamente a cambios en la
disponibilidad energética y controlando la ingesta (Mayer y Thomas, 1967). Por otro lado, la
“teoria lipostatica” (Kennedy, 1953) afirmaba que la aparicion del apetito no esta
necesariamente ligada a las necesidades energéticas inmediatas, sino a la necesidad de
reposicion de sustratos agotados, respondiendo al grado de almacenamiento o adiposidad.
Teoria més acertada ya que inclufa el gasto energético, ademas de la ingesta, en la regulacion

del balance energético.

SENALES A CORTO PLAZO

Nutrientes

La ingesta de alimentos proporciona los distintos macro y micronutrientes que seran
metabolizados para suplir las necesidades del organismo, por este motivo resulta légico que

los niveles circulantes y la utilizacion de estos metabolitos regule el apetito.
Glucosa

La teoria glucostatica de Mayers para la regulacién de la conducta alimentaria fue
posteriormente revisada (Bray, 1996) y reafirmada mediante mdltiples evidencias. Por
ejemplo, la hipoglucemia o la inhibicion del metabolismo de la glucosa mediante el analogo de

la glucosa 2 desoxi-D-glucosa aumentan la ingesta en animales (Smith y Epstein, 1969) y la
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sensacion de apetito en humanos (Thompson y Campbell, 1977). Ademéas, Oomura Yy
colaboradores reportaron que neuronas del hipotdlamo mediobasal y lateral aumentan su
activacion en respuesta a la glucosa (Oomura et al., 1969). Estas neuronas glucosensibles son
en parte responsables de la induccion de la ingesta en situacién de privacion de glucosa. Otros
investigadores han sugerido que la ingesta por privacién de glucosa puede ser regulada por
receptores del cerebro posterior (Ritter, Slusser y Stone, 1981) o del higado (Novin,
VanderWeele y Rezek, 1973). El papel de los cambios fisioldgicos de los niveles de glucosa en la
regulacion del comportamiento alimentario ha sido dificil de caracterizar, algunos estudios han
sugerido que la tasa de utilizacion/oxidacion de glucosa esta involucrada en la induccién de
saciedad (Nicolaidis y Even, 1990). Sin embargo, la administracion de otra hexosa, fructosa, no

es capaz de inducir saciedad (Smith, Driscoll y Campfield, 1988).
Proteinas

La relacion entre las fluctuaciones de aminoacidos en suero y el apetito fue sugerida
originalmente por Mellinkoff (Mellinkoff et al., 1956). Siendo reafirmada posteriormente con
varios estudios que describieron que la proteina dietética induce saciedad a corto plazo (Bray,
1997; Porrini et al., 1997). También, aunque los mecanismos subyacentes a este fendmeno no
se comprenden bien, la administracion de aminodcidos tales como la fenilalanina y el
triptéfano suprimen la ingesta de alimentos en humanos (Rogers y Blundell, 1994). Asimismo,
se observé que los aminodacidos pueden influir en la ingesta de alimentos ya sea mediante
acciones directas dentro del SNC o a través de receptores hepéticos o portales (Niijima y
Meguid, 1995).

Grasas

Por un lado, un aumento de los lipidos circulantes mediante una infusién intravenosa,
en ausencia de absorcion gastrointestinal, disminuye la ingesta de alimentos (Woods et al.,
1984), mientras que la reduccion de la utilizacion de las grasas mediante la infusion de
inhibidores de la beta-oxidacion, estimula la alimentacion (Friedman et al., 1999). A pesar de
que las grasas no son sustrato energético del SNC, éste posee los mecanismos de transporte y
las enzimas para la sintesis y la oxidacion de las grasas, sugiriendo un papel especialmente
sefializador de éstas a nivel central. En este sentido, la modulacién del metabolismo lipidico a
nivel hipotalamico es capaz de regular tanto la ingesta, como la produccién de glucosa y el

gasto de energia (Obici et al., 2003).
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1 INTRODUCCION

Sefiales gastrointestinales

Ademas de los nutrientes, varias sefiales gastrointestinales (Gl) y hormonas secretadas
por el estbmago y el pancreas endocrino actian en el SNC modulando la ingesta y el gasto

energético.
Mecano y quimiorreceptores

Los mecano-receptores se activan por la distension causada por la entrada de los
alimentos al estobmago y el intestino delgado proximal. Ademas, los quimiorreceptores
responden a los productos de la digestion de los nutrientes (azlcares, acidos grasos,
aminoacidos y péptidos). Las sefiales de estos receptores Gl se transmiten a través de los
nervios aferentes vagales a la parte posterior del cerebro donde la integracion de esta
informacion visceral se produce. De este modo, las propiedades fisico-quimicas de los
alimentos pueden tener un papel importante en la regulacion a corto plazo de la ingesta de

alimentos.
Grelina

La grelina es un péptido de 28 AA secretado en su mayor parte por el estomago y en
menor proporcion por el intestino, el pancreas, el rifion, el hipotdlamo y la hipofisis. Fue
identificada por primera vez por su actividad secretagoga de hormona del crecimiento (Kojima
et al., 1999; Wren et al., 2000). Se trata del Unico péptido natural acilado, con un grupo
octanoil que es esencial para su bioactividad, ya que le permite la unién y la concomitante
activacion de su receptor, GHS-R, altamente expresado en el hipotdlamo mediobasal
(Nakazato et al., 2001). Como también de la Unica hormona periférica con efecto orexigénico
conocida hasta el dia de hoy. Las concentraciones plasméticas de grelina siguen un ciclo
circadiano, siendo elevadas durante la situacion preprandial y disminuyendo con la presencia
de nutrientes en el estomago. Del mismo modo, se encuentra elevada en situaciones de
equilibrio energético negativo como el ayuno o la anorexia nerviosa y disminuida en
situaciones de equilibrio energético positivo como la obesidad. Cabe destacar que en sujetos
obesos los niveles de grelina no disminuyen después de la ingesta, contribuyendo a una
disfuncién en la sefializacion de saciedad de los individuos obesos (Tschop et al., 2001). La
administracion de grelina en ratas provoca un aumento de la ingesta y del peso a expensas de
un incremento de la adiposidad y una reduccion de la utilizacion de las grasas (Tschop et al.,
2000). Debido a que la grelina juega un papel importante en la regulacion de la adiposidad, en

ocasiones, es considerada como un regulador del balance energético a largo plazo.
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Glucagon

El glucagbn es una hormona polipeptidica segregada por las células alfa de los islotes
de Langerhans del pancreas endocrino (Havel y Taborsky, 1989). Aunque la administracion
central o periférica de glucagon puede inhibir la ingesta en roedores (Shimizu et al., 1993;
Geary, 1997), su papel fisioldgico a este nivel todavia no esta bien establecido. Sin embargo, su
papel a nivel periférico es bien conocido; su funcién es justamente la opuesta a la de la
insulina. Ambas hormonas forman parte de un sistema de retroalimentacion que mantiene los
niveles de glucosa en sangre a una concentracion estable (Ramnanan et al., 2011). El glucagén
se considera una hormona de respuesta al estrés, ya que es secretado cuando los niveles de
glucosa plasmatica son bajos, por estimulacion de las catecolaminas, la hormona del
crecimiento, los glucocorticoides y los receptores alfa adrenérgicos del sistema nervioso
simpatico (Pipeleers et al., 1985). Cuando el glucagon es liberado a la sangre produce diversos
efectos: en el higado induce el catabolismo del glucégeno, a la vez que aumenta la
gluconeogénesis (GNG) e inhibe la glucdlisis, como la captacién de AA para la GNG. También es
un potente activador de la lipdlisis en el tejido adiposo, favoreciendo un aumento plasmatico

de &cidos grasos y glicerol (Longuet et al., 2008).
Otros

Eje hipotadlamo-hipdfisis-adrenal

El eje hipotalamico-hipofisiario-adrenal (eje HHA) es un conjunto complejo de
influencias directas e interacciones retroalimentadas entre el hipotalamo, region nuclear del
cerebro que forma parte del diencéfalo y se sitla por debajo del talamo, la glandula pituitaria,
glandula endocrina situada en la fosa cerebral media que conecta con el hipotdlamo a través
del tallo hipofisiario y la glandula adrenal o suprarrenal, glandula pareada de forma piramidal
localizada en la parte superior de los rifiones (figura 2). Las interacciones homeostaticas entre
estos tres organos constituyen una parte esencial del sistema neuroendocrino que controla
varios procesos vitales del organismo como la digestion, el sistema inmune, las emociones, la

conducta sexual y el metabolismo energético.
Glucocorticoides y catecolaminas

Los glucocorticoides son hormonas de la familia de los corticosteroides producidos
principalmente en la corteza suprarrenal. El cortisol, la cortisona y la corticosterona son
hormonas catabdlicas, estimulan la gluconeogénesis en el higado y el rifion, de manera que

elevan la glucemia. Tienen un cierto efecto antiinsulinico en muchos tejidos periféricos, lo que

27



28

1 INTRODUCCION

colabora a aumentar la glucemia. Favorecen la degradacion de proteinas y triglicéridos
proporcionando asi sustratos gluconeogénicos que colaboran a aumentar la glucemia. Ademas
tienen efectos sobre otras hormonas, en este sentido, facilitan los efectos termogénicos y

catabolicos de las catecolaminas.

Las catecolaminas, son un grupo de hormonas que incluyen la adrenalina, la
noradrenalina y la dopamina, las cuales pueden ser producidas en la médula suprarrenal
gjerciendo una funcién hormonal, o en las terminaciones nerviosas, por lo que se consideran
también neurotransmisores. Las catecolaminas ejercen su efecto mediante la unién a los
receptores adrenérgicos y dopaminérgicos, éstos tienen una gran diversidad de efectos ya que
en cada tipo celular estan acoplados a vias de transduccion distintas. Sus funciones principales
son aumentar la frecuencia cardiaca, la vasoconstriccion, el flujo sanguineo a musculo

esquelético o el suministro de oxigeno al cerebro.

Eje somatotropo

Hormona del crecimiento: GH (del inglés, Growth Hormone)

La hormona del crecimiento o somatotropina es una hormona peptidica sintetizada,
almacenada y secretada por las células somatétropas de la adenohip6fisis. El control de la
secrecion es bastante complejo, siendo principalmente regulado por dos péptidos
hipotaldmicos: la hormona liberadora de GH, GHRH, que estimula su liberaciéon y la
somatostatina que la inhibe (figura 2). No obstante, esta bien establecido como otros
neurotransmisores, hormonas y sefiales periféricas modulan la sefializacién hipotalamica o
actuan directamente a nivel hipofisiario. Como se ha comentado anteriormente, la grelina es
una estimuladora de la secrecion de hormona del crecimiento, por consiguiente, ésta muestra
una elevacion en sangre durante el ayuno (Hartman et al., 1992) necesaria para llevar a cabo la

adaptacion del metabolismo intermediario durante el ayuno.
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SENALES A LARGO PLAZO

Hormonas
Insulina

Fue propuesto por primera vez por Woods y colaboradores que la insulina es un
regulador a largo plazo de la ingesta, el balance energético y la adiposidad (Woods et al.,
1974). La secrecion de insulina desde las células beta del pancreas endocrino es estimulada por
la ingestion de alimentos, efecto mediado por la activaciéon de los nervios parasimpaticos que
inervan el pancreas y por el efecto directo de nutrientes entrantes, especificamente glucosa y
aminoacidos. La grasa de la dieta no estimula la secrecion de insulina, sin embargo, las
concentraciones circulantes son proporcionales al contenido de grasa corporal (Havel et al.,
1999). Es conocido que el cerebro no es un érgano insulino-dependiente, sin embargo, se puso
en evidencia que es claramente un 6rgano insulino-sensible (Baskin et al., 1988). Cuando esto
se combind con el hecho que los receptores de insulina se concentran en areas del cerebro
involucradas en el control de la ingesta y la funcion autonémica, la insulina surgié como un
candidato para la sefializacion central de la adiposidad y como regulador de la homeostasis
energética (Schwartz et al., 1992; Woods et al., 1996). La administracién central de insulina
produce una pérdida de apetito mientras que la disminucién selectiva de su receptor en el
hipotadlamo causa hiperfagia y resistencia sistémica a la insulina (Briining et al., 2000). Estos
datos estan en concordancia con la aparicion de obesidad y resistencia a la insulina en dietas
altas en grasa, ya que este tipo de dietas contribuyen a una menor secrecién de insulina
posprandial con una menor sefializacién central, que contribuye a hiperfagia y a un estado de
hiperinsulinemia compensatorio cronico el cual conlleva a una mayor adiposidad corporal (Hill
etal., 1992; Shulman, 2000).

Leptina

Veinte afios después de la “teoria lipostatica” de Kennedy, los elegantes experimentos
de parabiosis llevados a cabo por Coleman indicaron la existencia de un factor de saciedad
circulante, proporcional a la cantidad de grasa corporal (Coleman, 1973). Este factor de
saciedad (ausente en los ratones genéticamente obesos ob/ob) capaz de unirse a un receptor
(ausente en los ratones diabéticos db/db) causaba la disminucion de la ingesta y un aumento
del gasto energético. Se especul6 que ese factor ejercia su efecto en el hipotadlamo ya que las
ratas con lesiones en el nacleo ventromedial resultaron insensibles a él (hervey, 1959; Dube et

al., 1999). Veinte aflos después se descubrid que los ratones obesos sufrian un déficit de
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leptina (ob/ob), mientras que los db/db presentaban una mutacion en su receptor (Zhang et
al., 1994). La implicacion de la leptina en el gasto energético surgié debido a que su
administracion causa una pérdida de peso mayor a lo que puede ser explicada solamente por
una reduccion en la ingesta de alimentos. Este incremento del gasto energético es mediado
por la activacion del sistema nervioso simpatico (Collins et al., 1996) acompafiado de un
incremento plasmatico de noradrenalina (Haynes et al., 1997) y la termogénesis (Scarpace et
al., 1997). El hecho que los niveles de leptina sean elevados en la gran mayoria de personas
obesas ha llevado a la hipétesis de que los sujetos obesos son resistentes a la acciéon de esta
hormona (Havel, 2000).
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Figura 3. Modelo neuroanatémico de las vias de sefializacién de adiposidad y saciedad. Se propone
que la leptina y la insulina para estimulan una via catabolica (neuronas POMC/CART) e inhiben una via
anabdlica (neuronas NPY / AGRP) que se origina en el nlcleo arcuato (ARC). Estas vias son proyectadas a
los nucleos PVN y LHA, donde conectan con las vias autonémicas centrales que se proyectan hacia los
centros autonomicos del cerebro posterior que procesan las sefiales de saciedad. Las sefiales aferentes
relacionadas con la saciedad desde el higado y el tracto gastrointestinal se transmiten a través del
nervio vago por fibras simpaticas al nicleo del tracto solitario (NTS), donde se integran junto con las
sefiales hipotalamicas. La respuesta neta del NTS y otras regiones del cerebro posterior conducen a la
supresion de la alimentacion. Si se reducen las sefiales, se induce la ingesta mediante la reduccion de las
respuestas del tronco cerebral a las sefiales de saciedad (extraido de Schwartz et al., 2010).
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1.2. ADAPTACION METABOLICA DURANTE EL AYUNO

El ayuno se ha practicado durante miles de afios, pero s6lo recientemente los estudios
han arrojado luz sobre su papel en las respuestas celulares adaptativas que reducen el dafio
oxidativo y la inflamacion, optimizan la energia y el metabolismo reforzando la proteccién
celular. En eucariotas inferiores, el ayuno cronico extiende la longevidad en parte mediante la
reprogramacion de las rutas metabdlicas y una mayor resistencia al estrés (Longo et al., 1997;
Kaeberlein et al., 2006; Lee et al., 2006; Longo et al., 2012). En roedores, el ayuno intermitente
0 periddico protege contra la diabetes, el cancer, las enfermedades cardiovasculares y la
neurodegeneracion (Fontana y Klein, 2007; Masoro, 2005), mientras que en los seres humanos
ayuda a reducir la obesidad, la hipertension, el asma y la artritis reumatoide (Fontana et al.,
2010; Johnson et al., 2007; Harvie et al., 2011; Teng et al., 2011). Por lo tanto, el ayuno tiene el

potencial de retrasar el envejecimiento y ayuda a prevenir enfermedades.

RESPUESTA ADAPTATIVA AL AYUNO

Durante el ayuno el organismo consume las propias reservas (glucidos: 300g = 1.200
Kcal., lipidos: 10 a 11kg = 100.000 Kcal., proteinas: 10kg = 45.000 Kcal.). Este puede dividirse en

dos fases distintas segn sea la principal fuente de energia.
Primera fase

El combustible principal son los hidratos de carbono, primero se consume la glucosa
circulante y después las reservas de glucégeno del higado y el masculo. Entonces el organismo
entra en hipoglucemia, la caida se debe a la deplecion de glucdgeno hepatico y al retardo de la
gluconeogénesis. Con la continuacion del ayuno se producen varios mecanismos de
compensacion originados por el sistema nervioso central en respuesta al declive de la

glucemia, con el fin de mantener los niveles minimos de glucosa en sangre.
Segunda fase

La situacién de hipoglucemia marca la entrada a la segunda fase del ayuno,
caracterizada por el consumo de los lipidos. Sera la propia hipoglucemia y la activacion del
sistema nervioso central que actuaran sobre el hipotalamo, las glandulas suprarrenales y el
pancreas para adaptar el metabolismo de los principales 6rganos metabdlicos: higado,

musculo y tejido adiposo.

A continuacion se presenta una tabla donde se resumen los distintos procesos

metabolicos que tienen lugar durante el ayuno (Tabla 1).

31



32

1 INTRODUCCION

Hormona/Péptido Higado Mdsculo Tejido adiposo

Hormona del crecimiento | Glucdlisis | Glucolisis 1 Lipdlisis
1 Cetogénesis

Catecolaminas | Accioninsulina | Captacién de glucosa 1 Lipolisis

Glucocorticoides 1 Protedlisis 1 proteolisis
1 Glucogenolisis 1 Liberacién de AA
1 Gluconeogénesis

Glucagon 1 Glucogenolisis | Glucolisis 1 Lipdlisis
1 Cetogénesis
1 Protedlisis
| Glucolisis

Tabla 1. Principales procesos metabélicos de adaptacién al ayuno

Seguidamente, se presenta organizado en cinco puntos, el resultado obtenido de los
distintos cambios metabdlicos producidos durante el ayuno. Para cada uno de ellos se
describen méas detalladamente las rutas del metabolismo intermediario implicadas,

destacando los enzimas clave en cada una de ellas.

1) Se favorece la liberacion de acidos grasos y glicerol del tejido adiposo.

( Figura 4. Lipdlisis. Cuando se activa la lipdlisis en
el tejido adiposo, la ATGL (adipose triglyceride
AG . . . S, L
A lipase), hidroliza los triglicéridos en diacilglicerol y
ac  AG /G"Cero' un é&cido graso. El diacilglicerol es hidrolizado por
=yl MAG la HSL (Hormone-sensitive lipase) a glicerol y un
~ / acido graso. Los productos de la hidrdlisis de los
s, DAG triglicéridos (TAG), los acidos grasos y el glicerol
gw son exportados al torrente sanguineo.
\_ P Adipocito

2) Se favorece la liberacion de aminoéacidos (glutamina y alanina) y metabolitos (lactato y

piruvato) del masculo esquelético como sustratos de la gluconeogénesis hepatica.

r - - —\ Figura 5. Ciclo de cori y ciclo de la alanina-glucosa. El
Proteina  Glucogeno — Glucosa glucdgeno se degrada a glucosa y ésta a piruvato hasta
L lactato, el cual es exportado a la sangre para usarse
como sustrato gluconeogénico en el higado. El

L X L ;
AA . i actato piruvato también puede formar alanina por
I Iruvato J transaminacion  del glutamato. Ademas, por

g0 desaminacion/transaminacién, se obtienen -
a-cetoacidos . Alanina cetoacidos para la obtencion de energia y glutamina,
‘ ] que junto el lactato, el piruvato y la alanina seran

> Glutamina exportados como sustratos gluconeogénicos.

\
LEnergla Musculo
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3) Se intensifica la gluconeogénesis a partir de aminoacidos, metabolitos y glicerol

(provenientes del musculo y del tejido adiposo, respectivamente) para suplir las necesidades

minimas de glucosa cerebrales.

—> Glucosa
Glucogeno
Plruvato \
Lactato AA Gllcerol

@ado J

Figura 6. Gluconeogénesis. El higado es el encargado de
sintetizar la glucosa para mantener los niveles plasmaticos en
situacion de ayuno. Por una lado hidroliza las reservas de
glucégeno hasta glucosa que sera exportada a la sangre. Por
otro lado usara los metabolitos provenientes de otros érganos
para la gluconeogénesis, como el glicerol del tejido adiposo y
los aminodcidos, el piruvato y el lactato del musculo. En la
gluconeogénesis intervienen varios enzimas, Ssumamente
regulados. La PEPCK (phosphoenol pyruvatecarboxykinase)
cataliza la reaccion de conversion de oxaloacetato a piruvato y
es un marcador de la activacion de la via de la gluconeogénesis,
junto con la fructosa 1,6-bifosfatasa y la glucosa 6-fosfatasa (no
se muestran).

4) Se promueve la sintesis de cuerpos cetonicos (sintetizados en el higado a partir también de

los &cidos grasos del tejido adiposo) como sustrato energético.

Acidos Grasos < TAG

i

Acetil-CoA
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Figura 7. Cetogénesis. Debido a la inhibicion de las
vias lipogénicas y a la promocion de la lipdlisis, los
triglicéridos hepaticos son hidrolizados a &cidos
grasos, que junto a los &cidos grasos del tejido
adiposo son, oxidados produciendo grandes
cantidades de acetil-CoA. Este se acumula, en parte

CuerposCetonicos BESE)  opido 4 Ia baja actividad del ciclo de los &cidos

tricarbixilicos (CAT). Los cuerpos cetonicos se forman
a partir de la condensacién de 2 acetil-CoA. Su
exportacion es esencial para ser usados como
sustrato energético por el cerebro.

5) Se promueve el metabolismo de los &cidos grasos (provenientes del tejido adiposo) como

sustrato energético, frente al uso de carbohidratos en higado y musculo.

| Malonil-CoA

GGIucosa w TAGN

Figura 8. Cambio metabdlico. La activacion de AMPK (AMP-
activated protein kinase) fosforila e inhibie a ACC (acetyl-CoA
carboxylase), disminuyendo los niveles intracelulares de
malonil-CoA y aliviando la inhibicién que ejerce éste sobre
CPT1, permitiendo de este modo la B-oxidacion mitocondrial
de acidos grasos. Por otro lado, AMPK activa la transcripcion
de PDK4 (pyruvate deshydrogenase kinase 4), la cual fosforila
e inhibe a PDH (pyruvate dehydrogenase) parando la
glucdlisis a este nivel. Por lo tanto, los acetiles-CoA que seran
oxidados en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos (CAT) para
obtener energia provienen de los acidos grasos, ahorrando
asf el piruvato para la gluconeogénesis. p-oxi: p-oxidacion.
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AYUNO Y CEREBRO

Ademas de sus acciones sobre los 6rganos endocrinos centrales y periféricos, el ayuno
puede aumentar la actividad neuronal de las regiones del cerebro implicadas en la cognicién,
lo que resulta en una plasticidad sindptica mejorada y una mejor tolerancia al estrés (Rothman
et al., 2012). Una restriccion calorica severa resulta en una disminucion del tamafio de la
mayoria de los 6rganos, excepto del cerebro y los testiculos (Weindruch y Sohal, 1997). Desde
una perspectiva evolutiva, esto implica que el mantenimiento de un alto nivel de la funcién
cognitiva en condiciones de escasez de alimentos es de importancia preeminente. De hecho,
un rasgo de comportamiento altamente conservado de todos los mamiferos es estar activo
cuando se tiene hambre y sedentario cuando saciado. En roedores, alternando dias de
alimentacion y ayuno pueden mejorar la funcion cerebral, como se indica por las mejoras en el
rendimiento en pruebas de comportamiento de la funcién sensitiva y motora (Singh et al.,
2012) y el aprendizaje y la memoria (Fontan-Lozano et al., 2007). La respuestas de
comportamiento al ayuno intermitente se asocian con un aumento de la plasticidad sinaptica y
aumento de la produccion de nuevas neuronas a partir de células madre neurales (Lee et al.,
2002).

1.3. ADAPTACION METABOLICA AL TORPOR

El torpor se ha definido como un estado fisioldgico temporal caracterizado por un
descenso controlado de la tasa metabdlica, la temperatura corporal (Tc) y la actividad fisica
(Geiser, 1988). A nivel molecular se ha definido el torpor como el cambio en el consumo de
carbohidratos como combustible energético hacia el consumo de lipidos (Heldmaier et al.,
1999). El torpor es reconocido como una adaptacion de gran éxito que diversos mamiferos
utilizan para hacer frente a los periodos de baja disponibilidad de alimentos. Asimismo, la
capacidad de mantener la temperatura corporal constante ha contribuido en el éxito evolutivo
de los mamiferos (Geiser, 2004). Sin embargo, los mecanismos que integran los cambios
ambientales, fisiolégicos y moleculares asociados al torpor son en gran parte desconocidos.
Descubrimientos revisados recientemente demuestran una conexion entre el estado nutritivo
y la maquinaria molecular circadiana (Rutter et al., 2002; Bray et al., 2013). Los ritmos
circadianos son mecanismos moleculares que confieren la ventaja selectiva de la anticipacion,
permitiendo de ese modo a la célula / érgano / organismo prepararse para un estimulo

extracelular antes de su inicio (Edery, 2000; Takahashi et al., 2008).
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El reloj circadiano central se encuentra en el nucleo supraquiasmatico (SCN) del
hipotalamo, asi el SCN ofrece una “hora oficial” para todos los relojes de los tejidos periféricos
(Figura 9). En modelos experimentales, la interrupcion del reloj central conduce a trastornos
en el metabolismo periférico de nutrientes, lo que confirma y apoya la hipotesis propuesta por
McKnight que los ciclos circadianos estdn intimamente interconectados con los ciclos
metabolicos (Rutter et al., 2002). Ademas, se ha visto como varios genes del reloj regulan
directamente la homeostasis energética (Zhang et al., 2010; Schmutz et al., 2010), lo que
sugiere que estas proteinas han evolucionado de manera convergente en la regulacion de
ambos procesos. Del mismo modo, sefializadores del estado metabdlico celular regulan
directamente los genes del reloj, especialmente se ha descrito el papel de SIRT1 (Asher et al.,
2008; Nakahata et al., 2008) y AMPK (Takahashi et al., 2008; Lamia et al., 2009). Como también
se ha sugerido el papel de los esfingolipidos y en especial de las ceramidas en este proceso

(Melvin y Andrews, 2009), al ser los lipidos el principal sustrato circulante durante la situacion

de torpor.
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Figura 9. Procesos conductuales y metabélicos circadianos segin el momento del dia. El reloj coordina
las respuestas metabélicas apropiadas dentro de los tejidos periféricos con el ciclo de luz/oscuridad. El
correcto funcionamiento de los relojes periféricos mantiene procesos metabdlicos en sincronia con el
medio ambiente, que es fundamental para mantener la salud del organismo. Contrariamente, la
perturbacion del reloj en ciertos tejidos causara efectos negativos en la funcion metabdlica alterando la
respuesta adecuada segun la disponibilidad de nutrientes (extraido de Bass y Takahashi, 2010).
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2. REGULACION CENTRAL DEL BALANCE ENERGETICO

Como ya se ha comentado en el apartado anterior, el papel integrador del SNC es
crucial en el mantenimiento de la homeostasis energética. El hipotdlamo y el tronco del
encéfalo son las partes encargadas del control de estos procesos (Rinaman et al., 1998;
Schwartz, 2000). Ambas regiones se encuentran intimamente ligados a través de conexiones
neuronales, lo que permite integrar todas las sefiales recibidas. Estas son tanto de tipo neural
como humoral. Las primeras consisten en fibras del niervo vago aferentes que provienen
principalmente del higado y del TGl y desembocan en el tronco del encéfalo, las segundas
incluyen péptidos, hormonas y metabolitos circulantes que ejercen su funcion principalmente
en el hipotalamo. Recientemente sin embargo, han surgido interesantes evidencias sobre el
papel del hipocampo (region cerebral perteneciente al sistema limbico, conocida hasta ahora
por su participacion en procesos de memoria y aprendizaje) en la regulacion del peso y la
ingesta (Davidson et al., 2007). Véase la distribucion anatomica de las distintas partes del

cerebro en la figura 10.

A lo largo de este apartado se detallan las principales caracteristicas del hipotalamo y

los mecanismos moleculares implicados en la regulacién de la homeostasis energética.

Giro cingulado

Areaseptal
Hipotalamo
Hipocampo
Amigdala

Pituitaria

Tronco del encéfalo

Figura 10. Representacion de las macroestructuras del cerebro humano involucradas en el sistema
limbico y la regulacion de la homeostasis energética.

2.1. HIPOTALAMO

El hipotalamo es una pequefia parte del SNC, del tamafio de una almendra en
humanos, situada debajo del talamo, justo por encima del tronco cerebral, formando una

parte muy importante del diencéfalo. El hipotadlamo es responsable de la regulacion de
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procesos metabdlicos y de otras funciones del sistema nervioso autbnomo: segrega y sintetiza
neurohormonas, controla la temperatura corporal y otros comportamientos vitales para la
supervivencia como el apetito y la sed, la presion sanguinea, el suefio y los ritmos circadianos.
Es una estructura compuesta por distintos nacleos bien definidos anatémica y funcionalmente
(figura 11) asi como de otros grupos de neuronas menos distinguidos anatébmicamente, todos

conectados entre si y con otras regiones cerebrales.

El papel del hipotalamo en la regulacion de la homeostasis energética fue revelado
hace més de setenta afios atrds, cuando se demostr6 que lesiones en el hipotalamo
ventromedial producian hiperfagia y obesidad (Hetherington y Ranson, 1942). Mientras que las
lesiones en el hipotalamo lateral causan reduccion de la ingesta y pérdida de peso (Anand y
Brobeck, 1951), las lesiones en el nlcleo paraventricular y arcuato causan el efecto contrario
(Olney y Sharpe, 1969). Posteriormente, la investigacibn en este campo se centrd
especialmente en el hipotalamo mediobasal (MBH), que comprende los ndcleos arcuato y
ventromedial, como centros ampliamente reconocidos en la regulacién de la ingesta y el gasto

energético.
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Figura 11. Localizacién y estructura anatomica del hipotdlamo. Esquema de un corte coronal
(izquierda) y sagital (derecha) de cerebro humano en el que se sefiala el tdlamo y el hipotadlamo. Abajo
se muestra un esquema de la disposicién relativa de los ndcleos que conforman el hipotadlamo. PVN:
nicleo paraventricular, DHA: area dorsal hipotalamica, DMN: n(cleo dorsomedial, PFA: nucleo
parafornicular, VMN: nicleo ventromedial, ARC: nlcleo arcuato, LHA: &rea lateral hipotalamica. PeVN:
nlcleo periventricular, SC: niicleo supraquiasmatico.
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NUCLEQOS DEL HIPOTALAMO MEDIOBASAL

Ndcleo arcuato (ARC)

El ndcleo arcuato se encuentra por debajo del VMN, a ambos lados del tercer
ventriculo e inmediatamente adyacente a la eminencia media (ME), caracterizada por poseer
una red de capilares fenestrados, creando una barrera hematoencefélica semipermeable. Por
lo tanto el ARC esta estratégicamente colocado para detectar las fluctuaciones hormonales y
nutritivas del torrente sanguineo (Broadwell y Brightman, 1976). En el ARC se encuentran dos
grandes poblaciones de neuronas que controlan el apetito y el gasto de energia: 1) un
subconjunto de neuronas que co-expresan los neuropéptidos orexigénicos NPY y AgRP y 2)
otro subconjunto neuronal co-expresa los neuropéptidos anorexigénicos POMC, CART y a-

MSH, producto del procesamiento de POMC.

Estas dos poblaciones de neuronas junto con otro conjunto de neuronas corriente
abajo que expresan los receptores de melanocortina MC4R y MC3R, constituyen el sistema
central de las melanocortinas. Este circuito neuronal es crucial para la deteccion y la
integracion de sefiales periféricas que permiten un control preciso de la ingesta de alimentos y
el gasto energético (Farooqi et al., 2003) (figura 12). Por ejemplo, los receptores de grelina se
localizan en un 90% en las neuronas AgRP (Willesen et al., 1999), mientras que las neuronas
POMC expresan abundantemente el receptor de leptina (Gautron y Elmquist, 2011). AGn mas,
recientemente se ha descrito que el ARC es capaz de regular la termogénesis en el tejido
adiposo marrén. En este sentido, la activacién de la poblacion orexigénica resulta en una
disminucion de la termogénesis (Shi et al., 2013), frente al incremento inducido por la

poblacion anorexigénica (Kong et al., 2003).
Nucleo ventromedial (VMN)

El nucleo ventromedial es considerado el mayor nucleo integrador de informacién
tanto periférica como central, contiene un gran nimero de receptores de neuropéptidos,
neurotransmisores y hormonas, asimismo como neuronas sensibles a nutrientes (Kang et al.,
2004). Ademés de recibir conexiones neurales provenientes del ARC, el VMN a su vez emite
proyecciones axonales hacia otras zonas hipotaldmicas (PVH, DMH, ARC y LHA),
extrahipotalamicas (tronco del encéfalo y amigdala, entre otras) y sefiales eferentes via
sistema nervioso simpatico (King, 2006; Lopez y Lelliot, 2007). De este modo, ejerce una

regulacion precisa tanto del apetito como del metabolismo de los tejidos periféricos.
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Estudios génicos han identificado una serie de genes enriquecidos en las neuronas del
VMN (Segal et al., 2005) incluyendo SF-1, que ha sido relacionado directamente con el
desarrollo del VMN (Parker et al., 2002; Davis et al., 2004). Las neuronas que expresan SF-1
juegan un papel importante en el control del balance energético, demostrado por los fenotipos
metabdlicos de ratones transgénicos (Bingham et al., 2008; Kim et al., 2011). Otra proteina
expresada abundantemente en el VMN es BDNF. La falta de BDNF o de su receptor (TRKB)
conduce a hiperfagia y obesidad en seres humanos y ratones (Lyons et al., 1999; Yeo et al.,
2004). Contrariamente, la administracién central o periférica de BDNF resulta en pérdida de
peso corporal y en la reduccion de la ingesta a través de la sefializacion de MC4R (Xu et al.,
2003). El VMN también juega un papel clave en la regulacion de la termogénesis (Lopez et al.,
2010; Whittle et al., 2012).

PVN

Figura 12. Neurocircuitos del MBH. En el ARC, las
Y ‘. neuronas NPY/AgRP son activadas por grelina y
silenciadas por leptina. Ademas, las neuronas NPY/AgRP
inhiben las neuronas POMC, conduciendo a un efecto
orexigénico neto. La leptina suprime la ingesta, activando
directamente las neuronas POMC e indirectamente

~

NPY Q| f/AgRP aMSH

Leptin Receptor mediante los receptores de leptina del VMH, los cuales
ons activan las neuronas POMC mediante emisiones
S excitatorias glutamatérgicas. En el PVH, el péptido

&

anorexigénico a-MSH activa los receptores MC4R para
suprimir la ingesta. Mientras que el neuropéptido NPY
activa los receptores Y1 e Y5, y AgRP actGa como

/ antagonista de MC4R por tal de inducir la ingesta.
(modificado de Stark et al., 2012).

VMH

POMC
neurons
/

DETECCION HIPOTALAMICA DEL ESTADO NUTRITIVO Y ENERGETICO DEL ORGANISMO

Investigaciones recientes indican que: 1) la deteccién de nutrientes hipotalamica esta
alterada en modelos de animales obesos (Parton et al., 2007), 2) la perturbacién de la
deteccion de nutrientes en el hipotalamo induce obesidad y desregulacion de la homeostasis
de la glucosa (He et al., 2006), y 3) la restauracion de la deteccion de nutrientes hipotalamica
normaliza la ingesta de alimentos, el balance de energia y la homeostasis de la glucosa en ratas
sobrealimentadas (Pocai et al., 2006). Subrayando la relevancia de este fendmeno en la
regulacion del balance energético y la fisiopatologia de la obesidad y las enfermedades

metabdlicas.
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Seguidamente se especifican los estudios més relevantes sobre la caracterizacion
molecular y neurofisiologica de la deteccion de nutrientes (glucosa, acidos grasos y
aminoéacidos) y del papel critico que desempefian los principales sensores energéticos
intracelulares (AMPK, SIRT y mTOR) en las cascadas de sefializacion a nivel hipotaldmico en

respuesta al estado nutritivo y energético del organismo (figura 14).
Deteccion de nutrientes
Glucosa

Dos tipos de neuronas sensibles a glucosa han sido descritas en el hipotalamo
dependiendo del efecto causado por la variacién en la concentracién de glucosa: las neuronas
gluco-excitadas (GE) que aumentan su tasa de disparo con la elevacion de la concentracion de
glucosa, abundantes en el hipotalamo lateral y las neuronas gluco-inhibidas (Gl) activadas por
una baja concentracién de glucosa, mas abundantes en el VMN (Oomura y Yoshimatsu, 1984).
En el ARC, las neuronas POMC acttian como GE y las neuronas NPY actian como Gl (Ibrahim et
al., 2003; Muroya et al., 1999). Ademas, varios estudios muestran un papel critico en la
deteccion de glucosa en el cerebro del transportador de glucosa (GLUT2) y la enzima
glucoquinasa, expresados en varios tipos de neuronas (Thorens, 2008). Por altimo, niveles
altos de glucosa son capaces de reducir la actividad de AMPK tanto en neuronas POMC como

NPY independientemente de la sefializacion de insulina y leptina (Claret et al., 2007).
Acidos grasos

El cerebro no utiliza los acidos grasos como fuente importante de combustible, sino
que obtiene la mayor parte de su ATP de la oxidacion de la glucosa en el estado alimentado
(Sokoloff et al., 1977). A pesar de esto, los niveles de acidos grasos y, mas concretamente, de
los &cidos grasos de cadena larga (AGCL) en el cerebro estan intimamente involucrados en la
homeostasis energética. Inicialmente, se demostré que la administracion central de &cido
oleico reduce la ingesta de alimentos y el peso corporal (Obici et al., 2002), desde entonces
cada vez hay mas evidencias de que el metabolismo de los acidos grasos dentro de las distintas
regiones hipotalamicas pueden actuar como un sensor de la disponibilidad de nutrientes

(Lopezy Vidal-Puig, 2008; Jo et al., 2009; Le Foll et al., 2009; Lam y Schwartz, 2005).

Cabe destacar que los AGCL cruzan la barrera hematoencefélica por difusion simple,
por lo que el acceso de &cidos grasos libres circulantes al SNC es proporcional a la
concentracion plasmatica de acidos grasos (Miller y Gnaedinger, 1987; Rapoport, 1996). De

acuerdo con esta premisa, evidencias farmacoldgicas y genéticas han demostrado que tanto
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los niveles de metabolitos como de las actividades de las enzimas intermediarias del
metabolismo lipidico participan en la modulacién de la alimentacion y el gasto energético
(Wolfgang y Lane, 2006). De este modo, tanto el malonil-CoA como los AGCL-CoA han sido
propuestos como sefiales de saciedad y de abundancia energética corporal, los cuales

aumentan sus niveles hipotaldmicos en situacion de alimentacion y disminuyen en el ayuno.

Malonil-CoA es sustrato de la enzima acido graso sintasa (FAS: fatty acid synthase) para
la sintesis de novo de &cidos grasos, resultante de la carboxilacion de un acetil-CoA
proveniente de la oxidacion de la glucosa. Esta reaccion es llevada a cabo por la acetil-CoA
carboxilasa (ACC) y es revertida por la malonil-CoA decarboxilasa (MCD). La modulacion de la
actividad de estos tres enzimas y de la concentracion intracelular de malonil-CoA esta
estrechamente relacionada con la modulacién de la homeostasis energética (Loftus et al.,
2000; Mobbs y Makimura, 2002; Hu et al., 2003; Lane et al., 2008). Asimismo, el principal
regulador de ACC es AMPK (Kudo et al., 1995), emergiendo como regulador critico de los

niveles de malonil-CoA y sus efectos (detallado en la seccion: sensores energéticos; AMPK).

Por otro lado, malonil-CoA es un inhibidor fisiologico de las enzimas carnitina
palmitoiltransferasa 1 (CPT1) (McGarry y Brown, 1997), enzima que cataliza la entrada de los
AGCL-CoA desde el citosol a la mitocondria, convirtiéndose en el principal regulador de la B-
oxidacion. Por consiguiente, en estado de alimentacion, los altos niveles de malonil-CoA estan
inhibiendo CPT1 y colaborando en el incremento de AGCL-CoA intracelulares en esta situacion.
Sin embargo, el declive de malonil-CoA durante el ayuno, aliviaria la inhibicion de CPT1
favoreciendo un descenso de los niveles de AGCL-CoA hipotaldmicos. En este sentido, varios
estudios sostienen que son los AGCL-CoA la sefial reguladora de la homeostasis energética. Por
un lado Obici y colaboradores demostraron que la administracion central de acido oleico se
traduce en una disminucién de la ingesta y de la produccion hepatica de glucosa (Obici et al.,
2002). Por otro lado demostraron que la inhibicién genética y farmacolégica de CPT1 en el
hipotalamo causa un aumento de los niveles de AGCL-CoA que se traducia de nuevo en una
disminucion de la ingesta y de la GNG hepatica (Obici et al., 2003). Un trabajo publicado
posteriormente observé que la sobre-expresion de MCD en el hipotadlamo de ratas adultas
causaba hiperfagia y aumento de peso, junto con una mayor produccion hepatica de glucosa
(Hu et al., 2005). Este estudio demostr6 que la disminucién de malonil-CoA causa una
reduccion paralela de AGCL-CoA, sugiriendo que el efecto de la modulacién de malonil-CoA se

basa en su accion sobre CPT1 y la consiguiente modulacion de AGCL-CoA (figura 13).
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Figura 13. Metabolismo lipidico hipotalamico implicado en la regulacién de la ingesta. Representacion
de los principales enzimas y metabolitos implicados en el metabolismo lipidico hipotalamico y su
modulacion en funcién del estado alimentario. Estado alimentado (flechas verdes), déficit alimentario
(flechas rojas). La modulacién del metabolismo lipidico hipotalamico, en Ultima instancia regula la
ingesta. La cual disminuye en respuesta al estado alimentado e incrementa cuando hay un déficit
alimentario. 3-oxi: p-oxidacion.

Aminod&cidos

Por ultimo, datos recientes demuestran que las neuronas del ARC también pueden
detectar los cambios en la disponibilidad de aminoacidos, e implicar esta deteccion en la
regulacion del balance energético. La administracion de leucina en el MBH reduce la ingesta de
alimentos, tanto a través de una reduccion rapida del tamafio de la comida como de una
reduccion a mas largo plazo del numero de comidas, lo que conduce a una reduccién en la
ganancia de peso corporal. Estos efectos conductuales estan apoyados mediante datos
electrofisiolégicos que muestran como el aumento de la disponibilidad de leucina despolariza

las neuronas POMC del ARC (Blouet et al., 2009).

El primer candidato molecular sugerido para la deteccién neuronal de aminoécidos fue
mTORC1, cuando se evidencio que la inhibicion farmacol6gica de mTORC1 mitigaba la anorexia
y la pérdida de peso inducidas por la administracion icv de leucina (Cota et al., 2006). El papel
de mTORC1 como efector en el control del comportamiento alimentario y del balance de

energia se profundiza mas abajo en el texto (Sensores energéticos; mTOR).

El producto final del catabolismo de leucina es acetil-CoA, precursor de malonil-CoA.
Por lo tanto, la disponibilidad de aminoéacidos podria representar otro nutriente de entrada en

el pool de malonil-CoA intracelular.
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Figura 14. Mecanismos intracelulares implicados en la deteccion hipotalamica de nutrientes. Esta
figura representa los principales mecanismos descritos para la deteccion hipotaldmica de nutrientes con
independencia de la identidad neurofisiolégica de la célula. En ella se muestran elementos importantes
del proceso como los transportadores de nutrientes y las enzimas reguladoras e intermediarias del
metabolismo de éstos, que en Ultima instancia causan la activacion o represion de la frecuencia de
despolarizacion neuronal. (Extraido de Blouet y Schwartz, 2010).

Sensores energéticos
AMPK

AMPK es una proteina serina/treonina quinasa compuesta por una subunidad catalitica
(o) y dos subunidades reguladoras (B y y). ES un componente de la sefializacion de una cascada
de quinasas que actia como indicador del estado energético celular, siendo activado por una
alta proporcion AMP/ATP. La activacion de AMPK se produce por fosforilacion en Thr172 de la
subunidad o, catalizada por LKB1 o por CaMKKa y B, y alostéricamente por AMP (Kahn et al.,
2005; Sanders et al., 2007). En general, la activacion de AMPK resulta en la represiéon de
procesos anabolicos que consumen ATP (tales como la sintesis de acidos grasos, colesterol,
glucégeno y proteinas) y la induccién de procesos catabdlicos generadores de ATP (tales como
la captacién de acidos grasos y glucosa y su oxidacion), para mantener las reservas de energia

celulares (Hardie, 2004).

Tal y como se ha comentado anteriormente, el papel de la modulacion del
metabolismo intracelular en la deteccion de nutrientes a nivel hipotalamico es un modelo
ampliamente difundido. En este modelo, la produccion de ATP y los cambios asociados en la
proporcion ADP/ATP son considerados como las principales sefiales metabdlicas de la
disponibilidad de nutrientes. Por consiguiente, este modelo unificador explicaria la deteccién

neuronal de los 3 macronutrientes. En consonancia con todo ello, la activacion de AMPK en

43



44

1 INTRODUCCION

respuesta a un aumento en la relacion AMP/ATP fue implicada en la deteccién neuronal de
nutrientes y la regulacion del balance energético en ARC (Minokoshi et al., 2004). En este
estudio se destaca ademas que no sélo el metabolismo de nutrientes es capaz de modular la
actividad de AMPK, sino que también existe una regulacion hormonal de la actividad de AMPK
en MBH (figura 15).

Por lo tanto, AMPK se sitlia como centro integrador entre la sefializacion hormonal y el
metabolismo de nutrientes intracelular (Kahn et al., 2005; Sanders et al., 2007). Entre los
estimulos que activan AMPK en el hipotdlamo se encuentran el ayuno, la hipoglucemia, la
hormona grelina, los glucocorticoides y el neuropéptido AgRP. Sin embargo, la alimentacion, la
hiperglucemia, las hormonas insulina y leptina y los agonistas de los receptores de las
melanocortinas tienen el efecto opuesto, inhibiendo AMPK (Lage et al., 2008). Entre los
efectos mas relevantes de la modulacion de la actividad AMPK hipotalamica, destaca su papel
en la regulacién de la ingesta (Stark et al., 2012), el gasto energético (Canto et al., 2009), la

homeostasis de la glucosa o la regulacion de la termogénesis (Whittle et al., 2012).

Ayuno Glucocorticoides Alimentacion Insulina
AgRP Adiponectina Hiperglicemia Leptina
Grelina  Hipoglucemia MC4R agonista GLP-1
f Acetll -CoA )

P\
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Figura 15. AMPK en el hipotalamo regula la ingesta, la homeostasis de la glucosa y la termogénesis.
AMPK es un importante sensor energético celular que responde a mdltiples sefiales nutricionales,
hormonales y metabolicas. La modulacion de la actividad AMPK en el hipotadlamo regula procesos
necesarios para producir una adaptacién metabdlica adecuada y mantener la homeostasis energética.



INTRODUCCION 1

SIRT1

Las sirtuinas son desacetilasas dependientes NAD' altamente conservadas entre
especies (Brachmann et al., 1995). SIRT1 es el ortélogo de mamifero de Sir2 mas evolucionado,
por lo que ha sido objeto de intenso estudio, una gran cantidad de datos demuestran que las
sirtuinas son un sensor metabdlico que directamente acopla el estado metabdlico celular a la
regulacion de la expresion génica (mediante la desacetilacion de histonas y de factores de
transcripcion). Como desacetilasa, SIRT1 posee una amplia gama de sustratos proteicos (Haigis
y Sinclair, 2010; Li y Kazgan, 2011) y en respuesta a ciertos estimulos es transportado del
citosol al nucleo (Tanno et al., 2007), pero a pesar de la diversidad de sustratos y localizaciones
subcelulares, la actividad de SIRT1 esta estrechamente controlada por los niveles celulares de
NAD*. NAD" es una coenzima esencial presente en todas las células vivas, en el metabolismo
esta involucrado en las reacciones redox a través de la transferencia de electrones, en la que
puede cambiar facilmente de oxidante (NAD") a reductor (NADH) y viceversa. Por lo tanto,
NAD" y NADH son ampliamente utilizados en una serie de reacciones metabdlicas y los niveles

celulares de NAD" son un indicador importante del estado energético celular.

Se ha demostrado que un estado de baja energia que aumenta los niveles celulares de
NAD", como el ayuno, la restriccion caldrica (RC) o AMPK, estimulan la actividad de SIRT1
(Rodgers et al., 2005; Cantd et al., 2009 y 2010). Sin embargo, un estado de abundancia
energética que disminuye los niveles de NAD" celulares, incluyendo la alimentacion, las dietas
altas en grasas Yy las respuestas inflamatorias agudas, reducen la actividad de SIRT1 (Kendrick
et al., 2011; Yoshino et al., 2011) (figura 16). Por otro lado, SIRT1 ha sido implicado en la
longevidad inducida por restriccion cal6rica (Lin et al., 2000; Tissenbaum y Guarente, 2001;
Cohen et al., 2004; Chen et al., 2005). Estas evidencias muestran varias similitudes entre la
accion de las sirtuinas y la restriccion caldrica a nivel global del organismo, sugiriendo la
posibilidad de que las sirtuinas pueden ejercer su efecto, al menos en parte, sobre los circuitos

cerebrales que controlan el balance de energia.

SIRT1 se expresa en hipotadlamo y solamente en esta area cerebral incrementa su
expresion en respuesta al ayuno (Ramadori et al., 2008), sin embargo esta induccion no se da
en ratones obesos y deficientes de leptina (ob/ob). Estos hallazgos sugieren que SIRT1 en el
cerebro puede funcionar como un enlace entre el hipotdlamo y el estado metabdlico de los
animales. De hecho, asi fue corroborado posteriormente: los ratones que carecen de SIRT1 en
el SNC muestran defectos en la sefializacion celular en la pituitaria y son incapaces de mediar

cambios en la actividad fisica en respuesta a la RC (Cohen et al., 2009), mientras que los
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ratones transgénicos de SIRT1 especificos de cerebro muestran una mayor actividad neuronal
en el hipotadlamo (Satoh et al., 2010). Ademas, la sefializacion y el efecto orexigénico de la

grelina también se encuentran abolidos en ausencia de actividad SIRT1 (Velasquez et al.,

2011).

4 . . N .
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Figura 16. Actividad, regulacion y funciones de SIRT1. Se muestran los principales activadores y
represores de SIRT1 a nivel hipotaldmico. Como la actividad desacetilasa dependiente de NAD que
ejerce sobre sus efectores diana y la repercusion funcional que desencadena la activacion de SIRT1 en el
hipotalamo.

mTOR

La diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR) es una serina-treonina quinasa
conservada evolutivamente que acttia como un sensor celular de los cambios en el balance de
energia, factores de crecimiento y nutrientes (Wulschleger et al., 2006). mTOR es un
componente de al menos dos complejos de proteinas: complejo mTOR 1 (mTORC1) y complejo
mTOR 2 (mTORC2). En general, mTOR integra vias de sefializacion de nutrientes con sefiales
hormonales para controlar el crecimiento y la proliferacion celular (Sabatini et al., 1994,
Schmelzle y Hall, 2000). Cuando mTOR es activado, esencialmente estimula la sintesis de
proteina e inhibe la autofagia (Jacinto y Hall, 2003). EI hecho de que AMPK sea capaz de
fosforilar y activar un inhibidor de la actividad de mTOR, TSC1 (del inglés, tuberous sclerosis 1),
proporciona un mecanismo potencial por el cual la disminucion de los niveles energéticos

celulares inhiban rapidamente los efectos de mTOR (Inoki et al., 2003).

A nivel central, recientemente se ha demostrado que la sefializacion de mTOR en el
hipotdlamo desempefia un papel importante en la modulacion del balance de energia
respondiendo a la disponibilidad de nutrientes y la situacion hormonal (Cota et al., 2006; Cota
et al., 2008, Blouet et al., 2008; Ropelle et al., 2008; Mori et al., 2009; Cao et al., 2010). Estos

estudios reflejan que mTOR se expresa en hipotalamo y sobretodo en ARC, que en esta region
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responde a los cambios alimentarios y regula la ingesta, como el gasto energético y confiere
resistencia al frio, que es un mediador de la sefializacion de leptina y protector frente a dietas
inductoras de obesidad, aunque la continuidad de estas dietas a largo plazo causa de-
sensibilizacion de mTOR reduciendo sus efectos, contribuyendo a la resistencia a leptina y al

aumento de peso observado en este tipo de dietas (figura 17).
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Figura 17. Regulacién y funciones de mTOR en el hipotdlamo. mTOR es un sensor nutricional que
responde a sefiales hormonales y al estado energético celular, activandose en situacion de abundancia
energética. Una activacion crénica de mTOR contribuye a la induccion de la respuesta a proteinas mal
plegadas (UPR) y la resistencia a sefiales hormonales como leptina, contribuyendo al fenotipo
hiperfagico y obeso propio de la obesidad inducida por una alimentacién alta en grasa.

2.2. METABOLISMO MITOCONDRIAL HIPOTALAMICO

El papel de las mitocondrias como una fuente de energia celular esté bien establecido
sin embargo, la contribucién de estos organulos a otras funciones celulares es cada vez mas
evidente (Horvath et al., 2009; Jaillard et al., 2009; Leloup et al., 2009). En los ultimos afios, se
ha visto que la elevada produccion de ROS causa la disfuncion y la muerte celular, mientras
que niveles normales de ROS producidos en las mitocondrias son necesarios como sensor

fisiolégico vital para la deteccion hipotalamica de glucosa y acidos grasos (Leloup et al., 2006).

Sélo recientemente, algunos estudios han comenzado a explorar el papel de ROS
especificamente en neuronas del ARC (Benani et al., 2007; Horvath et al., 2009). Estos estudios
argumentan que la generacion de ROS no es simplemente un subproducto de la oxidacion de
sustratos, sino que tienen un papel crucial en la regulacion de las respuestas neuronales
dependiente del metabolismo de nutrientes. Asi, se ha evidenciado que la utilizacion

diferencial de combustible por las neuronas POMC y NPY es responsable de las distintas
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respuestas segun la situacion metabolica. Por ejemplo, la activacion de las neuronas NPY/AgRP
durante un balance energético negativo, en parte mediado por el eje grelina — AMPK — CPT1
(Lopez et al., 2008), el cual favorece la B-oxidacion de &cidos grasos, los niveles de ROS no
aumentan en estas células ya que son tamponados por UCP2. La induccién de la expresion y la
actividad de UCP2 es crucial para la sefializacion central de grelina, en cuanto es necesaria para
mantener la B-oxidacion y la produccion de energia necesarias para una estimulacion sinaptica
sostenida sobre las neuronas POMC, ya que si la generacion de ROS es incontrolada en células
NPY/AgRP, el disparo neuronal de éstas se deteriora interrumpiendo la sefial de sensacion de
hambre y hacia los tejidos periféricos (Andrews et al., 2008; Diano y Horvath, 2011). Por el
contrario, durante un balance energético positivo, las neuronas POMC se activan, en parte
mediante la sefializacién de leptina y glucosa, de manera que los radicales libres derivados de
la glucolisis son necesarios para aumentar la actividad neuronal de estas células y reducir la
actividad de las neuronas NPY/AgRP favoreciendo la saciedad (Ibrahim et al., 2003, Mountjoy

etal., 2007) (figura 18).
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Figura 18. Dindmica mitocondrial en neuronas del ARC segun el estado alimentario. La actividad de las
neuronas POMC promueve la saciedad asociado con la utilizacién de glucosa, niveles elevados de ROS,
mayor fusién mitocondrial y contactos con el RE. Por el contrario, la actividad de las neuronas NPY/AgRP
durante el ayuno promueve la utilizacion de lipidos y el apetito, que esta asociado con bajos niveles de
ROS y el aumento de la fision mitocondrial (modificado de Nasrallah y Horvath, 2014).
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2.3. METABOLISMO RETICULAR HIPOTALAMICO

El reticulo endoplasmatico (RE) es el principal organulo para la sintesis de lipidos y el
plegamiento y trafico de proteinas, sin embargo en los Ultimos afios, se esta estableciendo el
papel del RE como un organulo altamente involucrado en la homeostasis energética celular,
siendo un sensor del estado nutritivo de la célula y formando parte de procesos vitales para

efectuar una respuesta adaptativa exitosa.

SENSOR ENERGETICO Y NUTRICIONAL

La red membranosa que compone el reticulo endoplasmaético se extiende desde la
envoltura nuclear hasta la periferia de la célula, mantiene zonas de contacto vitales con otros
organulos y es un organulo altamente metabdlico (Hotamisligil et al., 2010). Media varios
procesos anabolicos tales como la sintesis de lipidos y la biogénesis de peroxisomas y cuerpos
lipidicos, pero también el recambio proteico catabélico de proteinas y organulos a través de la
autofagia y la hidrolisis proteasomal. Un volumen creciente de evidencias coloca el estrés de
reticulo y la respuesta a proteinas desplegadas (UPR: unfolded protein response. Ver caja 1)
corriente abajo de un estimulo fisiolégico que no necesariamente actia debido a proteinas
desplegadas en el RE (Rutkowski y Egde, 2010). Por ejemplo, se ha descrito que UPR, de forma
parecida a mTOR, es sensible a la disponibilidad de nutrientes y factores de crecimiento
(Appenzeller-Herzog y Hall, 2012). De hecho, la via UPR fue identificada por primera vez
debido al descubrimiento de un conjunto de proteinas reguladas por glucosa (GRPs), lo que
sugiere que el ER tiene un papel importante en la deteccién de nutrientes (Scheuner et al.,
2001; Moore et al., 2011). Ademas, el RE es también importante en el metabolismo lipidico, el
hecho que el exceso de acidos grasos pueda inducir estrés de reticulo, ilustra que UPR como
mTOR, también puede ser activado por un alto estado nutricional (Pineau y Ferreira, 2010).
Aunque los mecanismos exactos que vinculan la deteccion de lipidos a estrés de RE todavia no
estan completamente definidos, la induccién de UPR es crucial para la homeostasis metabdlica
(Ozcan et al., 2004). Por lo tanto, la identificacion de enlaces moleculares entre el estado
intracelular de &cidos grasos Yy las respuestas del RE es una cuestion importante adn sin

resolver.

A pesar de desconocer con exactitud qué mecanismos moleculares intervienen,
recientemente se ha publicado un trabajo revelador que muestra como la induccion del factor
de transcripcién Xbpls en respuesta a UPR en neuronas POMC, es suficiente para proteger
contra la obesidad inducida por la dieta, asi como mejorar la sensibilidad a leptina y a insulina,

incluso en presencia de fuertes activadores de estrés de RE. También demuestran que la
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expresion constitutiva de Xbpls en las neuronas POMC contribuye a mejorar la sensibilidad a
la insulina hepatica y a la supresion de la produccion enddgena de glucosa. En particular,
también han descrito por primera vez que la activacion de Xbpls en las neuronas POMC
resulta en la activacion del eje de Xbpls en el higado a través de un mecanismo celular no

auténomo (Williams et al., 2014).

Durante las condiciones celulares patolégicas, las proteinas se agregan causando acumulacion de proteinas mal
plegadas en el lumen del RE. Esta acumulacion de proteinas mal plegadas induce la UPR. Durante el inicio de la UPR,
BiP/GRP78 (Binding immunoglobulin protein/78 KDa glucose regulated protein) se une preferentemente a las
proteinas desplegadas, conduciendo su equilibrio de unién lejos de IRE-1 (inositol requiring enzyme 1), PERK (PKR-like
endoplasmic reticulum kinase) y ATF6 (factor activador de la transcripcion 6), los cuales son considerados los
iniciadores de las tres cascadas de sefializacion principales de la UPR. IRE-1 y activa su actividad quinasa (por
autofosforilacién) y su actividad endorribonucleasa, escinde el mRNA de XBP1 (X-box-binding protein 1) para eliminar
un pequefio intron, convirtiendo XBP1u (unspliced) a la forma XBP1s (spliced), resultando en un factor transcripcional
maés potente. Del mismo modo, también PERK dimeriza y se activa para fosforilar a elF2 (eukaryotic initiation factor 2)
en lasubunidad a. Esta accion selectivamente traduce el mRNA de ATF-4 que induce més activador transcripcional. La
activacion de ATF-6 permite que se transloque al aparato de golgi, donde es escindido por una proteasa, cambiandolo
al fragmento citosolico activo. Este fragmento migra al nlcleo y activa la transcripcion de genes diana UPR (Bhandary

etal., 2013).
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Como se ha comentado anteriormente, UPR no es solamente una sefial de estrés y
muerte celular, sino que la activacién de UPR también se logra por estimulos de crecimiento.
Asi, dada su influencia sobre la viabilidad celular, tanto mTOR como UPR, y sus intersecciones y
sinergismos son fundamentales para la adecuada salud celular. Por un lado, se ha demostrado
gue mTOR activa la biogénesis y la funcion basal mitocondrial (Cunningham et al., 2007;
Schieke et al., 2006), mientras que su activacion cronica conlleva alteraciones metabdlicas y a

estados patoldgicos celulares (Bentzinger et al., 2008). Por otro lado, mTOR es capaz de activar
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UPR desencadenando o bien una adaptacion fisiolégica favorable o una sefializacion patolégica
(Di Nardo et al., 2009; Ozcan et al., 2008). En esta direccion, un estudio llevado a cabo en el
laboratorio de Vidal-Puig analizé el efecto de la disfuncion mitocondrial, la activacién de mTOR
y la induccién de UPR en neuronas de animales alimentados con dieta grasa (Camacho et al.,
2012). Observaron que la disfuncion mitocondrial produce un estrés de reticulo moderado
basal, asociado a una activacion crénica de mTOR que impide una adecuada UPR a nivel

hipotalamico tanto por estimulos dietéticos como farmacoldgicos.

Un minucioso sistema de comunicacién ha sido desarrollado entre el RE y otros
organulos, incluyendo el aparato de golgi, la membrana plasmatica, el nucleo y la mitocondria
(Giorgi et al., 2009; Decuypere et al., 2011), de manera que le permite regular debidamente la
homeostasis de Ca*, componente clave en la sefializacion, adaptacion y supervivencia celular
(Schroder et al., 2008). Respecto a la homeostasis energética, la mitocondria, como se lleva
exponiendo hasta ahora, juega un papel fundamental. La interaccion fisica entre RE y
mitocondria formando contactos especializados es denominada MAM (Membranas asociadas
a mitocondria) donde los componentes Iluminales y transmembrana pueden ser
intercambiados (Vance, 1990). La composicion de las MAM se adapta en respuesta a multiples
estimulos internos y externos (Myhill et al., 2008; Bui et al., 2010) y su formacién y disolucion
depende de los cambios en la dinamica de cada organulo (De Brito y Scorrano, 2008). Entre las
proteinas de la interface RE-mitocondria, la proteina de fusién mitocondrial mitofusina 2
(Mfn2) juega un papel importante de anclaje, siendo esencial para la completa funcionalidad
de las MAM. Se ha visto que la captacion mitocondrial de Ca** liberado a través del RE estimula
la respiracion mitocondrial y la produccion de ATP, mientras que la interrupcion de esta
transferencia compromete la funcion mitocondrial, disminuye la produccion de ATP y activa la
autofagia (Cardenas et al., 2010). Varios estudios posteriores detallaron un poco mas este
proceso, Bravo y colaboradores destacaron la importancia de la distincion entre las fases de
estrés de RE temprano y tardio, en el que durante la fase temprana la adaptacion de la
bioenergética mitocondrial mediada por las uniones con el RE son indispensables (Bravo et al.,
2011) (figura 19), mientras Gladys y colaboradores demuestran la implicacion de Mfn2 en este

proceso (Ngoh et al., 2012).
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Figura 19. Fases adaptativas del estrés de reticulo endoplasmatico. Las primeras fases del reticulo (ER)
endoplasmico desencadenan un aumento en el metabolismo mitocondrial, que depende de manera
critica del acoplamiento entre organulos y la transferencia de Ca®. La aparicién de estrés de RE se
caracteriza por una redistribucion de la localizacion reticular y mitocondrial hacia la region perinuclear.
Un acoplamiento fisico se logra mediante proteinas de anclaje, tales como mitofusina 2. Esta interaccion
permite un aumento en la transferencia de Ca®* del RE a la mitocondria, lo gue mejora la bioenergética
mitocondrial y la produccién de ATP. Sin embargo, si el estrés continla, esta respuesta promueve
colapso mitocondrial y desencadena la muerte celular por apoptosis (adaptado de Bravo et al., 2012).
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A nivel hipotalamico, un reciente trabajo manifiesta que Mfn2 en las neuronas POMC
es un regulador esencial del balance energético de todo el organismo (Schneeberger et al.,
2013). Sugieren un modelo por el cual la interrupcion de una adecuada homeostasis
mitocondria-RE a través de la delecion de Mfn2 en las neuronas POMC conduce a estrés de RE,

el procesamiento defectuoso a-MSH, resistencia a la leptina y obesidad.

CUERPOS LIPIDICOS

El metabolismo lipidico celular se lleva a cabo principalmente en el RE, donde residen
muchas de las enzimas implicadas en el metabolismo lipidico intermediario, proporcionando al
RE un papel central pero poco investigado sobre el control de la lipotoxicidad. Residen dos
formas predominantes de lipidos complejos en el RE, los fosfolipidos anfifilicos y los lipidos
neutros como triglicéridos y ésteres de colesterol. Los fosfolipidos son esenciales para el
ensamblaje de membranas y las vesiculas de transporte de proteinas y otras entidades, los
triglicéridos y los ésteres de colesterol son almacenes del exceso de &cidos grasos y colesterol
que en virtud de su naturaleza hidrofébica son acumulados en los cuerpos lipidicos (CL)

sintetizados desde la membrana del RE (Martin y Parton, 2006; Farese y Walther, 2009).

Por consiguiente, los cuerpos lipidicos son depositos intracelulares de ésteres lipidicos
envueltos por una monocapa de fosfolipidos y separados del medio hidrofilico citosolico por

un recubrimiento de proteinas estructurales. A pesar de una falsa apariencia de reservas
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inertes, actualmente se les otorga una alta actividad metabdlica con funciones mas alla que el
almacenaje pasivo de grasas. De hecho su naturaleza dinamica y multifuncional les ha
conferido una entidad definida elevada a la categoria de organulo intracelular (Greenberg et
al., 2011; Fujimoto y Parton, 2011). Ademas, como muchos otros organulos, los CL han
demostrado que interactian de forma regulada con otros compartimentos intracelulares,
probablemente para proporcionarles lipidos especificos para sus membranas y para adaptarse
a cambios en el entorno celular (Ohsaki et al., 2009; Murphy et al., 2009) (figura 20). Otro
aspecto creciente en la investigacion sobre los CL es la identificacion de funciones mas alla de
los relacionados con el metabolismo de los lipidos o el suministro de lipidos de membrana.
Entre los que ha sido pionera, se encuentra la constatacion de que la matriz hidréfoba de los
CL puede convertirse en un area secuestrante de proteinas desplegadas y participar en los
mecanismos de UPR para aliviar el estrés de RE (Cole et al., 2002; Ohsaki et al., 2006). La
gestidn de proteinas por parte de los CL no sélo se aplica a proteinas patégenas con destino a
la degradacion, sino que también puede tener un papel regulador en la disponibilidad de

algunas proteinas completamente funcionales.
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Figura 20. Composicion de los cuerpos lipidicos e interaccién con otros organulos celulares. Los
cuerpos lipidicos estan basicamente formados por triacilgliceroles y ésteres de colesterol. Pero también
son muy importantes las proteinas y los fosfolipidos que forman parte de su cubierta. La proteinas
principales son la perilipina y enzimas aciltransferas o CoA sintasas. Estos organulos presentan una alta
interaccion con el reticulo endoplasmatico, mitocondrias y peroxisomas (no mostrado).

AUTOFAGIA Y LIPOFAGIA

La autofagia es un proceso de degradacion lisosomal intracelular que se puede

clasificar en diferentes tipos, tales como macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada
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por chaperonas (Jin y White, 2007). Debido a que la macroautofagia ha sido el proceso mejor
caracterizado, de aqui en adelante nos referimos a la macroautofagia como autofagia, que se
define por la formacion de estructuras de doble membrana, autofagosomas. El autofagosoma,
parece ser que, formado en las MAM a partir de la membrana del RE, captura materiales
citoplasmaticos y se fusiona con el lisosoma para formar autolisosomas que son un tipo de
organulos vesiculares &cidos (Lamb et al., 2013). Estos, degradan el material citoplasmatico
capturado y producen aminoéacidos esenciales y acidos grasos que se utilizan para sintetizar
proteina o ser oxidados para generar ATP para la supervivencia celular. Luego, uno de los
principales estimulos que inducen la autofagia es el balance energético negativo celular
(Mizushima et al., 2004). En esta direccién, se ha visto que la autofagia inducida por inanicién
es fisiologicamente muy importante para la regulacion de la supervivencia celular (Singh y
Cuervo, 2011). El eje AMPK-mTOR es la via candnica de activacion de la autofagia en situacion
de balance energético negativo. Ademas recientemente, se ha descrito que ROS son
activadores de autofagia (Scherz-Shouval et al., 2007; Chen et al., 2009) y posteriormente que
un aumento de ROS generados en la mitocondria en situacion de inanicién activan AMPK y en

consecuencia la autofagia (Li et al., 2013).

El primer indicio de que los CL podrian ser sustrato del proceso de autofagia se origind
a partir de estudios en hepatocitos cultivados deficientes de ATG5, uno de los genes esenciales
para la formacién de los autofagosomas. En este estudio vieron que cuando la lipofagia es
activada en respuesta a una carga de lipidos o bien a un ayuno prolongado, parece que
interviene un proceso selectivo en el secuestro diferencial de CL (Singh et al., 2009). Por otro
lado, es de especial interés el hecho de que los CL presentan una interaccion dinamica con los
organulos que se han propuesto como sitios de formacién de los autofagosomas, las MAM. Por
este motivo, resulta tentador proponer que bajo la situacion en que los CL interaccionan con

las MAM, se podria favorecer su degradacién mediante autofagia (Singh y Cuervo, 2012).

A nivel hipotalamico, aunque el conocimiento actual sugiere que la disponibilidad y la
oxidacion de acidos grasos neuronales proporcionan los requerimientos energéticos para la
activacion y el disparo de las neuronas NPY/AgRP (Andrews et al., 2008), los mecanismos de
accion lipolitica que generan acidos grasos disponibles intracelulares han permanecido poco
dilucidados. Desde que la autofagia se activa por inanicion en la mayoria de las células, es
plausible que la movilizacion de los lipidos mediante la autofagia en el hipotadlamo puede
contribuir a la generacion de acidos grasos durante la inanicién que, a su vez, activen los
mecanismos de conduccion a la ingesta de alimentos. De hecho, un estudio reciente en

ratones deficientes de ATG7 (uno de los genes esenciales para la formacion del
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autofagosoma), Unicamente en las neuronas AgRP muestra que el hipotalamo, efectivamente,
necesita la autofagia para regular positivamente la expresién de AgRP en respuesta al
agotamiento nutricional (Kaushik et al., 2011) (figura 21). Esto revela una caracteristica
distintiva de las neuronas hipotaldmicas para activar la autofagia, a diferencia de otras
regiones del cerebro en la que la autofagia no parece estar bajo este tipo de regulacion
nutricional (Mizushima et al., 2004). De hecho, el bloqueo selectivo de la autofagia en las
neuronas AgRP reduce el aumento de AgRP hipotaldmico, la ingesta de alimentos y el peso
corporal inducidos por el ayuno. Curiosamente, los ratones deficientes de la autofagia en las
neuronas AgRP también muestran niveles mas altos de a- MSH (producida en las neuronas
POMC), lo que podria contribuir a la reduccién de la adiposidad de estos ratones (Kaushik et
al., 2012).
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Figura 21. Regulacién de la lipofagia en neuronas del ARC. En la situacion de alimentacion, los niveles
de nutrientes en sangre es elevado, mientras que los de &cidos grasos (AG) libres no incrementan
significativamente. Esto es sensado por el hipotadlamo activando mTOR e ihibiendo la autofagia, con lo
cual no se induce la expresién del neuropéptido AgRP. Por el contrario, en situacion de ayuno, los AG
libres aumentan junto con una disminucion de los niveles de nutrientes en sangre, lo que produce la
activacion de la autofagia, induciendo un aumento de los niveles de AG intracelulalres y la expresion de AgRP.
(extraido de Singh y Cuervo, 2012).

3. SISTEMA CARNITINA PALMITOILTRANSFERASA

La oxidacion mitocondrial de &cidos grasos es esencial para el mantenimiento de la
homeostasis energética tanto en situaciones de necesidad de ahorro de glucosa como
situaciones de necesidad de alto aporte energético, tales como el ayuno o el ejercicio,
respectivamente. Los &cidos grasos son catabolizados mayoritariamente mediante la B-

oxidacion mitocondrial, su transporte hacia el interior de la mitocondria es llevado a cabo por
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un grupo de enzimas con actividad aciltransferasa (McGarry et al., 1989). Los acidos grasos de
cadena larga (AGCL) pueden ser usados para la sintesis de lipidos complejos en el reticulo
endoplasmatico o bien pueden ser usados para la obtencion de energia en la mitocondria. El
transporte de estos AGCL requiere el transporte mediado por las carnitina palmitoiltransferasa
(CPT), ya que a diferencia de los acidos grasos de cadena corta y media, son incapaces de
difundir al interior de la mitocondria, por lo cual deben someterse a varias reacciones de trans-

esterificacion (McGarry y Brown, 1997).

El primer componente de este sistema es la carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1),
proteina transmembrana situada en la membrana mitocondrial externa que cataliza la
transferencia del grupo acilo de los aciles-CoA, formados a partir de la acil-CoA sintasa (ACS), a
la carnitina del espacio intermembrana. El producto acilcarnitina es transportado a la matriz
mitocondrial por una reaccion de intercambio facilitada por la carnitina-
acilcarnitinatranslocasa (CACT) situada en la membrana mitocondrial interna. Por ultimo, una
vez en la matrix mitocondrial, la carnitina palmitoiltransferasa 2 (CPT2) revierte la reaccion,
transfiriendo el grupo acilo de la acilcarnitina a una molécula de CoA-SH. De este modo los

LCFA-CoA entran en el ciclo de la B-oxidacion para producir acetil-CoA (Figura 22).

La reaccion catalizada por CPT1 es el punto clave de regulacion del sistema y por
consiguiente del flujo de la B-oxidacion, dependiendo de su inhibicion por malonil-CoA
(McGarry y Foster, 1980). EI malonil-CoA es un derivado de la glucosa y primer intermediario
de la lipogénesis, por lo que se convierte en el principal modulador del metabolismo
intracelular segun sus niveles. Favoreciendo la lipogénesis y la oxidacion de la glucosa cuando
esta elevado, al inhibir CPT1, o favoreciendo la oxidacion de las grasas cuando esta disminuido,
al aliviar su inhibicion sobre CPT1. El control de esta reaccion no sélo determina el
metabolismo oxidativo sino que también determina la disponibilidad de los AGCL para otros

procesos, como la sintesis de lipidos complejos.

AGCL AGCL- CoA CoA-SH

Malonil-CoA

Citosol

Carnitina AGCL - Carnitina

Matriz mitocondrial

AGCL- CoA CoA-SH
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<« Figura 22. Transporte de &cidos grasos al interior de la mitocondria mediante el sistema CPT. Los
AGCL se activan a AGCL-CoA por accion de la enzima ACS. El transporte al interior de la mitocondria se
lleva a cabo por la accion de CPT1, que cataliza la formaicién de AGCL-carnitina. CACT, transporta los
AGCL-carnitina a través de la membrana mitocondrial interna (MMI) y CPT2 reconvierte los AGCL-
carnitina en AGCL-CoA en el interior de la matriz mitocondrial. CPT1 esta regulada por su inhibidor
fisiolégico malonil-CoA. MME: membrana mitocondrial externa.

Mientras que Unicamente consta una proteina CPT2 en mamiferos (Demaugre et al.,

1990), tres isoformas distintas de CPT1 han sido identificadas:

- CPT1A o CPTIL (del inglés, liver) es la isoforma que presenta una expresion mas
ubicua. Se encuentra en higado, pulmon, pancreas, intestino, ovarios y cerebro
(McGarry, 1997).

- CPT1B o CPT1M (del inglés, muscle) fue primeramente identificada en musculo
esquelético y cardiaco, pero también se encuentra en tejido adiposo y testiculos
(Yamazaki et al., 1995; Esser et al., 1996)

- CPTI1C es la isoforma descubierta mas recientemente (Price et al., 2002), se encuentra
exclusivamente en SNC y muestra una alta homologia de secuencia con las otras

isoformas (figura 23), aunque su funcion todavia permanece desconocida.
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™1 TM2 T

C-terminal tail

Figura 23. Comparacién de las distintas isoformas CPT1. A) Representacion esquematica de CPT1A, CPT1By
CPTAC de rata en la que se muestra la cola de CPT1C en el extremo C-terminal, los dominios transmembrana
(TM1 y TM2) y la posicion de los aminoacidos al inicio y al final. B) La comparacion de la identidad y la
similitud entre la secuencia de aminoéacidos de las distintas isoformas CPT1. CPT1C muestra mayor grado de
similitud a CPT1A que a CPT1B. (adaptado de Wolfgang et al., 2006).

El estudio filogenético de las tres isoenzimas indica que los tres genes CPT1 divergieron
aproximadamente al mismo tiempo. Sin embargo, CPT1C Unicamente se expresa en
mamiferos, mientras que CPT1A y CPT1B también se expresan en especies como aves, peces,
reptiles o insectos, sugiriendo una funcion de CTP1C especifica sobre el metabolismo lipidico

de los cerebros mas evolucionados.
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4. CPT1C: CARNITINA PALMITOILTRANSFERASA 1C

La basqueda in silico en bases de datos basada en la secuencia de CPT1A humana
resulté en la identificacion de un nuevo gen, el cual fue designado como CPT1C, debido a su
similitud con las otras isoformas CPT1, a pesar de que éste posee una cola prominente de
aproximadamente 30 AA en el extremo C-terminal (Priece et al., 2002). Price también estudi
el perfil de expresién de CPT1C en los distintos tejidos del organismo. CPT1C se expresa en SNC
y testiculos, presentando un patrén de expresion bastante homogéneo en todo el cerebro, con
un enriquecimiento en areas implicadas en la regulacion de la homeostasis y el control del

apetito como son el hipocampo y los nlcleos paraventricular, arcuato y supraquiasmatico.

LOCALIZACION DE CPTIC

A nivel celular, nuestro grupo llevé a cabo estudios de co-localizacion con el fin de
identificar qué tipos celulares expresaban CPT1C en el cerebro. Mediante dos aproximaciones
distintas (hibridacion in situ e immunohistoquimica), se demostré que CPT1C es una proteina
especifica de neuronas y que no se expresa en astrocitos (figura 24 A) (Sierra et al., 2008). Por
lo que concierne a la localizacion subcelular, primeramente se propuso que también se situaria
en la membrana mitocondrial externa (Priece et al., 2002), sin embargo, en 2008 nuestro
grupo demostrd6 que se localiza en el reticulo endoplasmético. Una vez mas, dos
aproximaciones distintas se llevaron a cabo, por un lado se transfectaron fibroblastos con
CPT1A o con CPT1C fusionadas con GFP y se observo claramente un patrén punteado o uno
reticular, respectivamente. Los cuales ademas co-localizaban con marcadores de mitocondria y
de RE, respectivamente (figura 24 B). Por otro lado, se realizaron subfraccionamientos
celulares y se detecté por WB CPTL1C en la fraccion microsomal y CPT1A en la fraccién

mitocondrial (figura 24 C) (Sierra et al., 2008).
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Figura 24. Localizacion subcelular de CPT1C. A) Estudios de co-localizacién del mRNA de  CPT1C con
las proteinas NeuN y GFAP en secciones de cerebro de ratén. Se realiz6 hibridacion in situ con una
ribosonda anti-CPT1C (a), una inmunohistoquimica con anticuerpos primarios para NeuN y secundarios
biotinilados (b) y doble inmunohistoquimica con anticuerpos para CPT1C (verde) y GFAP (rojo)(d). B) Co-
localizacion de CPT1C-EGFP o CPT1A-EGFP con Mitotracker o Calnexina. C) Western blot de CPT1C y
CPT1A en distintas subfracciones celulares y tejidos. (adaptado de Sierra et al., 2008).

ACTIVIDAD ENZIMATICA Y REGULACION DE CPT1C

El andlisis aminoacidico comparativo entre las tres isoformas revela que CPT1C
conserva todos los residuos involucrados en la actividad carnitina aciltransferasa, asi como el
lugar de unién de malonil-CoA. Por lo que desde el descubrimiento de CPT1C varios grupos de
investigacion han tratado de evaluar su actividad carnitina aciltransferasa bajo distintas

condiciones.

Primeramente, Priece ensayd la actividad carnitina aciltransferasa (CAT) en levaduras
en las que se expresd una CPT1C recombinante con varios aciles-CoA conocidos como
sustratos de las otras isoformas, sin lograr detectar actividad catalitica. Sin embargo, demostré
por primera vez que CPT1C tiene la misma afinidad por el malonil-CoA que CPT1A (Priece et al.,
2002). Seguidamente, el grupo de Daniel Lane mediante ensayos radiométricos, ensayo la
actividad CAT en extractos mitocondriales de células HEK293T transfectadas con CPT1C,
ampliando la cantidad y la complejidad de los aciles-CoA usados como sustrato (distintos

ésteres, saturaciones y tamafos de las cadenas de acido graso) siendo incapaces de detectar
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actividad catalitica (Wolfgang et al., 2006). EI mismo grupo, mas adelante realiz6 ensayos de
oxidacion de acidos grasos en cultivo celular y en explantes hipotalamicos y corticales de
ratones salvajes y deficientes de CPT1C, sin observar diferencias CPT1C dependientes
(Wolfgang et al.,2008). Al mismo tiempo pero, el estudio que mostro la localizacion reticular
de CPT1C, también mostraba que CPT1C es capaz de utilizar al palmitoil-CoA como sustrato
aunque la eficiencia catalitica es 200 veces inferior a la observada en CPT1A (Sierra et al.,
2008). A pesar de los distintos estudios realizados hasta el momento, actualmente tanto la

actividad catalitica como los sustratos de CPT1C siguen siendo enigmaticos.

Respecto a la regulacion de CPT1C, dos trabajos han sido publicados recientemente.
Uno esta basado en la regulacion traduccional de CPT1C, mientras que el otro se basa en una
posible regulacion dependiente de la conformacion espacial de la proteina. En el primero,
describen que CPTLC es la Unica isoforma que contiene un uORF en 5’UTR, conservado en
varias especies de mamifero, el cual inhibe la traduccion del mORF. Sin embargo, esta
inhibicion de la traduccién ejercida por el UORF se alivia en situacion de privacion de glucosa
y/0 bajo tratamiento con palmitato. Ademas, demuestran como AMPK interviene en dicha
represion de la regulacion, concluyendo que en situaciones basales la expresion de CPT1C se
mantiene baja y que la regulacion mediante el UORF es importante para inducir su expresion
en situaciones de estrés (Lohse et al., 2011). En el segundo, a partir de varios estudios
estructurales de los dominios regulador y catalitico de CPT1Ay el papel de la interaccion entre
ambos sobre los cambios de afinidad de malonil-CoA, los autores sugieren que CPT1C se
encontraria permanentemente en estado inhibitorio, o bien formando una conformacion
inhibitoria estable con malonil-CoA o bien formando una conformacion activa mediante la

interaccién con otra proteina (Samanta et al., 2014).

4.1. PAPEL DE CPT1C EN LA REGULACION DEL BALANCE ENERGETICO

Con el fin de averiguar la funcion fisiologica de CPT1C, un modelo animal deficiente de
CPT1C fue creado por primera vez en 2006 (Wolfgang et al., 2006). Los ratones deficientes de
CPT1C no manifiestan ninguna anormalidad evidente en el desarrollo ni tampoco en la
temperatura corporal, aunque presentan una leve disminucion del peso corporal y de la
ingesta cuando son alimentados con dieta estandar. Sin embargo, cuando son expuestos a
dieta rica en grasas, los ratones deficientes de CPT1C o CPT1C KO (del inglés Knockout) son
mas susceptibles a padecer obesidad, ya que presentan un incremento de peso superior que

los ratones salvajes o WT (del inglés Wild type), junto con una menor sensibilidad a la insulina



INTRODUCCION 1

(figura 25). Por lo tanto, parece que CPT1C esta implicada en la patogénesis de la obesidad

inducida por la dieta y que esta podria tener un papel protector sobre esta enfermedad.
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Figura 25. Los ratones CPT1C KO son mas susceptibles a los efectos de una dieta alta en grasa. Ratones
macho WT y CPT1C KO fueron alimentados con dieta control (10% Kcal provenientes de la grasa) (A,
superior) o con dieta rica en grasas (45% Kcal provenientes de la grasa) (A inferior) durante 14 semanas.
(extraido de Wolfgang, 2006). B) Los ratones alimentados con dieta grasa durante 17 semanas fueron
sometidos a una prueba de tolerancia a la glucosa. Los ratones CPT1C KO muestran valores superiores

en los niveles de glucosa (superior) e insulina (inferior) indicando mayor resistencia a la insulina.
(extraido de Wolfgang et al., 2006)

Contrariamente, la sobrexpresion de CPT1C en el hipotalamo ventral mediante
lentivirus previene siginificativamente el aumento de peso causado por una dieta rica en
grasas desde el sexto dia después de la infeccion, el cual no estd mediado por una reduccion
de la ingesta (figura 26) (Dai et al., 2007), indicando que la CPT1C hipotaldmica esté
involucrada en la regulacion de la homeostasis energética y mas concretamente en la

regulacion del gasto energético.
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« Figura 26. CPTA1C protege frente los efectos de la dieta rica en grasa. Efecto de la inyeccion bilateral
de adenovirus control (LacZ) o de sobrexpresion de CPT1C en el hipotalamo ventromedial de ratones
alimentados con dieta rica en grasa sobre el peso (c) y la ingesta (d). CPT1C protege frente la ganancia
de peso inducida por la dieta, a pesar de no provocar cambios en la ingesta. (extraido de Dai et al., 2007)

Los mismos efectos fueron obtenidos en ratones transgénicos los cuales
sobrexpresaban condicionalmente CPT1C (TgN) especificamente en el cerebro. Los ratones
TgN mantenian niveles inferiores de peso corporal a lo largo de las 15 semanas de tratamiento
con dieta grasa, sin presentar diferencias en la ingesta respecto los ratones control. Como era
de esperar, los ratones TgN mejoraron ligeramente los niveles de glucosa e insulina en
comparacion con los controles, sin embargo, sorprendentemente la sobrexpresion de CPT1C
causa un incremento en la glucemia y la insulinemia cuando los ratones estan alimentados con
dieta estandar. Sugiriendo que CPT1C ademaés de controlar el peso podria tener un papel en la

regulacion de la produccion de glucosa hepatica (Reamy y Wolfgang, 2011).

Posteriormente, un grupo independiente a los anteriores generd otro modelo murino
deficiente de CPT1C (Gao et al, 2009). Estos ratones no presentaban diferencias en el peso ni
en la ingesta cuando eran alimentados con dieta estandar, pero al igual que en el modelo
anterior, presentaban mayor susceptibilidad a la obesidad. Los ratones CPT1C KO mostraban
un incremento de peso mayor que los WT en dieta alta en grasas y ademas, desarrollaron
resistencia a la insulina a las 8 semanas de alimentacién grasa en la misma medida que los
ratones WT después de 24 semanas, a pesar de que el peso de los ratones CPT1C KO a las ocho
semanas era bastante inferior que el peso de los WT a las 24. En este trabajo también se
sefiald6 una mayor gluconeogénesis y una menor oxidacion de &cidos grasos en higado y
musculo en los ratones CPT1C KO en situacion de dieta grasa en comparacion con los ratones
WT. Estos datos contribuyen a determinar el fenotipo observado en los ratones CPT1C KO e
indicarian que CPT1C juega un papel en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosay en

la regulacion del metabolismo lipidico periférico.

Por altimo, CPT1C no sélo tiene un papel importante en una situacién patoldgica de
induccion a la obesidad, sino que también participa en la adaptacién a situaciones fisiol6gicas
como el ayuno. Se ha visto que CPT1C es necesaria para una correcta adaptacion del
metabolismo en situacion de ayuno ya que los ratones CPT1C KO son incapaces de inducir la
oxidacion de acidos grasos a nivel periférico después de un ayuno de 24 horas, sin embargo, a
pesar de esta desregulacion metabdlica, son capaces de mantener los niveles de glucosa,
acidos grasos libres, triglicéridos y cuerpos cetonicos en la misma medida que los ratones WT
(Wolfgang et al., 2006 y 2008).
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4.2. PAPEL DE CPT1C EN LA SENALIZACION HIPOTALAMICA DE LEPTINA Y GRELINA

La leptina es un importante regulador fisioldgico de la ingesta y el balance energético,
gjerciendo sus efectos anorexigénicos en parte, induciendo un aumento en los niveles de
malonil-CoA en el ndcleo arcuato del hipotalamo (Gao, Kinzig et al., 2007). El mismo grupo,
demuestra que la leptina no altera los niveles de AGCL-CoA, ni tampoco los de acilescarnitina,
principales sustrato y producto de la actividad CPT1A. Con lo cual se ratificd que CPT1A no esta
implicada en la sefializacién anorexigénica inducida por leptina en ARC (Gao, Keung et al.,
2011).

Posteriormente, los mismos autores en colaboraciébn con nuestro grupo de
investigacion, identificaron el papel de CPT1C en la sefializacion de la leptina, proceso en el
cual esta implicada la modulacion del metabolismo de las ceramidas mediada por CPT1C (Gao,
Zhu et al., 2011) (figura 27). Asi, en este estudio se describié por primera vez que en situacion
de ayuno, los niveles de ceramidas en ARC aumentan, mientras que la accién de la leptina los
disminuye. Teniendo esto en consideracion, se analizo el papel de malonil-CoA en la regulacion
de los niveles de ceramidas. La sobrexpresion de MCD y por consiguiente, la disminucion de los
niveles de malonil-CoA (igual que durante el ayuno) aumenta las ceramidas en el ARC e impide
la disminucién de éstas inducida por leptina. Por otro lado, se observé que en los ratones
CPT1C KO no aumentaban las ceramidas en ARC en respuesta al ayuno, por lo que se evidencié
que CPT1C es necesaria para inducir el incremento de ceramidas en ARC en respuesta al ayuno
y a la sefalizacion del malonil-CoA. Confirmandose con la sobrexpresion de CPT1C en ARC, la
cual aumenta los niveles de ceramidas e impide la disminucion de éstas inducida por leptina,

asi como la disminucién del peso y la ingesta inducidos por esta hormona.

Recientemente, a partir de los descubrimientos descritos en el trabajo anterior,
nuestro grupo se planted el papel que podria ejercer CPT1C en la sefializacion de la grelinay la
implicacién de las ceramidas en este proceso (figura 27). La administracion icv de grelina
induce in pico transitorio de ceramidas en el MBH necesario para inducir el incremento de
ingesta y de neuropéptidos orexigénicos NPY y AgRP descritos para esta hormona. Ademas,
CPT1C es imprescindible para el aumento de las ceramidas y la respuesta orexigénica inducida
por grelina, ya que los ratones CPT1C KO no presentan ni el pico de ceramidas, ni la induccion
de los neuropéptidos ni de la ingesta en respuesta a grelina. Asimismo, las ceramidas
(inducidas por CPT1C) también son imprescincibles para efectuar la sefializacion orexigénica de
grelina ya que la administracion de miriocina impide la accion de ésta. Sin embargo, la

administracion Unica de ceramidas es incapaz de efectuar la accion orexigénica, indicando que
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las ceramidas son necesarias pero no suficientes por si solas para efectuar una accién
orexigénica (Ramirez, Martins et al., 2013). La sefializacion hipotaldmica de la grelina esté bien
establecida, en la cual estan implicadas la activacion de AMPK, CPT1A y UCP2. Curiosamente,
los ratones CPT1C KO presentan la via canénica de grelina activada de forma basal, por este
motivo, a pesar de que las ceramidas son incapaces de inducir una respuesta orexigénica en
ratones WT, en ratones CPT1C KO, al presentar la via de AMPK-CPT1A-UCP2
permanentemente activa, las ceramidas por si solas son capaces de inducir un incremento en

laingesta y en los neuropéptidos orexigénicos (Ramirez, Martins et al., 2013).
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Figura 27. CPTAC y las ceramidas participan en la sefializacion de grelina y leptina. La grelina y la
leptina tienen efectos opuestos sobre la modulacion de los niveles de ceramidas y estos efectos estan
mediados por CPT1C. Grelina disminuyen los niveles de malonil-CoA en neuronas del ARC, mientras que
la leptina los aumenta. Malonil-CoA es el inhibidor fisiolégico de CPT1, por lo que mediante la
modulacion de malonil-CoA, ambas hormonas regulan la actividad de CPT1C y por consiguiente la
concentracion de ceramidas en ARC. En Gltima instancia, las ceramidas contribuyen a desencadenar la
sefial de apetito y a regular el incremento de peso. CPT1A no es necesaria para la sefializacion
anorexigénica de leptina, sin embargo participa en la sefializacion de grelina. Las flechas verdes indican
activacion y las flechas rojas inhibicion. La flecha de color negro indica que la ausencia de CPT1C causa
un bucle de retroalimentacion negativo, el cual activa AMPK.

4.3. OTRAS FUNCIONES DE CPT1C

CPT1C ha sido estudiada principalmente en areas relacionadas con la homeostasis
energética debido a su localizacion en el hipotalamo, pero también se encuentra en otras

areas del cerebro por lo que otros papeles de CPT1C estan siendo dilucidados.
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MADURACION DE ESPINAS DENDRITICAS Y COGNICION

Trabajos realizados en nuestro laboratorio en cultivos primarios de neuronas
hipocampales, revelan que CPT1C regula los niveles de ceramidas en estas neuronas, que los
ratones CPT1C KO presnetan una morfologia alterada de las espinas dendriticas, con un
aumento de espinas immaduras o filopodios y un menor nimero de espinas maduras o en
forma de seta. La sobrexpresion de CPT1C o el tratamiento con ceramida de los cultivos
hipocampales de ratones CPT1C KO, revierte el fenotipo immaduro de las espinas dendriticas.
Ademas, en sintonia con estos resultados, los ratones CPT1C KO presentan una deficiencia en
el aprendizaje espacial claramente manifiesto por el laberinto de agua de Morris (figura 28)

(Carrasco, Sahun et al., 2012).
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Figura 28. CPT1C y ceramidas en hipocampo son necesarias para la maduracion de las espinas
dendriticas y el aprendizaje espacial. La sobrexpresion de CPT1C en cultivos primarios de neuronas
hipocampales induce un aumento en los niveles de ceramidas, mientras que cultivos de neuronas
hipocampales de ratones CPT1C KO muestran menores concentraciones de ceramida (A). El tratamiento
con miriocina de neuronas de ratones WT perturba la maduracion de las espinas dendriticas, mientras
que la administracion del andlogo de ceramida Cer-C6 revierte el fenotipo de espinas inmaduras de los
ratones CPT1C KO (B). Los ratones CPT1C KO presentan déficits en el aprendizaje espacial evaluado por
el laberinto de agua de Morris (C). (extraido de Carrasco, Sahun et al., 2012).

FUNCION MOTORA

Recientemente, una bateria de pruebas neurolégicas realizadas por nuestro grupo en
ratones CPT1C KO evidencian que la deficiencia de CPT1C causa alteraciones motoras. Los
ratones CPT1C KO muestran un sistema sensorial autonémico intacto, pero un estudio mas

detallado revel6 un deterioro de la coordinacion y la marcha, debilidad muscular severay la
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reduccion de la actividad locomotora diaria. El andlisis de la funcion motora en estos ratones
en edades de 6 a 24 semanas mostraron que los trastornos motores ya estaban presentes en
los animales jovenes y que el deterioro aumenta progresivamente con la edad. Por otro lado,
una disminucién de los niveles de ceramida y de su derivado esfingosina fueron observados en
diferentes areas motoras de ratones adultos, tales como el cerebelo y la corteza motora y
estriada comparado con los ratones WT, indicando que la alteracion del metabolismo de las
ceramidas en areas motoras del cerebro inducidas por la deficiencia CPT1C causa una

disfuncién motora progresiva desde una edad temprana (Carrasco, Jacas et al., 2013).
CANCER

El papel de CPT1C en cancer fue atribuido por Zaugg y colaboradores. En un primer
estudio muestran que la expresion de CPT1C correlaciona inversamente con la activaciéon de
la via de mTOR y que contribuye a la resistencia a rapamicina en tumores primarios murinos.
Ademas, describen que la expresion de CPTL1C en lineas celulares tumorales aumenta la
oxidacion de acidos grasos, la produccion de ATP y confiere resistencia a la privacion de
glucosa y oxigeno. Por el contrario, las células cancerosas que carecen de CPT1C son maés
sensibles al estrés metabdlico inducido por hipoglucemia e hipoxia, a la vez que presentan
mayor sensibilidad a rapamicina. Asimismo, la expresion de CPT1C puede ser inducida por
hipoxia o privacién de glucosa, sujeta a la regulacion por AMPK. Estos resultados indican que
las células tumorales pueden utilizar un novedoso mecanismo que implica a CPT1C, el cual es
protector en situacion de estrés metabdlico (Zaugg et al., 2011). Posteriormente, el mismo
grupo de investigacion revela que CPT1C es un gen diana del factor de transcripcion p53 y que
en células tumorales la activacion de CPT1C esta regulada por la via AMPK-p53 en respuesta a
factores de estrés metabdlico, destacando la importancia de esta via en la carcinogénesis

(Sanchez-Macedo et al., 2013).

5. ENVEJECIMIENTO Y HOMEOSTASIS ENERGETICA

Es un hecho reconocido que el metabolismo en si conduce al envejecimiento. La
hip6tesis de que diversos aspectos metabolismo conduce al envejecimiento es apoyada por los
muchos estudios que muestran los robustos efectos de la restriccion en la dieta para aumentar
la vida util en una amplia gama de especies (Fontana et al., 2010). Un aspecto notable de los
efectos protectores de la restriccion dietética es que no sélo extiende la vida util, sino que

practicamente todas las alteraciones y enfermedades relacionadas con la edad también se
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reducen, incluyendo el cancer (Minor et al., 2011) y algunas enfermedades neuroldgicas
(Mouton et al., 2009; Zhang et al., 2009). Considerando la condicion contraria, cabe destacar
los efectos deletéreos del exceso nutricional, es decir, la obesidad y la diabetes. En estas
enfermedades, la toxicidad de la glucosa parece implicar una via metabdlica comun que
conduce al estrés oxidativo (Brownlee, 2001). Otro ejemplo convincente es el caso de un
modelo de ratones deficientes en el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), los cuales
gozan de larga vida. Estos ratones tienen el metabolismo de la glucosa reducido en un 50%
mientras que los niveles de glucosa en sangre se reducen sélo un 25%, por el contrario, el
metabolismo de lipidos se eleva alrededor del 20% en estos ratones y se asocia con una

reduccién del 50% en los niveles de triacilglicerol tisulares (Brooks et al., 2007).

La hipétesis de que el metabolismo de la glucosa conduce al envejecimiento implica
que el metabolismo de la glucosa es mas téxico que vias alternativas. Esta hipdtesis esta
apoyada por la evidencia de que la restriccion dietética implica un cambio metabdlico alejado
de la utilizacion de glucosa y hacia la B-oxidacion. Un elemento clave de este modelo es que los
efectos protectores de la restriccion dietética no requieren una reduccion de la tasa
metabdlica. De hecho, la generacién de ATP a partir del metabolismo de la glucosa requiere
menos oxigeno por molécula de ATP que la generacion de ATP a partir del metabolismo de los
lipidos, sin embargo produce més estrés oxidativo (Mobbs et al., 2007; Guarante, 2008). Por lo
tanto, los efectos protectores de la restriccion dietética requieren un aumento en el consumo
de oxigeno, como ha sido consistentemente reportado (Lin et al., 2002; Schulz et al., 2007). La
importancia del cambio de fuente de atomos de carbono para la oxidacion inducida por la
restriccion dietética radica en que la oxidacion de los lipidos y aminoacidos depende mucho
mas del complejo mitocondrial Il que del complejo I, mientras que la oxidacion de la glucosa
depende mucho mas del complejo I, el cual genera mas radicales libres (figura 29) (Herrero y
Barja 2000; Lenaz, 2001). Por ejemplo, cuando se oxida una molécula de palmitato, produce 15
moléculas de FADH, y 31 moléculas de NADH, que en dltima instancia produciran 129
moléculas de ATP. Mientras que, la produccion del mismo nimero de moléculas de ATP a
partir de glucosa, implicaria la produccién de 8 FADH, y 43 moléculas de NADH. La importancia
de este cambio en la relacion NADH:FADH, es que NADH se oxida sélo al complejo |
mitocondrial, mientras que FADH, se oxida s6lo en el complejo Il (Salway, 1994). Ademas, ha
sido demostrado que el compejo mitocondrial Il promueve la longevidad, mientras que el resto

de complejos mitocondriales la reducen (Ishii et al., 1998; Hesen et al., 2005).
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Figura 29. Adaptacion metabélica para el uso de acidos grasos en lugar el glucosa. La induccién de la
piruvato deshidrogenasa guinasa (PDK) es necesaria para desconectar la glucdlisis del ciclo de Krebs; el
piruvato se convierte en lactato a expensas de NADH. Un efecto fisiologico importante de reducir la
glucdlisis aumentar la oxidacion de acidos grasos es la reduccion del estrés oxidativo. En primer lugar, la
glucosa desvia a través de la via de las pentosas en una mayor produccion de NADPH anti-oxidante, que
también se incrementa en el ciclo de Krebs por la oxidacién de acetiles-CoA derivados de la B-oxidacion.
En segundo lugar, una reduccién general de NADH es secuencial de la reduccion de la glucolisis. Lo que
conlleva a la disminucion de la actividad del complejo | (mayor productor de radicales libres),
favoreciendo la actividad del complejo Il, que no produce radicales libres (extraido de Mohbs et al.,
2013).
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Por otro lado, una de las mayores morbilidades durante el envejecimiento es la
neurodegeneracion. En C. elegans los efectos protectores de la restriccion dietética estan
mediados por sélo dos neuronas, las neuronas quimiosensoras de nutrientes (Bishop vy
Guarente, 2007). En los mamiferos, lo méas probable es que las neuronas equivalentes a estas

dos neuronas sean las del hipotadlamo ventromedial (Mobbs et al., 2013).

5.1. HIPOTALAMO

En los afios 60, Vladimir Dilman sugiri6 que el envejecimiento es causado por una
pérdida progresiva de la sensibilidad del hipotalamo junto con un aumento de la actividad de
algunos de sus centros (Dil’'man 1960). Este proceso causaba alteracion progresiva de la
homeostasis y trastornos metabdlicos, lo que llevaba a las enfermedades relacionadas con la
edad (Dilman, 1971). En otras palabras, hay una pérdida de la sensibilidad del hipotadlamo
relacionada con la edad al bucle de retroalimentacion negativa a ciertas hormonas, tales como

estrogenos y glucocorticoides (Dilman y Anisimov, 1979).
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Posteriormente, varios grupos han seguido en la misma direccion sugiriendo que los
péptidos clave expresados en las neuronas hipotalamicas activadas por glucosa: 1) estan
reducidos durante el envejecimiento, 2) estan reducidos en el ayuno y en la obesidad, 3)
ejercen efectos catabolicos neuroendocrinos, pero su deterioro ejercerian efectos anabdlicos,
4) son alterados por una exposicion prolongada a niveles elevados de glucosa (Mobbs et al.,
2007). En una serie de estudios se ha observado que la hormona a-MSH hipotaldmica
(producto del procesado de POMC) se encuentra reducida durante el envejecimiento (Lloyd et
al., 1991), de igual modo que en el ayuno y en la obesidad (Mizuno et al., 1998). Luego, la
correccion genética de la reduccién de POMC hipotaldmica corrige las alteraciones en la
homeostasis de la glucosa en ratones obesos (Mizuno et al., 2003). Asi, deterioros en las
neuronas POMC relacionados con la edad podrian contribuir a la obesidad y a las alteraciones

metabdlicas progresivas con la edad.

MARCADORES DE ENVEJECIMIENTO

mTOR

A nivel celular, la geroconversién es un un proceso que se desarrolla cuando el ciclo
celular es detenido y la estéatica activacion de mTOR primero fuerza el crecimiento del tamafio
celular, seguido por la adquisicion de propiedades de la senescencia. En otras palabras, la
senescencia es una continuacion del crecimiento celular, cuando el crecimiento real esta
restringido (Blagosklonny, 2003). Un fenotipo senescente se caracteriza por ser hiperfuncional
derivado de distintas sefiales de resistencia, distinguido por hipersecrecion e hiperinflamacion
(Pani, 2011). mTOR es la causa principal del envejecimiento celular, o la senescencia, que
conduce a enfermedades bien reconocidas relacionadas con el envejecimiento (Blagosklonny,
2012). Por lo tanto, la inhibicion de mTOR suprime la geroconversion celular, previniendo la
senescencia, aunque al mismo tiempo manteniendo el arresto del ciclo celular (Serrano, 2012).
Previsiblemente, la rapamicina extiende la longevidad tanto en eucariotas inferiores como en

ratones (Harrison et al., 2009).

Debido al gran interés en descifrar los mecanismos hipotalamicos involucrados en el
desarrollo del envejecimiento, recientemente un estudio demuestra que hay un aumento de la
sefializaciébn de mTOR en las neuronas POMC dependiente de la edad, que conlleva a una
disminucion de la activacion de las neuronas POMC. La administracion sistémica o
intracerebral de rapamicina causa pérdida de peso en ratones viejos. Ademas, la infusién

Intracerebral de rapamicina en ratones viejos aumenta la excitabilidad y la proyeccion de las
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neuritas de las neuronas POMC, causando con ello una reduccién de la ingesta de alimentos y
del peso corporal. Con lo cual, un incremento en la sefializacion de mTOR en las neuronas

POMC hipotalamicas contribuye a la obesidad dependiente de la edad (Yang et al., 2012).
SIRT1

A nivel molecular, las sirtuinas se han propuesto como reguladores esenciales de la
longevidad (Haigis y Sinclair, 2010). De hecho, se cree que son el enlace molecular entre la
restriccion caldrica y la longevidad. Varias evidencias refuerzan esta idea (Bishop y guarante,
2007), entre las que cabria destacar que la sobreexpresion Unicamente en las neuronas de
dSir2 extiende la longevidad en D. melanogaster (Rogina y Helfand, 2004). En conjunto, estos
datos sugieren que las Sirtuinas neuronales pueden ser reguladores importantes del desarrollo
del envejecimiento de todo el organismo. El nivel de expresion de SRT1 en el hipotadlamo
disminuye con la edad (Li et al., 2011), sin embargo, con el fin de comprobar directamente la
relevancia de SIRT1 hipotalamica sobre la longevidad, deberian generarse modelos animales
con mutaciones de ganancia o pérdida de funcion de la actividad SRT1 dirigidas a neuronas
especificas, ya que si estas mutaciones afectan la longevidad ain no esta resuelto. Sin
embargo, si se conoce que la sobreexpresién condicional de SIRT1 en neuronas POMC o AgRP
de raton impide el aumento de peso asociado a la edad (Sasaki et al., 2014). La sobrexpresion
en las neuronas POMC estimula el gasto de energia a través del aumento de la actividad
simpatica en el tejido adiposo, mientras que la sobrexpresion en las neuronas AgRP suprime la

ingesta de alimentos.

SIRT1, junto con mTOR, se ha visto que participa en la activacién de la autofagia
(Morselli et al., 2010). La autofagia, del mismo modo que SIRT1, se activa durante la restriccion
caléricay es un proceso que contribuye a la salud celular al facilitar el recambio de proteinasy
lipidos tdxicos para la célula, asi como de organulos dafiados y disfuncionales. Recientemente,
la autofagia ha sido relacionada con la extensiéon de la longevidad en ratones, confiriendo
mayor resistencia al estrés oxidativo y un fenotipo delgado a lo largo del tiempo (Sasaki et al.,
2014).

ucpP2

Un exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares es una causa probable
de la disminucion de la vitalidad celular y del organismo durante el envejecimiento. Hay buena
evidencia de que las especies que son de larga vida producen altos niveles de enzimas

antioxidantes y, por otra parte, como se ha comentado anteriormente, la RC lleva a una
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reduccion en la produccién de ROS. Ademas, los ratones con transgénicos con mayor actividad
catalasa antioxidante en la matriz mitocondrial tienen una vida maés larga (Schriner et al.,

2005).

A pesar de que los efectos a largo plazo de la respiracion mitocondrial desacoplada
mediante UCP2 en la fisiologia de los mamiferos siguen siendo controvertidos. En un estudio
publicado en 2009 por Andrews y colaboradores, nos muestran que el aumento de la actividad
de desacoplamiento mitocondrial de diferentes tejidos predice la vida util mas larga de las
ratas en comparacion con los ratones. UCP2 reduce las ROS y el estrés oxidativo durante todo
el proceso de envejecimiento en diferentes tejidos en ratones. AUn mas, la ausencia de UCP2

acorta la esperanza de vida de los ratones de tipo salvaje (Andrews y Horvath, 2009).

ESTRES OXIDATIVO E INFLAMACION

La relacién entre obesidad inducida por la dieta e inflamacién hipotalamica fue
identificada hace algun tiempo y esta bien establecida (Pimentel et al., 2014). Sin embargo, la
relacion entre obesidad e inflamacion central es relativamente reciente. En 2005, Souza y
colaboradores mostraron que las dietas altas en grasa elevan la expresion de citoquinas pro-
inflamatorias y la activacion de NF-kB en el hipotalamo (De Souza et al., 2005). Varias
investigaciones posteriores sugieren que la dieta rica en grasa causa inflamaciéon en el
hipotalamo y que esta inflamacion puede interrumpir la adecuada sefializacion de la ingesta y

el metabolismo periférico (Milanski et al., 2009; Thaler y Schwartz, 2010).

No ha sido hasta el trabajo presentado por Zhang y colaboradores en 2013 que, a
través de la activacion o inhibicion de la via inmune IKK-B y NF-kB en el hipotalamo de ratones,
han sido capaces de acelerar o desacelerar el proceso de envejecimiento, lo que lleva a la
menor esperanza de vida o el aumento. Asi, en linea con la literatura que aprecié los efectos
del sistema nervioso en la longevidad, sus resultados proporcionan una prueba consistente
sobre la hipétesis de que el envejecimiento es un proceso que esta programado por el
hipotdlamo. El razonamiento sobre que alteraciones en el hipotadlamo pueden promover el
envejecimiento del resto del cuerpo, se alinea con el hecho de que el hipotalamo es la sede de
la regulacion neuroendocrina del cuerpo. En esta direccion, han revelado un vinculo directo
entre la activacion de IKK- B, de NF-kB y el declive de GnRH en el hipotalamo, responsables del
control del envejecimiento sistémico (figura 30). En concordancia, la administracion de GnRH

compensa el deterioro de la neurogénesis asociado al envejecimiento y desacelera el
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envejecimiento. La base subyacente de este mecanismo incluye la integracion del sistema

inmunitario con el neuroendocrino y la diafonia neurona-microglia a nivel hipotalamico.

Glia
NF-kB1
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b 4 \\
TNFa ... A NF-kB1
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Figura 30. Control hipotalamico del envejecimiento sistémico. Asociada al aumento de la edad se
produce una activacion de la via pro-inflamatoria IKKB/NF-kB en la microglia hipotalamica, este evento
inflamatorio emplea citoquinas para dirigir la diafonia autocrina y paracrina entre los diferentes tipos de
células para inducir posteriormente la activacion IKKB/NF-kB en las neuronas. Esta inflamacion
hipotalamica finalmente provoca varios defectos en las funciones de regulacion y la neurogénesis del
hipotdlamo, y el deterioro de la produccién de GnRH representa una base importante. En Ultima
instancia, el control hipotalamico de la fisiologia de todo el cuerpo se ve comprometido, contribuyendo
profundamente al desarrollo del envejecimiento sistémico (extraido de Tang y Cai, 2013).
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OBJETIVOS 2

El objetivo general de esta tesis doctoral es estudiar el papel de CPT1C
hipotalamica en la homeostasis energética. Para ello se proponen dos objetivos
especificos:

1. Estudiar el metabolismo periférico de ratones deficientes de CPT1C en
distintas situaciones de estrés metabdlico: durante el ayuno, durante el torpor y
durante el envejecimiento.

2. Estudiar el efecto de la modulacién de la expresion de CPT1C sobre el
metabolismo energético y lipidico de neuronas hipotalamicas.
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1. BIOLOGIA MOLECULAR

En esta tesis se han llevado a cabo métodos de trabajo con DNA, RNA y proteina, que
nos han permitido obtener vectores plasmidicos recombinantes y determinar el genotipo de
los modelos de raton utilizados. Asi como analizar la expresion génica y la expresion y
activacion de proteinas tanto de tejidos de animales como de células en cultivo. En este
apartado también se incluyen los métodos de trabajo con bacterias realizados para la

obtencién de dichos vectores.

1.1 OBTENCION DE VECTORES VIRICOS RECOMBINANTES

VECTORES PLASMIDICOS

Los vectores plasmidicos usados para las estrategias de clonaje y posterior produccion
de lentivirus han sido: 1) pWPI para la sobre-expresion de CPT1C y 2) pLVTHM para el
silenciamiento de CPT1C mediante RNA de interferencia (shRNA) (figura 31).

- pWPI: Vector de transferencia lentiviral de segunda generacién bicistronico que
permite la expresion simultanea de un transgén y un marcador GFP para facilitar el
seguimiento de las células transducidas. EI cDNA de GFP se ha insertado corriente
abajo del EMCV IRES. (Addgene plasmid # 12254).

- pLVTHM: Vector lentiviral similar a pLVTHM, pero que contiene una sustitucion de
3 pares de bases que genera un sitio tnico Mlul para la clonacién directa de un
ShRNA en Mlul-Clal.(Addgene plasmid # 12247).

Descripciones simples de los distintos componentes de los vectores se pueden

encontrar en la siguiente tabla (tabla 2).
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Componente

Descripcién

S'LTR

Psi
RRE

EFla

CPPT

WPRE

TetO

H1

LoxP

3'LTR/SIN

Repeticion larga en la terminacién 5, contiene las regiones reguladoras cis que reclutan
proteinas que promueven la transcripcion de la longitud completa del lentivirus.
Secuencias aqui facilitan la integracion proviral en el genoma huésped. Una LTR en 5'
intacta indica que este es un plasmido de transferencia segunda generacion

Secuencia que facilita el empaquetamiento del RNA lentiviral

Elemento de respuesta a Rev: secuencia a la que la proteina Rev se une para facilitar la
exportacion nuclear de ARN viral

Promotor para el factor de elongacion la: utilizado para la expresion de un gen
marcador tal como GFP

Polipurina tracto central: permite la importacion nuclear de lentivirus en células
huésped

Elemento de respuesta post-transcripcional del virus de la hepatitis de marmota:
aumenta la expresion de shRNA

Sitio de unién para la proteina represora tet, que se puede utilizar para activar o
desactivar la expresion de shRNA

Promotor de la histona H1 utilizado para conducir la expresion shRNA

Sitio que se recombina por la recombinasa Cre con el fin de eliminar condicionalmente
los provirus de lentivirus del genoma del huésped después de la infeccion con y la
incorporacion éxito

LTR en 3 ‘con una gran delecion en la regién U3, que hace que la replicacion del virus
incompetente

Tabla 2. Breve descripcion de los principales componentes de los vectores pWPI y pLVTHM.

Ambos vectores han sido cedidos a Addgene por el Laboratorio Trono. Son vectores

dirigidos a la expresion en mamifero, de tipo lentiviral y Cre/Lox. Ambos contienen el gen de

resistencia a ampicilina para la seleccion en bacterias y éstas los generan en namero alto de

copias (figura 31).
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Figura 31. Esqueleto de los vectores pWPI y pLVTHM. Las flechas indican el lugar de insercion del
transgén en pWPI (en Pmel) y del shRNA en pLVTHM (en Clal-Mlul).

1.1.1. OBTENCION DE pWPI-CPT1C
Para la obtencién del vector de sobre-expresion de CPT1C, pWPI-CPT1C se sigui6 la

siguiente estrategia de clonaje:

1) Obtencion de cDNA de CPT1C
Para obtener el cDNA de CPT1C de ratdn, primeramente se realiz6 una transcripcion

reversa especifica a partir de RNA de hipotalamo.

Mezcla de Reaccion Condiciones de PCR
RNA 1ug
Oligonucleotido reverse 2,5 uM 1uL
Mezcla de dNTPs 10 mM 1uL
Agua 3,2 uL 65°C, 5 min
Tampon de reaccion 5x 4 L
DTT0,1 M 2 uL
Inhib. de RNAsa 1puL 37°C, 2 min
Transcriptasa reversa M-MLV 1uL 37°C, 50 min

70°C, 15 min

Oligonucleétido reverse
= R17:5- GAGCAACACCTTCCATCCTGA -3’
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Seguidamente, el cDNA obtenido se amplificé por PCR usando unos oligonucle6tidos
los cuales introducen la diana de restriccion Hpal que permitiran cortar los extremos del
amplicon de forma roma (Inici Hpal forward: 5-GTCAGTTAACATGGCTGAGGCACACCAG-3’; Stop
Hpal reverse: 5-CAGTGTTAACTCACAAGTTGGTGGAGGATG-3") y la polimerasa de DNA de alta
fidelidad Phusion® (F-530S, Thermo Fischer Scientific).

Mezcla de Reaccion Condiciones de amplificacién
cDNA 2L Pre-Incubacion 98°C, 30 seg
Oligonucledtido forward 10 uM 1uL Desnaturalizacion 98°C, 10 seg
Oligonucle6tido reverse 10 uM 1uL Hibridacion 59°C, 20 seg
Tampon de reaccion 5x 4L Extension 72°C, 1min 20 seg
Mezcla de dNTPs 10 mM 0,4 uL 35x desde el paso 2
Agua 11,3 uL Extension final 72°C, 5 min
DNA polimerasa Phusion 0,3 pL

El producto de la PCR fue resuelto en un gel de 0,8% agarosa y purificado mediante el
QIAEX II Gel Exraction Kit de QIAGEN, siguiendo las instrucciones del fabricante. El DNA fue
cuantificado con lector de microplacas de multi-deteccién Synergy HT de Biotek® y digerido
con la enzima de restriccion KspAl (Hpal) #ER1031 de Fermentas® mediante la siguiente

reaccion:

Mezcla de Reaccion Condiciones de digestion
DNA (500 ng) 30 uL
Tampon de digestién B 10x 4 L 37°C, o/n
Agua 4 uL 65°C, 20 min
Hpal 2 L

El producto de la digestion fue purificado por columnas mediante el QIAquick PCR

Purification Kit de QIAGEN siguiendo las instrucciones del fabricante.

2) Obtencién del vector pWPI digerido con Pmel

Para obtener el vector pWPI, primeramente se lleva a cabo una Maxiprep siguiendo las
instrucciones del kit Nucleobond® Xtra Maxi de Clontech. Seguidamente es digerido con la

enzima de restriccion Mssl (Pmel) #ER1341de Fermentas® mediante la siguiente reaccion:

Mezcla de Reaccion Condiciones de digestion
DNA 1ug
Tampon de digestion B 10x 2 uL 37°C, o/n
Agua 16 pL 65°C, 20 min
Pmel 1pul
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El producto de la digestién fue resuelto en un gel de 0,8% agarosa, purificado
mediante el QIAEX Il Gel Exraction Kit de QIAGEN siguiendo las instrucciones del fabricante y
cuantificado. Finalmente, el vector fue defosforilado siguiendo las instrucciones de la fosfatasa

alcalina intestinal de ternero de Invitrogen®.

3) Ligacion

Una vez obtenidos el vector (V) y el inserto (1), se realizé la ligacion con el ratio molar

ng de vector x bp inserto

V:l = 1:3. Para ello se aplicé la formula: ng de inserto = y se llevo a
bp vector
cabo la reaccion con la ligasa de DNA T4 de Fermentas® (#EF0511).
Mezcla de Reaccion Condiciones de ligacion
Vector 50 ng
Inserto 32,5ng
Tampodn de reaccion 10x 2 uL 37°C, o/n
PEG 2 uL 65°C, 20 min
Agua 7uL
T4 ligasa 1L

El producto de la ligacion fue transformado en E.Coli (ver procedimiento en la seccion

Microbiologia de este apartado) para la obtencién de colonias con el plasmido recombinante.

4) Comprobacion de clones positivos

A partir de las colonias obtenidas se realizaron minipreps de cada una de ellas
mediante el GenElute™ Plasmid Miniprep Kit, se obtuvo el DNA y se digerieron con el enzima
de restriccion Sal | (10348783001, Roche) con el fin de obtener un patrén de bandas que nos

permitié identificar los clones con el inserto colocado en la direccion correcta.

Mezcla de Reaccion Condiciones de digestion
DNA 50 ng
Tampon de reaccion H 10x 32,5 ng 37°C, 3 horas
Agua 2l
Sall 2 ulL

El producto de la digestién se resolvié en un gel de 0,8% agarosa y se comprobo el

patrén de bandas.
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5) Secuenciacion

EI DNA de los clones positivos fue analizado mediante varias amplificaciones de la
secuencia del plasmido por PCR usando el BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. Los
productos de la PCR fueron analizados por el servicio de secuenciacion de la Universitat de

Barcelona y los datos obtenidos los analizamos con el programa Sequence Scanner.

Mezcla de reaccién PCR

DNA 25-100 ng/1000pb 96°C, 1 min

Oligo (5 uM) 1 L 96°C, 10 seg

BD3.1 1uL 45°C, 5 seg

Tampon 3uL 60°C, 4 min

Agua csp 20 pL 25x desde el paso 2
40C, oo

Oligonucledtidos de secuenciacion

= mCPT1cseql: 5’- CCTCCAGCTGGACCCTTCC -3’

* mCPT1c seq2: 5’- GTGGGTGAGGACATGGCGCC -3’

= pWPI 3530 Rev: 5’- CAAGCGGCTTCGGCCAGTAAC -3’
* F1:5-GACTTATGAGTCAGCCAGTACCCGACTG -3’

= F2:5- AACCGCAGCTGCTGACCTCTG -3’

1.1.2. OBTENCION DE pVTHM-shCPT1C

Para la obtencion del vector de silenciamiento de CPT1C, pLVTHM-CPT1C se siguio la
siguiente estrategia de clonaje:
1) Disefio de la secuencia del sShRNA

El disefio de la secuencia diana para silenciar la expresion de CPT1C se realizo

mediante la plataforma en red: http://jura.wi.mit.edu/bioc/siRNAext/. La cual procesé la

secuencia de mRNA de CPT1C y disefi6 un listado de posibles shRNA ordenados por energia de
apareamiento. El factor mas importante que determina que un duplex siRNA sea procesado
por el complejo RISC, y por tanto su capacidad de silenciamiento, es la energia de
apareamiento de las bases en el extremo 5. Ya que, a través del complejo RISC entran los
duplex siRNA que contienen nucleo6tidos de apareamiento débil en 5’ y son excluidos los que

contienen nucleétidos de apareamiento fuerte. Es decir, nos interesa que en el extremo 5’ de
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la hebra antisentido existan As o Ts, mientras que en el extremo 5’ de la hebra sentido existan
Gs y Cs. Por otro lado, los criterios para escoger el ShRNA mas efectivo se basaron en los
descritos en el trabajo publicado por Reynolds y colaboradores (Reynolds et al., 2004). Los
cuales, fueron introducidos en un Excel por el grupo del Dr. Ramén Trullas del Institut
d’Investigacions Biomédiques d’August Pi i Sunyer (IDIBAPS) que nos proporciond. Este
archivo, a partir de la secuencia de CPT1C, gener6 otro listado de posibles shRNA ordenados
por mayor cumplimiento de los nueve requisitos descritos en el trabajo de Reynolds. De este
modo, de la valoracion en conjunto de los dos listados se escogieron dos secuencias de 19 pb
para el silenciamiento de CPT1C y se disefiaron los siguientes shRNA (negrita: secuencia diana,

verde: dianas de restriccion de Miul y Clal).

352-374: Locus en la secuencia de CPT1C

S CCCC GCAGGAAATTTACCTCTGT TTCAAGAGA ACAGAGGTAAATTTCCTGC TTTTT GGAA AT 3

3 GGGG CGTCCTTTAAATGGAGACA AAGTTCTCT TGTCTCCATTTAAAGGACG AAAAA CCTT S

2402-2424: Locus en la secuencia de CPT1C

S CCCC GACCATGGGTATGGTATCT TTCAAGAGA AGATACCATACCCATGGTC TTTTT GGAA AT 3’

3 GGGG CTGGTACCCATACCATAGA AAGTTCTCT TCTATGGTATGGGTACCAG AAAAA CCTT S

2) Hibridacion de los oligonucleétidos del shRNA

La hibridacion de los oligonucleétidos se realizd de la siguiente manera:
I.  Resuspension de los oligonucleétidos en agua mQ autoclavada (A.C.) a 3mg/mL
II.  Afadir en un tubo de PCR, por parejas, 1 uL de forward y 1 uL de reverse.
lll.  Afadir 48 puL de tampdn de hibridacién A.C.: 100 mM NacCl, 50 mM HEPES pH 7,4

V. Reaccion en termociclador:

PCR
95°C, 4 min
70°C, 10 min
60°C, 20 min
50°C, 30 min
37°C, 45 min
10°C, 60 min
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3) Obtencién de pLVTHM digerido con Mlul-Clal

Primeramente se llevd a cabo la digestion con Clal (10404217001, Roche) o/n a 37°C,
partiendo de 4 pg de vector (2 pg/tubo) procedente de una maxiprep realizada previamente,
el producto de la digestién se resolvio en gel de agarosa y se purificé del mismo modo que se
ha descrito anteriormente. 1 pg del pldsmido obtenido pLVTHM/Clal fue posteriormente

digerido con Mlul también o/n a 37°C y vuelto a purificar en gel de agarosa.

4) Ligacién y comprobacion de clones positivos

La ligacion del vector pLVTHM/Clal/Mlul con los insertos shRNA se realizd con un ratio
molar V:I = 1:4, con lo que la reaccion se llevé a cabo con 40 ng de vector por 1 ng de inserto
mediante la ligasa de DNA T4. Los productos de la ligacion fueron transformados en E.Coli para
su posterior comprobacion.

De igual manera que en el clonaje anterior, a partir de las colonias obtenidas, se
realizaron minipreps (Miniprep DNA Purification System, #A1330 Promega) y se obtuvo el DNA.
En este caso, la comprobacion de los clones se hizo mediante una digestion simultanea EcoRI-
Clal a 37°C, durante 3 horas.

Los clones positivos se denominaron sh352 y sh2424 haciendo referencia al locus de la

secuencia diana de inhibicion de CPTAC.

MICROBIOLOGIA

La cepa de E.Coli utilizada en este trabajo es la DH5a.. Esta cepa no es patdgena y fue
desarrollada para su uso en estrategias de clonacién de laboratorio, de tal forma que contiene
multiples mutaciones que les confieren una alta eficiencia de transformacion. El procedimiento
de transformacion consiste en introducir un plasmido de DNA en células bacterianas
competentes para su posterior purificacion, amplificacién o expresion de proteinas. En este
trabajo se llevo a cabo la transformacion por medio de choque térmico en células DH5a

competentes producidas en el laboratorio, tal y como se indica a continuacion.

Transformacion bacteriana

Todo el procedimiento se lleva a cabo en condiciones de esterilidad:
1. Descongelar las células competentes (DH5a) en hielo.
2. Afadir 50-100 ng de DNA a cada tubo de transformacion (eppendorf 1,5 mL).

3. Adadir 50 pL de células competentes al tubo de transformacion con el DNA
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Mantener 30 minutos en hielo.
Someter las células a choque térmico durante 1 minuto y 15 segundos a 42°C.

Agregar 500 uL de medio SOC e incubar durante 1 hora a 37°C en agitacion.

N o o &

Plaquear hasta 250 uL de la suspensién en placas LB agar con el antibi6tico apropiado
(opcionalmente se puede centrifugar durante 5 minutos a 2500rpm para concentrar
las células) e incubar a 37°C o/n.

Medio SOC: Triptona (20 g/L), extracto de levadura (5 g/L), MgSO, (4,8 g/L), dextrosa (3,6
g/L), NaCl (0,5 g/L), KCI (0,186 g/L).

Cultivo de bacterias

En funcion del procedimiento, las bacterias fueron cultivadas en medio de cultivo LB

(Luria-Bertani) liquido o bien LB sélido (LB agar) en presencia del antibiético apropiado.

El medio LB estd compuesto por triptona (10 g/L), extracto de levadura (5 g/L) y NaCl
(5 g/L), 20 g. se disuelven en 1L de agua destilada y se autoclava a 121°C durante 15 minutos.
Se almacena a 4°C hasta su uso, momento en el que se le afiade el antibiotico. El medio LB
agar se compone de agar bacteriol6gico (15 g/L) ademas de los descritos en el medio LB. 35 g.
se disuelven en 1L de agua destilada y se autoclava, cuando la temperatura del medio baja a
45-50°C se afiade el antibiotico (100 mg/L de ampicilina) y se distribuyen 30 mL de medio en

placas de petri que se almacenan a 4°C hasta su uso.

Se realizaron stocks glicerolados de bacterias para el almacenamiento a largo plazo de
los plasmidos obtenidos. Tras la transformacion con el plasmido deseado, se inocula una
colonia aislada en 3 mL de medio de cultivo LB liquido (precultivo) durante 8 horas en
agitacion, posteriormente los 3 mL se inoculan en 500 mL de medio LB durante 16 horas. Por
ultimo, se afiaden 200 pL de glicerol 80% estéril a 600 uL de la suspensién celular. La adicion
de glicerol estabiliza las bacterias congeladas, evitando dafios en las membranas de las células

y manteniéndolas vivas.

1.2 GENOTIPADO

La generacion de ratones CPT1C KO fue a través de una mutacion genética introducida
por recombinacién homdloga. Para verificar la correcta recombinacion e identificar el genotipo
de los animales, se analiz6 el ADN obtenido de las colas de los ratones por PCR utilizando

simultdneamente 3 cebadores especificos, que permite la identificacion tanto de los
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homocigotos como de los heterocigotos (figura 32). La preparacion del ADN y la reaccion de

PCR se detallan a continuacion:

Hervir las colas (0,5 cm) durante 10 minutos a 95°C en tamp6n de digestion
Centrifugar

Afiadir 2 uL de proteinasa K recombinante 1 mg/mL (#03115887081 Roche)

1.
2
3
4. Incubar o/n a55°C en agitacion
5. Vorteary centrifugar

6. Hervir durante 10 minutos a 95°C (desnaturalizacion proteinasa K)

7. Centrifugary recuperar el sobrenadante

Tampdn de digestién: 1 mL de B-mercapto + 100 mL de tampon (300 mL: 13,4 mL de Tris-Cl
1,5M pH 8,8, 5 mL de (NH,),SO4 1M, 2 mL de MgCl, 1M, 1,5 mL de tritén X-100 100%, agua

csp. 300 mL).

Mezcla de reaccion PCR

DNA 2,5 L

dNTPs 2,5 mM 1lpL 94°C, 2 min
Forward F9 12,5 mM 0,9 uL 94°C, 30 seg
Reverse R1 12,5 mM 0,6 uL 65°C, 30 seg
Reverse R9 12,5 mM 1,6 pL 72°C, 1 min
Tampodn de reaccion 10x 2,5uL  30x desde el paso 2
MgCl, 50 mM 1,25 pL 72°C, 7 min
BioTherm'™ Taq DNA polimerasa 0,35 L

Agua 14,3 uL

Oligonucleétidos para genotipado
» KOF9:5’- GAGTCAGCCATGACCCGACTGTTG -3’
» KOR1:5- CCGGTAGAATTGACCTGCAGGGGC -3’
» KOR9: 5’- CGCTAAAGCCCAGACAGAACACAC -3’

KO Het KO WT WT Het

" et - ;‘

Figura 32. Analisis del genotipado de ratones WT, heterocigotos y CPT1C KO por PCR, en gel de agarosa.
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1.3. OBTENCION Y ANALISIS DE RNA
1.3.1. EXTRACCION DE RNA

La homogenizacién de los tejidos de raton y la purificacion del RNA se realiz6 con el
reactivo TRIzol® (15596-026 Invitrogen) siguiendo las instrucciones del manual. Este reactivo
es una solucién monoféasica de fenol, isotiocianato de guanidina, y otros componentes que
facilitan el aislamiento de especies de RNA de distintos tamafios moleculares. Ademas
mantiene la integridad del RNA debido a la inhibicion altamente eficaz de la actividad RNasa
mientras se lisan las células y se disuelven los componentes celulares durante la

homogeneizacién de la muestra.

Para la homogenizacion de los tejidos periféricos (35-40 mg) y del hipotalamo se utilizo
el homogeneizador Fast-PreP®-24 (MP Biomedials). Una seccion de los tejidos previamente
congelados se introducen en tubos de 1,5 mL con rosca que contienen una base de esferas de
ceramica (#13113-325 Mo Bio) como matriz de molienda y 500 uL de Trizol®, se someten a tres
ciclos de cuarenta segundos a maxima potencia, manteniendo las muestras en hielo durante
cinco minutos entre ciclos. En el caso del MBH, fue homogenizado con 250 pL de Trizol®

mediante sonicacion.

Después de homogeneizar las muestras, se afiade cloroformo y se permite que el
homogenado se separare en una capa transparente superior acuosa (que contiene RNA), una
interfase, y una capa orgénica inferior (que contiene DNA y proteinas). El RNA se precipita de
la capa acuosa con isopropanol y se lava con etanol 75% para eliminar impurezas, finalmente
se resuspende en agua DEPC autoclavada para su uso en aplicaciones posteriores. La
concentracion final del RNA se cuantifico espectrofotométricamente utilizando el lector de

micro-placas Synergy HT de Biotek®.

1.3.2. SINTESIS DE cDNA

Para el analisis de la expresién de genes a partir de los mRNA es necesaria la sintesis de
cDNA de cadena simple mediante la enzima transcriptasa inversa a partir de RNA, el cual sera

amplificado posteriormente por la técnica de PCR a tiempo real.

La transcriptasa inversa (RT, reverse transcriptase) utilizada en el procesado de
nuestras muestras fue la M-MLV RT (28025 Invitrogen). La RT es una DNA polimerasa que en
presencia de un oligonucle6tido inicia la sintesis de una cadena de DNA complementaria

(cDNA) a partir de una cadena simple de RNA o DNA. Para el anélisis de la expresion génica de

89



90

3 MATERIALES Y METODOS

nuestras muestras, en todos los casos se partié de 1ug de RNA y se utilizaron random primers,
que son una coleccion de oligonucleétidos de secuencia aleatoria que permiten sintetizar
cDNAs a partir de todos los RNAs de la muestra. La reaccién se lleva a cabo en presencia del
tampodn de reaccion proporcionado juntamente con el enzima, DTT y un inhibidor de RNAsas,

durante 1 hora a 37°C.

1.3.3. PCR CUANTITATIVA ATIEMPO REAL

La técnica de la PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) es una variante de la PCR
convencional que permite amplificar y simultaneamente cuantificar el producto de la reaccion.
Para ello, a la que a la mezcla de reaccion se afiade un fluoréforo y se lleva a cabo en un
termociclador capaz de detectar la fluorescencia emitida por dicho fluoréforo, de manera que
permite cuantificar la tasa de generacién de DNA después de cada ciclo de amplificacion.
Existen dos tipos distintos de fluoréforos que pueden ser utilizados, distinguidos por la
especificidad de su union. En la mayoria de casos se puede utilizar un fluoré6foro inespecifico
que se une a la doble cadena de DNA permitiendo detectar la generacion de nuevas hebras. En
este caso, el fluoroforo habitual es el agente intercalante SYBRGreen. Sin embargo, en algunos
casos no es aconsejable su uso debido a la naturaleza inespecifica de su unién. En estos casos,
las sondas especificas con una secuencia complementaria al fragmento de DNA a amplificar
son utilizadas. En este trabajo se han utilizado sondas de hidrdlisis, este sistema se basa en la
existencia de una sonda, ademas de los cebadores, marcada con dos compuestos, un apagador
(quencher) y un fluor6foro. Durante el proceso de elongacién, la sonda es hidrolizada y el

fluoréforo y el quencher se separan, lo que provoca la liberacion de fluorescencia.

Se utiliz6 la mezcla de reacciéon SsoAdvanced™ SYBR@Green Supermix (#172-5261
BioRad) o bien la SsoFast™ Probes Supermix (172-5231 BioRad) segun el sistema de deteccion,
siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. En todos los casos se uso el termociclador
C1000 Thermal Cycler CFX96™ de BioRad. Asimismo, en todos los casos se realizaron curvas
patrén para determinar la eficiencia de amplificacion de los pares de oligonucledtidos, se
partio de 20 ng de cDNA para cada reaccién y se analiz6 la temperatura de desnaturalizacion
en el caso del uso de SYBRGreen para comprobar la correspondiente especificidad del
producto amplificado. La cuantificacion de GAPDH o B-actina se utilizé para la normalizacién
en el calculo de la expresion relativa de los genes analizados. A continuacién se detallan los
oligonucleétidos que han sido utilizados a lo largo de este trabajo (proveidos por Integrated

DNA Technologies).
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Oligonucleétidos para SYBRGreen
» CPT1C: 5- TATGCAGTCGCCCTTCCT -3'y 5’- ACATCAATCAGGTGTGTCTGCT -3’
=  PDK4:5- CGCTTAGTGAACACTCCTTCG -3'y 5’- CTTCTGGGCTCTTCTCATGG -3’
» CPT1A:5- GACTCCGCTCGCTCATTC -3’y 5’- AAGGCCACAGCTTGGTGA -3’
= CPT1B:5’- TGCCTTTACATCGTCTCCAA -3’y 5’- GGCTCCAGGGTTCAGAAAGT -3’
» GAPDH: 5- TCCACTTTGCCACTGCA -3'y 5’- GAGACGGCCGCATCTTCTT -3’
» B-actina: 5’- CCCGCGAGTACAACCTTCT -3’y 5’- CGTCATCCATGGCGAACT -3’

Oligonucleétidos con Sonda
= UCP2: Mm.PT.58.13053128.g PrimeTimeTM Std qPCR Assay
= AgRP: MmM00475829 g1 Applied Biosystem
= NPY: MmM00445771_m1 Applied Biosystem
= B-actina: Mm.PT.392.22214843.9g
GAPDH: 4352339E Applied Biosystem

1.4. OBTENCION Y ANALISIS DE PROTEINAS
1.4.1. EXTRACCION DE PROTEINAS

El método de extraccion de proteinas varié en funcion de la fuente de extraccion. A
continuacién se detalla el procedimiento seguido para la extraccion de proteina de tejidos de

raton y de células en cultivo.

DISECCION DE TEJIDOS DE RATON

Extractos de proteina total fueron obtenidos a partir de tejido previamente congelado
mediante homogeneizacién en Fast-Prep®-24. La disgregacién del tejido se consigue
afadiendo secciones de 35-50 mg de tejido a tubos de 1,5 mL con rosca que contienen una
base de esferas de ceramica como matriz de molienda y 500 pL de tampoén de lisis RIPA (R
0268 Sigma) en presencia de inhibidores de proteasas (P8340 Sigma-Aldrich) y fosfatasas
(#04906845001 Roche). Todo el procedimiento se lleva a cabo a 4°C. Las muestras se someten
a 3 ciclos de 40 segundos a potencia maxima, manteniéndolas en hielo durante 5 minutos
entre ciclos. El homogenado se recupera en tubos eppendorf, se mantiene en rotacion durante
20 minutos a 4°C y los restos tisulares se descartan mediante centrifugacion a 4°C. La

homogeneizacion del hipotadlamo se realiza en 150 pL de tampodn de lisis y el MBH en 100 uL
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mediante sonicacion. La cuantificacion de proteinas se realiza mediante el BCA Protein Assay

Kit (PI-23227 Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante.

CELULAS EN CULTIVO

Extractos de proteina total fueron obtenidos a partir de células en cultivo mediante el
siguiente procedimiento:

1. Lavar las células con PBS (Phosphate Buffer saline) 1x.

2. Colocar la placa en hielo y afiadir la cantidad correspondiente de tamp6n de lisis (placa
de 6 pocillos: 80 uL/pocillo, placa de 12 pocillos: 40 uL/pocillo).

3. Recoger las células con la ayuda de un rascador en el tampén de lisis en un eppendorf
de 1,5 mL.

4. Romper las células mediante sonicacion y dejar proceder la lisis celular durante 15
minutos en hielo.

5. Almacenar a -20°C.

PBS 1x: NaCl (8 g), Na,HPO,4-2H,0 (1,44 g), KCI (0,2 g), KH,PO,4 (0,2 g) disueltos en agua

destilada hasta un volumen final de 1 litro.

Tampon de lisis: 20 mM Tris pH 7,4, 5 mM EDTA, 1% NP-40, 150 mM NacCl.

La cuantificacién de la concentracion de proteina final de las muestras se realizé de

acuerdo con las instrucciones del Bradford Protein Assay (500-001 BioRad).

1.4.2. WESTERN BLOT

La técnica de inmunodeteccion de proteinas con anticuerpos permite detectar la
cantidad de una proteina concreta de entre el total de proteinas de una muestra. Esta técnica

se denomina western blot e incluye varias fases.
1) Separacion electroforética en gel de poliacrilamida (SDS_PAGE)

Primeramente las muestras se hierven en tampon de carga 1x durante 5 minutos a
95°C para monomerizar y desnaturalizar las proteinas favoreciendo que migren de manera
proporcional a su masa molecular durante la separacion electroforética en gel de
poliacrilamida. La electroforesis se realiz6 montando los geles en la camara correspondiente
sumergidos en tampdn de electroforesis, fijando el voltaje a 130v en el caso de usar geles de
acrilamida caseros, o bien a 180v en el caso de usar geles prefabricados (Mini o Midi-
PROTEANR® gels BioRad).
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Tampdn de carga 4x: 200 mM Tris-HCI pH 6,8, 8% SDS, 20% B-mercaptoetanol, 40% glicerol,

0,05% azul de bromofenol en agua destilada.

Tampon de electroforesis: 25 mM Tris-HCI pH 8,8, 192 mM glicina, 0,1% SDS.

Gel de acrilamida apilador: Para 2,5 mL: 1,9 mL de agua destilada, 300 pL de

acrilamida/bisacrilamida 40%, 250 pL de 1,25 M Tris-HCI pH 6,8, 25 uL de SDS 10%, 8,5 uL de
persulfato amonico 10% y 2,5 uL de TEMED.

Gel de acrilamida separador: Para 7,5 mL al 8% acrilamida: 4,4 mL de agua destilada, 1,5 mL de

acrilamida/bisacrilamida 40%, 1,5 mL de 1,87 M Tris-HCI pH 8,8, 75 uL de SDS 10%, 25 pL de
persulfato amonico 10% y 3,75 uL de TEMED.

2) Electrotransferencia

Una vez terminada la electroforesis, las proteinas son transferidas desde el gel a una
membrana de PVDF. Para ello montamos un sandwich con los siguientes componentes por
orden: esponja, papel Whatman, gel, membrana, papel Whatman y esponja. Este se introdujo
en una cubeta sumergido en el tampodn de transferencia. La cual se llevo a cabo durante una
hora a 400 mA a 4°C. Una vez terminada, la membrana se lava con PBS 1x.

Tampon de transferencia: 20 mM Tris pH 8,5, 150 mM glicina, 20% metanol.

3) Bloqueo de la membrana

Los sitios de unidn inespecificos de la membrana fueron bloqueados por inmersion de
la misma en solucién de bloqueo. Se han utilizado dos soluciones de bloqueo distintas en
funciéon de la inmunodeteccion realizada posteriormente: ) 2% leche desgrasada en polvo
(Blotting-Grade blocker #170-6404 BioRad) en TBST, Il) 5% BSA en TBST. Por el mismo motivo,
la membrana fue bloqueada durante una hora a temperatura ambiente o bien o/n a 4°C, en
agitacion en ambos casos.

TBST: 0,1% Tween 20 en TBST 1x (20 mM Tris, 137 mM NacCl, 3,9 mM HCI)
4) Incubacion del anticuerpo primario

La incubacién de los anticuerpos primarios fue puesta a punto para cada uno de ellos.
En general los anticuerpos contra proteinas fosforiladas se incubaron o/n a 4°C, el resto se
incubaron durante una hora a temperatura ambiente, y en el caso del anti-CPT1C se incub6
durante una hora y media a 37°C. En todos los casos las incubaciones se hicieron en bolsas de

plastico selladas en agitacion, siguiendo las instrucciones de la casa comercial para la

93



94

3 MATERIALES Y METODOS

preparacion de cada anticuerpo (tabla 3). Seguidamente, éstas fueron consecutivamente

lavadas con TBST durante 15, 10 y 5 minutos.

Anticuerpo Casa comercial
Anti CPT1C Sintetizado por encargo contra los Ultimos 14 AA de CPT1C de raton
Anti CPT1A Sintetizado por encargo contra los AA 317-430 de CPT1A de rata

Anti fosfo-AMPKa, (Thr172)
Anti fosfo-ACC (Ser79)
Anti fosfo-PDH (Ser232)
Anti SIRT1

Anti fosfo-mTOR (Ser2448)
Anti mTOR

Anti LC3A/B (D3U4C) Xp®
Anti BiP

Anti fosfo-NF-kB (Ser536)
Anti fosfo-IRE (S724)

Anti fosfo-elF2 (Ser51)
Anti B-actina (AC-15)

Anti tubulina

Anti GAPDH

#9957 Cell Signaling

#9957 Cell Signaling

AP1063 Calbiochem
#07-131 Millipore

#2971 Cell Signaling

#2972 Cell Signaling

#12741 Cell Signaling

#3183 Cell Signaling

#3033 Cell Signaling
Ab104157 Abcam

#9721 Cell Signaling
MAZ1-91399 Thermo Scientific
T2200 Sigma

AM4300 Applied Biosystems

Tabla 3. Detalle de los anticuerpos usados en este trabajo

5) Incubacién del anticuerpo secundario

El complejo antigeno-anticuerpo generado tras la incubacion con el anticuerpo

primario se visualizd por inmunoensayo enzimtico indirecto utilizando un anticuerpo

secundario. Este anticuerpo es una inmunoglobulina contra el anticuerpo primario conjugada

con la peroxidasa de rabano (HRP, Horseradish Peroxidase). Por lo tanto, el anticuerpo

secundario utilizado depende de la especie donde ha sido sintetizado el anticuerpo primario.

En todos los casos, la incubacion se realiz6 durante una hora a temperatura ambiente.

Seguidamente, la membrana fue lavada del mismo modo que en el paso anterior.

Anticuerpo  Casa comercial

Anti conejo 9340 Amersham biosciences

Antiraton  515-035-003 Jackson Immunoresearch
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6) Deteccion y cuantificacién

La deteccion del anticuerpo secundario se realizd con la adicion a la membrana del
sustrato de quimioluminiscencia (Luminata Forte WBLUF0500 Millipore). La enzima peroxidasa
conjugada al anticuerpo secundario actia sobre él emitiendo luz, que sera captada por una
camara y capturara la imagen, que nos permitira mediante un software, la cuantificacion de la
intensidad de las bandas de cada muestra. El sistema de deteccién y el software utilizados han

sido Syngene G:Box y GeneTools de Syngene, respectivamente.
7) Reutilizacién de la membrana

La membrana con las proteinas transferidas puede utilizarse para mas de una
inmunodeteccion. La eliminacién de los anticuerpos unidos evitara la interferencia con la
incubacién y la deteccién de nuevos anticuerpos. Para ello, la membrana fue incubada con
agua destilada hirviendo mediante 3 lavados consecutivos de 5 minutos cada uno. Tras este
procedimiento, la membrana puede ser directamente re-incubada con los anticuerpos de

interés o almacenada a 4°C en PBS 1x.

2. BIOLOGIA CELULAR

En este trabajo se han realizado métodos de trabajo de cultivo celular con tres lineas
celulares distintas. 1) HEK293T: Esta linea celular deriva de rifion humano embrionario y ha
sido utilizada para la fabricacién de lentivirus, 2) Neuro-2a: estas células provienen de
neuroblastoma de raton, obtenidas a partir de un tumor espontaneo de una cepa de raton
albino, esta linea ha sido utilizada para la comprobacion de la funcionalidad de los vectores
plasmidicos, y 3) GT1-7: linea neuronal hipotalamica de ratén, usada como modelo

experimental in vitro para llevar a cabo el estudio del metabolismo hipotalamico.

2.1. MANTENIMIENTO DE LINEAS CELULARES

En este apartado se detallan las condiciones de crecimiento de las distintas lineas
celulares que han sido utilizadas en este trabajo, asi como los procedimientos basicos de

cultivo celular empleados.

En todos los casos, las células han sido mantenidas a 37°C y 5% CO, y cultivadas en

medio de crecimiento DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, E15-009 PAA) con alto
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contenido de glucosa (4,5 g/L), 10% de suero inactivado (FBS: Fetal Bovine Serum) y 100 U/mL
penicilina, 100 pug/mL estreptomicina.

— HEK293T: DMEM suplementeado con 4 mM glutaMAX™ (#35050 Life Technologies).
Estas células se expandieron dos veces por semana mediante diluciones 1:10, mientras
que se realizaban cambios de medio cada 2-3 dias.

— Neuro-2a: DMEM suplementado con 6 mM glutaMAX™ y 1 mM piruvato sédico
(P5280 Sigma-Aldrich). Se subcultivaron mediante diluciones 1:5 dos veces por
semana, realizando cambios de medio cada 2-3 dias.

—  GT1-7: DMEM suplementado con 4 mM glutaMAX™, 1 mM piruvato sédico. Las GT1-7
se subdividian mediante diluciones 1:3 dos veces a la semana, realizando cambios de
medio cada 2-3 dias.

Todos los reactivos usados en cultivos celulares fueron esterilizados o bien autoclavandolos

durante 30 minutos a 121°C, o bien filtrandolos por filtros de 0,22 um (#SLGP33R3 Millipore).

CONTAJE DE LA CONCENTRACION DE CELULAS

El conteo celular se realizd con la ayuda de un hematocitometro o camara de
Neubauer. Esta se trata de una gruesa placa de cristal con forma de portaobjetos, la cual esta
dividida en 9 cuadrantes de 1 mm? 20 uL de células en suspension se colocan entre la cdmara
y un cubreobjetos, la media de células contadas en dos cuadrantes de las esquinas x 10.000
nos indicara el nimero de células por mL. Esta camara permite medir la concentracion celular

dentro de un rango entre 250.000 células y 2,5 millones de células por mL.

CRIOPRESERVACION DE CELULAS

Un stock de 6-8 viales de cada linea celular fueron criopreservados con el nimero de
pases mas bajo posible. A partir de este stock, cada tubo descongelado fue reemplazado con
otro vial de células criopreservado. Para ello, las células cultivadas en placa a una confluencia
de entre el 70-80% en el caso de las neuronas y del 50-60% en el caso de las HEK, fueron
tripsinizadas (T3924 Sigma-Aldrich), suspendidas en 10 mL de medio de cultivo y centrifugadas
durante 5 minutos a 300xg. El pellet de células se resuspendié con 1,5 mL de medio 10%
DMSO en un criotubo. Debido a la citotoxicidad del DMSO a 37°C, las células se depositaron
inmediatamente en n contenedor con isopropanol a -80°C durante 48 horas, transcurrido este

tiempo se almacenaron en N; liquido.
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DESCONGELACION DE CELULAS

Células almacenadas en N, liquido, son descongeladas en un bafio a 37°C,
inmediatamente son diluidas en 10 mL de medio de crecimiento atemperado y centrifugadas
durante 5 minutos a 300xg para eliminar el DMSO. Posteriormente son resuspendidas en el

volumen de medio deseado y sembradas en placa. EI medio es reemplazado al dia siguiente.

2.2. TRANSFECCION MEDIANTE LIPOSOMAS

La transfeccion es el procedimiento por el cual material génico externo es introducido
en células de mamifero en cultivo. La transfeccion mediante liposomas se basa en la
combinacion de lipidos cationicos (cargados positivamente) con el material génico aniénico
(cargado negativamente) para formar un agregado con carga neta positiva facilmente
fusionable con la bicapa de fosfolipidos de las membranas celulares cargada negativamente.

De esta manera, el DNA o RNA es introducido al interior de la célula.

Tres reactivos de transfeccion distintos fueron ensayados en células Neuro-2a
(Lipofectamine2000, Metafectene y Effectene). Finalmente, Lipofectamine™2000 (#11668
Invitrogen) fue utilizado para comprobar la funcionalidad de los plasmidos obtenidos para la

sobre-expresion y la inhibicion de CPT1C descritos en el primer apartado de este capitulo.

Primeramente se transfectaron células Neuro-2a con los 4 plasmidos (ShRandom,
Sh352, pWPI-GFP y pWPI-CPT1C) durante 24 horas. Debido al gran peso molecular de los
plasmidos, la maxima eficiencia de transfeccion conseguida fue de aproximadamente el 50%
(figura 33A). Sin embargo, el western blot contra CPT1C de estas muestras nos indica que los
plasmidos son capaces tanto de inducir la sobre-expresion de CPT1C como de inhibirla (figura
33A). Por otro lado, para confirmar mediante otra aproximacion la funcionalidad de los
vectores, tal y como se describe en el trabajo publicado por Xie y colaboradores (Xie et al.,
2011), la transfeccién simultanea de un plasmido de sobre-expresion junto con el de inhibicion
es un método efectivo para comprobar la eficacia de ambos. Por lo cual, células HEK293T
fueron co-transfectadas. En la figura 33B se puede ver una mayor eficiencia de transfeccion en
comparacion con las células Neuro-2a, asi como los niveles de mRNA de CPT1C, los cuales
muestran un incremento de 17 veces sobre la expresion endégena de CPT1C y una inhibicion

del 80% efectuada por el sh352 y del 65% por el sh2402.
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Figura 33. Sobre-expresion e inhibicion de CPT1C mediante transfeccion. A) Células Neuro-2a
transfectadas con los plasmidos Sh352, pWPI-CPT1C y los respectivos controles shRandom y pWPI-GFP
durante 24 horas. Arriba: imagen de células Neuro-2a transfectadas (derecha: campo claro, izquierda:
fluorescencia), abajo: Western blot de CPT1C. B) Células HEK293T transfectadas simulatdneamente con
los plasmidos de sobre-expresion y de inhibicién durante 24 horas. Arriba: imagen de células HEK293T
transfectadas, abajo: niveles de mRNA de CPT1C.

2.3. OBTENCION DE LENTIVIRUS

Una vez comprobada la funcionalidad de los vectores obtenidos, se decidid fabricar
lentivirus con el fin de mejorar la eficiencia de la transfeccion en células neuronales en cultivo

(denominada transduccion en el caso de ser mediada por infeccién viral).

Los lentivirus son virus de la familia Retroviridae, cuyo genoma se basa en RNA,
replicindose a través de la formacion por retrotranscripcion de un DNA provisional. Los
retrovirus dependen de transcriptasas inversas para la retrotranscripcion y de integrasas para
que su DNA sea insertado en el genoma de la célula huésped. Por lo que el material génico
introducido es integrado y heredado por las células hijas, aunque los lentivirus ofrecen la
ventaja de ser altamente eficientes no s6lo en células que se dividen, sino también en células
que no estan destinadas a dividirse como las neuronas. Sin embargo, los lentivirus no tienen la
capacidad de autoreplicarse por lo que una célula infectada no es capaz de generar mas

viriones.

Para la generacion de lentivirus, ademds del vector lentiviral (pVLTHM y pWPI)
también son necesarios un vector de empaquetamiento virico (capside) y otro de envoltura

virica que permite la fusion con la membrana de la célula huésped e introducir la capside con
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el genoma. Los vectores utilizados fueron psPAX2 (#12260 Addgene) y pMD2.G (#12259

Addgene), respectivamente (figura 34).

AMpR_promoter Apal (18)
VAl

Ampicilin
Fspl (5124)

bGlob_int
Pmil (T405)
Clal (1429)

pMD2.G

pSPAX2
10703 bp 5824 bp

b_glob, 322 ¢
g Eagl (3881)
Notl (3881)
Mscl (3726)

V8V Ta
cPPT v 1
cPPT

Pstl (2238)
Agel (2431)
Bell (2534)
88 (2711)

Figura 34. Vectores psPAX2 y pMD2.G. A) psPAX2: vector de empaquetamiento de segunda generacion,
B) pMD2.G: vector de envoltura virica.

Para la generacion de los distintos lentivirus se siguié el protocolo descrito por el
Laboratorio Trono, basado en la transfeccion por fosfato calcico de los tres vectores en células
HEK293T. A continuacién se detallan las distintas fases del procedimiento, desde la produccion
hasta la titulacién. Todo el procedimiento se llevé a cabo bajo las medidas de seguridad

correspondientes al nivel de bioseguridad 2 (BL2).

PRODUCCION DE LENTIVIRUS

1) Preparacion de células para transfeccion

1. El dia anterior a la transfeccion sembrar 4-10° células/placa p100 mm (3 placas por

virus).
2. En el diade latransfeccion las células deben de estar ~ 80% confluencia

2) Transfeccion por fosfato de calcio

3. 2hantes de la transfeccion, cambiar el medio y reponer 10 mL.

4. Ajustar la concentracion de DNA de todos los plasmidos a 1 mg/mL en TE buffer pH 8.

5. Para 3 placas a transfectar, en un falcon de 50ml preparar la mezcla en la siguiente
orden:

— 45ug de pLVTHM o pWPI
— 15,9 ygde pMD2.G
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6.

7.

— 29,1 ug de psPAX2
— 1,3mL de TE 0,1X (final 0,03X) y 727 uL de buffered water
— 223 uL de CaCl, 2,5M (final 124 mM) y mezclar bien por pipeteo.
— 2,25 mL de 2x HeBS (final 1x) gota a gota y sobre agitacion con vortear
(asegurara la formacion de un precipitado 6ptimo para la transfeccién)
Vfinal = 4,5 mL
Dejar el precipitado a temperatura ambiente (por lo menos 5 min y no exceder los 30
minutos) 20 min.
Afadir gota a gota 1,5 mL/placa. Mezclar suavemente hasta que el medio tenga un
color uniforme. Incubar o/n.
En la mafiana siguiente, aspirar el medio y afiadir lentamente 5 mL de medio. Incubar

8h.

= Tomar iméagenes de florescencia (GFP) en el microscopio.

3) Recogida de sobrenadantes

9.

10
11

Recoger los sobrenadantes en un Falcon de 50 mL. Cerrar el tubo, vaporizar con 75%
etanol antes de sacarlo de la campana. Almacenar los sobrenadantes a 4°C.

. Afiadir otros 5 mL de medio e incubar otras 8-12h.

. Recoger los ultimos sobrenadantes a la mafiana siguiente, en el Falcon de 50 mL del
dia anterior (los sobrenadantes pueden ser recuperados 2 o 3 veces, cada 8-12h.

Mantenerlos a 4°C hasta que se finalice el periodo de recogida).

4) Concentracion de sobrenadantes

12

13.

14.

15.

16.

17.

18.

. Filtrar los sobrenadantes con filtros de 0,45 um

Lentamente, pipetear los sobrenadantes para los tubos de 30ml de ultracentrifuga
Beckman (~28ml — dejar 1 cm de margen). Usar los tubos del rotor SW 28 (Beckman)
Ultracentrifugar 2h, 20.000 rpm a 16°C

Suavemente, descartar el sobrenadante por inversion

Dejar el tubo secar invertido (dejar el pellet secar demasiado, cerca de 2-3 min es
suficiente)

Resuspender el sedimento (no siempre visible) con 150 uL de PBS 1X, pipeteando 10-
15 veces alrededor del pellet, y después subir y bajar 15 veces. (El medio que queda es
importante porque tiene algunas proteinas importantes para la estabilizacion de

particulas virales. Evitar la formacion de burbujas cuando se resuspende el sedimento)

Hacer alicuotas de 20ul y almacenar a -80°C.
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Tampon TE 1x pH 8: 10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA pH 8

Agua tamponada: 50 mL agua mQ + 125 pL de 1 M HEPES pH 7,3 (2,5 mM final). Esterilizar
con filtro de 0,22 um. almacenar hasta 6 meses a 49C.

CaCl2 2,5M: 9,189 CaCl,.2H,0 en 25ml de H,0. Esterilizar con filtro de 0.22um. Almacenar
a 4°C.

2x HeBS (HEPES Buffered saline): Disolver en 800 ml de agua: 16,36 g NaCl (280 mM final),
11,9 g HEPES (50 mM final), 267 mg Na,HPO.2H,0 (1,5 mM final). Ajustar el pH a 7.00 con

5M NaOH y enrasar con agua a 1L y comprobar el pH final a 7.00 (el pH es critico porque
debajo de 6.95 el precipitado no se forma; por encima de 7.05 el precipitado sera grande y
la eficiencia de transfeccion baja). Esterilizar con filtro de 0,22 um. Almacenar hasta 2 afios
en alicuotas de 50 mL a -70°C. Una vez descongelada, la solucion de HeBS se puede

mantener a 4°C durante varias semanas.

TITULACION DE LENTIVIRUS

El titulo es un valor que expresa la concentracion de virus en un determinado volumen.

Para conocer este valor se lleva a cabo la titulacion, en la cual se emplean una serie de
diluciones para obtener informacion cuantitativa aproximada de un procedimiento analitico
que inherentemente sélo evalla como positivo o negativo. El titulo corresponde al factor de
dilucion mas alto que todavia produce una lectura positiva. A continuacion se detalla el

procedimiento y el analisis de la titulacion mediante citometria de flujo.

1) Titulacion en células HEK293T

1. Primer dia (9-12h): Sembrar 40.000 células/pocillo en placas de 24 pocillos
2. Segundo dia (16-18h):
I.  Contar las células de 2 pocillos y hacer la media
. Transducir las células con 8 diluciones 1:2, afiadiendo 1 puL de cada dilucién en
la mitad del volumen del medio de cultivo
[l Dejar un pocillo sin virus como control negativo
3. Tercer dia (9-12h): Afadir 1 mL de medio de cultivo
4. Quinto dia: Recoger las células para analizarlas por citometria de flujo.
I.  Lavar con PBS 1x, afiadir 100 pL de tripsina (5 minutos a 372C)
II.  Afadir 1 mL de medio, centrifugar en tubos de 1,5 mL durante 5 minutos a
1500 rpm, aspirar el medio y hacer 2 lavados con PBS 1x.

[ll.  Resuspender el sedimento de células en 2 mL de PBS 1x.
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2) Anélisis de la titulacion por citometria de flujo (FACS)

El andlisis de las muestras por citometria de flujo se basa en pasar las células
suspendidas en un fluido por un finisimo tubo transparente sobre el que incide un haz de luz
laser, la luz transmitida y dispersada por el pasaje de células a través del tubo se recoge por
medio de unos dispositivos de deteccion, permitiendo hacer inferencias en cuanto al tamafio y
la complejidad de las células. La técnica de clasificacion de células activadas por fluorescencia
(FACS: Fluorescence-Activated Cell Sorting) es un tipo especializado de citometria que provee
un método para la identificacion de células segun las caracteristicas particulares de dispersion

y fluorescencia de cada célula.

Primeramente, con la ayuda de otros miembros del laboratorio fue identificada la
poblacion de células HEK293T, seguidamente a partir de células transfectadas con GFP y de
células sin transfectar como control negativo se marcaron los parametros en el citbmetro (BD
FACSalibur™) de modo que permitia discriminar las células en funcion de la sefial de
fluorescencia. Los datos proporcionados por el citometro fueron analizados con el programa
WinMDI de modo que para cada muestra se pudo calcular el porcentaje de células GFP
positivas y negativas. A partir de estos valores se genero la curva de diluciones (figura 35) y se
calculd la concentracion de virus (TU/mL: Unidades de transduccion por mL) mediante la

siguiente formula:

% células GFP positivas x nUmero de células Dia 2

TU/mL =

ulL de virus
. ., = pWPI
Titulacién P
~@—CPT1C
&8 120
=
= 100 >
& //./-—f'
S 80
e
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8 1
=
\8 20
3 o+ : : . .
L 0 05 1 15 2
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Figura 35. Titulaciéon de lentivirus por citometria de flujo. Curva de células transduidas mediante
diluciones en serie de lentivirus.
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2.4. TRANSDUCCION LENTIVIRAL
El protocolo seguido en los experimentos donde se sobre-expresaba o inhibia CP1C

mediante lentivirus fue el siguiente:

1. Sembrar 100.000 células/pocillo en placas de 24 pocillos
2. Alas 24 horas, retirar la mitad del volumen del medio de cultivo y afiadir el volumen
de virus en funcién de la dosis de virus deseada. La dosis se expresa en MOI

(TU/célula), el volumen de virus necesario se calcula mediante la siguiente férmula:

L i mlL virus TU célula de cblul
virus = x x x n° de celulas
" uL virus mLvirus TU

3. Alas 16 horas aspirar el medio y afiadir medio completo
4. A las 72 horas después de la transduccién se recogen las células para el posterior

analisis de RNA o proteina.

2.5. ENSAYO DE OXIDACION DE ACIDOS GRASOS

Los distintos ensayos de oxidacion realizados en este trabajo se han llevado a cabo en

las instalaciones de radioactividad de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona.

Este método ha sido descrito por Roduit y colaboradores (Roduit et al., 2004). Se basa
en el principio por el cual la oxidacion de oleato a CO, indica la oxidacién total de la molécula
de acido graso, por lo cual utiliza un sistema en el que el CO, radioactivo producido por las
células como producto de la oxidacion del acido graso marcado radioactivamente es recogido
en un papel humedecido con KOH (figura 36). Seguidamente se detallan las distintas fases de

este método.
1) Preparacion de la células

Se siembran 750.000 células/flask en flasco de 25 cm?. Opcionalmente las células
pueden ser tratadas o transducidas previamente a la reaccion de oxidacion. Las distintas
condiciones de cada experimento son ensayadas por triplicado, ademas en todos los
experimentos hay que afiadir un punto extra para la cuantificacion de proteina y otro punto
extra como control negativo, el cual consiste en realizar exactamente los mismos pasos en un

flasco sin células.
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2) Reaccion de oxidacion

1

Primeramente se preparan las siguientes soluciones:

KRB 5x: para 500 mL: NaCl (19,72g), KCI (0,67g), NaH,PO, (0,17g), MgSO, (0,25g), CaCl,
(0,55¢), agua hasta 500 mL. (El CaCl, debe prepararse en primer lugar porque puede
precipitar). Almacenar a 4°C.

KRBH: para 100 mL: 20 mL de KRB5x, 2 mL de NaHCO3; 100 mM (extemporaneo), 1 mL
de HEPES 1M pH 7,4, 77 mL de agua. Preparar el mismo dia del ensayo.

KRBH + 0,1% BSA: para 45 mL: afiadir 150 uL de 30% BSA a 45 mL de KRBH. Filtrar con

filtro de 0,45 um

KRBH + 1% BSA: para 15 mL: afiadir 500 pL de 30% BSA a 14,5 mL de KRBH. Filtrar con
filtro de 0,45 pm.

30% BSA: Disolver 15g de BSA desgradado (A-6003 Sigma-Aldrich) en 50 mL de KRBH.
Alicuotar y almacenar a -20°C.

3mM [1-**C] oleato-BSA: Para 5 mL: disolver 4,567 mg de olato sédico en 500 uL de

0,1N NaOH durante 5 minutos a 80°C. Afiadir 500 L de [1-'*C] oleato (CFA243-50 mCi
GE Healthcare). Afiadir esta solucion (1mL) gota a gota a una solucion de 1% BSA
(disolver 0,59 de BSA desgrasado en 4,5 mL de 0,9% NaCl a 37°C al bafio maria) y
mantener en agitacidon durante 5 minutos. Filtrar con un filtro de 0,22 um, hacer

alicuotas de 1 mLy almacenar a -20°C.

Seguidamente se afiaden 100 pL de KOH 0,1N a recortes de 2x2 cm de papel Whatman
y se dejan secar. Mientras tanto se proceden con los siguientes pasos.

Se lava el flasco para la cuantificacion de proteina con 1 mL de PBS 1x y se recogen las
células en 500 plL de tampdn de lisis.

Se lavan el resto de flasco con 3 mL/flasco de KRBH + 0,1% BSA.

Posteriormente, se incuban con 2 mL/flasco de KRBH + 1% BSA durante 30 minutos a
37°C.

A continuacién se vuelven a lavar con 3 mL/flasco de KRBH + 0,1% BSA.

Se afade la mezcla de reaccion de oxidacion de oleato, 2 mL/flasco

Mezcla de Reaccion

KRBH 1,6 mL
3 mM [1-*C] oleato-BSA 200 pL
25 mM glucosa + 8 mM carnitina 200 pL
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8. Cerrar los flascos con el montaje del tapén de goma, el tubo de PVC y el papel
whatman con KOH y sellar con parafilm.

9. Incubar durante 3 horas a 37°C en un incubador libre de CO,.

3) Fijacion del CO,
10. Pasadas las 3 horas, parar la reaccién con la adicién de 200 pL de 40% HCIO; mediante
una jeringa de 1 mL con aguja. Volver a sellar con parafilm.

11. Incubar o/n a temperatura ambiente.

4) Contaje de la radioactividad
12. Desmontar el sistema y transferir el papel Whatman a un vial de centelleo con 5 mL de
liquido de centello
13. Afadir un vial de centelleo extra con 50 pL de 3 mM [1-'“C] oleato-BSA para conocer
las cuentas totales.
14. Incubar o/n

15. Contar la radioactividad de los viales con el protocolo 10 (**C 1 min)

Los resultados se expresan como:
nmol de oleato-mg-1prot-h-1 = (cpm — cpm blanco) x 600 / (cpm totales x mg prot x h)
Donde 600 son los nmol totales de oleato por flasco y cpm totales son las cuentas

correspondientes a los 200 uL de oleato afiadidos por flasco.

Flask de 25 cm2
Jeringa con con células
g &cido perclorico /
Tap6n de goma
P g Tubo de PVC

Papel Whatman
conKOH 0,1N

Figura 36. Sistema de oxidacién de oleato en flask de 25 cm’. La mezcla de reaccion se afiade al flask y
el sistema se cierra herméticamente con un tapon de goma que dispone de un tubo de PVC con un
papel Whatman con KOH en el interior. Los flask se incuban durante 3 horas a 37°C. (Adaptado de la
tesis de JM Orellana).
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2.6. CITOQUIMICA FLUORESCENTE

BODIPY® es un colorante fluorescente (C14H:7BF;N,) usado para la tincién de lipidos
neutros y la visualizacion de cuerpos lipidicos intracelulares. Siguiendo las indicaciones de la
casa comercial, el reactivo BODIPY® se prepard a una concentracion stock de 1 mg/mL en
DMSO (500x). Del mismo modo, el tratamiento de las células se llevé a cabo acorde al

posterior procedimiento de tincion con BODIPY® descrito a continuacion:

1. Sembrar 80.000 células/pocillo en placas de 24 pocillos sobre cubres previamente
autoclavados y tratados con poli-L-lisina (Afiadir 500 pL/pocillo de 0,01 % poli-L-Lisina
y mantener durante 2 horas a 37°C, lavar 2 veces con agua mQ autoclavada y dejar
secar durante 30 minutos a 37°C).

Realizar los tratamientos convenientes.

Lavar 2 veces con PBS1x.

Fijar las células durante 15 minutos a 4°C con 4% paraformaldehido.

o ~ WD

Lavar 2 veces con PBS 1x (en este punto se pueden guardas las células a 4°C varios

dias).

6. Teflir los lipidos neutros con BODIPY® durante 15 minutos a temperatura ambiente a
una concentracion final de 2 pug/mL. Diluir el stock en PBS 1x.

7. Lavar 2 veces con PBS 1x.

8. Tefir los nucleos celulares con Hoecht durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Diluir el stock en PBS 1x.

9. Lavar 2 veces con PBS 1x.

10. Montar los cubres con el medio de montaje acuoso Fluoromount-G® (Southern
Biotech) sobre portaobjetos previamente rotulados.

11. Dejar secar durante varias horas protegidos de la luz. Almacenar a 4°C.

12. Analizar por microscopia de fluorescencia.

3. PROCEDIMIENTOS CON ANIMALES

Todos los procedimientos con animales y su estabulacion se llevaron a cabo en el
estabulario de la Facultad de Farmacia de la Universitat de Barcelona. Los ratones se
estabularon en habitaciones con ciclos de luz / oscuridad de 12 horas, en un ambiente
controlado de temperatura (22 + 2°C) y humedad (60%) con libre acceso a agua y comida. El

numero de ratones usado para cada condicion experimental fue de 6 a 8, salvo indicado. Todos
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los protocolos fueron aprobados por el Comité Etico de Experimentacion Animal de la

Universitat de Barcelona.

3.1. ANIMALES

Los animales empleados en esta tesis fueron ratones adultos, de entre 2 y 3 meses de
edad con un peso de 25-30 g de la cepa salvaje C57/BL6J y ratones deficientes de CPT1C con el
mismo fondo genético que los ratones salvajes. Los ratones deficientes de CPT1C (CPT1C KO)
fueron generados en colaboracién con el CEBATEG (Centre de Biotecnologia Animal i de
Terapia Génica) de la Universitat Autonoma de Barcelona, mediante una mutacién génica
introducida por recombinacion homdloga. Los exones del 12 al 15 fueron eliminados,
perturbando el marco abierto de lectura de la proteina CPT1C desencadenando en una
proteina truncada. El vector fue electroporado en células madre embrionarias (ESC, Embryonic
Stem Cells) 129SvEv y el par de clones de ESC positivos obtenidos fueron expandidos.
Posteriormente fueron microinyectados en blastocitos de ratones C57/BL6, los cuales fueron
transferidos a hembras aceptoras. Los ratones obtenidos mediante este procedimiento se
denominaron quimeras ya que se generaron a partir de células 129/SV y embriones C57/BL6.
Los ratones quiméricos con capacidad de transmision de la linea germinal fueron
seleccionados para obtener ratones heterocigotos. Estos fueron cruzados entre si para generar

ratones homocigotos deficientes de CPT1C.

3.2. DISENOS EXPERIMENTALES
3.2.1. AYUNO

Para los experimentos en los que los animales fueron ayunados, en todos los casos la
comida se retiré al inicio del ciclo claro, es decir, alas 9 h de la mafiana. Después del tiempo de
ayuno correspondiente, los animales o bien se sacrificaron o bien se tomaron medidas
oportunas antes de reponer de nuevo la comida. En este trabajo se han aplicado tres tipos de
ayuno distinto, indicados en cada caso en el capitulo de resultados.

1. Ayuno a corto plazo: Privacion de alimento durante 6 horas. Aplicado para la
cuantificacion de glucdgeno, ya que las reservas de éste se agotan muy rapidamente.

2. Ayuno de 24 horas: Aplicado en la mayoria de experimentos de privacién de alimento.

3. Ayuno a largo plazo: Privacion de alimento durante 48 horas. Aplicado puntualmente

para la medicion de la glucemia.
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3.2.2. TORPOR

El torpor se caracteriza por una gran disminucién de la actividad fisiol6gica de un
animal, evidenciado generalmente por una disminucién en la temperatura corporal y la tasa
metabdlica que puede durar dias o semanas, o puede hacer referencia a un periodo de baja
temperatura corporal y del metabolismo que dura menos de 24 horas, como es el caso del
"torpor diario". Para inducir el estado de torpor a nuestros animales, éstos fueron sometidos a
dos procedimientos distintos:

1. Mantenimiento de todo el grupo de animales a 16°C de temperatura ambiental,
dividido en dos subgrupos, alimentados y ayunados, durante 32 horas.
2. Mantenimiento de un grupo de ratones durante 2 horas a 4°C, mientras el resto son

mantenidos a temperatura ambiente.

3.2.3. ENVEJECIMIENTO

El estudio del envejecimiento se llevo a cabo mediante la monitorizacion mensual del
peso y la ingesta de los animales, desde los 2 meses de edad hasta los 12 meses. Durante este
periodo de tiempo se realizaron pruebas de la homeostasis de la glucosa. A los 15 meses de
edad se realiz6 una prueba de memoria juntamente con un grupo de ratones jovenes.
Finalmente a los 16 meses de edad fueron sacrificados. Un subgrupo de animales fue
perfundido por tal de fijar los tejidos para un analisis histoldgico posterior (apartado 3.8.), el

resto fue diseccionado como se detalla en el apartado 3.7. de este capitulo.

3.3. DETERMINACION DEL PESO Y LA INGESTA

El peso corporal de los ratones se determiné pesando los animales en los periodos de
tiempos indicados en cada caso. El incremento de peso fue calculado como la diferencia entre

el peso medido en los intervalos de tiempo descritos.

La ingesta fue medida mediante el peso en una balanza de precisién del pienso antes
de ser administrado a los ratones y después del tiempo indicado. Los animales sometidos a

ingesta controlada fueron estabulados en jaulas individuales.

3.4. DETERMINACION DE LA TEMPERATURA CORPORAL

La temperatura corporal de los ratones fue medida mediante una sonda rectal

especifica para roedores pequefios (RET-3-1SO Physitemp) acoplada a un termémetro (Acorn®
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Temp TC Thermocoupled Thermometer Oakton Instruments). La profundidad de insercién de
la sonda es critica para la reproducibilidad de los registros de la temperatura. Los animales
fueron estabulados en grupos de tres en la misma jaula en los experimentos en los que se

midio la temperatura.

3.5. DETERMINACION DE LA GLUCEMIA

La determinacién de los niveles de glucosa en sangre fue medida tanto a nivel basal
como después de periodos de ayuno a las 9 h de la mafiana. Después de realizar un pequefio
corte en la cola de los animales, la primera gota de sangre es descartada y la segunda es
recogida en tiras reactivas de glucosa (Contour®Next Bayer) utilizando un glucometro para su

lectura.

3.6. TEST DE TOLERANCIA AL PIRUVATO, A LA GLUCOSA'Y A LA INSULINA

El test de tolerancia al piruvato se realiz6 en ratones ayunados durante 16 horas. Una
dosis de 2g/kg de piruvato sodico en PBS (preparado el mismo dia y filtrado) fue administrada
a los ratones mediante una inyeccion intraperitoneal (ip). La medida de la glucemia se realizo

antes de la inyecciény a los 30, 60, 90 minutos tras la inyeccion.

El test de tolerancia a la glucosa se realiz6 en ratones ayunados durante 6 horas. Se
practico una inyeccion ip de glucosa 20% en PBS, teniendo en cuenta el peso de cada ratény la
dosis a administrar (2 g/kg) se ajusté el volumen administrado (multiplicando por 10 el peso
del ratén en gramos). La glucemia se midio justo antes de la inyeccion y a los 30, 60 y 120

minutos tras la inyeccion.

Para el test de tolerancia a la insulina, los ratones se ayunaron durante 4 horas. La
solucion de insulina se prepar6 a 0,1 U/mL (afiadir 16,6 uL de insulina 10mg/mL a 40 mL de
PBS). La dosis administrada fue de 0,75 U/Kg, por lo que el volumen de administracion se
ajustd en funcion del peso de los animales (multiplicando el peso en gramos del ratén por 7,5).
La medida de la glucemia se realiz6 antes de la inyecciéon y a los 30, 60 y 120 minutos tras la

inyeccion.
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3.7. DISECCION DE TEJIDOS DE RATON

En todos los casos, los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical.
Rapidamente se diseccionaron los siguientes tejidos: higado (I6bulo medial derecho), musculo
gastrocnemio, tejido adiposo blanco epididimal e inguinal, tejido adiposo marrdn
interescapular, hipotdlamo y MBH. Para la diseccion del MBH se us6 una matriz de acero
inoxidable que permite hacer cortes coronales de 0,5 mm de grosor (SA-2165 Roboz Surgical
Instrument) mediante el uso de dos cuchillas. Posteriormente en la seccién coronal obtenida
se realiza una micropuncién con un micro-colector de tejido de 1 mm de diametro para la

obtencién del MBH (figura 37).

KR

Figura 37. Representacion esquematica de la diseccion del hipotalamo mediobasal. A) Visién ventral
de cerebro de ratdn. La seccién marcada por el cuadro negro es el hipotalamo. Las lineas rojas indican el
corte coronal realizado con la ayuda de una matriz. B) Representacion de un corte coronal a la altura del
MBH. La seccién marcada con el circulo rojo es el MBH (Imagen adaptada del atlas anatémico de
cerebro de ratén Paxinos Atlas).

3.8. PERFUSION INTRACARDIACA FIJATIVA

El objetivo de la fijacion es preservar rapida y uniformemente el tejido de una forma
similar al estado in vivo. Si bien la colocacion de tejidos en soluciones fijadoras es un método
correcto para la fijacién de secciones pequefias, la fijacion por inmersién plantea un problema
para las muestras mas grandes. La ventaja de la perfusion transcardial con fijadores basados
en aldehido se considera un paradigma eficaz para la preservacion de los tejidos que se
autolisan rapidamente, como el tejido nervioso o el tejido endocrino, ya que puede llegar
rapidamente a todos los rincones del organismo utilizando la red vascular natural (figura 38).
Por lo tanto, este método es dptimo para estudios anatomicos, histoldgicos y moleculares. La
descripcion de este método se detalla a continuacién. Todo el procedimiento se llevo a cabo

siguiendo las medidas de seguridad oportunas debido a sus propiedades nocivas.
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1) Perfusién

10.

Anestesiar el animal mediante la administracion i.p. de la mezcla de ketamina/Xilacina
(Ket: 200mg/kg, Xil: 10 mg/Kg)

Hacer una incision en la piel en la linea media de la entrada torécica hasta la pelvis.
Usar las tijeras para abrir cuidadosamente el abdomen.

Hacer una incision lateral de 5-6 cm a través del tegumento y la pared abdominal justo
debajo de la caja torécica. Separar con cuidado el higado a partir del diafragma.

Hacer una pequefia incision en el diafragma. Continuar la incision del diafragma a lo
largo de toda la longitud de la caja toracica para exponer la cavidad pleural.
Desplazando cuidadosamente los pulmones, hacer un corte a través de la caja toracica
hasta la clavicula. Hacer un corte similar en el lado contralateral.

Levantar el esternén y recortar cuidadosamente cualquier tejido que conecte al
corazon.

Sujetar el corazén suavemente e identificar las auriculas y los ventriculos. Introducir la
aguja mariposa por la esquina inferior del ventriculo izquierdo (mas grueso y de color
mas claro que el derecho) y abrir con la tijera la auricula derecha.

Colocar la aguja mariposa en direccion a la aorta y mantener en esa posicion.

Iniciar el flujo de PBS 1x hasta que se haya desplazado toda la sangre del animal y salga
un liquido casi transparente (aprox. 30 mL)

Cambiar la jeringa y reponer una jeringa con 4% PFA. Continuar el flujo hasta pasar 60
mL. Las contracciones musculares y el blanqueo del higado son signos de buena
perfusion. La perfusion se ha completado cuando todas las contracciones musculares
se han detenido y la cantidad deseada de fijativo se ha pasado a través del sistema

circulatorio. El ratén debe estar rigido.

2) Diseccion y post-fijacion

11.
12.

Diseccionar los tejidos de interés

Sumergirlos en 4% PFA y mantenerlos o/n a 4°C.

3) Almacenaje

13.

Criopreservacion: pasar los tejidos a una solucién 30% sacarosa y almacenar a 4°C

hasta que depositen en el fondo del recipiente.
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14. Congelacién: Cada tejido fue pegado a un trozo de papel Whatman previamente
rotulado mediante la resina de incrustacién Cryomatrix™ (Thermo Scientific) especifica

para la seccion de tejidos congelados.

19: 30 mL PBS
2°: 60 mL 4% PFA

Figura 38. Procedimiento quirargico de perfusion intracardiaca. Representacion esquematica del
procedimiento de la perfusién intracardiaca como método de fijacion de tejidos (figura adaptada de
Gregory et al., 2012; Journal of visualized Experiments).

3.9 TEST DE MEMORIA: NORT (NOVEL OBJECT RECOGNITION TEST)

El test de memoria de reconocimiento de un objeto nuevo (NORT, Novel Object
Recognition Test) evalta la capacidad de los roedores para reconocer un objeto nuevo en el
entorno. En esta prueba no hay refuerzos positivos o negativos, por lo que evalia la
preferencia natural por los objetos presentados. Este ensayo proporciona una medida de la
memoria episddica, ya que a los animales se les permite explorar libremente dos objetos
iguales (A + A) durante la sesion de familiarizacion. Después de un periodo de tiempo
(dependiendo del disefio experimental), los animales son expuestos a un objeto explorado
previamente (familiar) y a un objeto novedoso (A + B). Una segunda prueba puede llevarse a
cabo después de otro periodo de tiempo (B + C). La memoria de reconocimiento se expresa
como un indice de discriminacion que se define como la proporcion de tiempo dedicado a
explorar el objeto novedoso respecto el objeto familiar sobre el tiempo total dedicado a

explorar los dos objetos.

Esta prueba ha sido sometida a varias modificaciones por distintos grupos de
investigacion (revisado en Antunes y biala, 2012). En nuestro caso, se utilizé un laberinto en

forma de “L” como espacio donde se ensay0 la prueba y los objetos se colocaron en las
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esquinas (figura 39). Este se coloc sobre una plataforma envuelta por una cortina negra para
evitar interferencias visuales en una sala aislada durante los tiempos de la prueba, la cual
contiene una videocamara (Logitech Webcam) colocada en el techo para registrar el
comportamiento de los animales. Las distintas etapas de la prueba se realizaron lo mas
proximo posible al ciclo de oscuridad (cuando los animales presentan mayor actividad), a partir
de las seis de la tarde en adelante. Dos pruebas de memoria se realizaron durante el mismo
procedimiento, a corto plazo (2h) y a largo plazo (24h). Los objetos utilizados se muestran en la

figura .Las distintas etapas del test se detallan a continuacion.
1) Habituacion (repetir durante 3 dias consecutivos)

1. Colocar alos animales en la sala donde se realiza el ensayo 30 minutos antes del inicio
del mismo.

2. Colocar el animal en el vértice central del laberinto sin objetos y dejar que explore el
entorno durante 5 minutos.

3. Devolver el animal a la jaula.

4. Limpiar el laberinto con 70% etanol.

2) Sesion de familiarizacion

5. 24 horas después de la ultima sesion de habituacion, colocar dos objetos idénticos en
las esquinas del laberinto (A + A).

6. Colocar el animal en el centro del laberinto y dejar que explore libremente durante 10
minutos.

7. Devolver el animal a la jaula.

8. Limpiar el laberinto y los objetos con 70% etanol.

3) Sesion de prueba de memoria

9. A las 2 horas después de la sesion de familiarizacion, sustituir un objeto por otro
objeto distinto (A + B).

10. Colocar a los ratones en el mismo orden que en la sesion anterior en el centro del
laberinto y dejar que exploren libremente durante 10 minutos.

11. Limpiar con 70% etanol entre animales.

12. A las 24 horas después de la primera sesion de memoria, sustituir un objeto

reconocido previamente por otro objeto distinto (B + C).
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13. Dejar explorar a los ratones durante 10 minutos del mismo modo que anteriormente,

limpiando con 70% etanol entre animales

4) Recopilacién y analisis de datos
14. Familiarizacion: un minimo de 20 segundos de reconocimiento para cada objeto es
necesario para incluir los animales en el analisis
Prueba: contar con un cronémetro el tiempo de reconocimiento de cada objeto (tener

en cuenta los criterios descritos para tal efecto).

Los resultados se expresan como el indice de discriminacion entre objetos:

tiempo objeto nuevo — tiempo objeto familiar
tiempo objeto familiar + tiempo objeto nuevo

indice de discriminacion =

Los valores obtenidos cercanos a 1 indican preferencia por el objeto nuevo, valores
cercanos a 0 indican que no hay discriminacion entre objetos, valores cercanos a -1 indican

preferencia por el objeto familiar.

®

Figura 39. Laberinto y objetos utilizados en el NORT. A) Esquema representativo del laberinto en forma
de L con objetos distintos en las esquinas. B) Fotografia de los tres objetos distintos utilizados.

4. BIOQUIMICA
4.1. DETERMINACION DE HORMONAS EN SUERO

La obtencion de suero se realiz6 en el momento de sacrificio de los animales. Después
de la dislocacién cervical, rapidamente fueron decapitados y la sangre fue directamente
recolectada en tubos Vacutainer® (BD Diagnostics). Una vez obtenida la sangre, los tubos
fueron mantenidos un minimo de 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se
centrifugaron durante 10 minutos a 10.000xg a 4°C. El sobrenadante se alicuotd y almaceno a -

80°C.
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4.1.1. HORMONA DEL CRECIMIENTO

Para la cuantificacion de las hormonas en suero se suelen utilizar kits basados en la
técnica de ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, Enzyme-Linked
ImmunoSorbent assay). Para la cuantificacion de la hormona del crecimiento (GH) se usé el kit
de la casa comercial Invitrogen (#KRC5311) siguiendo las instrucciones proporcionadas por el
mismo. Basicamente, los pocillos de las tiras de microtitulacion proporcionados han sido
recubiertos con anticuerpo monoclonal especifico para GH de rata. Durante la primera
incubacion, los estandares de concentracién conocida de GH de rata, los controles y las
muestras desconocidas se pipetean en los pocillos. Después del lavado, se afiade anticuerpo
secundario biotinilado. Después del lavado, se aflade estreptavidina-peroxidasa (enzima) que
se unird al anticuerpo biotinilado para completar el sandwich de cuatro componentes.
Finalmente, se vuelve a lavar para eliminar toda la enzima no unida y se afiade la solucién de
sustrato, que actlia sobre la enzima unida para producir color. La intensidad de este producto
coloreado es directamente proporcional a la concentracion de GH de rata presente en la

muestra original.

4.2. DETERMINACION DE METABOLITOS HEPATICOS
4.2.1. TRIACILGLICEROLES (TAG)

El primer paso para la determinacion de TAG en higado de ratdn consistio en la
extraccion de grasas de dicho tejido. Posteriormente se utiliz6 un kit comercial para

determinar el contenido de TAG en las muestras obtenidas.
1) Extraccion de las grasas

1. Hacer secciones aproximadamente del mismo tamafio del tejido congelado y
pulverizarlo con la ayuda de un mortero, previamente enfriado, sobre nieve carbdnica.
Afadir el polvo a un eppendorf de 1,5 mL con 500 pL de PBS 1x.

Sonicar manteniendo las muestras a 4°C

Guardar 50 pL del homogenado para la cuantificacién de proteina.

o > WD

Transferir el resto del homogenado a tubos de vidrio con rosca y afiadir 1,5 mL de
cloroformo. Agitar vigorosamente y dejar o/n a 30°C en agitacion.
6. Centrifugar 5 minutos a 10.000xg y transferir el sobrenadante y la fase inferior

(descartar interfase) a un tubo de vidrio nuevo.
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7. Afadir 500 uL de 0,9% NaCl, agitar durante 1 minuto y centrifugar 5 minutos a
10.000xg.
8. Recuperar la fase inferior y evaporar bajo una atmosfera de N,.

9. Reconstituir el producto de la evaporacién con 250 ulL de isopropanol.
2) Contenido de TAG

Se realiz6 utilizando el kit Cromatest comercial Triglicéridos MR basado en un método
enzimatico colorimétrico (#1155010 LINEAR Chemicals SL) (figura 40). Basicamente, los TAG
son hidrolizados a glicerol y &cidos grasos libres (AGL) por accién de la enzima lipoproteina
lipasa (LPL). A continuacion el glicerol es fosforilado por la enzima gliceroquinasa (GK) en
presencia de ATP, formando glicerol-3-fosfato (G3P) y ADP. El G3P es oxidado por la enzima
glicerol fosfato oxidasa (GPO) en dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y H,0..

En presencia de la enzima peroxidasa (POD), el fenol y la 4-aminoantipirina (4-AA) se
condensan por accion del H,0,, formandose un producto de color rojo que es proporcional a la

concentracion de TAG de la muestra.

TAG +3H,0 P Glicerol + 3 AGL

+
AP S5 G3p + ADP

+
0, &% DHAP +H,0,

4-AA + 4-fenol —l—> Quinonamina+H,0
POD

Figura 40. Método enzimatico colorimétrico utilizado para la determinacion de TAG.

4.2.2. GLUCOGENO

De un modo parecido a la extraccién anterior, la determinacion de glucégeno en
higado y musculo de ratén consisti6 en la extraccién del glucégeno de los tejidos y
posteriormente determinar el producto de la digestién del mismo utilizando un kit comercial
para determinar el contenido de glucosa de las muestras obtenidas. Este método se basa en el

descrito por Nunes y colaboradores con algunas modificaciones (Nunes et al., 2012).
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1) Extraccion de glucdgeno

1. Afadir 250 pL de 30% KOH a 100 mg de tejido congelado y homogenizar con el Fast-
Prep24.
2. Guardar 10 uL del homogenado para la valoracion de la concentracién de proteina.
Hervir el resto del homogenado durante 15 minutos a 95°C.
3. Precipitacion del glucogeno:
[.  Afadir 120 pL del homogenado en cuadros de 2x2 cm de papel Whatman, o
bien 120 pL de 30% KOH (blanco). Dejar secar a temperatura ambiente.
[l.  Agrupar los papeles del mismo grupo de muestras en el mismo vaso de
precipitados para hacer los lavados en 300 mL 66% etanol previamente
enfriado a -20°C. (A esta concentracion de etanol, el glucégeno precipita y
debido a su gran tamafio se queda retenido en el papel, a diferencia del resto
de metabolitos mas solubles que son lavados de los papeles).
. Hacer un primer lavado durante 10 minutos y dos lavados mas durante 20
minutos a temperatura ambiente.
IV.  Secar los papeles en una estufa (70°C).
V. Transferir los papeles a tubos de ensayo que contienen 1 mL de la solucion 0,5

mg/mL amiloglucosidasa (A7420 Sigma-Aldrich) preparada en 400 mM acetato

sodico pH 4,8.
VI.  Incubar los tubos durante 90 minutos a 37°C.
VIl.  El producto de la digestién contiene las moléculas de glucosa proporcionales a

la cantidad de glucogeno de las muestras.
VIIl.  Para validar los resultados se han ensayado unos controles de calidad, que se
han procesado de igual forma que las muestras, con concentraciones

conocidas de glucégeno.
2) Contenido de glucosa

Se realizo utilizando el kit comercial Cromatest Glucosa MR basado en un método
enzimatico colorimétrico (#1129010 LINEAR Chemicals, S.L.) (figura 41). Brevemente, la
glucosa es oxidada a D-Gluconato por la glucosa oxidasa (GOD), con formacién de peréxido de
de hidrégeno. En presencia de peroxidasa (POD), el fenol y la 4-aminoantipirina (4-AA) se
condensan por accion del peroxido de hidrégeno, formando una quinonaimina de color rojo

proporcional a la concentracion de glucosa en la muestra.
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GOD
B-D-Glucosa + H20 + 02 — D-Gluconato + H,0,

H,0 . _—
4-AA + Fenol —s Quinonaimina+H,0
POD

Figura 41. Método enzimatico colorimétrico a punto final para la determinacién de glucosa.

4.3. ENSAYO DE ACTIVIDAD PIRUVATO DESHIDROGENASA

El ensayo de la actividad piruvato deshidrogenasa se realiz6 mediante el kit de Abcam
Pyruvate dehydrogenase (PDH) Enzyme Activity Microplate Assay Kit (ab109902). Este kit de
actividad en microplaca esta validado para la determinacion de la actividad PDH en muestras
derivadas de tejido muscular. La enzima PDH es inmunocapturada dentro de los pocillos de la
microplaca ya que éstos estan recubiertos con anticuerpo monoclonal anti-PDH.
Posteriormente, la actividad se determina siguiendo la reduccién de NAD" a NADH, acoplada a
la reduccion de un colorante indicador el cual produce un producto coloreado cuya
concentracion puede ser monitorizada mediante el registro del incremento de la absorvancia a

450 nm a 30°C a lo largo del tiempo (figura 42).

NAD* NADH

Piruvato + CoenzimaA CO,* Acetil - Coenzima A

Figura 42. Método enzimético utilizado para la cuantificacion de la actividad piruvato deshidrogenasa.
Dye: colorante

5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan como el promedio + SEM. El analisis comparativo de los
resultados obtenidos se realizo utilizando el test estadistico de la t-student. Con valores
obtenidos inferiores a 0,05 se considera que hay diferencias estadisticamente significativas

entre las muestras analizadas.



CAPITULO 4.
RESULTADOS

METABOLISMO PERIFERICO DE RATONES DEFICIENTES
DE CPT1C

1. Fenotipo de ratones deficientes de CPT1C durante el ayuno
2. Fenotipo de ratones deficientes de CPT1C durante el torpor

3. Fenotipo de ratones deficientes de CPT1C durante el
envejecimiento

PAPEL DE CPT1C EN EL METABOLISMO LIPIDICO
HIPOTALAMICO

4. Expresion de CPT1C en respuesta a distintas situaciones
nutricionales

5. Funciones celulares reguladas por la expresion de CPT1C






RESULTADOS 4

PARTE I
METABOLISMO PERIFERICO DE RATONES DEFICIENTES DE CPT1C

Los antecedentes conocidos hasta este momento sugieren que CPT1C en el hipotalamo
es un proteina clave en la regulacién de la oxidacién de las grasas a nivel periférico. En base a
estos datos, en este trabajo se analiza la respuesta de ratones deficientes de CPT1C durante el
ayuno y el torpor, dos situaciones en las que el principal sustrato energético son las grasas y la
capacidad de adaptacion metabdlica del organismo es crucial para el mantenimiento de la
homeostasis energética. Ademas, debido a que una disrupcion del metabolismo puede tener
consecuencias acumulativas a largo plazo, se realiza por primera vez un estudio de

envejecimiento en ratones deficientes de CPT1C.

1. FENOTIPO DE RATONES DEFICIENTES DE CPT1C DURANTE EL AYUNO

Se ha estudiado la participacién de CPT1C en la adaptacion metabdlica de los tejidos
periféricos metabolicamente mas activos, el higado y el masculo, asi como los efectos de la
deficiencia de CPT1C en el metabolismo energético del hipotdlamo mediobasal (MBH) durante

el ayuno.

Ratones de entre 8 y 10 semanas de edad, fueron sometidos a distintos tipos de ayuno
(6, 24 y 48 horas) tal y como se detalla en Materiales y Métodos. Retirando la comida en todos
los casos a las 9h de la mafiana hasta el tiempo indicado, momento en que se sacrificaron los

animales y se recogieron los distintos tejidos.

1.1. ANALISIS DEL PESO Y LA INGESTA

Con el fin de caracterizar la respuesta al ayuno de los ratones CPT1C KO, en primer
lugar se evalu6 la pérdida de peso y la ingesta después de un ayuno de 24 horas. Los datos
obtenidos muestran una tendencia de los ratones deficientes de CPT1C a perder menos peso
durante el ayuno (WT: -6,6 g = 0,37 vs. KO: -5,83 g + 0,08) (figura 43A). Durante la
realimentacion después del ayuno de 24 horas, los ratones CPT1C KO no muestran diferencias
en laingesta (WT: 5,86 g + 0,22 vs. KO: 6,02 g = 0,19) (figura 43B).
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A A de peso B. Realimentacion
WT ko 64

0 6,2
; 5

= Sss -
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Figura 43. Efecto del ayuno sobre el peso y la realimentacion. A) Pérdida de peso de ratones WT y
CPT1C KO después de un ayuno de 24 horas. B) Ingesta durante 24 horas después de un ayuno de 24
horas. Los resultados se expresan como el promedio + SEM. n = 6.

A pesar de no haber cambios significativos en el peso corporal de los ratones CPT1C KO
respecto los WT tras el ayuno, se quiso analizar la adiposidad de los mismos. Por un lado, se
analizo el tejido adiposo blanco epididimal (TBE), como se puede ver en la figura 44A, los
ratones WT disminuyen su TBE un 60% tras el ayuno, mientras que los ratones CPT1C KO
muestran una disminucion del 34% de este tejido tras el ayuno. Estos datos sugieren que en
situacion de ayuno, los ratones deficientes de CPT1C utilizan en menor medida las grasas
almacenadas en el TBE que los ratones WT. Por otro lado, se analizé el tejido adiposo marrén
(TAM) interescapular, donde se observd que los ratones CPT1C KO presentan un tamafio
mayor de este tejido respecto a los animales WT durante la alimentacion (figura 44B), lo que
sugiere que tienen una hipertrofia de este tejido posiblemente por acumulacién de lipidos.

Esta hipertrofia se sigue observando tras el ayuno, aunque las diferencias entre ratones WT y
CPT1C KO no son significativas (p=0,06).
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Figura 44. Efecto del ayuno sobre la adiposidad. Peso del tejido adiposo blanco epididimal (A) y del
tejido adiposo marrén interescapular (B) en porcentaje respecto el peso total del animal. ***:p < 0,005
vs. WT alimentacion, $: p < 0,05 vs. KO alimentacion, #: vs. WT ayuno. n = 6.
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1.2. ANALISIS DEL METABOLISMO ENERGETICO HEPATICO

El higado es un 6rgano crucial para la adaptacion metabdlica al ayuno. En esta
situacion, su funcion principal es sintetizar glucosa a partir de precursores no glucidicos para
exportarla a la circulacion sanguinea. Al mismo tiempo debe parar la glucdlisis y favorecer la
oxidacion de las grasas como sustrato energético. Este cambio en el uso de combustible es
posible gracias a la activacion de enzimas clave, como se detalla en la figura 8 de la
introduccion. Con lo cual, primeramente se analizé la via AMPK-ACC-CPT1A como marcador de
la activacion de la oxidacién de &acidos grasos. Como era de esperar, los niveles de pAMPK,
pACC y CPT1A aumentan durante el ayuno en los higados de los ratones WT, mientras que este
incremento no ocurre en los ratones deficientes de CPT1C (figura 45). La ausencia de
activacion de AMPK, se traduce en una ausencia de activacion de ACC y en una disminucién de
los niveles de CPT1A en el higado de los ratones CPT1C KO. Estos resultados indican que los

ratones deficientes de CPT1C no activan la oxidacion hepatica de las grasas durante el ayuno.
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Figura 45. Efecto del ayuno sobre la activacion hepatica de la oxidacion de grasas. Niveles de fosfo-
AMPK (A), fosfo-ACC (B) y CPT1A (D), determinados por WB, imagen representativa en C). Los resultados
se expresan como el promedio = SEM. *: p < 0,05, ***p < 0,005 vs. WT alimentado, ###: p < 0,005 vs.
WT ayunado, $: p < 0,05 vs. KO alimentado. n = 6-8.
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Ademas de la activacion de la oxidacion de las grasas, la inhibicion de PDH mediada
por PDK4 es crucial para evitar la conversion de piruvato a acetil-CoA, ya que el ahorro de
piruvato en el higado es esencial durante el ayuno. Por ello analizamos el eje PDK4-PDH. Para
comprobar los niveles de expresién de PDK4, se cuantificaron los niveles de RNA mensajeros
por PCR a tiempo real. Los ratones CPT1C KO son incapaces de inducir la expresion de PDK4 en
respuesta al ayuno, a diferencia de los WT que muestran un incremento considerable (figura
46A). El incremento de PDK4 conduce a un aumento de la fosforilacién de PDH (inhibiéndola),
el cual solo se observa en los ratones WT (en forma de tendencia) (figura 46B). Estos datos
indicarian una menor inhibicion de PDH en los higados de los ratones CPT1C KO y por lo tanto

un mayor consumo de piruvato y acetil-CoA proveniente de la glucdlisis.
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Figura 46. Efecto del ayuno sobre la activacion del eje PDK4-PDH en el higado. Niveles de mRNA de
PDK4 (A) y fosforilacion de PDH (B) de ratones WT y CPT1C KO después de un ayuno de 24 horas. Los
resultados se muestran como el promedio £ SEM. ***: p < 0,005 vs. WT alimentados, ###: p < 0,005 vs.
WT ayunados. n = 6-8.

Durante el ayuno, a pesar de la induccion de la oxidacion de grasas como sustrato
energético, los niveles hepaticos de TAG aumentan debido al gran aporte de acidos grasos
libres del tejido adiposo, mientras que los niveles de glucdgeno se agotan casi por completo
durante las primeras 8 horas de privacion de alimentos. Una vez identificado el defecto
hepatico de los ratones deficientes de CPT1C tanto en la activacion de la oxidacion de grasas
como en la inhibiciéon de la oxidacién de la glucosa, analizamos las reservas hepaticas de
ambos nutrientes. En concordancia con los resultados obtenidos anteriormente, después de
un ayuno de 24 horas, los ratones CPT1C KO presentan un acumulo de casi el doble de TAG

que los ratones WT (KO: 4,63 £ 0,71 vs. WT: 2,55 £ 0,65) (figura 47A), mientras que tras 6 horas
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de ayuno han consumido practicamente todo el reservorio de glucégeno hepatico (WT: 10,84
+ 0,84; KO: 3,83 = 1,2) (figura 47B). Estos resultados confirman que los ratones CPT1C KO

siguen utilizando la glucosa frente a las grasas como sustrato principal durante el ayuno.
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Figura 47. Efecto del ayuno en las reservas hepaticas de triacilgliceroles y glucégeno. Los niveles de
TAG fueron cuantificados después de 24 horas de ayuno (A) y los niveles de glucégeno tras 6 horas de
ayuno (B). Los resultados se muestran como el promedio = SEM. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,005
vs. WT alimentado; #: p < 0,05 vs. WT ayunado; $$$: p < 0,005 vs. KO alimentado. n = 5-8.

1.3. ANALISIS DE LA HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA

En base a los resultados obtenidos en el metabolismo hepatico, analizamos mas
detalladamente distintos mecanismos implicados en la regulacién de la homeostasis de la
glucosa. Primeramente, se evalu6 la gluconeogénesis mediante dos aproximaciones distintas,
luego se midio la glicemia de los dos grupos de ratones, WT y CPT1C KO, tras un ayuno de 48

horas.

Los ratones CPT1C KO presentan mayor induccién de la gluconeogénesis tras la
administracion de piruvato, indicado por los mayores niveles de glucosa en sangre respecto los
WT (figura 48A). Ademas, los ratones CPT1C KO muestran una mayor expresion de PEPCK tras

un ayuno de 24 horas, indicando mayor gluconeogénesis durante el ayuno (figura 48B).

Los trabajos publicados por Lane y colaboradores, describieron niveles normales de
metabolitos plasmaticos (glucosa, &cidos grasos libres, cuerpos cetonicos, etc.) en ratones
deficientes de CPT1C durante un ayuno de 24 horas. Sin embargo, teniendo en consideracion
la mayor gluconeogénesis observada en los ratones CPT1C KO, se esperaria que también
presentaran hiperglicemia, por lo cual medimos la glicemia de ambos grupos de ratones
durante un ayuno de 48 horas. Como se puede ver en la figura 48C, los ratones CPT1C KO no

presentan diferencias en los niveles circulantes de glucosa durante un ayuno prolongado
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respecto los WT. Este resultado permite hipotetizar que los ratones deficientes de CPT1C
sostienen un mayor consumo de glucosa, lo cual da lugar a que los niveles en sangre de

glucosa sean normales a pesar de presentar la ruta gluconeogénica aumentada.
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Figura 48. Homeostasis de la glucosa in vivo. La homeostasis de la glucosa fue determinada en cada
grupo mediante una prueba de tolerancia al piruvato (A) y la cuantificacién de la expresion de PEPCK
después de un ayuno de 24 horas (B). La glicemia de ratones WT y CPT1C KO fue medida tras 48 horas
de ayuno (C). Los resultados se expresan como el promedio = SEM. ***: p < 0,005 vs. WT alimentado,
##: p <0,01 vs. WT ayunado. n = 6.

1.4. ANALISIS DEL METABOLISMO ENERGETICO MUSCULAR

El masculo esquelético requiere grandes cantidades de energia para desarrollar
correctamente sus funciones, por lo cual es vital su adaptacion metabdlica a las distintas
situaciones de disponibilidad energética. Asimismo, el musculo juega un papel muy importante
en la homeostasis de la glucosa ya que es el principal tejido responsable del aclarado de ésta.
Por consiguiente, analizamos el metabolismo muscular de ratones WT y CPT1C KO en

respuesta a un ayuno de 24 horas.

Del mismo modo que en el higado, primeramente analizamos la activacion de la
oxidacion de las grasas. Usando como marcadores de activacion de este proceso la

fosforilacion de AMPK y los niveles de mRNA de CPT1B. Los ratones CPT1C KO presentan
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niveles elevados tanto de fosfo-AMPK como de CPT1B durante la situacion de alimentacion
(figura 49A y B), que a diferencia de los ratones WT, no incrementan en respuesta al ayuno
(figura 49A y B). Estos datos indicarian una regulacion inadecuada de las enzimas implicadas en
la regulacion de la oxidacion de las grasas en el musculo de los ratones deficientes de CPT1C a

la disponibilidad de nutrientes.
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Figura 49. Efecto del ayuno en la activacion muscular de la oxidacion de las grasas. Niveles de fosfo-
AMPK (A) y CPT1B (B) de ratones WT y CPT1C KO determinados por WB y PCR a tiempo real,

respectivamente. Los resultados se muestran como promedio = SEM. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <
0,005 vs. WT alimentado. n = 5-8.

A continuacion se estudiaron las enzimas clave necesarias para inducir el cambio
metabolico durante el ayuno, es decir, el eje PDK4-PDH. Los ratones CPT1C KO manifiestan una
menor induccion de la expresion de PDK4 durante el ayuno (figura 50A) en comparacién con
los WT, aunque esta disminucion no es estadisticamente significativa. La disponibilidad de un
kit comercial para la determinacién de la actividad PDH en homogenados de tejido muscular
nos permitio valorar la actividad de esta enzima en los muasculos de nuestros animales durante
el ayuno mediante un ensayo in vitro. Los resultados de actividad PDH revelan que los ratones
CPT1C KO, contrariamente a los ratones WT, tienen la actividad PDH aumentada durante el
ayuno, en lugar de disminuida (figura 50B). Por lo tanto, podemos concluir que los ratones
deficientes de CPT1C mantienen activo el flujo de la glucdlisis, produciendo mas acetil-CoA
susceptible de ser oxidado, a partir de piruvato, lo cual correlacionaria con un mayor consumo

de glucosa a nivel muscular durante el ayuno.
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Figura 50. Efecto del ayuno en el eje PDK4-PDH muscular. Nivel de expresion de PDK4 determinados
por la cuantificacion de mRNA por PCR a tiempo real (A), (B) actividad PDH en musculo de ratones WT 'y
CPT1C KO alimentados y tras un ayuno de 24 horas. Los resultados se expresan como el promedio +
SEM. *: p< 0,05, **, ***: p < 0,005 vs. WT alimentado; ###: p < 0,005 vs. WT ayunado; $: p < 0,05 vs. KO
alimentado. n = 4-6.

Por altimo, se ha cuantificado el reservorio de glucégeno muscular en ambos grupos
de animales, WT y CPT1C KO, tanto en situacion de alimentacion como tras un ayuno de 6
horas. Los ratones deficientes de CPT1C no presentan diferencias en el contenido de
glucégeno muscular respecto los ratones WT, ni en situacién de alimentacion ni después de la
privacion de alimentos, tal y como se puede ver en la figura 51. EI metabolismo de la glucosa
en el muasculo esquelético esta controlado en gran parte por la captacion de glucosa
plasmatica. En situacion de ayuno donde la sintesis de glucdgeno esta inhibida, cuando la

glucosa entra en el masculo es rapidamente metabolizada y oxidada.
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Figura 51. Efecto del ayuno en las reservas musculares de glucdgeno. Contenido de glucdgeno
muscular de ratones WT y CPT1C KO en situacién de alimentacion y tras un ayuno de 6 horas, expresado
en mg de glucosa por ug de proteina. *: p < 0,05 vs. WT alimentado. n = 4-6.

Teniendo en consideracion, la mayor gluconeogénesis hepatica junto con el
mantenimiento de la glicemia y del glucégeno muscular, ademas de la mayor actividad PDH,
parece factible que en los ratones deficientes de CPT1C, el musculo contribuye al aclarado de
la glucosa plasmatica sintetizada en mayor extension por el higado, debido a un mayor
consumo de glucosa muscular, posiblemente consecuente de una menor capacidad de

oxidacion de acidos grasos.

1.5. ANALISIS DEL METABOLISMO ENERGETICO HIPOTALAMICO

Esta ampliamente descrito el papel del metabolismo en el hipotdlamo mediobasal
(MBH) sobre la regulacion de la homeostasis energética. En esta tesis se han estudiado 3 vias
de sefializacion hipotalamicas distintas implicadas en la regulacion de la homeostasis
energética del organismo: 1) la activacion del metabolismo energético mitocondrial, 2) la

activacion de la autofagia, 3) la respuesta al estrés reticular.

Con el fin de determinar el papel de CPT1C en estos eventos, primeramente se ha
analizado si la expresién de CPT1C varia en respuesta al ayuno. Para ello, un grupo de ratones
WT se mantuvo con alimentacion y otro fue ayunado durante 24 horas, después de este
periodo se extrajo el hipotdlamo entero y se analizaron los niveles de CPT1C. El mismo
experimento se repitid para diseccionar Unicamente los nicleos mediobasales del hipotalamo.
Como se indica en la figura 52, CPT1C aumenta su expresién en el MBH en respuesta al ayuno,
sin embargo este efecto no se observa cuando se analiza el hipotdlamo entero. Por este
motivo, se decidi6 hacer el resto de experimentos utilizando Unicamente los nucleos

mediobasales del hipotalamo (salvo puntualmente cuando indicado).
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Figura 52. Efecto del ayuno sobre los niveles de CPT1C. Niveles de expresion de CPT1C en el hipotalamo
entero y en el hipotdlamo mediobasal en situacién de alimentacion y de ayuno, determinados por PCR a
tiempo real. Los resultados se expresan como promedio + SEM. *: p < 0,05 vs. MBH alimentacion. n = 6.

Debido a los datos publicados previamente sobre el papel de CPT1C en la modulacién
de la expresion de los neuropéptidos orexigénicos mediada por la sefializacién de leptina y
grelina (Gao et al.,, 2011; Ramirez et al., 2013), decidimos analizar los niveles de los
neuropéptidos AgRP y NPY tras 24 horas de ayuno en animales WT y CPT1C KO (figura 53). En
situacion de privacion de la ingesta, los ratones deficientes de CPT1C no presentan
alteraciones en la expresion de neuropéptidos orexigénicos en comparacion con los ratones
WT. Este dato podria indicar que en situacién de ayuno, el efecto de la ausencia de CPT1C se

encuentra compensado por el resto de reguladores de la expresion de los neuropéptidos.

>
w

AgRP ' NPY

| o Alimentacion $$
, *
H Ayuno

N

v

©“
w

| O Alimentacion
*

N

- mAyuno

-
= &
L L
= N

o
v

o * ! K
o vk LN U ow W
. . . . .

Niveles de mRNA (U.A.)

Niveles de mRNA (U.A.)

o

WT KO WT KO

Figura 53. Efecto del ayuno sobre la expresion de neuropéptidos orexigénicos. Niveles de mRNA de los
neuropéptidos orexigénicos AgRP y NPY. Resultados expresados como el promedio + SEM. *: p < 0,05 vs.
WT alimentados; $: p < 0,05, $$: p < 0,01 vs. KO alimentados. n = 6.

130



RESULTADOS 4

Los dltimos trabajos publicados en la literatura reflejan la complejidad del
metabolismo hipotalamico. La mayoria de trabajos se han centrado en el estudio del
hipotdlamo mediobasal como centro regulador de la homeostasis energética. A pesar de la
focalizacidn en esta area hipotalamica, el MBH sigue siendo muy heterogéneo, ya que se han
descrito respuestas diferenciales especificas de cada tipo de poblacion neuronal distinta. Sin
embargo, parece estar bien establecido que durante el ayuno, en el MBH se induce la
oxidacion de las grasas mediante la activacion del eje AMPK-CPT1A y que éste desencadena la
expresion de UCP2 con el fin de tamponar los ROS producidos en la mitocondria y permitir una
B-oxidacion sostenida (Andrews et al., 2008). Por otro lado, también esta bien establecido que
a nivel hipotaldmico, SIRT1 aumenta su expresion y actividad durante el ayuno. SIRT1
contribuye a la biogénesis y a la funcién mitocondrial mediante el factor de transcripcion
PGC1, ademéas de participar en el eje de sefalizacion de la grelina (AMPK-CPT1A-UCP2)

descrito anteriormente (Nakazato et al., 2001).

Con el objetivo de averiguar si CPT1C juega algun papel en alguna de estas rutas de
sefializacion, el hipotdlamo mediobasal de ratones WT y CPT1C KO fue diseccionado después
de someter a los ratones a un ayuno de 24 horas o bajo el mantenimiento de la alimentacion
ad libitum (grupo control). Se extrajo la proteina a la mitad de los ratones de cada grupo, y el
RNA a la otra mitad y se analizé el efecto de la ausencia de CPT1C sobre la activacion de los
sensores energéticos intracelulares AMPK y SIRT1, asi como la actividad mitocondrial mediante

el andlisis de los niveles de UCP2.

Como esta descrito, los ratones WT incrementan los niveles de fosfo-AMPK en
respuesta al ayuno, sin embargo, los ratones deficientes de CPT1C presentan una mayor
activacion de AMPK en situacion de alimentacion respecto los ratones WT, la cual
contrariamente a lo esperado, disminuye durante el ayuno (figura 54). Respecto a SIRT1, cabe
mencionar que se expresa mas intensamente en el MBH en relacion al resto de nucleos
hipotalamicos (Ramadori et al., 2008). Esto podria explicar que no se observe un incremento
de SIRT1 durante la situacion de ayuno en los ratones WT, ya que SIRT1 fue analizada en
extracto proteico de hipotadlamo entero. Sin embargo, en estas muestras hipotalamicas, se ha
podido observar una disminucion de la expresion de SIRT1 en los ratones CPT1C KO en
situacion de ayuno respecto los WT (figura 54). Estos resultados sugieren que la ausencia de
CPT1C altera de algiin modo la correcta respuesta adaptativa al estado energético y oxidativo

celular.
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Figura 54. Efecto del ayuno sobre los sensores energéticos AMPK y SIRT1 en el MBH. Niveles de
expresion de fosfo-AMPK (A) y SIRT1 (B) en el MBH de ratones WT y CPT1C KO en situacion de
alimentacion y ayunados durante 24 horas. Los resultados se muestran como el promedio £ SEM. n = 6.
*p < 0,05 ***: p<0,005vs. WT alimentados; $: p < 0,05 vs. KO alimentados; #: p < 0,05 vs. WT
ayunados.

CPT1C es una proteina que se encuentra en el reticulo endoplasmatico. Luego,
considerando el papel de las interacciones entre el reticulo y la mitocondria en la regulacién de
la homeostasis energética celular, nos propusimos estudiar el efecto de la ausencia de CPT1C

sobre la actividad mitocondrial hipotaldmica en situacion de ayuno.

Del mismo modo que fosfo-AMPK, observamos un incremento en la expresién de UPC2
en respuesta al ayuno en los ratones WT, efecto que no se observa en el MBH de los ratones
deficientes de CPT1C (figura 55). Debido a la incapacidad de los ratones CPT1C KO de
aumentar la expresion de UCP2 en respuesta al ayuno, se analizd el dafio oxidativo causado
por ROS mediante la cuantificacion de proteinas carboniladas (figura 55). Efectivamente los
ratones CPT1C KO presentaron mayores niveles de proteinas carboniladas en el MBH durante
el ayuno respecto los WT, el cual también se observa durante la alimentacién, lo que sugiere

que este dafio oxidativo aumentado es sostenido en el tiempo.

En conjunto, estos resultados demuestran que de algin modo, CPT1C es necesaria
para el correcto funcionamiento mitocondrial en respuesta al ayuno. Mas concretamente, la
ausencia de CPT1C impide la induccion de la expresion de UCP2 en el MBH en respuesta al

ayuno, lo que conlleva un mayor dafio oxidativo.
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Figura 55. Efecto del ayuno sobre la induccién de UCP2 y la produccién de ROS en el MBH. Expresion
de UCP2 (A) y cuantificacién del dafio oxidativo mediante la deteccion de proteinas carboniladas (B) en
el MBH de ratones WT y CPT1C KO en situacion de alimentacion y durante el ayuno. Los resultados se
expresan como el promedio + SEM. #: p < 0,05 vs. WT ayunado; *: p < 0,05 vs. WT alimentado. n = 6.

A continuacion se analizd la activacion de la autofagia mediante el analisis de la
conversion de LC3I a LC3II, asi como de su principal regulador, el sensor nutritivo intracelular
mTOR. mTOR es activado en situacién de abundancia de nutrientes, por lo que en situacion de
ayuno permanece inactivo, permitiendo la activacion de la autofagia, ya que mTOR es un
fuerte represor de ésta. De la misma manera que SIRT1, el analisis de la expresién de mTOR se
realizé en proteina obtenida de hipotalamo entero. En este caso, no se observa modulacion de
fosfo-mTOR en respuesta al ayuno en los animales control (WT), sin embargo, los hipotalamos
de los ratones deficientes de CPT1C presentan una tendencia a tener mayores niveles de fosfo-
MTOR relativo a mTOR total durante el ayuno (figura 56A). En concordancia con este
resultado, los animales CPT1C KO tienen reprimida la autofagia en situacion de ayuno en el
MBH (figura 56B).

133



134

4 RESULTADOS

pmTOR/ mTOR LC3II/LC3I
- O Alimentacién 15 - O Alimentacion
< W Ayuno < = Ayuno
) $$ )
=15 =
E S #
[7) [}
= 14 ]
o o
a a
05
8 o5 - S
© ©
= >
2 0 T Z 00 T
WT KO WT KO
Alimentacion Ayuno Alimentacion Ayuno Alimentacion Ayuno Alimentacion Ayuno
—— e
pmTOR | v p— | —— — — — LC31 — '—::-‘_ — _— _‘- —-.___
=— Le3n Le= -

mTOR \-"“_——*--_7._..1

Actina e

——— ey —— —— —

Figura 56. Efecto del ayuno sobre mTOR hipotalamico y la autofagia en el MBH. A) Niveles de
expresion de fosfo-mTOR respecto mTOR total en hipotalamo de ratones WT y CPT1C KO en
alimentacion y ayuno (24 horas), B) activacion de la autofagia en respuesta al ayuno (24 horas) en el
MBH de animales WT y CPT1C KO. Los resultados se expresan como el promedio + SEM. $$: p < 0,01 vs.
KO alimentado; ##: p < 0,01 vs. WT ayunado. n = 6.

Teniendo en cuenta una vez méas la localizacion de CPT1C en el reticulo
endoplasmatico, junto con el papel de éste en la homeostasis energética y la regulacion de la
respuesta al estrés reticular (UPR) en parte mediado por mTOR (Appenzeller-Herzog y Hall,
2012), emerge de manera muy interesante estudiar el efecto de la ausencia de CPT1C sobre la
UPR. Asi, podemos observar en la figura inferior (figura 57) que la ausencia de CPT1C causa un
incremento en la expresion de la chaperona BiP, estadisticamente significativo en situacion de

ayuno en comparacion con ratones salvajes.

BiP
25 - . . #
—" O Alimentacion
<
2 2 - EAyuno
g
E 15 4
o
s 1
[}
Sos5 -
[
=
Z 0 T 1
WT KO

Alimentacién Ayuno Alimentacion Ayuno

Acting | === s | e - S e




RESULTADOS 4

« Figura 57. Niveles hipotalamicos de la chaperona BiP en ratones WT y CPT1C KO. Western blot de
BiP de extractos proteicos hipotalamicos de ratones WT y CPT1C KO en situacion basal y tras 24 horas de
ayuno. Los resultados se expresan como el promedio = SEM. #: p < 0,05 vs. WT ayunado. n = 6.

Por ultimo, valorando el conjunto de resultados obtenidos, los cuales demuestran una
alteracion en los mecanismos de adaptacion al ayuno en el hipotalamo de ratones deficientes
de CPT1C, juntamente con datos previos que demuestran una resistencia a la sefializacion de
grelina de este modelo animal (Ramirez et al., 2013), se quiso analizar la funcionalidad
neuroendocrina del hipotadlamo. Para ello, cuantificamos los niveles de hormona del
crecimiento (GH) en plasma de ratones WT y CPT1C KO, ya que la hormona del crecimiento es
sintetizada y secretada por la hip&fisis mediante la regulacion de los péptidos liberados por los
nucleos neurosecretores del hipotalamo. Los resultados obtenidos muestran una tendencia a
niveles inferiores de GH en sangre de los animales deficientes de CPT1C durante el ayuno,

aunque no es significativa (figura 58).
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Figura 58. Niveles plasmaéticos de hormona del crecimiento en ratones WT y CPT1C KO. Después de un
ayuno de 24 horas, se obtuvo el plasma de ratones WT y CPT1C KO, en el cual se midié6 mediante un
ensayo de inmunoabssorcion ligado a enzimas (ELISA). Los resultados se expresan como el promedio +
SEM. $: p < 0,05 vs. KO alimentado. n = 6-8.

2. FENOTIPO DE RATONES DEFICIENTES DE CPT1C DURANTE EL TORPOR

Como se comentaba en la introduccién (apartado 1.2.), el torpor es la adaptacién
metabdlica a la situacion ambiental, caracterizada por un descenso controlado de la tasa
metabdlica y de la temperatura corporal, en la que se da lugar el cambio del consumo de
carbohidratos como sustrato energético por el consumo de lipidos. Resultados presentados en
el apartado anterior de resultados de esta tesis demuestran que los ratones deficientes de

CPT1C son incapaces de producir el cambio metabélico hacia el consumo de grasas durante el
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ayuno tanto en higado como en musculo. Se ha visto que este cambio es necesario para la
adecuada adaptacién metabdlica al torpor, asi que se realizaron dos experimentos con el fin de

averiguar si CPT1C esta involucrada en la respuesta adaptativa al torpor.

Primeramente, un grupo de ratones WT y CPT1C KO se mantuvieron hasta 32 horas en
ayunas y a una temperatura ambiental de 16°C, mientras que el grupo control se mantuvo a la
misma temperatura pero con alimentacion ad libitum. En segundo lugar, se hizo un
experimento en el cual a primera hora de la mafiana, un grupo de ratones WT y otro de CPT1C
KO fueron sometidos durante dos horas a 4°C, mientras que el grupo control se mantuvo a
temperatura ambiente (23°C). En el primer procedimiento se midio la glicemia y en ambos
procedimientos experimentales se midi6 la temperatura corporal de los animales y el peso

corporal.

2.1. ANALISIS DE LA GLICEMIA

En el primer experimento, se observa como los ratones CPT1C disminuyen en mayor
grado la concentracion de glucosa en sangre a las 24 horas desde el inicio del procedimiento,

esta disminucion es mas acusada en el grupo de ratones ayunados (figura 59A).
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<« Figura 59. Efecto de la disminucion de la temperatura ambiental a 16°C durante 32 horas.
Incremento de glucosa en sangre (A), temperatura corporal (B) e incremento de peso (C) de ratones WT
y CPT1C KO alimentados o ayunados durante 32 horas a una temperatura ambiente de 16°C. Los
resultados se expresan como el promedio + SEM. ***; p < 0,005 vs. WT alimentado; ###: p < 0,005 vs.
WT ayunado; $$3: p < 0,005 vs. KO alimentado. n = 6.

2.2. ANALISIS DE LA TEMPERATURA CORPORAL

En el primer experimento (32 horas a 16°C), se observan diferencias significativas
entre los ratones WT y CPT1C KO en el grupo de alimentados ad libitum. Los ratones
deficientes de CPTA1C adquieren una temperatura corporal aproximadamente de un grado
menos que los ratones WT al cabo de 32 horas desde el inicio del procedimiento (KO: 35,95°C
+0,23 vs. WT: 37,10°C + 0,23) (figura 59B). Las diferencias ain son mas evidentes en el grupo
de los animales ayunados, pero en el sentido contrario, donde los ratones CPT1C KO
descienden siete grados menos la temperatura corporal en comparacion con los ratones WT
(33,53°C + 0,85 vs. 26,40°C + 1,22, respectivamente) (figura 59B). EI mismo efecto fue
observado cuando los ratones fueron sometidos durante 2 horas a 4°C, mientras que los WT
disminuyeron la temperatura casi tres grados (de 37,52°C + 0,14 a 34,75°C £ 0,41), los CPT1C
KO sélo disminuyeron un grado y medio (de 37,22°C + 0,14 a 35,7°C + 0,30) (figura 60A).

2.3. ANALISIS DEL PESO

En ninguno de los dos procedimientos experimentales ensayados se han encontrado
diferenciadas de peso destacables entre los ratones WT y CPT1C KO. La mayor pérdida de peso
se alcanza cuando los ratones son ayunados y mantenidos a 16°C, donde ambos grupos de
animales pierden alrededor de cinco gramos (figura 59C). Sin embargo, el descenso de la
temperatura hasta 16°C no conlleva practicamente pérdidas de peso en los ratones
alimentados, los cuales disminuyen menos de un gramo a lo largo de las 32 horas del
procedimiento (figura 59C). Igualmente, los ratones mantenidos 2 horas a 4°C tampoco

presentan pérdidas de peso considerables (figura 60B).
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Figura 60. Efecto de la disminucion de la temperatura a 4°C durante 2 horas. Incremento de
temperatura corporal (A) y de peso (B) de ratones WT y CPT1C después de permanecer 2 horas a
temperatura ambiente o bien a 4°C. Los resultados se expresan como el promedio + SEM. *: p < 0,05 vs.
WTa4°C.n=6.

3. FENOTIPO DE RATONES DEFICIENTES DE CPT1C DURANTE EL ENVEJECIMIENTO

Se ha demostrado que los beneficios de la restriccion caldrica y su efecto sobre la
longevidad se deben en parte al favorecimiento de la oxidacion de las grasas en lugar de los
azlicares. Varias evidencias soportan que la metabolizacion de la glucosa causa estrés
oxidativo, principal causa del envejecimiento celular (Mobbs et al., 2007). En este trabajo, se
aportan datos consistentes que apuntan hacia un mayor consumo de glucosa y menor
consumo de lipidos por parte de los ratones deficientes de CPT1C. Sin embargo, hasta este
momento, el efecto de esta alteracién metabdlica observada durante el ayuno y también bajo
dietas ricas en grasa, no se conoce a largo plazo. Tanto la obesidad como las enfermedades
neurodegenerativas son patologias asociadas a la edad, por otra parte, la ausencia de CPT1C
causa mayor sensibilidad a la obesidad como también disfunciones de aprendizaje y motoras
(Wolfgang et al., 2008; Gao et al., 2009; Carrasco et al., 2012 y 2013). Por estas razones se ha
llevado a cabo un estudio a largo plazo en el cual se ha monitorizado el peso, la ingesta y la
homeostasis de la glucosa de ratones salvajes y deficientes de CPT1C. Asimismo, también se ha
analizado a nivel hipotalamico algunos marcadores asociados al envejecimiento, al estrés de

reticulo endoplasmaético y a la inflamacion.

3.1. EVOLUCION DEL PESO Y LA INGESTA

El seguimiento del peso y la ingesta se llevé a cabo mensualmente en un grupo de

ratones salvajes y CPT1C KO desde las ocho semanas de edad hasta el afio. Como se puede ver
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en la figura 61, los ratones deficientes de CPT1C presentan obesidad asociada a la edad,
caracterizada por una ganancia de peso mayor que los ratones WT a partir de las 16 semanas
de edad. Ademas, la observacién ocular del tejido adiposo blanco durante la diseccion de los
ratones al final del experimento indicaba que los ratones CPT1C KO presentaban un
incremento de la adiposidad. Por lo que se puede concluir que el mayor aumento de peso de
los ratones CPT1C KO es debido a un menor gasto energético, ya que la ingesta es equivalente

a los ratones control (WT).
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Figura 61. Los ratones CPT1C KO presentan obesidad asociada a la edad. Evolucion del peso (A) y
promedio de la ingesta durante 24 horas medida mensualmente (B) de ratones WT y CPT1C KO. C)
Fotografias representativas del abdomen de animales WT y CPT1C KO a los 16 meses de edad. Las
flechas sefialan el tejido adiposo blanco epididimal e inguinal. Los resultados se expresan como el
promedio + SEM. *: p< 0,05 vs. WT. n=8.

3.2. ANALISIS DE LA HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA

A partir de los seis meses de edad, cuando ya se observan diferencias significativas de
peso sostenidas en los ratones CPT1C KO hasta el afio, se realizaron varias pruebas para
comprobar el estado de la homeostasis de la glucosa a lo largo del tiempo, tanto en ratones
WT como CPT1C KO.
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A los seis meses de edad de los animales, se realizé una medida de la glucemia durante
un ayuno de 48 horas. A diferencia de los resultados obtenidos en los ratones jovenes (2
meses de edad) en los que no se observaban diferencias en los niveles de glucosa entre ambos
genotipos (figura 48C), en este grupo de animales mas mayores y mas pesados, se observa un
leve aumento en la concentracion sanguinea de glucosa en los ratones CPT1C KO, que se
mantiene a lo largo del ayuno (figura 62A). Posteriormente, a los siete meses de edad, se
realizd una prueba de tolerancia a la glucosa (GTT) que reveld una total capacidad de los
ratones CPT1C KO para regular los niveles de glucosa sanguinea (figura 62B). Por ultimo, al afio
de edad, se realiz una prueba de tolerancia a la insulina, en la que los ratones CPT1C KO
mostraron unos niveles de glucosa levemente superiores en comparacion a los WT, aunque no
lleg6 a ser estadisticamente significativo (p=0,058) (figura 62C). Mediante estas tres pruebas
podemos concluir que los ratones deficientes de CPT1C presentan una leve hiperglicemia que
aparece a partir de los seis meses de edad, a pesar de no manifestar resistencia a la insulina

tras la administracion de un bolo de glucosa o de insulina.
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Figura 62. Homeostasis de la glucosa durante el envejecimiento. A) Glicemia durante un ayuno de 48
horas realizada a los seis meses de edad, B) prueba de tolerancia a la glucosa realizada a los siete meses

de edad, C) prueba de tolerancia a la insulina al afio de edad. Los resultados se expresan como el
promedio + SEM. *: p< 0,05 vs. WT. n=8.
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3.3. ESTUDIO DE MARCADORES HIPOTALAMICOS DE ENVEJECIMIENTO

Hay evidencias en la literatura que relacionan la expresién de los sensores energéticos
SIRT1 y mTOR con el envejecimiento (Duan, 2013; Blagoskonny, 2013; Wei et al., 2015). Se ha
descrito que SIRT1 en el hipotadlamo disminuye con la edad, mientras que un aumento de la
actividad de mTOR va en paralelo al aumento de la edad. Aungue es cierto que la disminucion
de SIRT1 aparece hacia los 2 afios de edad en los ratones, cabria esperar una reduccion precoz
si hubiese un envejecimiento acelerado. Concerniente a mTOR, un aumento considerable de
su activacion esta presente en neuronas del nucleo arcuato del hipotadlamo a los doce meses

de edad asociado a obesidad dependiente de la edad (Yang et al., 2012).

Para el estudio de los niveles de SIRT1 y mTOR, se obtuvo el extracto proteico de los
hipotalamos de ratones WT y CPT1C KO a los dieciséis meses de edad. Tal y como se esperaba,
no hay diferencias de expresién de SIRT1 entre los ratones jévenes y viejos WT, aunque
tampoco las hay entre los ratones CPT1C KO (figura 63A). Respecto a mTOR, tampoco se
observa un incremento en la activacién de mTOR en ratones WT, como se puede ver la figura
63B. Sin embargo, los ratones CPT1C KO presentan un aumento de fosfo-mTOR respecto los
niveles de mTOR total a nivel hipotaldamico, lo que correlacionaria con la mayor obesidad

observada en estos ratones.
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Figura 63. Efecto del envejecimiento sobre los niveles de SIRT1 y la activacion de mTOR. Western blot
de SIRT1 (A) y de las formas activa e inactiva de mTOR (B) de hipotalamo de ratones de 3 y 16 meses de
edad WT y CPT1C KO. Los resultados se expresan como el promedio = SEM. *: p < 0,05. n = 5-6.

Ademas de SIRT1 y mTOR, existen otros marcadores de envejecimiento a nivel

hipotalamico, como son BiP y NF-kB. Las chaperonas residentes en el reticulo endoplasmético
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tales como BiP se oxidan progresivamente durante el envejecimiento y este deterioro
contribuye a su deterioro funcional. La expresion de BiP se reduce significativamente con la
edad en varias areas cerebrales (Brown y Naidoo, 2012). También se ha descrito que la ruta
IKKB- pNF-kB aumenta con la edad en el hipotalamo, produciendo inflamacion en dicho tejido

y causando envejecimiento a nivel general (Zhang et al., 2013).

Los niveles de expresién de BiP y fosfo-NF-«kB fueron analizados por western blot en
extractos proteicos de hipotalamo de ratones jovenes (3 meses de edad) y viejos (16 meses de
edad) WT y CPT1C KO. Como era de esperar, tal y como esta descrito en la literatura, los
ratones WT viejos presentan una disminucion en la expresion de BiP y un aumento en la
expresion de fosfo-NF-kB (en forma de tendencia) respecto los jovenes. Los ratones deficientes
de CPT1C, muestran niveles de expresion similares a los WT tanto a los 3 meses de edad como
a los 16 meses. Por lo tanto, estos resultados indicarian que los ratones CPT1C KO a los 16
meses de edad no manifiestan un envejecimiento acelerado evaluado mediante los

marcadores hipotalamicos asociados a la edad BiP y fosfo-NF-«B.
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Figura 64. Efecto del envejecimiento sobre los niveles de BiP y fosfo-NF-kB. . Western blot de BiP (A) y

de fosfo-NF-«B (B) de hipotalamo de ratones de 3y 16 meses de edad WT y CPT1C KO. Los resultados se
expresan como el promedio £ SEM. **: p<0,01. n = 5-6.
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3.4. TEST DE MEMORIA

El sobrepeso y la obesidad crénicos son factores de riesgo para un menor rendimiento
cognitivo, un deterioro o un déficit del mismo. Aunque un menor rendimiento cognitivo

temprano puede ser en si un factor de riesgo para un aumento de peso corporal con el tiempo
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(Elias, Goodell y Waldstein, 2012). Ha sido demostrado que la obesidad provoca inflamacion en
el cerebro, particularmente en el hipotalamo, y que esto es en parte responsable de los
efectos negativos sobre la cognicion. Esta inflamacién local probablemente cause
remodelacion sinaptica y neurodegeneracion en el hipotadlamo, asi como alteracion de los
circuitos hipotalamicos internos y de la conexion con otras regiones del cerebro (Miller y

Spencer, 2014).

En base a los resultados obtenidos en el experimento de envejecimiento, en el cual la
monitorizacion del peso a largo plazo indicaba un mayor aumento de peso de los ratones
CPT1C KO respecto los WT, se llevo a cabo una prueba de memoria antes del sacrificio de esos
animales. La prueba llevada a cabo es la de reconocimiento de un objeto nuevo (NORT, del
inglés novel object recognition test), esta prueba se ha convertido en un método popular para
el ensayo de la memoria en roedores. Se basa en la tendencia natural de los roedores para
explorar objetos nuevos. Tal y como se detalla en el capitulo de Materiales y Métodos, si el
animal pasa mas tiempo con el objeto nuevo, significa que recuerda el objeto antiguo y el
indice de discriminacion serd mas préximo a 1, si no hay discriminacion entre los objetos y el
animal pasa el mismo tiempo con ambos, el valor sera préximo a 0, y en el caso de que el
animal esté mas tiempo con el objeto antiguo, el indice de discriminacién sera alrededor de -1.
Por lo tanto, valores cercanos a 1 son indicativos de manifestar mejor memoria frente a los
objetos presentados. Los resultados obtenidos muestran que no hay diferencias significativas
entre genotipos (figura 65), aunque parece que hay una tendencia de los ratones deficientes
de CPT1C, tanto jovenes como viejos, a pasar menos tiempo con el objeto nuevo, como se

aprecia por los valores mas proximos a cero e incluso negativos en comparacion con los WT.
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Figura 65. Efecto del envejecimiento sobre la memoria de ratones WT y CPT1C KO. Prueba de
reconocimiento de un objeto nuevo a corto y a largo plazo, realizada en ratones jovenes y viejos. Los
resultados se expresan como promedio + SEM del indice de discriminacion. n = 8.
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PARTE Il
PAPEL DE CPT1C EN EL METABOLISMO LIPIDICO HIPOTALAMICO

El estudio del papel de CPT1C sobre el metabolismo lipidico y energético hipotalamico
requiere una aproximacion experimental a nivel molecular muy dificil de llevar a cabo
mediante estudios in vivo. Por lo cual, los experimentos presentados en esta segunda parte de
resultados han sido realizados en células hipotalamicas en cultivo, concretamente en la linea

celular GT1-7.

La linea celular GT1-7 es una linea neuronal hipotaldmica de raton. Las células GT1-7
derivan de la linea celular GT1, la cual fue producida por Hales y colaboradores (Hales et al.,
1992) al dirigir genéticamente la tumorogénesis especificamente en neuronas del hipotalamo
de ratones transgénicos utilizando la regién promotora del gen de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH), expresando el oncogén SV40 antigeno-T y produciendo tumores
neuronales para desarrollar las lineas celulares neurosecretoras clonales diferenciadas. Estas
células extienden neuritas, expresan marcadores neuronales pero no gliales, y ademas de
expresar y liberar GnRH, también expresan gran cantidad de receptores de neuropéptidos
orexigénicos y anorexigénicos como de hormonas. Con lo cual esta linea celular ha sido
ampliamente utilizada como sistema modelo en estudios sobre el metabolismo hipotalamico,
demostrando que responden a variaciones en las concentraciones extracelulares de nutrientes

como al tratamiento con hormonas.

La linea celular GT1-7 fue amablemente cedida por el laboratorio de la Dra. Pamela

Mellon de la Universidad de California.

4. EXPRESION DE CPT1C EN RESPUESTA A DISTINTAS SITUACIONES NUTRICIONALES

A pesar de que CPT1C practicamente no tiene actividad carnitina palmitoiltransfersa
demostrada hasta el momento, CPT1C posee los aminoacidos caracteristicos de la unién de los
sustratos palmitoil-CoA y carnitina conservados, asimismo mantiene la misma afinidad por el
el inhibidor malonil-CoA que el resto de isoformas CPT1. Ademas, aunque no se ha descrito el
mecanismo todavia, CPT1C modula los niveles intracelulares de ceramidas (Carrasco et al.,
2012, Gao et al., 2011; Ramirez et al., 2013). Todos estos metabolitos son compuestos
lipidicos, lo cual nos permite hipotetizar que CPT1C esta involucrada en el metabolismo lipidico

celular. Asimismo, los estudios realizados in vivo en este trabajo y en otros anteriores,
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demuestran que el fenotipo de los ratones CPT1C KO esta alterado en situaciones en las que
hay un aumento en la concentracién plasmatica de grasas, como es durante el ayuno y la

alimentacion de dietas ricas en grasa.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos de la validacién de la linea celular
GT1-7 como sistema modelo para el estudio de la privacion de nutrientes y la sobrecarga
lipidica en células hipotalamicas in vitro, asi como algunos datos preliminares sobre el papel de

CPT1C en los mecanismos que intervienen en la adaptacién metabdlica a estas dos situaciones.

4.1. VALIDACION DEL MODELO CELULAR GT1-7

La validacién de la linea celular GT1-7 como modelo celular adecuado para desarrollar
nuestro objetivo, se basé en la comprobacion que CPT1C modula su expresion en funcién de
las concentraciones de nutrientes del medio, del mismo modo que lo hace in vivo en el MBH
en respuesta al ayuno (ver figura 52). Las células GT1-7 fueron privadas de suero o bien de
glucosa durante dos horas, y se analiz6 la expresion de CPT1C por western blot. La figura 66A
muestra como CPT1C responde al déficit nutricional aumentando su expresion. También se
muestran los niveles de LC3l y Il como marcadores de activacion de la autofagia, ya que se ha
descrito que ésta se induce por privacion de suero y no de glucosa, corroborando la adecuada

respuesta de las células GT1-7 a ambos tratamientos (figura 66A).

Por otro lado, debido a la mayor sensibilidad de los ratones CPT1C KO a la obesidad
inducida por la dieta, junto con la idea de que los acidos grasos saturados causan lipotoxicidad
a nivel celular, se ensay6 la respuesta de CPT1C en células GT1-7 bajo el tratamiento con
palmitato. Para ello, se considerd conveniente analizar el efecto producido a corto y a largo
plazo, ya que puede haber respuestas diferenciales dependiendo tanto de la dosis como del
tiempo de tratamiento. En base a estudios previos, se fijé la dosis de palmitato a 300 uM,
mientras que se fijaron los tiempos a 6 y 24 horas de tratamiento. La figura 66B, muestra en
primer lugar que CPT1C en situacion basal, aumenta su expresion a lo largo del experimento,
conforme va aumentando la confluencia y las conexiones intercelulares. También se puede ver
como a corto plazo, el palmitato induce levemente la expresion de CPT1C, la cual disminuye
considerablemente después de 24 horas de tratamiento, indicando que en este periodo
posiblemente el palmitato esté causando lipotoxicidad celular. En conjunto, estos resultados
demuestran que CPT1C en las células GT1-7 responde a variaciones nutricionales, mostrando

una induccion adaptativa de su expresion frente a la privacion de nutrientes y a una carga de
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palmitato a corto plazo, mientras que esta respuesta decae bajo el tratamiento persistente con

palmitato.
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Figura 66. Expresion de CPT1C en respuesta a distintos tratamientos nutricionales. Imégenes de
western blot representativas de A) Expresién de CPT1C y LC3 en situacién basal o bajo privacion de
suero y glucosa durante 2 horas, B) expresion de CPT1C bajo tratamiento con palmitato a 6 y 24 horas.

4.2. RESPUESTA DE CPT1C Y OTROS MARCADORES METABOLICOS AL AYUNO IN VITRO

Una vez validado el modelo celular, se disefi6 el siguiente experimento con el fin de
caracterizar con més detalle la respuesta de CPT1C frente a una situacién de ayuno in vitro.
Datos de nuestro grupo, indican que la expresién de CPT1C aumenta con la privacion de suero
a largo plazo, por lo que se decidié mantener el medio celular suplementado con 10% de suero
en todas las condiciones para evitar fluctuaciones en la expresion de CPT1C. Otros estudios
realizados en esta linea celular en los que privan a las células de nutrientes también mantienen
el suero al 10% (Beall et al., 2012; Taib et al., 2013). Las células control se mantuvieron en
medio completo a lo largo del experimento, mientras que las células en condicién de ayuno, tal
y como se ha descrito en la literatura (Kaushik et al., 2011), se trataron con medio con la
misma composicion que el control pero sin glucosa y suplementado con oleato 300 uM. La
expresion de CPT1C, asi como de sensores energéticos y de marcadores de estrés reticular

fueron analizados a las 2, 6 y 24 horas de tratamiento.

El perfil de expresién de CPT1C se caracteriza por mostrar un aumento a tiempos
cortos (hasta las 6 horas) que decae a las 24 horas. Con el fin de conocer el contexto
metabdlico celular, se analizaron los sensores energéticos AMPK y mTOR. Tal y como esta
descrito, AMPK muestra una activacién temprana, la cual no es sostenida y a las 6 horas ya ha

desaparecido, mientras que la inhibicion de mTOR no ocurre hasta tiempos largos de
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tratamiento (24 horas). Por otro lado, los marcadores de estrés reticular pIRE y pelf2 muestran
un pico de activacion a las 6 horas que se mantiene mas levemente a las 24 horas. Estos datos
apuntan a que CPT1C presenta un perfil de expresion similar al de los marcadores de estrés de

reticulo en las condiciones ensayadas.
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Figura 67. Marcadores metabdlicos y de estrés reticular en respuesta al ayuno in vitro. Niveles de
expresion de CPT1C, fosfo-AMPK, fosfo-mTOR, mTOR, fosfo-IRE y fosfo-EIf2 en respuesta al ayuno en
células GT1-7 durante 2, 6 y 24 horas de tratamiento. Los resultados se expresan como el promedio +
SEM respecto los controles de cada tiempo. n = 2.

4.3. RESPUESTA DE CPT1C Y DE MARCADORES DE ESTRES RETICULAR A PALMITATO

A continuacion se realiz6 otro experimento con el fin de analizar la respuesta de CPT1C
y los marcadores de estrés reticular pIRE y pelF2, frente a una carga de palmitato en
condiciones normales de glucosa. Las células control se trataron con medio completo,
mientras que el resto fueron tratadas con medio completo suplementado con palmitato 300
MM durante 30 minutos, 2, 6 y 24 horas. Las tres proteinas analizadas muestran un patron de
expresion muy parecido a lo largo del time-course. CPT1C y pelF2 incrementan a los 30

minutos hasta las 2 horas, disminuyendo claramente a partir de las 6 horas de tratamiento. La
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activacion de pIRE se sostiene a lo largo de todo el experimento, aunque a las 24 horas ha
disminuido considerablemente. Teniendo en consideracion que esta bien establecido que el
palmitato causa estrés de reticulo endoplasmatico en una amplia gama de tipos celulares.
Estos resultados indican que CPT1C es sensible a las concentraciones intracelulares de
palmitato y que responde a éste de forma parecida a los marcadores de estrés reticular

analizados.
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Figura 68. Expresion de CPT1C y marcadores de estrés reticular en respuesta a palmitato. Western blot
de CPT1C, fosfo-elF2 y fosfo-IRE en células GT1-7 en respuesta a palmitato 300 uM durante 30 minutos,
2, 6y 24 horas. Los resultados se expresan como el promedio + SEM respecto los controles de cada
tiempo. n=1-2.

5. FUNCIONES CELULARES REGULADAS POR LA EXPRESION DE CPT1C

Los resultados obtenidos sobre la modulacién de CPT1C en respuesta a distintas
situaciones nutricionales, hizo preguntarnos en qué mecanismos moleculares estaba
involucrada la induccion de CPT1C en las neuronas del hipotalamo. Para ello nos centramos en
estudiar los principales eventos que ocurren durante el ayuno a nivel hipotalamico en relacion
al metabolismo lipidico. Por un lado, se ha descrito un aumento en la oxidacion de acidos
grasos mediada por AMPK-CPT1A (Lopez et al., 2007 y 2008) y, por otro lado también se ha
visto que hay una induccion de la autofagia y mas concretamente de la lipofagia a nivel del

hipotdlamo mediobasal en situacion de balance energético negativo del organismo, lo que
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también favoreceria en Ultima instancia la oxidacion de los acidos grasos procesados por el

autofagosoma (Kausik et al., 2011).

Para llevar a cabo el estudio de estos eventos se generaron lentivirus para la sobre-
expresion y para la inhibicion de CPT1C. Las preparaciones viricas obtenidas y utilizadas en los

siguientes experimentos poseian titulos de entre 1y 5 x 108 unidades de transduccién (TU)/mL.

Para analizar la capacidad infectiva de nuestros lentivirus en las células GT1-7, se
transdujeron las células con concentraciones crecientes de virus y se analizaron los niveles de
proteina por western blot a las 72 horas tras la transduccion. Para la sobre-expresion de CPT1C
se utilizaron lentivirus que expresan CPT1C y GFP de forma bicistrénica (CPT1C) y lentivirus que
Gnicamente expresan GFP como controles (GFP), y se usaron dosis desde 0,2 hasta 1 MOI
(TU/célula). Para la inhibicion de CPT1C se utilizaron virus que expresan un RNA de
interferencia aleatorio como control (R), y virus que expresan un RNA de interferencia contra
CPT1C (SH), las dosis utilizadas fueron desde 30 a 50 MOI. Como se muestra en la figura 69, se
consiguié con éxito tanto sobre-expresar como inhibir CPT1C mediante lentivirus. En base a
este resultado, se determind la dosis utilizada en los siguientes experimentos, siendo de 0,3

MOI para la sobre-expresion y 40 MOI para la inhibicion (70-80% inhibicion de CPT1C).

A. GFP CPT1C
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Figura 69. Sobre-expresion e inhibicion de CPT1C mediante lentivirus. Niveles de expresion de CPT1C
resueltos por western blot de muestras obtenidas de células GT1-7 infectadas con concentraciones
crecientes de lentivirus que sobre-expresan (A) e inhiben (B) CPT1C.

5.1. EFECTO SOBRE LA OXIDACION DE ACIDOS GRASOS

Estudios previos han demostrado que las células GT1-7 expresan de manera endégena
aproximadamente el doble de CPT1C que de CPT1A (Taib et al., 2013), como también que
estas células presentan niveles de oxidacion de palmitato similares a los de extractos

hipotalamicos. Por otro lado, resultados presentados en este trabajo demuestran que CPT1C
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responde al declive de la concentracién celular de glucosa aumentando su expresién. Este dato
junto con la idea de que el reticulo endoplasmatico participa en el mantenimiento de la
homeostasis energética mediante las uniones con la mitocondria, nos propusimos evaluar el
efecto de la modulacion de la expresion de CPT1C sobre la oxidacion de acidos grasos en
células GT1-7 privadas de glucosa durante la reaccion. Para ello, se sobre-expresoé y se silencié

CPT1C mediante lentivirus y se realizd el ensayo de oxidacién con **C-oleato durante 3 horas.

La sobre-expresion de CPT1C no causa variaciones en la oxidacion de oleato respecto
las células control (GFP) (figura 70A), sin embargo el silenciamiento de CPT1C en células GT1-7
causa un ligero aumento, aunque significativo, de la oxidacion del acido graso marcado
respecto las células control (Random) (figura 70B). Este incremento podria deberse a un
aumento compensatorio de la expresion de CPT1A, descrita anteriormente en un trabajo
realizado por Gao y colaboradores (Gao et al., 2009), o bien a un incremento de la actividad
CPT1A, ya que nuestros resultados obtenidos in vivo en ratones CPT1C KO, demuestran que la
ausencia de CPT1C correlaciona con mayor activacion de AMPK. Los niveles de oxidacion
obtenidos, expresados en nmoles de oleato oxidado por mg de proteina por hora son similares

a los descritos en la literatura tanto en células GT1-7 como en extractos hipotalamicos.
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Figura 70. Efecto de la expresion de CPT1C sobre la oxidacion de &cidos grasos. Niveles de **C-CO2
derivados de la oxidacién de **C-oleato en células GT1-7 infectadas con lentivirus de sobre-expresion (A)
e inhibicién (B) de CPTAC. Los resultados se expresan como el promedio + SEM. *: p < 0,05 vs. Random.
n=3.

5.2. EFECTO SOBRE LA ACTIVACION DE LA AUTOFAGIA

Los trabajos realizados en el laboratorio de AM. Cuervo pusieron de manifiesto el
papel de la autofagia y méas concretamente de la lipofagia en el MBH durante el ayuno. En

estos trabajos se demostraba que la induccion de este proceso proporciona a la célula los
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acidos grasos almacenados en los cuerpos lipidicos para su oxidacién y la obtencion de
energia, asi como que la induccion de la autofagia en el MBH es necesaria para la induccion de
la expresion de los neuropéptidos orexigénicos o también para la activacion de la lipdlisis en el
tejido adiposo blanco en respuesta al ayuno (Kaushik et al., 2011 y 2012). Con el proposito de
analizar el papel de CPT1C en la activacion de la autofagia en situacién de ayuno in vitro, se
han reproducido los experimentos publicados por Cuervo y colaboradores en células GT1-7
con niveles de expresion de CPT1C aumentados y reducidos mediante transduccién lentiviral.
Estos experimentos consisten en cuantificar la activacion de la autofagia mediante la relacion
LC3II/LC3I en presencia de inhibidores lisosomales. Esta estrategia permite cuantificar la
formacion total de autofagosomas en respuesta a un estimulo, ya que se impide su

degradacion por parte del lisosoma.

Como se puede ver en la figura 71, las células control estan privadas de suero,
mientras que la estimulacion de la autofagia se realiza privando las células de suero y
suplementado el medio con oleato. Las barras blancas indican los niveles de autofagosoma
activo basales, los cuales no muestran diferencias dependiendo del tratamiento/estimulacion
ya que a la vez se van degradando. Sin embargo, la adicién de los inhibidores lisosomales
(barras negras), nos permiten ver el acimulo de los autofagosomas activos formados (figura
71A). En la figura 71B se muestra la activacion neta de la autofagia, obtenida por la diferencia
entre las barras negras y las blancas. Los resultados obtenidos muestran que en las células
control (- suero), la sobre-expresion de CPT1C aumenta la autofagia. Sin embargo, en las
células tratadas para inducir la autofagia (- suero + oleato), la sobre-expresién de CPT1C no
causa variaciones en la activacion de la autofagia respecto las células GFP, mientras que la

inhibicion de CPT1C, incrementa la activacién de la autofagia.
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Figura 71. Efecto de la expresion de CPT1C sobre los flujos de autofagia. A) Activacion de la autofagia
indicado por la relacion LC3II/LC3I en células GT1-7 que sobre-expresan o silencian la expresion de
CPTAC, privadas de suero o suplementadas con oleato y en presencia o ausencia de inhibidores
lisosomales. B) Flujos de autofagia calculados mediante la diferencia de la activacién de la autofagia en
presencia de inhibidores lisosomales respecto las células en ausencia de éstos. Los resultados se
expresan como el promedio £ SEM. n = 2.

5.3. EFECTO SOBRE LA FORMACION DE CUERPOS LIPIDICOS

La formacion de cuerpos lipidicos (CL) en células hipotalamicas en cultivo se induce
mediante la incubacién con &cidos grasos. Ha sido demostrado que la presencia de CL en
situacion basal (medio completo) en células cultivadas es infima, y que la privacion de suero
reduce casi por completo el contenido intracelular de CL. Sin embargo, la incubacién de &cidos
grasos en medio sin suero conlleva una formacion mayor de CL que las células que contienen
suero. Con lo cual, el anélisis de la formacion de cuerpos lipidicos se ha realizado tratando las

células GT1-7 en medio sin suero suplementado con oleato.

Células GT1-7 fueron transducidas con lentivirus de inhibicion de CPT1C (Sh CPT1C) o
con virus control (Random). 72 horas tras la transduccion, las células fueron tratadas en medio

sin suero suplementado con 300 uM oleato durante 6 horas, posteriormente fueron fijadas e
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incubadas con el marcador fluorescente de lipidos neutros BODIPY, el cual permite visualizar el
contenido intracelular de CL. Las células transducidas con los virus control muestran la
formacién de cuerpos lipidicos tras el tratamiento. Sin embargo, las células transducidas con
los virus Sh CPT1C carecen completamente de CL. A pesar de la relevancia de este resultado,
queda sin resolver si esta carencia en el contenido de CL se debe a una mayor degradacion de

éstos mediante lipofagia o bien a una disrupcién en su formacién.

- Suero + Oleato

Random

ShCPT1C

Figura 72. Efecto de la expresion de CPT1C sobre la formacion de cuerpos lipidicos. Tincion de cuerpos
lipidicos (CL) con el marcador fluorescente BODIPY en células GT1-7 tratadas con medio de induccion de
CL (medio sin suero suplementado con 300 uM oleato) durante 6 horas y transducidas con virus control
y Sh CPT1C. Se muestran dos campos distintos de cada tratamiento de transduccion. n = 2.
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En los dltimos afios la obesidad ha ido adquiriendo proporciones epidémicas a nivel
mundial. En algunos paises ya es un problema de salud publica debido a las cifras alarmantes
tanto de incidencia como de prevalencia que se han alcanzado. La obesidad y el sobrepeso, o
en definitiva, un acumulo excesivo de grasa corporal es un trastorno asociado a multiples
comorbilidades tales como enfermedades cardiovasculares, diabetes insulino resistente,
algunos tipos de cancer, enfermedades respiratorias, etcétera. Resulta curioso y a la vez
preocupante que tras la enorme dedicacién de la comunidad cientifica en la investigacion de
esta enfermedad aln no exista una terapia efectiva. Con lo cual, entender los procesos
fisiolégicos y moleculares implicados en el control de la ingesta y el gasto energético es de gran
importancia para lograr no sélo un tratamiento, sino una prevencion eficaz de la obesidad y de

los trastornos asociados.

Desde este punto de vista, las investigaciones sobre la regulacion central del
metabolismo periférico y del balance energético han ganado relevancia en los ultimos afios,
confiriendo al hipotadlamo un papel central en dicha regulacion. Concretamente, se ha
atribuido una gran relevancia al metabolismo lipidico hipotalamico en los procesos de
regulacion de la homeostasis del organismo. El presente trabajo se centra en el estudio a nivel
hipotalamico de la isoforma de cerebro de una familia de proteinas clave en el metabolismo
lipidico, y su papel en la regulacion de la homeostasis energética. Esta proteina es la carnitina

palmitoiltransferasa 1C (CPT1C).

CPT1C es una proteina que se expresa en el reticulo endoplasmatico de todas las
neuronas (Dai et al., 2007; Sierra et al., 2008), a diferencia de sus homdlogas CPT1A y B que se
encuentran en la membrana mitocondrial externa. Por lo que su funcion a nivel molecular no
esta relacionada con la obtencion de energia mediante la oxidacion de acidos grasos, sino que
probablemente juega un papel relacionado con funciones especificas del reticulo
endoplasmatico. El hecho de que CPT1C Unicamente se encuentre en las neuronas de los
organismos mas evolucionados, en mamiferos, hace pensar que CPT1C pudiera ser una version
“mas inteligente” de proteinas conservadas surgida en el curso de la evolucion animal, ya que
hay estudios que hablan sobre posibles mecanismos por los que las proteinas neuronales
adquieren nuevos atributos que son cruciales en la evolucién de la complejidad del sistema
nervioso y su funcion. Las neuronas de los organismos con un comportamiento mas complejo y
flexible deben controlar con precision la localizacion y la actividad de las proteinas para
afrontar las funciones cerebrales superiores tales como el aprendizaje y la memoria. En este
sentido, el trabajo publicado por Gratacos-Batlle y colaboradores apenas hace unas semanas,

efectivamente revela la participacion de CPT1C en el trafico intracelular de los receptores del
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neurotransmisor glutamato (GIuAl). La modulacion del trafico de membrana de estos
receptores es fundamental para la correcta actividad sinaptica y plasticidad neuronal, por lo
que describen a CPT1C como un candidato putativo de la regulacién de la fisiologia neuronal
de los GluAl (Gratacos-Batlle et al., 2015). Por lo tanto, a pesar de que este estudio aporta
datos muy interesantes sobre el papel de CPT1C en la plasticidad sindptica, no se ha

conseguido dilucidar su actividad, permaneciendo desconocida hasta este momento.

A nivel fisiologico, se ha encontrado que CPT1C participa desde el control de la
homeostasis energética (Wolfgang et al., 2006 y 2008) hasta en la resistencia de células
cancerosas a la supervivencia celular (Zaugg et al., 2011). Su papel en la funcién motora
(Carrasco, Jacas et al., 2013) o en procesos cognitivos como el aprendizaje o la memoria
(Carrasco, Sahun et al., 2012) han sido descritos muy recientemente, a pesar de que CPT1C fue
descubierta hace mas de una década (Price et al., 2002). Desde entonces aln permanece sin
conocerse su actividad enzimatica, sin embargo estudios gendémicos y estructurales han
aportado evidencias acerca de su regulacion, apuntando hacia una activacion de CPT1C en

respuesta a situaciones de estrés (Lohse et al., 2011; Samanta et al., 2013).

Las peculiaridades de esta isoforma de CPT1 especifica de neuronas y su intrigante
funcion desconocida hacen su estudio altamente atractivo. Nuestras investigaciones se han
basado en la hipotesis que CPT1C a nivel hipotalamico es un sensor del estado energético y
metabdlico de las células neuronales, respondiendo a los niveles de lipidos intracelulares y
efectuando una respuesta adaptativa necesaria para el mantenimiento del balance energético
del organismo. Para la resolucion de ésta hipotesis se han llevado a cabo dos aproximaciones
distintas. Primeramente se ha usado un modelo animal deficiente de CPT1C para el estudio del
fenotipo de estos animales frente a situaciones de estrés metabdlico como son el ayuno, el
torpor y el envejecimiento. En segundo lugar se han generado lentivirus de sobre-expresion y
silenciamiento de CPT1C como herramienta de trabajo para el estudio a nivel molecular del

papel de CPT1C en el metabolismo lipidico celular de neuronas hipotalamicas en cultivo.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que CPT1C en el
hipotdlamo es necesaria para la modulacion de enzimas a nivel hepéatico y muscular
responsables de efectuar el cambio metabdlico que tiene lugar durante el ayuno. En esta
direccion, los resultados obtenidos también indican que CPT1C es necesaria para posibilitar el
uso de las grasas almacenadas como combustible energético en situacion de privacion de
nutrientes. Ademas, este trabajo también muestra como en el torpor, otra situacion fisiologica

dénde las grasas son la principal fuente energética, CPT1C es necesaria para una correcta
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adaptacion de la temperatura corporal a esta situacion. En el estudio realizado a largo plazo
por primera vez en ratones deficientes de CPT1C, demostramos que el defecto de la
adaptacion metabdlica observada en estos animales desencadena obesidad asociada a la edad
independientemente de la ingesta. Por otra parte, se ha demostrado mediante los estudios
realizados in vitro, que tanto una disminucion en la concentracion intracelular de glucosa,
como un incremento en la concentracién de lipidos inducen la expresion de CPT1C en células
hipotalamicas en cultivo, mientras que el silenciamiento de CPT1C esté relacionado con una

acusada reduccién del contenido de cuerpos lipidicos intracelulares.

1. CPT1C ES NECESARIA PARA EL CAMBIO METABOLICO DURANTE EL AYUNO

Estudios previos con ratones deficientes de CPT1C mostraron una mayor
susceptibilidad de estos animales a padecer obesidad inducida por la dieta (Wolfgang et al.,
2006; Gao et al. 2009). Segun los datos mostrados, esta susceptibilidad estaria causada por
una disminucién en los niveles de oxidacion de grasas tanto a nivel hepatico como muscular.
Se ha descrito que dietas ricas en grasa causan lipotoxicidad en distintos tejidos, causando
resistencia a la insulina a nivel periférico y central, asi como resistencia a la adecuada
sefializaciéon central de otras hormonas y nutrientes (Clegg et al., 2011). Por estos motivos,
decidimos analizar el papel de CPT1C en la regulacion del balance energético en situaciones
fisiologicas como el ayuno. En este sentido, el mismo grupo demostré defectos en la oxidacion
de las grasas de ratones CPT1C KO ayunados (Wolfgang et al., 2006 y 2008), sin embargo, no
resolvieron los mecanismos implicados en este defecto. Con el fin de aproximarnos a la
funcion de CPT1C a nivel fisiol6gico, decidimos profundizar en el estudio del fenotipo de
ratones CPT1C KO, centrandonos en el metabolismo energético hepatico y muscular, asi como
en la homeostasis de la glucosa y el metabolismo energético de las neuronas del hipotalamo
medioabasal. Ademas, las variaciones en el peso corporal de los animales y de los tejidos

adiposos también fueron analizadas.

La regulacion del metabolismo energético en el higado y en el musculo es crucial para
el mantenimiento de la homeostasis energética del organismo y la adaptacion del mismo a la
disponibilidad de alimentos. AMPK es un sensor energético intracelular que juega un papel
central en la adaptacion del metabolismo en la mayoria de los tejidos. Asi, en situacion de
ayuno, hay un aumento de los niveles de fosforilacion y de actividad de AMPK. La activacion de
AMPK en el higado induce, directamente mediante la fosforilacion de proteinas o bien,

indirectamente mediante la regulacién de la expresion génica, el cambio metabdlico para
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favorecer la oxidacion de los lipidos como sustrato energético en lugar de la glucosa. Los
resultados obtenidos demuestran claramente cdmo los ratones deficientes de CPT1C son
incapaces de activar AMPK a nivel hepatico durante el ayuno. AMPK inhibe la sintesis de acidos
grasos y favorece su oxidacion mediante la fosforilacion e inactivacion de ACC. En
concordancia con los datos obtenidos sobre AMPK, los ratones CPT1C KO también muestran
un defecto en la inactivacion de ACC durante el ayuno. El mantenimiento de ACC en estado
activo, se traduce en mayores niveles de malonil-CoA hepaticos, lo cual resulta en la inhibicién
de CPT1A y por consiguiente de la oxidacion de acidos grasos. CPT1A ademas es regulada
transcripcionalmente a la alza durante el ayuno en respuesta al incremento de la relacion
glucagon/insulina (Park y Mynatt et al. 1995), hecho que no se observa en los higados de los
ratones CPT1C KO. Por lo tanto, estos resultados indican que el déficit de CPT1C interrumpe la
activacion de la via de oxidacién de &cidos grasos AMPK-ACC-CPT1A a nivel hepético en
respuesta al ayuno. Por otro lado, AMPK sinérgicamente con los &cidos grasos, limita la
oxidaciéon de glucosa mediante la activacion a nivel transcripcional de PDK4 (Houten et al.,
2009). Una vez mas, el defecto en la activacion de AMPK observada en los ratones deficientes
de CPT1C, se traduce en este caso en un defecto en el aumento de los niveles de PDK4
hepaticos en respuesta al ayuno. La induccion de PDK4 en el higado es crucial durante el ayuno
para el mantenimiento de la glicemia, ya que al fosforilar e inhibir a PDH, impide la conversion
de piruvato a acetil-CoA, ahorrando de este modo uno de los principales sustratos
gluconeogénicos. PDK4 (enzima mitocondrial) también estd regulado positivamente por los
niveles de acetil-CoA, en gran parte derivados de la B-oxidacion. El hecho de que los ratones
CPT1C KO presenten una reducciéon en la B-oxidacion podria contribuir a su vez a una
reduccion en los niveles intracelulares de acetil-CoA y de PDK4. Estos datos, junto con una
tendencia de una menor inhibicién de PDH en los ratones CPT1C KO, indican un mayor flujo de
piruvato hacia acetil-CoA y su entrada en el ciclo de Krebs para ser oxidado. Finalmente,
mediante el analisis de los niveles de triglicéridos y de glucdgeno hepaticos se demuestra que
el déficit de CPT1C conlleva la interrupcion del cambio metabdlico en el higado, basado en la
incapacidad de activar la oxidacion de las grasas mientras que se mantiene un consumo

sostenido de carbohidratos durante el ayuno.

El musculo, junto con el higado, también desempefia un papel muy importante en la
regulacion del balance energético y de la homeostasis de la glucosa. Debido a su masa, el
musculo esquelético es el principal tejido responsable del aclarado de los niveles de glucosa en
sangre. Sin embargo, a pesar de los altos niveles de captacion de glucosa que ocurren en el

musculo, la concentracion de glucosa libre intramiocelular no cambia, indicando que ésta es



DISCUSION 5

rapidamente metabolizada y que el transporte de glucosa es el paso limitante de la tasa de su

utilizacion.

Como se ha comentado anteriormente, la activacion de AMPK durante el ayuno es
clave para la adaptacion del metabolismo en respuesta a un balance energético negativo.
AMPK en el masculo, favorece la oxidacion de las grasas aumentando los niveles del
transportador de acidos grasos FAT/CD36 (Luiken et al., 2003). Sin embargo, no modula la
actividad ACC. La isoforma ACCB del musculo esquelético (a diferencia de la ACCa hepatica)
tiene propiedades cinéticas similares a los de ACCa. Sin embargo, a diferencia del enzima
hepéatico no muestra cambios en su actividad medida por fosforilacion en respuesta a
alteraciones en el estado nutricional (Chien et al., 2000) a pesar de haber cambios en los
niveles de malonil-CoA de acuerdo con la disponibilidad energética. Esto posiblemente sea
debido a una regulacion alostérica de la actividad ACC por la concentraciéon de AGCL y citrato
(Saha 'y Ruderman, 2003). Por lo tanto, medimos directamente los niveles de CPT1B, ya que de
igual forma que CPT1A, esta regulada no sélo por malonil-CoA sind que su expresion también
estd modulada por la concentracion de &acidos grasos. En base al andlisis de AMPK-CPT1B en
musculo esquelético, como via de activacion de la oxidacion de &acidos grasos, los ratones
CPT1C KO muestran una activacion mayor de esta via en situacion basal respecto los ratones
WT, la cual se mantiene invariable durante el ayuno. Respecto a la via de supresion de la
glucolisis PDK4-PDH, los ratones deficientes de CPT1C a pesar de no mostrar una reduccion
significativa en la induccion de PDK4, PDH esta claramente activa en situacion de ayuno en
comparacion con los ratones WT. Estos datos juntamente con el analisis del glucogeno
muscular, donde no se observan diferencias entre genotipos, indican que habria una mayor
captacion y oxidacion de glucosa procedente de la circulacién sanguinea. Si asi fuere, cabria
esperar una reduccion en la glucemia, sin embargo, estudios previos muestran valores de
glucemia similares entre ratones salvajes y CPT1C KO ayunados durante 24 horas, por lo cual
se analizaron los niveles de gluconeogénesis hepatica de estos ratones. Efectivamente los
ratones deficientes de CPT1C presentan una mayor induccion de la gluconeogénesis. Sin
embargo, esta mayor produccion de glucosa hepatica no se ve reflejada en un aumento de la
glucemia probablemente por una mayor captacién de glucosa muscular. Valorando todos estos
resultados de forma global, parece factible que los musculos de los ratones CPT1C KO captan y
metabolizan en mayor medida la glucosa circulante durante el ayuno, lo que podria resultar en
un incremento de los niveles de malonil-CoA intracelulares e inhibir en Gltima instancia a
CPT1B. Esta alteracion en la metabolizacion de los nutrientes deberia ser confirmada mediante

la determinacion de la concentracién de malonil-CoA como de triglicéridos en los musculos de

161



162

5 DISCUSION

los ratones CPT1C KO. Sin embargo, esta hip6tesis correlacionaria con la menor actividad
CPT1B y menor oxidacion de &cidos grasos observada en el musculo séleo de ratones CPT1C

KO durante la alimentacion rica en grasa (Gao et al., 2009).

Los datos presentados hasta el momento demuestran una evidente desregulacion del
metabolismo de nutrientes a nivel hepéatico y muscular en ratones deficientes de CPT1C
durante un ayuno de 24 horas, marcada principalmente por la desregulacion de los enzimas
responsables del cambio metabdlico AMPK y PDK4. Ambos enzimas estan regulados por la
relacion insulina/glucagon, los niveles plasmaticos de glucosa, AGL y glucocorticoides. Segun
los estudios realizados por Wolfgang y colaboradores, los niveles de AGL y TAG, asi como la
glucosa en sangre se mantienen en la misma medida en los ratones deficientes de CPT1C que
los controles, por lo que cabe la posibilidad que la disrupcién de la activacion de AMPK y PDK4
sea debido a una sefializacion hormonal incorrecta por parte del glucagbn o los

glucocorticoides.

El hipotalamo es el encargado de orquestar las distintas respuestas homeostaticas en
funcién del estado energético del organismo (Kang, Routh et al., 2004; Uyama, Geerts et al.,
2004). El hecho de que el ayuno incremente la expresion de CPT1C en el MBH es indicativo,
junto con los datos previamente publicados acerca de la respuesta de CPT1C a grelinay leptina
(Ramirez et al., 2013; Gao, Zhu et al., 2011), que CPT1C responde a situaciones de déficit
energético. Tanto el ayuno como la grelina activan a AMPK y SIRT1 en el hipotalamo, de tal
modo que SIRT1 actlia corriente arriba de AMPK (Velasquez et al., 2011). Esta a su vez seria
capaz de inducir la expresion de CPT1C mediante la activacion de p53 (Lohse et al., 2011), en
paralelo a la induccion de CPT1A (Lopez et al., 2008), la cual promueve la oxidacién de acidos
grasos y la expresion de UCP2 para tamponar la formacién de los radicales libres
mitocondriales formados (Andrews et al., 2008). En este trabajo se demuestra que la ausencia
de CPT1C en el MBH causa una alteracion en el metabolismo energético neuronal, de tal forma
que provoca una disrupcion de la via establecida SIRT1-AMPK-CPT1A-UCP2. La ausencia de
CPT1C provoca un defecto en la induccion de la expresion de UCP2 que resulta en un mayor
dafio oxidativo en el MBH de ratones CPT1C KO, este dato concuerda con los datos
presentados previamente por Lee y Wolfgang en 2012 donde mediante un estudio
metabolomico revelaron que los ratones deficientes de CPT1C manifiestan mayor estrés
oxidativo indicado por el incremento observado en la relacion GSSG/GSH. Los resultados
presentados por Zaugg y colaboradores también estan en concordancia con el papel de CPT1C

en la regulacion del estrés oxidativo celular, en este caso en el contexto de células cancerosas.
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Las neuronas son especialmente sensibles al estrés oxidativo, por lo tanto la
homeostasis del estado redox intracelular es crucial para el adecuado mantenimiento de sus
funciones. El estado redox es precisamente la relacion entre el estado reducido de NAD(P)H y
de tioles (SH) y sus parejas oxidadas NAD(P) y tioles (SS). El principal tiol celular es el glutation
(GSH o GSSG). El glutation actia como un importante tampén redox y la relacion GSH/GSSG se
utiliza como un indice del estado redox celular (la relacion GSH/GSSG en el citosol es 50/1, en
la mitocondria 10:1 y en el RE es 1-3:1) (Hwang et al., 1992). Teniendo todo esto en
consideracioén, a continuacion se proponen algunos mecanismos por los cuales la ausencia de
CPT1C, que es una proteina reticular, podria causar un desajuste en la regulacion de una
proteina mitocondrial (UCP2), asi como un incremento de ROS intracelulares. Habitualmente la
produccion de ROS se asocia a la actividad de las enzimas de transporte electrénico
mitocondrial y, a pesar de que hay una gran cantidad de estudios que relacionan el estrés
oxidativo a la induccién del estrés de RE, el mecanismo fisiopatoldgico alin no ha sido aclarado
por completo. Por otro lado, se han propuesto dos mecanismos por los cuales el RE seria el
inductor de la generacion de ROS. En primer lugar, durante la formacion de enlaces disulfuro
durante el plegamiento de las proteinas en el RE se generarian ROS como un subproducto de la
transferencia de electrones de los grupos tiol al oxigeno molecular. Alternativamente, durante
una situacion patolégica de mal plegamiento de las proteinas, donde se dan lugar ciclos
repetitivos de formacion y rotura de enlaces disulfuro, se generarian ROS debido al
agotamiento de GSH (Santos et al., 2009; Tu y Weissman, 2002). En segundo lugar, se ha
argumentado que el aciimulo de proteinas mal plegadas provoca la liberacion de Ca* del RE al
citosol, el cual seria captado por la mitocondria. La captacién de calcio por la mitocondria
activa el sistema de transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa produciendo ATP (el
cual contribuiria a las necesidades energéticas del plegamiento de proteinas del RE), sin
embargo un acimulo de Ca®" sostenido causa alteraciones en el potencial de membrana
mitocondrial, el agotamiento de ATP y la formacién de ROS. De este modo, el estrés oxidativo
se iniciaria en el lumen del RE en consecuencia del mal plegamiento de proteinas y el
agotamiento de los niveles de GSH, resultando en una amplificacion de la produccion de ROS

por parte de las mitocondrias (Chen et al., 2011; Yoon et al., 2011).

El andlisis del metabolismo energético del MBH en nuestro modelo animal, no sélo
desvelé un mayor estrés oxidativo en los ratones CPT1C KO durante el ayuno, sind que
también observamos un incremento en los niveles de BiP, lo que apuntaria hacia el modelo por
el que la ausencia de CPT1C causa un incremento en el estrés de RE. En concordancia con estos

datos, el mayor estrés oxidativo observado en los ratones deficientes de CPT1C produciria
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alteraciones en las relaciones NADH/NAD® y ATP/ADP que explicarian el defecto de la

activacion de AMPK y SIRT1 hipotalamicos de los ratones CPT1C KO durante el ayuno.

Otro sensor del ambiente metabdlico celular es mTOR, éste es reprimido en situacion
de ayuno en el hipotdlamo, de manera que permite la activacion de la autofagia. Varios
estudios han evidenciado la importancia de este proceso durante situaciones de carencia de
nutrientes (Pattingre et al., 2008; Alirezaei et al., 2010). Ademas, las neuronas son
especialmente sensibles a los efectos nocivos de las proteinas y los organulos defectuosos,
siendo el acimulo de éstos una de las caracteristicas principales de varias enfermedades
neurodegenerativas. La escasez de autofagosomas y otras vacuolas autofagicas (VA)
intermediarias en neuronas sanas ha planteado la posibilidad de que la autofagia en condicién
basal es baja (Nixon et al., 2005), aunque también cabe la posibilidad que el aclaramiento de
los autofagosomas sea altamente eficaz en las neuronas (Boland y Kumar, 2008). La forma
lipidada de LC3 (LC3Il) se asocia especificamente con los autofagosomas y esta proteina es,
actualmente, el marcador de la autofagia mas ampliamente utilizado en células de mamifero.
Sin embargo, existe un equilibrio entre la formacion y el aclaramiento del autofagosoma por
los lisosomas (Chu, 2006) denominado flujo autofagico, que s6lo mediante la valoracion de
este flujo podremos determinar el estado del proceso de la autofagia en un determinado
momento. Debido a la complejidad de la determinacion de los flujos de autofagia in vivo,
medimos simplemente los niveles de LC3Il como marcador de vacuolas autofégicas. Los
resultados obtenidos muestran niveles inferiores de LC3Il en el hipotdlamo de ratones
deficientes de CPT1C durante el ayuno en comparacion con los WT. No obstante, debido a la
dificultad de interpretacion de este dato aislado, el papel de CPT1C sobre la autofagia sera

discutido més adelante, en el apartado nimero 4.

Como se puede apreciar en la revision bibliogréfica presentada en la introduccion, la
mayoria de estudios se han centrado en la regulacion central de la ingesta, mientras que
disponemos de pocos datos respecto a la regulacion central del gasto energético, aspecto de la
homeostasis energética en el cual nos hemos centrado en este trabajo. En resumen, los datos
obtenidos, juntamente con otros previamente publicados, manifiestan un papel de CTP1C
claramente implicado en la particion de nutrientes en el higado y en el mdsculo en situacion de
ayuno, basado en la regulacion de los principales enzimas responsables de la induccién del
cambio metabdlico. Asimismo, la ausencia de CPT1C produce estrés oxidativo a nivel
hipotalamico, lo que se traduce en una desregulacion de los principales sensores energéticos a
nivel central, que en conjunto causan el defecto observado en el metabolismo periférico.

Ademas, el andlisis de los tejidos adiposos sugieren que la sefializacion de CPT1C (inducida
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durante un balance energético negativo) principalmente esta dirigida a promover la
movilizacion de las grasas del tejido adiposo blanco, como indica la menor reduccion de éste
en los ratones CPT1C KO tras el ayuno, lo que correlacionaria con la tendencia de estos
animales a perder menos peso. Asimismo, la deficiencia en la oxidacion de las grasas en el
higado y el musculo de los ratones deficientes de CPT1C podria explicar la hipertrofia del tejido
adiposo marrén observada en estos ratones. Por otro lado, a pesar del papel de CPT1C sobre la
modulaciéon de los neuropéptidos orexigénicos en respuesta a la sefializacion de grelina
descrito en trabajos previos, los datos obtenidos en este trabajo sobre el analisis de la ingesta
durante la realimentacion, en los que no se observan diferencias entre genotipos, sugiere una
compensacion de las vias de regulacion de los neuropéptidos y de la ingesta después de 24

horas de ayuno.

Por altimo, cabe comentar que la falta en la resolucion del mecanismo efector por el
cual la sefalizacién de CPT1C se transmite a los tejidos periféricos, permite especular sobre el
posible papel del sistema nervioso autbnomo por un lado, o bien del eje hipotalamo-hipdfisis-
adrenal (HHA) por el otro. En este sentido, no se han observado diferencias en los niveles de
hormona del crecimiento en sangre, lo que podria sugerir una correcta sefializacion hormonal
entre el hipotadlamo y la hipdfisis de los ratones deficientes de CPT1C. Sin embargo, una
disminucion en los niveles plasmaticos de glucagén durante el ayuno correlacionaria
perfectamente con el metabolismo periférico observado en estos animales. Del mismo modo
también seria plausible que los ratones CPT1C KO presentaran hipergrelinemia causada por la
resistencia central a la sefializacion de ésta, ya que concordaria con los efectos a nivel
periférico de esta hormona, tanto sobre la inhibiciobn de AMPK como sobre la induccion a la
adiposidad. Como se comenta en el siguiente apartado, la activacion del sistema nervioso

simpatico no parece alterada en los ratones deficientes de CPT1C.

En la figura 73 se representa de forma esquematica el modelo propuesto sobre los
efectos de la ausencia de CPT1C en el metabolismo energético y oxidativo hipotaldmico, asi

como los efectos sobre el metabolismo energético de los tejidos periféricos.
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Figura 73. Modelo propuesto sobre los efectos de la deficiencia de CPT1C sobre el metabolismo
hipotaldmico y la regulacién central del metabolismo periférico durante el ayuno. Los niveles de
CPT1C en el MBH responden a la disponibilidad de nutrientes, ya que CPT1C incrementa su expresion
durante una situacién de ayuno. CPT1C es necesaria para el mantenimiento del estado redox
intracelular, ya que su ausencia activa la expresién de BiP, indicando una mayor respuesta de estrés
reticular que resulta en una disfuncion del metabolismo mitocondrial, marcado por una reduccion en los
niveles de UCP2 y un incremento de ROS. El estado metabdlico derivado de la ausencia de CPT1C causa
una desregulacion en la activacion de AMPK y SIRT1 durante el ayuno, asi como una reduccién en los
niveles del marcador de la autofagia LC3. La activacion de CPT1C en el MBH favorece la movilizacién de
grasas del tejido adiposo y la oxidacion de las mismas en el higado y el musculo, mientras que su
ausencia impide la lipdlisis del TAB y favorece la oxidacion de la glucosa frente a las grasas a nivel
periférico (a nivel hepéatico disminuye pAMPK, CPT1A, PDK4 y las reservas de glucégeno, mientras que
aumenta el depo6sito de TAG. A nivel muscular, tanto pAMPK como CPT1B estdn aumentadas, sin
embargo la mayor actividad PDH favorece la oxidacién de glucosa intramiocelular contribuyendo al
mantenimiento de la glucémia a pesar de la mayor gluconeogénesis hepatica). La deficiencia de la
oxidacion de lipidos conlleva a la acumulacién ectopica de éstos en el higado y el tejido adiposo marrén.
Los efectores de la transmision de la sefializacién de CPT1C desde el hipotalamo a los tejidos periféricos
permanecen desconocidos. Ni los neuropéptidos orexigénicos ni la ingesta se encuentran alterados por
la deficiencia de CPT1C.

2. CPT1C ES NECESARIA PARA ENTRAR EN SITUACION DE TORPOR

Una vez demostrado el papel de CPT1C en la particién de nutrientes en el higado y el
musculo durante el ayuno. Se quiso corroborar este efecto en otra situacion fisiolGgica en la
cual las grasas son la principal fuente de energia, como es el torpor. El torpor permite a los

animales hibernantes adaptar su metabolismo al déficit de alimentos y a temperaturas
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ambientales bajas. La adaptaciébn metabdlica que se ha descrito en estas condiciones
extremas, caracterizada por una disminucion de la tasa metabdlica y la temperatura corporal,
también se ha descrito en los ciclos circadianos diarios de ayuno/alimentacion durante la
vigilia/suefio (Bass i Takahashi, 2010; Bailey et al., 2014). En esta direccion, recientemente se
ha publicado un estudio en el que animales con alteraciones en la homeostasis del suefio
presentan un incremento de CPT1C en el hipotalamo (Shimizu et al., 2013). Por otro lado,
SIRT1 esta directamente relacionado con el sistema regulador de los ciclos circadianos tanto a
nivel central como periférico (Nakahata et al., 2009). En nuestro modelo de estudio, hemos
demostrado que la ausencia de CPT1C comporta una desregulacion de SIRT1 durante el ayuno,
por lo que hemos considerado oportuno el estudio del papel de CPT1C durante la situacion de

torpor.

Existe una importante conexion entre el ritmo fisiolégico, el control de la temperatura
y el gasto energético. De hecho, la necesidad de una adecuada integracion a diversos
estimulos sensoriales se hace evidente cuando los estimulos presentes estan en conflicto. La
exposicion al frio requiere la induccion de mecanismos generadores de calor, sin embargo, un
estado de ayuno requiere la induccién de mecanismos para ahorrar energia. Por lo tanto, un
animal en ayunas en un ambiente frio debe integrar las entradas sensoriales conflictivas y
efectuar una respuesta termorreguladora apropiada. De hecho, la termogénesis inducida por
el frio se bloquea potentemente durante el ayuno, que a su vez desencadena una disminucion
en el gasto de energia y la temperatura corporal (Madden, 2012). La importancia de esta
respuesta adaptativa es crucial, ya que la prevencién/impedimento de la hipotermia durante la

hipoglicemia resulta en tasas de mortalidad aumentadas (Buchanan et al., 1991).

Los resultados obtenidos en animales deficientes de CPT1C muestran una menor
reduccidn en la temperatura corporal frente a una situacion inducida de torpor y al mismo
tiempo una mayor hipoglucemia. Estos datos indican una clara incapacidad de estos animales a
la adaptacién a la situacion ambiental, por lo que se deduce que CPT1C esta involucrada de
algiin modo en la deteccién y la efectuacion de la respuesta adaptativa a la misma. En este
sentido y en concordancia con el papel de CPT1C durante un balance energético negativo,
cabria esperar que la sefalizacion a nivel central de CPT1C esté dirigida a reprimir los
mecanismos de disipacion de energia y por lo tanto la actividad del tejido adiposo marrén
(TAM), el cual se activa en situacion de abundancia de alimentos. Por lo tanto, en ausencia de
CPT1C la inhibicién del TAM no se efectuaria de forma adecuada. Por otro lado, segun los
estudios publicados por Gao y colaboradores, CPT1C es regulada a la baja en la sefializacion

central de la leptina. Este hecho también estaria en concordancia con la idea de que CPT1C
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promueve la inhibicion de la actividad del TAM, ya que la leptina es claramente un activador
de éste (Doring et al., 1998; Harlan et al., 2011). Del mismo modo, la leptina regula a la baja la
actividad AMPK en el hipotalamo. Los resultados obtenidos sobre la fosforilacion de AMPK en
el hipotadlamo de ratones CPT1C KO, muestran como ésta disminuye durante el ayuno.
Probablemente esta disminucién contribuya a la posible mayor activacion del TAM observada
en los ratones CPT1C KO durante el torpor. Varios estudios han corroborado el papel de AMPK
en el MBH como un regulador negativo de la activacion del TAM (Lopez et al., 2010; Martinez

de Morentin et al., 2012).

Los diversos estudios realizados sobre la termorregulacion a nivel central en respuesta
al frio y a la disponibilidad de nutrientes reflejan la existencia de un complejo sistema
compuesto por distintas areas y nucleos cerebrales (figura 74), entre ellos el MBH (Kelly y
Bielajew, 1991; Hugie et al., 1992). A pesar de ello hay un amplio consenso respecto a la
implicacién del sistema nervioso simpatico y los receptores B3-adrenérgicos en la transmision
de la sefial desde el SNC hasta el TAM (Bartness et al., 2010; Silva, 2006) que en ultima
instancia activa la expresion y la actividad UCP1 (Cannon y Nedergaard, 2004). UCP1 permite la
generacion de calor en el TAM a expensas de la oxidacion de las grasas de este tejido. A pesar
de los escasos datos de los que disponemos, el andlisis conjunto de los resultados obtenidos
acerca de la temperatura corporal y de la glicemia, indicarian que la ausencia de CPT1C impide
la adecuada inhibicién del TAB, permitiendo un mayor consumo de grasas por este tejido, en
detrimento de su uso para la obtencion de energia, lo que repercutiria en un mayor consumo
de glucosa por el resto de tejidos periféricos que conllevaria a la hipoglicemia observada en los
ratones CPT1C KO durante la situacion de torpor. A pesar, de la congruencia de los datos
aportados en este trabajo respecto el papel de CPT1C en una situacion de torpor, se deberia
profundizar en el analisis de los distintos mecanismos implicados en dicha adaptacion

metabolica con el fin de corroborar el modelo propuesto (figura 74).
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Figura 74. Modelo propuesto sobre los efectos de la deficiencia de CPT1C sobre la termogénesis y el
metabolismo periférico durante el torpor. La ausencia de CPT1C da lugar a una inadecuada activacion
del tejido adiposo marron durante la exposicion al ayuno a temperaturas bajas, lo cual impide la
correcta reduccion de la termogénesis, resultando en una mayor hipoglucemia en comparacion con
animales control, probablemente debido al mayor consumo de glucosa en el higado y el musculo, ya que
la ausencia de CPT1C en el hipotalamo reduce la oxidacién de las grasas en estos tejidos durante el
ayuno. POA: area preoptica, DHA: Hipotadlamo dorsoanterior, MBH: hipotalamo mediobasal, rRPA:
nicleo del rafe pallidus.

3. PAPEL DE CPT1C EN EL ENVEJECIMIENTO

Por primera vez, en este trabajo, se presentan datos acerca del fenotipo de ratones
deficientes de CPT1C a largo plazo. Se han recogido datos sobre el peso, la ingesta y la
homeostasis de la glucosa desde los 3 meses hasta el afio de edad de los animales. A punto
final, a los 16 meses se ensay6 la memoria de los animales y se analizaron algunos marcadores

de envejecimiento a nivel hipotaldmico.

La obesidad es un factor de riesgo en enfermedades metabdlicas relacionadas con la
edad como la diabetes tipo 2, el cancer y enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, no se
conocen los mecanismos que explican los cambios dependientes de la edad en la regulacion
central del metabolismo que dan lugar a la obesidad. La glucosa en sangre elevada se asocia a
la diabetes, mientras que la restriccion dietética, asociada a mayor longevidad, reduce la
glucosa en sangre. Por ello se planted la hipotesis de que los efectos téxicos acumulativos de la
glucosa estan involucrados de algiin modo en el proceso de envejecimiento. Los mecanismos
qgue median los efectos toxicos acumulativos de la glucosa son sugeridos por dos principios

generales de los procesos metabdlicos. En primer lugar, los metabolitos inducen la maquinaria
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propia de su metabolismo (Roche et al., 1997; Pilkis y Granner, 1992) y en segundo lugar, la
induccion de la expresion génica por la exposicion a los metabolitos puede implicar una forma
de memoria molecular llamada histéresis (Mobbs et al., 1993). Cuando este concepto se aplica
a la expresion de genes regulados por glucosa, implica la adopcion de un mecanismo por el
cual la exposicion repetitiva a las exposiciones de glucosa postprandiales conduce a un
aumento en la capacidad glucolitica asociado a la edad (acompafiado consecuentemente de
una reduccion en la B-oxidacién de los acidos grasos), que a su vez conduce a un aumento en
la generacion de estrés oxidativo. Seguin este mecanismo, la restriccion dietética aumenta la

longevidad y reduce las patologias asociadas a la edad (Mobbs et al., 2007).

Los ratones deficientes de CPT1C presentan un incremento en el peso corporal
asociado a la edad independientemente de un aumento en la ingesta de alimentos.
Destacando de este modo una vez méas el papel de CPT1C en la regulacién del gasto
energético. Del mismo modo, estos resultados sugieren que la deficiencia de los ratones KO en
la movilizacién y la oxidacion de las grasas resulta en un efecto acumulativo a largo plazo. Los
tejidos de estos animales no fueron pesados, sin embargo en las imagenes de los abdémenes
se puede apreciar claramente un aumento de los tejidos adiposos de los ratones deficientes de
CPT1C, tanto del tejido adiposo epididimal (visceral) como inguinal (subcutaneo). Como se
comentaba anteriormente, a priori, parece que una estrategia dirigida a reducir los niveles
plasmaticos de glucosa se relacionaria con un menor riesgo de padecer diabetes, sin embargo,
dietas con bajo indice glucémico o ricas en alimentos grasos, ademas de causar mayor dafio
oxidativo debido a un aporte excesivo de grasas, éstas seran acumuladas de manera ectépica
provocando resistencia a la insulina. En este punto cabe destacar que el incremento de peso
observado en los ratones CPT1C ocurre bajo alimentacién con dieta estandar de laboratorio,
por lo que no han estado expuestos a una alimentacion excesivamente grasa. Sin embargo, los
datos obtenidos hasta los 12 meses de edad de los ratones, sobre la homeostasis de la glucosa,
indican que a pesar de tener una mayor ganancia de peso, los ratones CPT1C KO son capaces
de mantener la glucemia en la misma medida que los ratones control. Asi lo indica la prueba
de tolerancia a la glucosa realizada a los siete meses de edad y la prueba de tolerancia a la
insulina a los 12 meses, si bien cabe destacar que en la segunda prueba ya aparece una
tendencia a mayor resistencia a la insulina. Los valores superiores en la glicemia de los ratones
CPT1C KO durante un ayuno realizado a los 6 meses de edad en comparacion con los ratones

WT, probablemente es debido al incremento de la gluconeogénesis anteriormente descrito.

El envejecimiento por si mismo es responsable de la alteracion de los mecanismos

homeostaticos regulados a nivel central, varios procesos han sido identificados como
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responsables de este deterioro. Entre ellos se encuentran principalmente el mantenimiento de
la funcion mitocondrial, el dafio oxidativo y la inflamacién, la mayoria de ellos agraviados en
presencia de obesidad (Zhang et al., 2008). Por ello, se procedi6 al analisis de los niveles de
SIRT1, mTOR, BiP y NF-kB en ratones de 16 meses de edad con el fin de averiguar si la
ausencia de CPT1C esta relacionada con una alteracion de estos marcadores. Solamente se
encontraron diferencias en fosfo-mTOR, el cual se encuentra aumentado en los ratones CPT1C
KO a los 16 meses de edad respecto los animales control, lo que correlaciona perfectamente
con la obesidad asociada a la edad que presentan estos ratones. En ningln otro caso se
encontraron diferencias entre los ratones deficientes de CPT1C y los correspondientes
controles, si bien es cierto que por lo general estos marcadores suelen verse alterados en su
mayoria en edades mas tardias (Li et al., 2011). Por lo tanto, a nivel hipotalamico y en la edad
estudiada, podriamos decir que la ausencia de CPT1C no esta relacionada con signos de
envejecimiento precoz. Del mismo modo, a pesar de que los resultados obtenidos en la prueba
de memoria presentan mucha variabilidad intragrupal, tampoco se observan diferencias en el
indice de discriminacién observado en los ratones CPT1C KO respecto los WT, ni en el grupo de
jovenes ni en el de viejos, indicando que una posible alteracion en los procesos cognitivos de

estos animales no es dependiente de la edad.

SIRT1 Inflamacion
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Figura 75. La ausencia de CPT1C causa obesidad asociada a la edad. La menor oxidacion de grasas en el
higado y en el mUsculo de ratones, asi como la menor movilizacion de las mismas en el TBE conlleva aun
incremento de peso acumulativo en los ratones CPT1C KO. A pesar de que a los 16 meses de edad, los
ratones CPT1C KO son mas pesados que los controles, no presentan alteraciones en los marcadores de
envejecimiento SIRT1, BiP y NF-kB. Hasta los 12 meses de edad manifiestan una adecuada homeostasis
de la glucosa, asi como de ingesta de alimentos en relacion a los ratones control.
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4. CPT1C PARTICIPA EN EL METABOLISMO LIPIDICO HIPOTALAMICO

Varios grupos de investigacion han intentado determinar la actividad CPT de CPT1C y
ninguno de ellos lo ha logrado con éxito (Priece et al., 2002; Wolfgang et al., 2006 y 2008;
Sierra et al., 2008). Sin embargo, el hecho de que esta proteina conserve los residuos de unién
tanto al sustrato palmitoil-CoA como al inhibidor malonil-CoA y ademas presente una afinidad
similar para el malonil-CoA que el resto de isoformas, convierte a CPT1C en una proteina
susceptible de sensar el estado energético celular dado tanto por las variaciones de glucosa
como de acidos grasos. De modo que mediante el primer experimento dirigido a resolver esta
cuestion efectivamente demostramos por primera vez en células hipotalamicas en cultivo que
CPT1C responde a la disponibilidad de nutrientes regulando a la alza su expresion tanto frente

a una disminucién en la concentracion de glucosa como a una carga de lipidos intracelular.

Una vez validado el modelo celular y en base a la respuesta de CPT1C en ambos
tratamientos, diseflamos un segundo experimento con el fin de caracterizar con mas detalle la
modulacién de CPT1C juntamente con la expresion de marcadores de la respuesta UPR. Como
se comenta en la introduccion, el papel del RE como un organulo involucrado en sensar el
estado energético y nutricional de la célula, estd emergiendo recientemente de forma muy
interesante (Hotamislgil y Erbay, 2008). Cada vez disponemos de més evidencias que ratifican
la existencia de dos tipos distintos de respuesta UPR, por un lado y de manera mas novedosa
habria una respuesta temprana con caracter adaptativo dirigida a la supervivencia celular, y
por el otro habria la respuesta clasica mas tardia, la cual ha sido extensamente estudiada,
frente a un estimulo estresante sostenido dirigida a inducir la muerte celular (Bravo et al.,
2012; Vannuvel et al., 2013). Tanto la privacién de glucosa como el tratamiento con palmitato,
son dos condiciones que pueden provocar las dos respuestas UPR descritas en funcion de la
duracion del tratamiento. Tal y como se esperaba, en ambas situaciones se observa una
induccion de los marcadores de UPR pIRE y pelF2 a tiempos cortos que decae con el tiempo.
Del mismo modo y muy gratamente, observamos un patron de expresién de CPT1C muy
similar, indicando la posible participacion de ésta en la respuesta UPR frente a los estimulos
nutricionales ensayados. A pesar de la relevancia de los resultados obtenidos, son necesarios

mas estudios con el fin de confirmar y precisar el papel de CPT1C en este proceso.

Uno de los procesos clave en la respuesta UPR adaptativa, necesario para culminarla
con éxito y lograr la supervivencia celular, es la comunicacion entre el RE y la mitocondria. Esta
comunicacion se da mediante las membranas asociadas a las mitocondrias 0 MAMs, de

manera que la reorganizacion espacial y el acoplamiento de estos organulos correlaciona con
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un aumento en los niveles de ATP, de consumo de oxigeno y de poder reductor que mejoran la
bioenergética celular (Bravo et al., 2011). En base a este mecanismo nos preguntamos si
CPT1C, a diferencia del resto de isoformas que regulan la oxidacion de acidos grasos mediante
la internalizacion de los acidos grasos a la mitocondria, podria regular la B-oxidacién mediante
la facilitacion de las uniones RE-mitocondria. Esta hipotesis estaria fomentada por datos no
publicados obtenidos en nuestro grupo de investigacion, los cuales demuestran la localizacién
de CPT1C en las MAM. Ademas los estudios publicados por Zaugg y colaboradores muestran
claramente cémo la modulacion de CPT1C regula la oxidacién de &cidos grasos en células
tumorales. Sin embargo, el ensayo de oxidacién de acidos grasos llevado a cabo en células
hipotalamicas en las que se ha sobre-expresado o silenciado CPT1C, no muestra una clara
participacion de ésta en la B-oxidacion ya que no se han observado diferencias en las células
sobre-expresadas respecto las control. Mientras que el silenciamiento de CPT1C comporta un
ligero incremento en la oxidacion de oleato, el cual probablemente es debido a la induccion de
CPT1A. Este mecanismo compensatorio ha sido descrito con anterioridad (Gao et al., 2009).
Por lo tanto, los resultados del estudio de la oxidaciéon de &cidos grasos no van en la misma
direccion que la hipotesis planteada. Aunque cabria reflexionar sobre la adecuacion de las
condiciones y el disefio experimental, ya que la hipétesis se basa en la induccion de la UPR
adaptativa en respuesta a un estimulo estresante previo. Sin embargo, el ensayo de oxidacion
fue llevado a cabo en condiciones “estdndar” sin realizar ningln pre-tratamiento que

representase un estimulo estresante para las células.

Otro de los procesos claves en la adaptacion metabdlica a un estado de déficit
energético celular es la autofagia. Todavia hay controversia acerca del origen y la biogénesis
del autofagosoma, si bien uno de los modelos propuestos es precisamente su formacion en las
MAM (Hamasaki et al., 2013). Los resultados obtenidos en el modelo in vivo, muestran una
disminucion de la activacion de LC3 en el MBH de los ratones CPT1C KO respecto los ratones
WT. Esto podria significar o bien una menor activacion de la autofagia o bien una mayor
degradacion lisosomal del autofagosoma. Si consideramos que ha sido descrito que en las
neuronas sanas los autofagosomas normalmente son eliminados de manera eficiente,
evitando asi una acumulacion de vacuolas autofagicas intermediarias incluso cuando la
autofagia esta fuertemente inducida (Mizushima et al., 2004; Nixon et al., 2005), una
disminucion en los niveles de LC3II en los hipotalamos de los ratones CPT1C KO indicarian una
menor activacion de la autofagia, asumiendo que el sistema lisosomal funciona correctamente.
El modelo celular in vitro y la disponibilidad de los lentivirus de sobre-expresion e inhibicion de

CPT1C nos ha permitido evaluar los flujos de autofagia en presencia o ausencia de CPT1C. Por
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un lado, no se han observado variaciones en el flujo de autofagia en células GT1-7 que sobre-
expresan CPT1C, mientras que el silenciamiento de ésta causa un leve aumento en la
activacion de LC3 respecto las células control, lo que indicaria una mayor formacion de
autofagosomas. Este dato resulta contradictorio con el obtenido in vivo, aunque debido a las
limitaciones en la interpretacion de los datos in vivo y de los modelos celulares in vitro, resulta
complicada la comparacion de los datos entre los dos sistemas. Por lo tanto, necesariamente
se requieren mas aproximaciones por tal de dilucidar el papel de CPT1C en la activacién de la
autofagia y si hay algun tipo de relacién entre la mayor activacion de LC3 y el incremento de la

oxidacién de oleato observado en células GT1-7 que tienen silenciada la expresion de CPT1C.

En relacién a la biogénesis de los cuerpos lipidicos (CL), se conoce bien que tiene lugar
en el RE, sin embargo el proceso de formacion alin esta sin resolver. Este implica la formacion
de un organulo recubierto de una monocapa lipidica a partir de una membrana bicapa, aunque
también se han descrito procesos de fusion en la formacion de cuerpos lipidicos de mayor
tamario (Wilfling et al., 2014). A lo largo del RE, en los lugares de formacién de los cuerpos
lipidicos, maltiples reacciones enzimaticas y numerosos intermediarios lipidicos bioactivos son
sintetizados. Por ejemplo, al menos once acil-CoA sintetasas (ACS) en mamiferos pueden
activar los principales acidos grasos de cadena larga (AGCL) y potenciar la sintesis de lipidos
neutros (Watkins et al., 2007). Por otro lado, en humanos por lo menos doce genes de tres
familias aciltransferasa producen enzimas involucrados en la formacion de cuerpos lipidicos
(Sturley y Hussain, 2012), lo cual refleja la gran especificidad de los enzimas involucrados.
Cuando los CL se expanden, el contenido de fosfolipidos también aumenta, punto que es
critico durante las etapas iniciales del crecimiento de los CL. En los mamiferos, la
fosfatidilcolina es el principal fosfolipido (50-60%) que compone los CL, seguido por la
fosfatidiletanolamina (20-30%), el fosfatidilinositol, y las especies con grupos colina y
etanolamina (Tauchi-Sato et al., 2002; Bartz et al., 2007). El analisis de la formacién de cuerpos
lipidicos realizado en este trabajo mediante la tincion con BODIPY® en células hipotalamicas en
cultivo, revelan que el silenciamiento de CPT1C mediante lentivirus provoca una disminucion
en el contenido de CL tras la induccion de éstos con oleato. Este resultado correlaciona
perfectamente con el trabajo publicado recientemente por Rinaldi y colaboradores, en el que
describen como una forma mutada de CPT1C, presente en una familia que padece una
paraplejia espastica autosdbmica dominante, esta relacionada con un menor nimero de CLy de
menor tamafo (Rinaldi et al., 2015). Estos datos juntamente con las evidencias mostradas en

otros trabajos acerca del papel de CPT1C en el metabolismo de los esfingolipidos (Carrasco et
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al., 2012 y 2013), sugieren que CPT1C participa de algiin modo en el proceso de biogénesis de

CL en el RE de las neuronas.

A pesar de no obtener resultados claramente definitorios acerca del papel de CPT1C en
el metabolismo lipidico, a partir de los datos aportados por este trabajo y por otros, a
continuacion (figura 76) se ilustra un modelo que propone la posible participacién de CPT1C en
distintos procesos celulares involucrados en el metabolismo lipidico en respuesta a la

disponibilidad de nutrientes.

1 Palmitoil-CoA

{ Glucosa

2 £ 3

Figura 76. Modelo propuesto del papel de CPT1C en el metabolismo lipidico hipotalamico. CPT1C
responde a la disponibilidad de nutrientes, aumentando su expresién en respuesta a un declive en la
concentracion de glucosa, asi como a un incremento en la concentracion de lipidos intracelulares,
mostrando un patrén de induccién similar al presentado por los marcadores de la respuesta UPR pIRE y
pelF2. Debido a la localizacion de CPT1C en las MAM (membranas asociadas a mitocondria) es
susceptible de interaccionar con las mitocondrias o de participar en la activacion de la autofagia en
determinadas situaciones de estrés metabdlico. La ausencia de CPT1C provoca una disminucion en el
contenido de CL (cuerpos lipidicos) en neuronas hipotalamicas en cultivo.

5. CONCLUSIONES Y FUTURAS INVESTIGACIONES

En este trabajo se presenta una vision global del fenotipo de ratones deficientes de
CPT1C y de la respuesta de CPT1C en funcion del metabolismo energético celular. Si
analizamos de manera global todos los resultados obtenidos podemos concluir que CPT1C a
nivel hipotaldmico responde al balance energético negativo del organismo efectuando una

respuesta homeostatica sobre el metabolismo energético de los drganos periféricos. Por lo
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tanto, CPT1C emerge como una posible diana terapéutica en el tratamiento de la obesidad y

de trastornos relacionados con un desequilibrio en el balance energético.

Mas concretamente, la accion de CPT1C repercute directamente en la correcta
homeostasis de los lipidos del organismo a nivel global. Este hecho es altamente atractivo para
seguir investigando los mecanismos involucrados en la regulacion central del metabolismo de
las grasas, ya que éste es mucho menos conocido en comparacion con los mecanismos

implicados en la homeostasis de la glucosa.

A pesar del trabajo realizado y los interesantes resultados obtenidos, se requieren
nuevas aproximaciones para completar y profundizar en algunos aspectos que han quedado
sin resolver: 1) los mecanismos efectores a nivel central desencadenados por CPT1C
responsables de transmitir la sefial a los tejidos periféricos, asi como los niveles en sangre de
grelina y glucagén durante el ayuno, 2) analizar el papel de CPT1C en la activacion del tejido
adiposo marrén, 3) comprobar si la ausencia de CPT1C causa acumulacion ectdpica de grasas a
largo plazo y 4) dilucidar el papel de CPT1C en la respuesta UPR y la formacion de cuerpos

lipidicos.

De acuerdo con lo expuesto, a partir de las aportaciones de este trabajo, se pueden
iniciar nuevas lineas de investigacion destinadas a profundizar en el papel de CPT1C a nivel
fisiologico sobre la regulacion central de la termogénesis o del ritmo circadiano. Sin embargo,
el desarrollo de aproximaciones a nivel molecular destinadas a dilucidar la funcion bioldgica de
CPT1C se presenta de manera imperante para comprender el papel de esta proteina no sélo en
la regulacién de la homeostasis energética, sino también en funciones cognitivas y motoras o

en el cancer.
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METABOLISMO PERIFERICO DE RATONES DEFICIENTES DE CPT1C

1

10.

11.

Los animales deficientes de CPT1C son incapaces de inducir la activacion de la via AMPK-

CPT1A de oxidacién de las grasas en el higado durante el ayuno.

Los animales deficientes de CPT1C presentan una fuerte reduccion en la expresion
hepética de PDK4, quinasa responsable de inducir el cambio metabdlico hacia la utilizacion

de los lipidos como sustrato energético frente los carbohidratos, durante el ayuno.

El defecto en la induccion del cambio metabdlico hepatico resulta en una deplecion de las
reservas de glucogeno y un acumulo de triglicéridos en el higado de los ratones CPT1C KO

durante el ayuno.

La ausencia de CPT1C provoca un aumento de la gluconeogénesis hepatica durante el
ayuno. Sin embargo, los ratones CPT1C KO presentan niveles de glicemia similares a los

animales salvajes.

Los animales deficientes de CPT1C presentan una desregulacion del metabolismo
energético muscular. Por un lado manifiestan un incremento en la activacion de AMPK y
en la expresion de CPT1B respecto los animales WT durante la alimentacion, que se
mantiene invariable durante el ayuno. Por otro lado presentan un fuerte aumento de la

actividad PDH durante el ayuno, lo cual induce la oxidacion de sustratos glucidicos.

La ausencia de CPT1C resulta en una menor reduccién del tejido adiposo blanco epididimal

durante el ayuno y en un incremento de la masa del tejido adiposo marrén interescapular.
Durante el ayuno aumenta la expresion de CPT1C en el hipotdlamo mediobasal (MBH).

Los ratones deficientes de CPT1C no presentan alteraciones en la expresion de los
neuropéptidos orexigénicos AgRP y NPY en el MBH, ni en la ingesta de alimentos tras un

ayuno de 24 horas.

La ausencia de CPT1C causa una disfuncion en la actividad desacoplante mitocondrial y un

mayor dafio oxidativo en el hipotalamo mediobasal durante el ayuno.

La ausencia de CPT1C estd relacionada con un aumento de la chaperona BiP, una
disminucion del marcador del autofagosoma LC3 lipidado (LC3Il) y una desregulacion de la

activacion de los sensores energéticos AMPK y SIRT1 en el MBH durante el ayuno.

Los animales deficientes de CPT1C mantienen la temperatura corporal y muestran una

hipoglucemia mayor que los animales control durante una situacién de torpor.
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12. La ausencia de CPT1C conlleva a obesidad asociada a la edad sin presentar alteraciones en

laingesta.

EFECTO DE LA MODULACION DE LA EXPRESION DE CPT1C SOBRE EL METABOLISMO LIPIDICO
DE NEURONAS HIPOTALAMICAS

13. La expresion de CPT1C aumenta en respuesta a la deplecién de glucosa en el medio y en

respuesta al tratamiento con palmitato en neuronas hipotaldmicas en cultivo (GT1-7).

14. El silenciamiento de CPT1C en la linea celular GT1-7 produce un leve incremento en la

oxidacion de acidos grasos y en la activacion de la autofagia.

15. El silenciamiento de CPT1C en la linea celular GT1-7 reduce la cantidad de cuerpos lipidicos

intracelulares.
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Hypothalamic Ceramide Levels Regulated by CPT1C
Mediate the Orexigenic Effect of Ghrelin

Sara Ramirez,'? Luis Martins,?® Jordi Jacas,'”? Patricia Carrasco,!’> Macarena Pozo,'”? Josep Clotet,'
Dolors Serra,>* Fausto G. Hegardt,>* Carlos Diéguez,”® Miguel Lépez,2® and Niria Casals!"?

Recent data suggest that ghrelin exerts its orexigenic action
through regulation of hypothalamic AMP-activated protein ki-
nase pathway, leading to a decline in malonyl-CoA levels and
desinhibition of carnitine palmitoyltransferase 1A (CPT1A),
which increases mitochondrial fatty acid oxidation and ulti-
mately enhances the expression of the orexigenic neuropepti-
des agouti-related protein (AgRP) and neuropeptide Y (NPY).
However, it is unclear whether the brain-specific isoform
CPTI1C, which is located in the endoplasmic reticulum of neu-
rons, may play a role in this action. Here, we demonstrate that
the orexigenic action of ghrelin is totally blunted in CPT1C
knockout (KO) mice, despite having the canonical ghrelin sig-
naling pathway activated. We also demonstrate that ghrelin
elicits a marked upregulation of hypothalamic C18:0 ceramide
levels mediated by CPT1C. Notably, central inhibition of ceram-
ide synthesis with myriocin negated the orexigenic action of
ghrelin and normalized the levels of AgRP and NPY, as well as
their key transcription factors phosphorylated cAMP-response
element-binding protein and forkhead box O1. Finally, central
treatment with ceramide induced food intake and orexigenic
neuropeptides expression in CPT1C KO mice. Overall, these
data indicate that, in addition to formerly reported mechanisms,
ghrelin also induces food intake through regulation of hypotha-
lamic CPT1C and ceramide metabolism, a finding of potential
importance for the understanding and treatment of obesity.
Diabetes 62:2329-2337, 2013

hrelin is a hormone produced by the stomach
that induces food intake through the growth
hormone segretagogue receptor la in the
hypothalamus (1,2). Ghrelin and the proteins
that are involved in the downstream signaling pathway
are clear targets for the treatment of obesity and food
intake disorders. Recently, much effort has been in-
vested in studying the molecular mechanism by which
ghrelin enhances the expression of the orexigenic neuro-
peptides agouti-related protein (AgRP) and neuropeptide
Y (NPY) in the arcuate nucleus of the hypothalamus
(ARC). It has been described that ghrelin binding to
its receptor induces intracellular calcium release, which
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activates hypothalamic calmodulin-dependent protein
kinase kinase 2 and the phosphorylation of the energy
sensor AMP-activated protein kinase (AMPK) (3-5). It
also has been described that ghrelin specifically trig-
gers a hypothalamic Sirtuinl/p53 pathway that is es-
sential for AMPK phosphorylation (6,7). One of the main
effects of AMPK activation in the hypothalamus is the
modulation of fatty acid metabolism; when activated,
phosphorylated AMPK (pAMPK) further phosphorylates
and inactivates acetyl-CoA carboxylase (ACC), causing
a decrease in malonyl-CoA levels and the disinhibition of
carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1) A enzyme (4,5).
The overall outcome of that effect is increased fatty acid
oxidation and accumulation of reactive oxygen species,
which are mainly buffered by uncoupling protein 2
(UCP2) (5). All these metabolic changes ultimately acti-
vate transcriptional events in the cell nucleus by eliciting
increased levels or activation of key transcription factors,
such as cAMP-response element-binding protein (CREB)
and its phosphorylated isoform (pCREB), forkhead box
O1 (FoxOl) and its phosphorylated isoform, and brain-
specific homeobox transcription factor. These are respon-
sible, in part, for the increase of the orexigenic neuropeptides
AgRP and NPY (8). The physiological relevance of hy-
pothalamic AMPK signaling on the orexigenic effect of
ghrelin stems from the finding that genetic or pharmaco-
logical inhibition of calmodulin-dependent protein kinase
kinase 2, AMPK, CPT1A, or UCP2, as well as increased
concentrations of malonyl-CoA levels in the hypothal-
amus block ghrelin-induced feeding (3-5). Nevertheless,
despite that compelling evidence, the exact molecular
mechanism through which changes in fatty acid metabo-
lism modulate AgRP and NPY expression is not completely
understood.

Carnitine palmitoyltransferase 1C (CPT1C) is a brain-
specific CPT1 isoform that, quite opposite to mitochondrial
CPT1A, localizes in the endoplasmic reticulum (ER) of
neurons (9). CPT1C has very low CPT1 activity but has
been demonstrated to bind malonyl-CoA (the physiological
inhibitor of CPT1 enzymes) with a K4 within the dynamic
range of hypothalamic malonyl-CoA concentration in fasted
and refed states (10,11). Consequently, CPT1C has been
proposed to be a sensor of malonyl-CoA levels in hypo-
thalamic neurons (12,13). At the physiological level, it is
well-established that hypothalamic CPT1C is involved in
the control of energy homeostasis because CPT1C knock-
out (KO) mice show reduced food intake and impaired
peripheral metabolism (11,14). However, the hypothalamic
molecular pathway through which CPT1C regulates food
intake remains unclear. We recently have demonstrated
that overexpression of CPT1C in ARC blocks the anorectic
effects of leptin through a mechanism involving increased
hypothalamic ceramide levels (15). Considering that cer-
amide levels in the mediobasal hypothalamus (MBH) are
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increased in response to fasting (15), a state in which
circulating ghrelin levels are elevated, we hypothesized
that CPT1C might be involved in the hypothalamic ghrelin
signaling pathway. Here, we demonstrate that CPT1C me-
diates a short-term increase in hypothalamic ceramide
levels in response to ghrelin and, notably, that this effect is
critical for the effects of ghrelin on AgRP and NPY ex-
pression, as well as on feeding.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Animal preparations. All animal procedures were performed in accordance
with the guidelines of European Community Directive 86/609/EEC (European
Union directive 86/609, European Union decree 2001-486) and Standards for
Use of Laboratory Animals A5388-01 (National Institutes of Health) and were
approved by the Local Ethics Committee. We used adult (25-30 g) CPT1C KO
male mice and their wild-type (WT) littermates. They were housed in a con-
trolled (12-h light/12-h dark) environment. The animals were fed ad libitum
with standard laboratory chow and water.

Cannulation surgery. Mice were anesthetized by an intraperitoneal (IP) in-
jection of ketamine/xylazine (ketamine 75 mg/kg body weight plus xylazine
10 mg/kg body weight). Brain infusion cannulae were stereotaxicaly placed in
the lateral cerebral ventricle using the following coordinates: 0.58 mm posterior
to bregma; 1 mm lateral to the midsagittal suture and to a depth of 2.2 mm; and

with bregma and lambda at the same vertical dimension. Former studies of our
group have demonstrated that ghrelin administration by using this route does
not affect fatty acid metabolism in other brain areas apart from MBH, such as
amygdala, striatum, habenula, fields CA1, CA2, and CA3 of the hippocampus,
hippocampus dentate gyrus, motor cortex, pyriform cortex, sensory cortex,
substantia nigra, and zona incerta (thalamus) (4). Animals were individually
caged and allowed to recover for 1 week before experiments.

Intracerebroventricular and IP treatments and sample recollection. For
the ghrelin (Bachem, Bubendorf, Switzerland) experiments, mice received an
intracerebroventricular (ICV) administration of 5 pg (dissolved in 2 pL of
physiological serum) or an IP administration of 10 pg (dissolved in 20 pL of
physiological serum) ghrelin. We have previously demonstrated that ICV
ghrelin exerts a dose-dependent effect on food intake and hypothalamic fatty
acid metabolism, with the dose of 5 g being the one that results in a greater
response (4). The dose of 10 pg ghrelin IP has been previously used in the
literature to induce food intake and produces serum ghrelin levels in the range
observed in fasted mice (16). For the myriocin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
experiments, mice received an ICV administration of 4 pg myriocin (dissolved
in 1:3 DMSO:saline). For the C6:0 ceramide (N-hexanoyl-p-sphingosine; Sigma-
Aldrich) experiments, mice received an ICV administration of 2.5 ng C6:0
ceramide (dissolved in 1:3 DMSO:saline). Ghrelin and C6:0 ceramide were
administered at the beginning of the light cycle when mice were satiated.
When indicated, myriocin was administrated 1 h before ghrelin administration.
Mice were killed by cervical dislocation and tissue was collected. The whole
brain was used for in situ hybridization analysis, the hypothalami were used
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for Western blotting, and the MBH was used for real-time PCR analysis and
ceramide measurements. To dissect the MBH, brains were placed in a coronal
brain matrix (Roboz Surgical Instrument, Gaithersburg, MD) and were sec-
tioned from bregma —1 mm to —2.5 mm. Then, a 1-mm-diameter tissue col-
lector was used to obtain the MBH from each section.

Ceramide quantification. Ceramides were extracted and analyzed via the
LC-ESI-MS/MS System (API 3000 PE Sciex; Spectralab Scientific, Markham,
Ontario, Canada) in positive ionization, as described previously (17). Their
concentrations were measured by multiple reaction monitoring experi-
ments using N-heptadecanoyl-p-erythro-sphingosine (C17 ceramide) as in-
ternal standard (50 ng-mL ™). The method was linear over the range from 2
to 600 ng-mL .

Western blotting. Hypothalamic total protein lysates (30 p.g) were subjected
to SDS-PAGE, electrotransferred on a polyvinylidene fluoride membrane, and
probed with the following antibodies: phosphorylated ACC (pACC)a-Ser™
1:1,000; pAMPKa1 1:1,000; BiP 1:1,000; FoxO1 1:1,000 (Cell Signaling, Danvers,
MA); ATF-6B 1:1,000; CHOP 1:500; pCREB-Ser'? 1:500; pelF2a 1:2,000;
pIKKo/B 1:1,000; IKKB 1:1,000; nuclear factor-«B 1:1,000; pPERK 1:500; TLR4
1:1,000 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA); anti-B-actin 1:10,000;
ATF4 1:1,000; and 0.2 pg/mL anti-B-tubulin III (Sigma-Aldrich). Values are
expressed relative to 3-actin or B-tubulin levels. The blots were developed using
the ECL Western blotting system (Amersham Biosciences, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK).

Real-time quantitative PCR. We performed real-time PCR (TagMan; Applied
Biosystems, Carlsbad, CA) as described (18) using primers designed by

Applied Biosystems (AgRP Mm00475829_gl, NPY Mm00445771_ml, and
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 4352339E) or IDT Integrated
Technologies (UCP2 63705740). Values were expressed in relation to glycer-
aldehyde 3-phosphate dehydrogenase levels.

In situ hybridization. Coronal brain sections (16 pwm) were probed with
specific oligonucleotides for AgRP (5'-CGA CGC GGA GAA CGA GAC TCG
CGG TTC TGT GGA TCT AGC ACC TCT GCC-3") and NPY (5'-AGA TGA GAT
GTG GGG GGA AAC TAG GAA AAG TCA GGA GAG CAA GTT TCA TT-3') as
previously published (4,18-21).

Statistical analysis. We used 8-10 animals per group in all experiments
except for real-time PCR analysis, for which we used six animals. Data are
expressed as mean = SEM in relation (%) to vehicle-treated mice. Statistical
significance was determined by Student ¢ test when two groups were com-
pared and by ANOVA with post hoc two-tailed Bonferroni test when more than
two groups were compared. P < 0.05 was considered significant.

RESULTS

Ghrelin administration did not increase either food
intake or the expression of orexigenic neuropeptides
in CPT1C KO mice. To establish whether CPT1C was
part of the hypothalamic ghrelin signaling pathway, we
analyzed the orexigenic effect of ghrelin in CPT1C KO
mice. We injected ghrelin IP and analyzed food intake and
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the food-seeking behavior. We found that ghrelin injection
to WT mice increased food intake two fold and highly re-
duced the time to begin eating. Both effects were com-
pletely blocked in CPT1C KO mice (Fig. 1A and B). Then,
we repeated the experiment ICV injection of ghrelin and
again found that CPT1C KO mice failed to respond to
ghrelin treatment (Fig. 1C). Next, we analyzed the ex-
pression of the orexigenic neuropeptides AgRP and NPY
by in situ hybridization. The ghrelin-induced increase in
AgRP and NPY levels present in WT mice was completely
blunted in CPT1C KO mice (Fig. 1D and E), which corre-
lates with the lack of the orexigenic effect of ghrelin in
those mice. These results indicate that CPT1C is involved
in the ghrelin orexigenic effect.

The canonical ghrelin signaling pathway is impaired
in CPT1C KO mice. Next, we analyzed the ghrelin sig-
naling pathway in hypothalamus from CPT1C KO mice.
Our data showed that central ghrelin treatment induced
a marked stimulatory effect on the levels of pAMPK|
pPACC, UCP2, and the transcription factors FoxO1l and
PCREB in WT mice. Those effects were impaired in CPT1C
KO mice (Fig. 2A-G). Basal levels of pAMPK and pACC,
putative upstream factors of CPT1C, were significantly
increased in CPT1C KO mice when compared with WT
mice, suggesting that AMPK pathway is constitutively ac-
tivated in the hypothalamus of CPT1C KO mice (Fig. 2A-
(). Notably, in keeping with the altered levels of pAMPK
and pACC, the expression of UCP2, a downstream factor
of this pathway related to mitochondrial fatty acid oxida-
tion, and the levels of the transcription factors FoxO1 and
pCREB also were increased in the hypothalamus of CPT1C
KO mice when compared with vehicle-injected WT mice
(Fig. 2D-G). Therefore, these data suggest that even the
canonical signaling pathway of ghrelin is activated in
CPT1C KO mice. The lack of CPT1C blocks the ghrelin
induction of orexigenic neuropeptides and food intake.
Central administration of ghrelin increased ceramide
levels in hypothalamus of WT but not CPT1C KO
mice. Current evidence from our group has identified
CPTI1C as a key regulator of ceramide levels in neurons
(22). To investigate whether ghrelin had any impact on
hypothalamic ceramide concentration, we measured the
levels of C18:0 ceramide, the most abundant ceramide in
brain and neurons (23), in WT mice at different times after
ghrelin administration. Our data showed that central
ghrelin promoted a marked stimulatory and transitory ac-
tion in C18:0 ceramide levels in the MBH, evident from the
maximal effect detected at 30 and 60 min after ghrelin
injection (Fig. 3A). Then, we performed a dose-response
curve and found that MBH ceramide levels at 30 min after
ghrelin administration increased progressively with the
dose of ghrelin, with the increase statistically significant at
the dose of 5 ng (Fig. 3B). Next, we analyzed what hap-
pened in CPT1C KO mice. Opposite to WT mice, 5 pg
ghrelin failed to induce any effect in the C18:0 ceramide
levels of CPT1C KO mice 30 min after its administration
(Fig. 3C), indicating a requirement of CPT1C for the
stimulatory effect of ghrelin on ceramide content in the
MBH.

Inhibition of hypothalamic ceramide synthesis blocked
the orexigenic effect of ghrelin. To investigate the
existence of any mechanistic link between the orexigenic
effect of ghrelin and the activation of ceramide synthesis,
we investigated the effects of 4 g myriocin, a specific
inhibitor of the de novo synthesis of ceramide (24), on
ghrelin action. The selected dose of myriocin induced
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neither an anorectic effect per se at any evaluated time
(Fig. 4A and data not shown) nor illness or malaise (data
not shown), nor hypothalamic inflammation (measured
as protein levels), nor ER stress (measured as protein
levels), an indirect indicator of inflammation (Fig. 4B
and C). Although this dose of myriocin was subeffective
when injected alone, our data showed that ICV injection
of myriocin 1 h before ghrelin administration decreased
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the orexigenic effect of ghrelin (Fig. 44) and its stimu-
latory effect on transcription factors FoxO1 and pCREB
and on neuropeptides AgRP and NPY (Fig. 4D-I). These
results indicate that ceramide synthesis also is a re-
quired component of the ghrelin hypothalamic signaling
pathway.

Ceramide administration increases food intake in
CPT1C KO mice. Bearing in mind that CPT1C has been
involved in ceramide synthesis, we next investigated
whether ceramide injection had any orexigenic effect in
CPT1C KO mice; we used C6:0-ceramide, a cell-penetrating
ceramide that is converted to long chain ceramides inside
the cell (25). We used the submaximal dose of 2.5 pg,
which has been reported to block the satiating effects of
leptin but lacks of orexigenic effect per se in WT animals
(15). Of note, 2.5 pg C6:0 ceramide via ICV injection pro-
duced MBH C18:0 ceramide levels in the range observed in
ghrelin-treated mice (ICV ceramide: 0.53 = 0.10 ng C18:0
ceramide/mg protein; ICV ghrelin: 0.41 = 0.04 ng C18:0
ceramide/mg protein); in both cases, hypothalamic cer-
amide levels were significantly higher than those found in
controls (vehicle-treated). Ceramide, which was injected
at the beginning of the light cycle when animals were sa-
tiated, increased food intake and the expression of AgRP
and NPY in CPT1C KO mice but, as expected, had no effect
in WT mice (Fig. 5). These results indicate that ceramide is
able to rescue feeding patterns when the canonical ghrelin
signaling pathway (pAMPK/pACC/CPT1A/UCP2) is pre-
viously activated, as it happens in CPT1C KO mice (Fig. 2).
By contrast, in fed WT mice, which have the ghrelin ca-
nonical pathway not activated, ceramide alone is unable to
induce orexigenic neuropeptides expression and food in-
take. These results argue for two parallel signaling path-
ways for ghrelin, with the involvement of CPT1C and
ceramide in one of the branches (Fig. 6). We propose that
ghrelin must activate two parallel pathways, the mito-
chondrial pathway (with the activation of CPT1A and fatty
acid oxidation) and the ER pathway (with the activation of
CPT1C and ceramide synthesis), for its orexigenic effect to
be effective.

DISCUSSION

In this study we demonstrate that the orexigenic effect of
ghrelin is coupled to an ability of ghrelin to regulate hy-
pothalamic CPT1C and ceramide synthesis, and that this
action is required for the subsequent increase in levels of
AgRP and NPY mRNA expression in the ARC via modu-
lation of the transcription factors pCREB and FoxO1. Re-
cent data have demonstrated that the orexigenic effect of
ghrelin is mediated by the selective modulation of hy-
pothalamic SIRT1/p53/AMPK and fatty acid metabolism
pathways, as well as UCP2 levels, which culminate in in-
creased AgRP and NPY expression in the ARC (4-7). Al-
though it is clear that the modulation of hypothalamic fatty
acid metabolism is a bona fide component of ghrelin sig-
naling, it is unclear whether complex species might be
involved in that action. In fact, this is a major constraint in
our current knowledge about hypothalamic lipids and en-
ergy balance, which is restricted to a small corner of lipid
pathways, namely de novo fatty acid synthesis (regulated
by AMPK, ACC, fatty acid synthase, and malonyl-CoA
decarboxylase) and fatty acid oxidation (regulated by
CPT1A).

Current evidence from our group has implicated hypo-
thalamic ceramides and CPT1C in the actions of leptin on
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FIG. 5. Ceramide induces food intake in CPT1C KO mice. WT and
CPT1C KO mice were treated with ICV vehicle (white bars) or 2.5 pg
ICV ceramide C6:0 (black bars) at the beginning of the light cycle. Food
intake (A) was measured 3 h after the injection. AGRP (B) and NPY (C)
mRNA levels in MBH were measured by real-time PCR in samples
obtained 3 h after the treatment. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. vehicle-
treated mice. CER, ceramide.

food intake (15). Quite opposite to CPT1A, which is located
in the mitochondria, CPT1C resides in the ER of neurons
(9). At the cellular level, CPT1C is involved in ceramide
metabolism, which is demonstrated by the increased cer-
amide levels detected after CPT1C overexpression in vitro
and the reduced ceramide concentration detected in neu-
rons from CPT1C KO mice (22). Furthermore, our recent
data also show that genetic (adenoviral-driven) overexpres-
sion of CPT1C in the ARC increases feeding through a
mechanism involving increased ceramide levels and that
this effect antagonizes the anorectic actions of leptin at
central level (15). However, so far no evidence has linked
the orexigenic effect of ghrelin to alterations in ceramide
metabolism or hypothalamic CPT1C function. Thus, all
the evidence led us to investigate the possible involve-
ment of hypothalamic CPT1C and ceramides on the ac-
tion of ghrelin.
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FIG. 6. Schematic diagram showing the involvement of CPT1C and ceramides in the hypothalamic ghrelin signaling pathway. Ghrelin stimulates the
hypothalamic SIRT1/p53/AMPK axis, leading to decreased levels of hypothalamic malonyl-CoA, the physiological inhibitor of CPT1 enzymes. In the
“classical” mechanism of ghrelin action, this effect promotes disinhibition of CPT1A, increased fatty acid (FA) oxidation, and altered reactive
oxygen species levels. These metabolic changes ultimately activate the nuclear transcription machinery (pCREB, FoxO1, and brain-specific ho-
meobox transcription factor [BSX]), increasing mRNA expression of Agrp and Npy genes. Here, we demonstrate the existence of a parallel
downstream pathway involving CPT1C, a specific brain isoform located in the ER, which triggers a short-term increase in ceramide synthesis after
ghrelin treatment. This new pathway is of physiological importance because the orexigenic action of ghrelin is totally blunted in CPT1C KO mice or
in mice treated with an inhibitor of ceramide synthesis. The fact that central ceramide treatment induces food intake and triggers orexigenic
neuropeptides expression in CPT1C KO mice, which have the canonical ghrelin signaling pathway activated during satiating conditions, but not in

WT mice, indicates that both branches need to be activated for ghrelin to exert its orexigenic effect.

Here, we demonstrate that central ghrelin administra-
tion promotes a marked short-term increase in the MBH
C18:0 ceramide concentration mediated by CPT1C, and
that this increase in ceramide levels is necessary to induce
hyperphagia and AgRP and NPY expression. In fact, in-
hibition of hypothalamic ceramide synthesis with myriocin
negated the orexigenic action of ghrelin treatment and
normalized AgRP and NPY expression in the ARC. Having
shown that central inhibition of ceramide synthesis
blocked the orexigenic action of ghrelin, we aimed to in-
vestigate whether ceramide treatment induced food intake
in animals fed ad libitum. Our data show that central in-
jection of ceramide increased the levels of AgRP and NPY
and induced food intake in CPT1C KO mice, which had the
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ghrelin canonical pathway constitutively activated. Quite
opposite, ceramide had no effect in fed WT mice, indi-
cating that ceramide is necessary but not sufficient to in-
duce food intake. Altogether, these results indicate that,
besides the canonical SIRT1/p53/AMPK/ACC/CPT1A/UCP2
pathway, ghrelin-induced food intake is mediated by spe-
cific modulation of CPT1C and ceramide concentration in
the MBH (Fig. 6). Therefore, the reduction of hypotha-
lamic malonyl-CoA levels after ghrelin treatment (4) would
activate two parallel routes, fatty acid oxidation-mediated
by CPT1A and ceramide synthesis mediated by CPT1C,
and both routes require triggering for ghrelin to exert its
orexigenic effects. As described previously, blocking fatty
acid oxidation by inhibition of CPT1A (4) or by deletion of
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UCP2 (5) blunts the orexigenic effects of ghrelin. The ev-
idence presented here demonstrates that the deletion of
CPTI1C or the inhibition of ceramide synthesis itself also
blunts food intake after ghrelin administration, indicating
that both parallel routes are required for an appropriate
orexigenic response of ghrelin. Considering that ghrelin
and leptin are conceptualized as the "yin and yang" in the
hypothalamic regulation of feeding (26,27), our data about
ghrelin and ceramide are in agreement with those of our
previous report showing that the anorectic action of leptin
is associated with decreased ceramide concentration and
CPT1C function in the hypothalamus (15).

The cellular implications of our findings are multiple.
First, this is the first evidence linking the effect of an
orexigenic hormone, such as ghrelin, with a molecular
mechanism involving the normal function of the ER, i.e.,
ceramide synthesis. In this regard, ceramides and their
derivate sphingomyelin are one of the major lipids in plas-
matic membranes of neurons, traditionally having been
considered as structural lipids. However, current data are
challenging that view, demonstrating that ceramides can act
as signaling molecules in a bulk of processes, such as dif-
ferentiation, proliferation, apoptosis, and neuronal plastic-
ity, and can regulate the function of various kinases,
phosphatases, deacetylases, and others (28). In this sense,
ceramides could regulate the expression of orexigenic
neuropeptides AgRP and NPY by modulating the activity of
the transcription factors involved. An alternative hypothesis
might be a mechanism involving hypothalamic ER stress.
Ceramides are one of the most reactive lipid species at the
peripheral level, and impaired ceramide content in pancre-
atic B-cells and hepatocytes induces lipotoxicity and sub-
sequently ER stress (29-31). Taking into account that
hypothalamic ER stress also has been recently proposed as
a central mechanism modulating energy homeostasis and
particularly leptin resistance (32-35), it would be reason-
able to hypothesize that CPT1C, ceramide-induced lip-
otoxicity, and ER stress might play a role in the effects of
ghrelin at the hypothalamic level.

In summary, our study shows that CPT1C and ceramides
are part of a new hypothalamic mechanism mediating the
action of ghrelin on feeding through increased Agrp and
Npy gene expression. Our data also describe activation of
hypothalamic CPT1C and ceramides as mediators of food
intake, which is of potential importance for the under-
standing and treatment of obesity.
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