UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE FARMACIA

TESIS DOCTORAL

Papel de los mecanismos de dindmica y control de calidad mitocondriales
en la termogénesis adaptativa

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTORA

PRESENTADA POR

Beatriz Jiménez Garcia

DIRIGIDA POR

Manuel Benito de las Hera

© Beatriz Jiménez Garcia, 2024






UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE FARMACIA

Programa de Doctorado en Bioquimica, Biologia Molecular y Biomedicina

TESIS DOCTORAL

PAPEL DE LOS MECANISMOS DE DINAMICA Y
CONTROL DE CALIDAD MITOCONDRIALES EN LA
TERMOGENESIS ADAPTATIVA

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTORA
PRESENTADA POR

BEATRIZ JIMENEZ GARCIA

DIRECTOR

MANUEL BENITO DE LAS HERAS









A todas esas personas que me han visto crecer.






“La vida es como un viaje sin destino.
Lo que cuenta es el camino.”

Isabel Allende






AGRADECIMIENTOS

“Para abrir nuevos caminos, hay que inventar, experimentar, crecer,
correr riesgos, romper reglas, equivocarse... Y divertirse.”

Mary Lou Cook

Profesora y escritora






“Un nuevo comienzo es siempre también una despedida.”

Esta tesis s6lo podia comenzar de la manera mas bonita posible: agradeciendo.
Puedo asegurar que durante estos 5 afios he crecido en todos los sentidos y, lo mas
importante, es que detrds de cada esfuerzo y sacrificio que he hecho siempre ha
estado un grupo de personas increibles apoyandome.

Gracias al laboratorio 21, que se ha convertido practicamente en familia para mi.

A Manuel, por permitirme estar en este laboratorio realizando mi tesis doctoraly
darme la oportunidad de crecer profesionalmente en la investigacion basica.

Carlos, gracias por ser mi mentor. No te imaginas lo cautivador que es hablar
contigo de ciencia. No puedo mas que darte las gracias por todo el tiempo que
has invertido en mi, pero sobre todo tengo que darte infinitas gracias por toda la
confianza que has depositado en mi. Sin ti, esta tesis no hubiera podido
escribirse. A Gema por ensefarme a trabajar con animales sin perder nuestra
humanidad. Nunca olvidaré nuestros frios, no por las 14 horas del experimento,
sino por nuestros momentos a solas. Nos empezaron a gustar tanto que
empezamos a instaurar el turno de noche en el laboratorio. Durante todos estos
afnos te has convertido en mi confidente, en la voz de mi concienciay en una de
mis mejores amigas. Sera dificilempezar en otro sitio sabiendo que cuando llegue
al laboratorio no estards tu para hablar de cualquier cosa que nos ha pasado o de
lo loco que estd el mundo. Es mas, mientras escribo estas palabras me doy
cuenta de que ya me esta sucediendo y es que encontrarse con alguien como tu
en lavida se siente como ganar el premio Gordo de la Navidad. Ati, Gema, te debo
esta tesis entera y mi evolucidon personal. Elena, lo diré siempre y no me
equivocaré, sin ti el laboratorio se hunde. Gracias por haberme quitado tanto
trabajo de encimay por ayudarme con la burocracia que esto conlleva, que no es
pocay no es facil. Millones de gracias por haber hecho que esta ultima etapa fuera
mas amenay por haberme ensefnado a que siempre hay dos formas de ver la vida
y que hay que luchar por lo que uno quiere. A Ana, la persona que cuando pasaba
por la puerta del laboratorio lo inundaba de felicidad. Gracias por dejarte inculcar
el vocabulario millennial/generacién Z, me has hecho pasar muy buenos ratos
viendo cédmo decias esas frases en los momentos oportunos. Siempre es un
placer poder compartir historietas contigo y poder ver tu alegria en esos ojos tan
profundos.

A mis -docs. Jesus, no te imaginas la felicidad que conlleva tu presencia por tu
carifoydulzura. Siempre me he sentido arropada portiy has conseguido sacarme
una carcajada en momentos tensos durante esta época de absoluta locura.
Siempre nos quedaran nuestros Cibers. Parecia que no sabiamos lo que
haciamos, pero supimos. {Vaya que si supimos! Patri, no hay palabras para
describir todo lo que hemos vivido. TuU me has ensefado a conseguir todo lo que
me proponga y has visto en mi que soy una verdadera cientifica, que a veces
desde dentro cuesta verlo. Pese a que encontrar los 6 rollos de papel que estan

13 L




I VI

encima de las estanterias no se te dé muy bien, considero que eres una persona
mas que capaz de arrasar en la ciencia. Aquello que quieras descubrir, lo
descubriras. Carlos, es un placer haber coincidido contigo durante estos anos,
desde los primeros meses en los que no teniamos ninguna interaccion hasta la
ultima etapa en la que practicamente todos los findes queddbamos. No te
imaginas lo feliz que me hace pensar en haberte conocido. Desde luego, no creo
que haya nadie con el desarrollo de personaje principal que has vivido. Estoy
deseando ver cual es el proximo destino en tu vida porque sé que llegaras lejos.
Carlos, calienta que eres el siguiente y tienes que cerrar nuestro ciclo por todo lo
alto. Y aunque no seas una -doc, es imposible no pensar en ti, Heleni. Te has
convertido en una persona esencial en mi vida y es sorprendente que en menos
de un ano forjdramos esta amistad, que siempre esta. Para mi, entrar al
laboratorio y que estuvieras tu en la poyata de detras me dio la vida pero que
después de todos estos afnos sigas aqui tan presente, le da todavia mas sentido a
mi vida. Gracias por abrazar todas mis rarezas, por inculcarme el mundo friki y
engancharme a series de amor inefable pero también ficticio, por compartir los
mismos hobbies y hacer muy bien de una barda un poco loca e insegura. Eres un
rayito de luz en tiempos de oscuridad.

Ademas, no se puede hablar del laboratorio 21 sin mencionar a sus pollitos.
César, qué tarde viniste. Tu decisidn de elegir nuestro laboratorio, y sobre todo el
tema de obesidad, para realizar tus practicas externas fue una bendicién para mi.
Siempre he visto en ti las caracteristicas necesarias para realizar una tesis
doctoral: la resiliencia, las ganas de aprender, la humildad y la empatia. Para mi,
eres una persona increible. Gracias por haber aparecido este ultimo ano. A Sarai
y Angela, ha sido un placer conoceros y haber compartido con vosotras
momentos inolvidables. Ademas de saber que el laboratorio tiene nuevas
estudiantes predoctorales cuya ambicion va a hacer que siga a flote, estoy segura
de que todos vuestros objetivos los cumpliréis y que en unos anos os podré llamar
doctoras. Disfrutad mucho de esta etapa. Daniela, gracias por haberte dejado
ensefar este tiempo que has estado en el laboratorio, no dejes tus suefos de lado
y estoy segura de que lo préximo que te espera va a ser mejor que lo que dejas
atras.

Por supuesto, quiero agradecer al Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Facultad de Farmacia. Paula, qué bonita coincidencia vivir en
Estocolmo a la vez y poder disfrutar de los fikas a tu lado en nuestro prestigioso
Kladkakkan. Has sido un gran descubrimiento en 2023. Gracias por dejarme
conocerte mas esta ultima etapay espero que el destino nos vuelva a juntar mas
amenudo. AAndrea, recuerdo cuando empezamos a hacer la tesis y siempre nos
apuntabamos a todo para poder rellenar el RAPI cuanto antes. Hace ya unos anos
que leiste tu y, por fin, ha llegado mi turno. Gracias porque el primer ano me
hiciste sentir incluida en este mundo. A todos los que han pasado y estan en el
laboratorio 15 y allegados, Nerea, Cris, Maria, Minerva, Mateo, Carlos, Juan,
Paula, muchas gracias por las conversaciones en los pasillos, por sonreirme




siempre que pasaba por vuestro lado y por invitarme a vuestros planes. A todos
los demdas componentes del departamento, en especial a Almudena, Angel,
Lola, Paloma, Alvaro, Elisa, Oscar, Fernando, ToAo, Tamara, Mariolay Paloma
porque siempre habéis tenido buenas palabras para mi y me habéis dedicado
tiempo cuando lo he necesitado. Parafinalizar, agradezco a Mercedes, que antes
de que te cambiasen de pabelldn, alegrabas todas nuestras mananas sélo con tu
momentanea presencia en el laboratorio.

También, gracias a esta tesis doctoral he podido realizar 2 estancias. La primera
fue en Barcelona, donde conoci a un grupo de personas especiales. Antonio,
gracias por dejarme hacer esta breve estancia en tu laboratorio y dedicar tiempo
a mis problemas cientificos para encontrar una solucion. Alba, mi mentora, ojala
podamos volver a juntarnos de nuevo. Lo nuestro fue un flechazo a primera vista,
hiciste que me sintiera comoda en todo momento y me ensenaste el maravilloso
mundo del cultivo de adipocitos marrones. Puedo decir que me llevé una amiga
de aqui y sé que vayas donde vayas, ya sea Barcelona o Rotterdam, vas a estar
petandolo. A todos los jovenazos, Paula, Jia, Josep, Nico y las que fueron nuevas
doctoras Isa y Andrea, gracias por haberme hecho un hueco en vuestro grupo y
haberme acogido con los brazos abiertos. Por supuesto, también al resto del
laboratorio, Juan Pablo, Olga, Montse, Saska y David, fue un placer ver coémo
trabajais alli y poder aprender de vosotros. Pese haber estado un mes alli, es
imposible olvidarlo. Después, pasé 5 meses en el pais nérdico por excelencia:
Suecia. | would like to thank Jan and Barbara for letting me be part of your lab and
including me in all your non-professional meetings. Thank you for allowing me to
learn from your experience. | won’t forget your kindness and your wisdom. Also,
Irina, thanks for being my mentor and teaching me the mitochondria’s world.
Ruda, | can say | made a friend in Stockholm and that person is you. You are
amazing and | know that wherever you are, doing whatever you want, you’ll be
rocking. Thank you for including me in your life and showing me the city. At last,
but not least, | would like to appreciate Natasa, Hamad, Naren, Jiaping,
Anastasia and those that | encountered in this journey in the F3 of the Wenner-
Green Department! Por supuesto, tengo que agradecer a Pamela, que lo que unié
una sesion de fotos random, no lo separe la distancia. Gracias por siempre contar
conmigo, por hacer que Estocolmo fuera mas hogar y permitirme conocerte. Sé
que no volveras pronto de alliy que vas a arrasar, pero aqui te estaré esperando.

Alos que conocien elano 2012, cuando comenzé esta locura de hacer una carrera
de ciencias. A mis amigos de la uni con los que comparti tanto en 4 anos que nunca
fue suficiente y todavia sigo compartiendo mi vida con ellos.

A mis artistas chanchulleras y melocotoneras, que siempre sabéis cOmo sacarme
una sonrisa sin necesidad de unatarde dibujando arboles pochos. Ali, eres bondad
hecha persona. Recuerdo nuestras andanzas por el laboratorio cuando todavia no
estabamos graduadas y decidimos hacer de nuestros TFGs nuestra excusa para
vernos. Siempre seras mi primera compi de lab y la persona mas adorable que

T




I T

conozco. Cris, churri, gracias por hacer que la distancia no exista entre nosotras y
por compartir tu pasion por los animales conmigo. Contigo siempre es aprender. Y
diversion. Pero, sobre todo, memeces. Me podria quedar con muchas experiencias
qgue he vivido contigo pero, sin duda, la mas bonita fue hacerme tu amiga. A la que
no podia faltar en este grupo, Raqui, no s6lo me has ensefiado a sobrevivir en
Suecia sino que has hecho de tu hogar, mi hogar. Estoy segura de que esta etapa
doctoral, dura y a veces aterradora, te hara verte con los mismos o0jos que te veo
yo: buena cientifica, amigay persona.

A mis roleros brutales y nuestros domingos de Discord. Jaime, master, algun dia
jugaré a Mass Effect pero, por ahora, tendra que esperar. Gracias por compartir
conmigo tu alegria y tu tristeza, por hacer que tenga ganas de leer, escuchary jugar
todo lo que me propones. Espero que esa pasidon no se apague nunca y puedas
seguir pegandomela. Rox, gracias porque hasta “roleando” me haces feliz, porque
contigo las risas siempre estan aseguradas, incluso cuando nos abrimos para
contarnos nuestras nuevas increibles anécdotas. Qué afortunada fui al preguntarte
por el equipo de voleibol.

Por supuesto, a mi garbanzo, Pat. Qué suerte ver que esa conexién instantanea
sigue perdurando en el tiempo y que no importa cuantas tempestades vengan que
siempre sabremos reunirnos, aunque sea para pintar tazas. Gracias por ser la luz
en mi camino cuando todo se ve oscuro. A Silvia, mi segoviana leonesa, que
también haces que el tiempo pase muy deprisa hasta la siguiente vez que nos
volvemos a ver. Contigo no importa no hablar todos los dias porque cuando lo
hacemos, vuelvo a tener 20 afios y siento que nunca te has ido. Gracias por seguir
estandoy que parezca que nunca te hasido. A Sara, mi compi de viaje desde el sur.
Desde que el primer dia de presentacion hasta hoy, en diferentes lugares pero
siempre poniéndonos al diay cotilleando. Qué bueno sentir contigo la madurez que
hemos alcanzado. Gracias por siempre incluirme en tu vida y tener esa ilusion por
mis grandes pasos. A Miki, que aunque seas un poco quingui aveces, eres unagran
persona siempre. Gracias por confiar en mi como yo confio en ti y que hagas de
nuestras quedadas un motivo de alegria. Andrea, gracias por siempre acogerme en
tus casas y ensefiarme tus nuevas etapas, por tener esa gracia irénica que te hace
tan especial y por tenerme en tus pensamientos de vez en cuando en esa vida tan
ajetreada que tienes. También a Mario y Victor, gracias porque siempre es un
placer veros las caras y saber que apenas ha cambiado nada.

A mis amigas de siempre, las que siempre estan y hacen que mis dias sean mas
bonitos. Lourdes, mitesoro de la adolescencia. Gracias por aparecery nunca irte,
porque cuando pienso en los momentos destacados de mivida, siempre estas ahi.
Es un regalo disfrutar de tus tontunas y tus cambios de personalidad hasta
convertirte en una nifa de 5 anos, pero lo es mas estar acompanada de tu
inteligencia, resiliencia, empatia y sensibilidad. Como bien me escribiste una vez:
“lo malo de escribirte es que contigo tengo la sensacion de que ya esta dicho todo.”




Silvia, vas a flipar pero el tiempo pasa y cada vez nos hacemos mas mayores.
Sorprendentemente, contigo el paso del tiempo se detiene. Gracias a ti puedo ver
todo lo que hemos madurado, hasta donde hemos llegado y todo lo que hemos
conseguido por el camino, pero lo mas bonito es sentir que nunca hemos perdido
nuestra esencia y que compartir contigo crecer se hace menos pesado. Después
de que consigamos eliminar destinos de nuestra larga lista, iremos mirando
residencias. Vero, gracias por ser tan tu y dejarme ser tan yo. Cada hit del verano
nuevo no se siente tan especial desde que ya no los cantamos juntas a pleno
pulmén en las fiestas pero lo que siempre sigue siendo especial es nuestra
amistad. No importa a dénde vayamos, dénde trabajemos, qué estamos haciendo
en ese momento que todos los grandes cambios, y no los tan pequefios, los
hacemos acompanadas. Gracias porque después de tantos anos sigues haciendo
mi vida mas amena. Moni, esta claro que desde la infancia hasta la vejez vamos a
estar juntas. Gracias por complementar mi vida con tu paciencia, creatividad y
positividad, pero lo que mas quiero destacar es tu perseverancia porque sin tenerte
cerca me hubiera costado llegar hasta aqui. No es facil conseguir lo que uno se
propone pero tu lo haces ver sencillo. Contigo es facil aprender cosas nuevas todos
los dias y me siento super orgullosa de lo que has logrado desde que nos
conocemos. Os quiero mucho, chicas.

Alas personas que me habéis presentado a lo largo de estos aflos y ahora son parte
de nuestro grupo. Javi, desde el primer momento te convertiste en una mas y todos
sabemos que ahora, oficialmente, no tienes escapatoria. Gracias por deleitarme
con tu presencia en los momentos mas buenos, y los mas duros también, y por
dejarme ser parte de tu vida. Rober, el relaciones publicas, gracias por tus tortillas
de patatas y tu buen gusto por los videojuegos, contigo es imposible aburrirse. Y a
Jorge, gracias porque siempre eres capaz de hacer bromas mientras hablamos
seriamente de como arreglar el mundo y sélo por eso la sociedad no se ve tan mal.
Muchas gracias a los tres por toda la atencidon que habéis prestado en esta locura.

A mifamilia, a mis tios y mis primos que siempre que me veiais os interesabais por
mi trabajo y siempre que habéis podido me habéis ayudado con esta aventura. Ami
yaya, que aunque nunca has entendido que esto también era un trabajo, tus ojos
siempre estaban llenos de orgullo.

A mi nucleo familiar, porque no solo habéis soportado estos 5 afios conmigo sino
también todo el tiempo anterior. Hemos vivido tantas cosas que en lo Unico que
puedo pensar es en todo el carifo, la amabilidad, la proteccidn, la independencia
y, sobre todo, todo el amor que he recibido y me habéis ensenado a dar. Jota, para
que no te sientas muy mayor, como te dije el dia de tu boda, siempre has sido mi
ejemplo a seguir y aunque sea el “cerebrito” de la casa como tu dices, todos
sabemos la persona tan inteligente y buena que eres. Para mi, es mas importante
ser humilde y amable que cualquier titulo universitario. No podria pensar en un
hermano mejor que tu. A Sheila, mi cunada favorita y no porque sea la unica.
Gracias porque siempre me has incluido en tu vida y tus grandes pasos

T2




[ s

profesionales, porque cuando yo he dado los mios has estado siempre
apoyandome. Contigo siempre es bonito intercambiar anécdotas cotidianas y
criticar lo loco que esta el mundo ahora. Cristian, mi sobrino pelotero. Muchas
gracias porque siempre que nos vemos o hablamos, me iluminas la vida. Ojala ser
un poco mas nina para ver el mundo con tus ojos. Al pequefio Manu, que tu sonrisa
sea como la de tu hermano, que nunca se apague. Gracias porque escucharte reir
me hace feliz. Y a nuestros perretes, Elvis y Fujur, cuyo amor incondicional es un
regalo que ilumina nuestros dias. Os adoro y os quiero infinito.

Mama, siempre presente con amor y carifo. Tu ternura ha sido mi refugio y tu
presencia mi mayor regalo. A ti, mi fuente inagotable de energia y optimismo, te
dedico no sélo esta tesis doctoral sino también todos mis pasos en la vida. Sobran
las palabras cuando todos los dias nos demostramos todo lo que sentimos. Yo
también estoy orgullosa de tiy te quiero mucho.

Por ultimo, tengo que agradecer a una de las personas mas importantes que he
tenido en mivida. A ti, papa, porque aunque no puedas leer esto estoy segura de
que estarias muy orgulloso de mi. Probablemente hubieras sido la Unica persona
que se hubiera leido esta tesis entera sin apenas tener idea de qué trata y me
habrias ayudado a disenar los dibujos que aparecen en ella. También estoy segura
de que estarias presumiendo de hija con tus amigos como siempre hacias con
nosotros cuando éramos pequefos. Tu curiosidad fue la que hizo que fuera una
persona que se preguntase todo, desde bien pequefa, y eso me ha hecho llegar
hasta donde he llegado. Todos estos anos te imaginaba sentado en la mesa del
salon con esta tesis impresa y cotilleandola mientras silbabas, como si de un
periddico se tratase. Siempre me has apoyado, fuera cual fuera el desenlace, y
ahora solo puedo decir que este es el resultado de todo el amor y carifio que recibi
cuando te pregunté si debia meterme a esto. Gracias por no haberte ido del todo.

Por ultimo, gracias a todos por vuestra aportacion artistica en esta tesis.

Hay personas que son tu lugar seguro y el mio sois todos vosotros.




INDICE






AGRADECIMIENTOS ....ccituiiiiiiiiiiniiiiiiriiiiiiateirtietitettceiestessescessssessessssssssssssssssssssnes 1

130T o =TS 19
INDICE DE TABLAS ......iiiiiteeeeeeeeeeeeennneeeeeeeesesssesnnnssssssesssssssnssnnnssssssessssanns 25
INDICE DE FIGURA ........cieiieteeeeeeeeeeeeennnnaeseeeeeseeeessnnnsssssesesessessssnsnsssesesesenanns 25

RESUMEN ...coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaiiniiereetetastaseesetastassessssassassessssassassesssssssassassssassas 29

LY = I 2 O N 35

ABREVIATURAS ...ttt teieitttatetteceetastastesessassassecssssssassessessssanne 41

(1N 3 T0 T 01U T o o7 Lo T R 47
1.1 OBESIDAD: UNA PANDEMIA DEL SIGLO XXl..eutuuiuiiuienrenianiasinrencanianiesensennas 49

1.1.1 La obesidad en la actualidad ..............ccccooiiiiiiiiiiiis 49
1.1.2 Clasificacion de laobesidad................ccocoeiviiniiiiiie, 50
1.1.2.1 indice de Masa Corporal (IMC).........ccuuueueieeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50
1.1.2.2 Medidas antrOpPOMEBLIICAS .....uuuuuuuui s 51
1.1.2.3 Localizacion de la 8rasa.....cccueeieeeeeieeeiiiiiieeeeeeeeiieeeeee e e e eeirreeeee e e e s 52
1.1.2.4  MetaboliSMO ..ot 52
1.1.3 Fisiopatologia de laobesidad...............ccccoociiiniiiiiiiiiiiiec e 53
1.1.4 Complicaciones asociadas alaobesidad..............c.ccccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn, 56
1.1.4.1 Resistencia @ iNSULING ......eeeeeie e 56
1.1.4.2 Diabetes MellituUS tiPO 2..ccvvuiiuieeeiiieeeiiiiiieee e ceeeeriree e e s e e eeeraee e e e e e eeaaaaaa s 58
1.1.4.3 Sindrome mMetabOliCo.......ooovmiiiiiiiiiiie e 59
IS I R B 1 11 1T o o 1Y o o V- TSN 59
1.1.4.5 Higado graso N0 alCONOLICO........uuuuuuii e 60
1.1.4.6 Hipertensidny riesgo cardiovasCular..........cccevvvvviieeiiieeeeiiiiieeeeeeeeeeeeenn 60
ToT04 7 CBNCET ettt ettt e ettt e s et e e st e e et e e e e e s 60
1.1.4.8 Trastornosy enfermedades Mentales ........cccccvvvvieeeiiieeeiriieiieeeeeeeeereen, 61
1.1.5 Terapias anti-obesidad ................cccceii i 62
T1.1.5.17  EStilode Vida. oottt 62

B R TO2 A =Y 0 g F= Todo ] (=] = o] - 1RSSO N 63
1.1.5.3  Cirugia Dari@triCa . ..uuu e aes 64
1.2  ELORGANO ADIPOSO ....ccceeeeeeieennnneeeeeeeeeeeeeessnnnssssssseessssssssssssssssssessssnns 66
1.2.1 AdIPOZENESIS .....oooiiiiiieccee e e naaeeeen 66
1.2.1.1 Fase de COMPIOMISO.cuuuiiiiiiieeiiiiiiee et e eetee e eetee e eetaeeeeeaaaeeeeaaeeeenaaneeanees 66
1.2.1.2 Fase de diferenCiaCion ...... ... . e e 68
1.2.1.3 Moduladores de la sefializacidon de adipogénesis: insulina e IGF1 .......... 70
1.2.2 Tejido adipoSO blanCo ... 72
T.2.1.1  MOITOLOZIA . . s 72

[ L




TR

V2 V2 W Yo | (4= Y o] [o] o N 73

1.2.1.3  Funcionalidad............oceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicceertccee e 73
1.2.3 Tejido adiPOSO MAITON .......coocciiiiiiiee e e s snaee e s 75
J P2 T I 7 o] ¢ (o] Lo Y= - TP UPPURPPRRRP 75
1.2.3.2  LOCALZACION oottt 76
1.2.3.3 FuNncCionalidad..........eeeeeee e 77
1.2.4 AdIpOCitos BEige/DBrite.............c..uuuviiiiiiiiiiiieeeee et 79
1.3 TERMOGENESIS ADAPTATIVA: PAPEL DE LA MITOCONDRIA ........cccceeennn.... 81
1.3.1 Cadena respiratoria mitocondrialy UCP-1 ..............ooooiiiiiniiiiiiccieeeeee, 83
1.3.2 El ciclo de la mitocondria: balance mitocondrial .................ccccceeniiinnnin, 87
1.3.2.1 Biogénesis MitoCoONdrial........cceeeiiiiiiiiiiiieieicccerricee e e eeeaa s 87
1.3.2.2 Dindmica MitoCONIial..c.cceecueeiiiieieieeeiiiiieeeeee et ee e et e e e e e e 89
T.B3.2.2.7  FUSION ettt ettt st st st 90
T.8.2.2.2  FUSION ittt ettt st sttt 91
1.3.2.3 Mecanismo de control de calidad mitocondrial: Mitofagia....................... 92

1.3.3 Modulacion del balance mitocondrial por disponibilidad de nutrientes y

su relacion con el estado energético ............coceeeiiiniiiiiiiiniicc s 96

1.4  ELTEJIDO ADIPOSO MARRON COMO TERAPIA CONTRA LA OBESIDAD ....... 98
HIPOTESIS Y OBJETIVOS ....cevveeieeeeeeceernneereeeeeeeeeeeessssssssssesesssssssssssssssssssssesssssnnnnes 101
2.1 HIPOTESIS ..cuuiiiitiiieiiitenttenites et et st e st e st e sssesesaessnsessnsesansens 103
2.2 OBIJETIVOS.....e ettt ittt ettt sat e e sassaseasansansassassnsanss 104
MATERIALES Y METODOS .....ccciiiiiiieeieinreeeeeeeeeeeeeesnnnsssaseseessssssssssssssssesssssssnnnnnes 107
3.1 EXPERIMENTACION CON ANIMALES........cccevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessessesssssssee 109
3.1.1 Trabajo con modelos animales ............cccoviiiiiiiiicccieeee e 109
3.1.2 Disefo experimental de los modelos animales..............cccccoeniiennnnnn. 110
3.1.2.1  Modelo BATIGFTRKO ......cooiiiiiiiiiieeeeiteee ettt ettt e e 110
3.1.2.2  M0odelo BATOPATKO .....ceiriiieieieeeiieeeiteeetee et e eiteeseeeeieeesareeeseeesmeee e 111
3.1.2.3 Modelo BATMFENTKO ....ooiiiiiiiiieeiieeeteeiee ettt ettt e 112
3.1.2.4 M0odelo UCPT-KO....ciiiiiiiiieiieeieitee ettt et e et e e e e e 112

3.1.3 Caracterizacion genética y proteica de los modelos animales............. 113
3.1.4 Técnicas empleadas en los modelos animales .............ccccccveeeeiieeennee. 114
3.1.4.1 Prueba de tolerancia ala glucosa (GTT)..cuuuuuceeerriiiiiiiiiiiinereeeeeeniiiineeeeeeens 114
3.1.4.2 Pruebadetoleranciaalainsuling (ITT) ..c.cuuueeeeiriiiiiiiiciiee e 114
3.1.4.3 Experimento de expoSiCiON al friO.......ccevvviiiiiieiiiiiiieiicicee e 115
3.1.4.4 Sacrificio de los animales de experimentacion..............cccccceeeviieiinnnn. 115




3.2  TECNICAS MOLECULARES ......cccceeerueeeererneeeeesssrseeeessssssseesssssnsasessssnnens 116

3.2.1 Analisis de expresion de proteinas..........cccccccceevvcieeeeiciee s 116
3.2.1.1 Obtenciony cuantificacion de extractos proteicos............ccccceeeeeeeenennn. 116
3.2.1.2  WeStern BLOt (WB) .covvviiiieieiicieeiiieee ettt e e eeeevvise e s s s e eeeevaaneeseaaens 116

3.2.1.2.1 Preparacion de muestrasy geles SDS-PAGE ...........cccccoccevivevencueennne. 116
3.2.1.2.2 Electroforesis en geles de SDS-PAGE ..........ccococevieiiiieenieeeiieeneeee 117
3.2.1.2.3 Transferencia a membranas de PVDF ............cccoovviiriiiiiniiieeciienen. 117
3.2.1.2.4 Bloqueo e incubacion con a@ntiCUEIPOS. .........ccoeeeevvveereeeeesiiiiireeeeaeeens 117
3.2.1.2.5 Deteccion de anticuerpos por quimioluminiscencia............cc......... 117
3.2.1.2.6 Borrado de membranas de PVDF............ccoooiimiieiniieeeeieeeeeeeenn 118

3.2.2 Estudio de la respiracion mitocondrial...............ccccceovviiiiiiin e, 118
3.2.2.1 Aislamiento de mitoCONAIaSs ....cccouuviiieiiiiiiiiiieeeee e 118
3.2.2.2 Respirometria por tecnologia O2k-Oroboros System .........ccccvvvvveeeneeenns 119
3.2.2.3 Potencial de membrana por tecnologia O2k-Oroboros System ............. 119

3.3  ESTUDIO HISTOLOGICO .....cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeessessssssssssssssssssssssssses 120

3.3.1 Preparacion de los tejidos...........ccuviiiiiiiiiicicii e 120

3.3.1.1 Fijacidn, inclusién en parafina y obtencion de cortes de tejido.............. 120

3.3.1.2 Inclusién de tejidos en fresco en OCT y obtencidn de cortes de tejido ..121

3.3.2 Tinciones histolOgIiCas ...........ccceoiiiriiiiiiiii e 121
3.3.2.1 HematoXilin@ y €0SIiNA .....ceiiiiiiiiiiiieeee et eeeereee e e e e e eeaaine e e e e eeees 121
3.3.2.2 Inmunohistoquimica de tejidos adiposos (IHQ)......cuuveeeeeiiiiriiiiiiiiieeneennns 122
3.3.2.3 Tincidén de lipidos celulares con Oil-Red O.........ccevvvviviiieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeens 122

3.4 TECNICAS DEIMAGEN.......ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesssessssssssssssssssssssssssnes 123

3.4.1 Microscopiade campo Claro............cccceeei i 123

3.4.2 Microscopia electronica de transmision (TEM) ...............cccccoevviieeneenn, 123

3.4.3 Resonancia magnética nuclear (RMN).............cccoccveiiiiiii e, 123

3.5  CUANTIFICACION .......cuunuerrrreeeeeeeeeeeernnneeeeeeeeesseessnsnsssssessesssssssnnsssssseees 124
3.6 ANALISIS ESTADISTICO ....eetriiuueirireerrineereineeseneesseneessssseesesnsessssnsesenns 125
3.7  MATERIALES ....coouiiiiiniinieiniiaiierecentastessessssasssssesssssssassssssssssassassessssasse 125

3.71 Listado de anticuerpos primarios............cccccccvieveei e, 125

3.7.2 Listado de anticuerpos secundarios..............cccccceeeeiiiiiiee e, 126

3.7.3 Agentes farmacolOgiCOS ...........c...uviiiiiii e 126

3.7.4 ReactiVoS COMUNES ..........cccceeiiiiiiiiiiiiiicic e 126

23 L




RESULTADOS ...ttt teiieittitetecatettecaesetesaesstasassscasassssassssssssassssasannns 127

4.1 ESTUDIO DE LA CONTRIBUCION DE LA DINAMICA MITOCONDRIAL Y LA
MITOFAGIA EN LA CAPACIDAD TERMOGENICA DE RATONES CARENTES DEL
RECEPTOR DE IGF-1 EN EL TEJIDO ADIPOSO MARRON ..........uutteeecrnneeeesernnneeenns 129

4.1.1 Estado mitocondrial en el modelo murino BATIGF1RKO en una situacion

4.1.2 Capacidad termogénica y estudio proteico en el modelo BATIGF1RKO
tras la exposiCion alfrio.............coocviiiiiiiii e s 132

4.1.3 Analisis del estado y respiracion mitocondrial del modelo BATIGF1RKO
tras la exposicion alfrio.............coccviiiiiiiii e s 137

4.1.4 Estudio del mecanismo de control mitocondrial mitofagia en el modelo
BATIGF1RKO tras la exposicion al frio.............cccocviiiniiiiiiiiiec e 140

4.1.5 Proceso de browning o marronizacién en los compartimentos de tejido
adiposo blanco en el modelo BATIGF1RKO tras la exposicion alfrio................... 145

4.2 CONTRIBUCION DE LA FUSION MITOCONDRIAL EN LA TERMOGENESIS
B Y o I I e 155

4.21 Perfil glucidico y analisis de la grasa corporal del modelo
BATOPATKO . ...ttt et tee s et s e e e et e e s e e aanesseeaanseaaeansseesennnnseennnnns 155

4.2.2 Capacidad termogénica y estudio proteico en el modelo BATOPA1KO
tras la exposiCion @l frio............ccooeiiiiiiiiiiie e s 156

4.2.3 Analisis del estado mitocondrial y del mecanismo de control
mitocondrial mitofagia en el modelo BATOPA1KO tras la exposicién al frio ...... 159

4.2.4 Proceso de browning o marronizacién en los compartimentos de tejido
adiposo blanco en el modelo BATOPA1KO tras la exposicion al frio.................... 161

4.2.5 Evaluacion de la activacion prolongada via farmacolégica de la
termogénesis adaptativa en el modelo BATOPATKO .........cccccoeeeiiiiiiiiiieeee e 164

4.2.6 Efecto de la delecion de MFN1 en la termogénesis adaptativa: estudio
o1 =1 1215 = N 172

4.3 EVALUACION DE DIFERENTES COMPUESTOS DESACOPLANTES
MITOCONDRIALES COMO NUEVOS ACTIVADORES SUGERIDOS DE UCP-1.......... 175

4.3.1 Accién dependiente de UCP-1 de oleato en la respiraciéon mitocondrial y
elpotencialde membrana ... 176

4.3.2 Accién independiente de UCP-1 de FCCP en la respiracion mitocondrial
yelpotencialde membrana.............ccccooiiiiiiiiiiiiiii 180

4.3.3 Accion parcialmente dependiente de UCP-1 de DNP en la respiracion
mitocondrialy el potencialde membrana ..............cccoociiiiiiiiiini e, 183

4.3.4 Efecto de metil-B-ciclodextrina (MBCD) en la respiracion de

MItOCONArias @ISlAadas .......ccooooiiiiiiiiiiii e 189
DISCUSION ... .. ciiiiiieiieeiieeeeeeeereeseaeeeeeeeeeesssssssssssssssessessssssssssssssesssssssssssssnssesans 191
CONGCLUSIONES ....utiutitierierieeiereereseesessessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 201

[ s




BIBLIOGRAFIA .......uuttiiiiecrteeeeeeiieeeeeeesraseeessssnneeesssssssesesssssssessssssnssesssssnsasesssnns 205

INDICE DE TABLAS

Tabla 1.1 Clasificacion de la obesidad en 6 grupos dependiendo del IMC presente en

L1 oo 17T 11 Lo TSR 50
Tabla 1.2 Farmacos anti-obesidad aprobados por la Agencia Europea del
MedicameEnto (EMA). ... e e e e s e s e e e e e e e aaarr e e e e e e e s 64
Tabla 3.1 Cebadores utilizados para el genotipado de los modelos animales. ......... 113
Tabla 3.2 Listado de anticuerpos primarios utilizados. ...............coccovvviiiiniiiii . 125
Tabla 3.3 Listado de anticuerpos secundarios utilizados. ............cccccocceveiiiiiiciieeennnn, 126
INDICE DE FIGURAS

INTRODUCCION

Figura 1.1 Mapa mundial que muestra la prevalencia de la obesidad. ......................... 49

Figura 1.2 Remodelacion del tejido adiposo cuando el balance energético es positivo
y es mantenido en el tiempo como sucede en una situacion de sobrealimentacién y/o

€N LA 0BESIAAU ... e e e e rre s 56
Figura 1.3 Via candnica de senalizacion Wnt/B-catenina. ............cccccovvveveeiivicicineenennn, 68
Figura 1.4 Linaje de adipocitos blancos, beige y marrones desde una célula madre
mesenquimaly los marcadores moleculares involucrados en el desarrollo............... 69

Figura 1.5 (A) Esquema simplificado de la diferenciacion de preadipocitos a adipocitos
donde se indican los diferentes estadios y procesos involucrados. (B) Modelo

secuencial del control transcripcional durante la adipogénesis ............cccccceevveennennee. 70
Figura 1.6 Cascada de senalizacidn deinsulina.............ccccccevviiiiiiniiiiin e, 71
Figura 1.7 Morfologia del adipocito blanco ...............ccocceeiriiiiniiiniiii e 72
Figura 1.8 Localizaciones del érgano adiposo en el ratéon (A) y en el humano (B). ....... 73
Figura 1.9 Estructura del tejido adiposo marron.............ccccoviiieeiiiieccciiieee e, 76
Figura 1.10 Morfologia del adipocito beige/brite..............cccooiiiiiiiiiiiii e, 79
Figura 1.11 Circuito neuronal y reflejo de estiramiento implicado en el tiriteo ........... 82
Figura 1.12 Esquema de la cadena de transporte de electrones (CTE) situada en la
membrana mitocondrialinterna..............ccoocoiiiiiiiiiiii e 84
Figura 1.13 Plasticidad metaboélica de la termogénesis .............ccccecvveiiiiiieeeeiciiee e, 86
Figura 1.14 Cascadas de senalizacién implicadas en la biogénesis mitocondrial....... 88
Figura 1.15 Esquema general de los procesos de fusion y fisién mitocondrial............. 89
Figura 1.16 Vias principales de control de calidad mitocondrial...................ccceeeennnen. 93
Figura 1.17 Mitofagia mediada por PINK-1/Parkina ..............cccoccviiiniiiinniiieinieeeeeee, 94
Figura 1.18 Mecanismo de degradacién comun entre la mitofagia y autofagia............ 95
Figura 1.19 Estado energético de las mitocondrias dependiendo de la disponibilidad
(o Lo 10 =Y 01 =SSR 97
MATERIALES Y METODOS

Figura 3.1 Tecnologia Cre-recombinasa tejido-especifica de BAT mediante el uso del
promotor UCP-1 para la generacion de los modelos murinos utilizados en esta tesis

Lo LoT o2 Lo ¢ | N P P PP P PO PPPPPPPP 109
Figura 3.2 Disefnos experimentales en el modelo BATIGF1RKO ..............ccccccevvnnnnnnnn. 111
Figura 3.3 Disenos experimentales en el modelo BATOPATKO ..........cccccceeveiviviinnnnnen, 111

[ s L




I TR

Figura 3.4 Disefio experimental en el modelo BATMFN1KO.............cccooiiiiiniiiicinnenen. 112
Figura 3.5 Disefio experimental en elmodelo UCP1-KO............cccccceirriiiiiniiiiniininennn, 112
Figura 3.6 Ejemplo representativo de los resultados de las PCR y western blots
obtenidas para genotipar a los modelos .............cccccoeviiiiiiiiii e 114
RESULTADOS

Figura 4.1 Perfil glucidico basal del modelo BATIGF1RKO ...........ccccccoeiiiiniiiniirenieenee 130

Figura 4.2 Parametros de adiposidad y peso corporal en el modelo BATIF1RKO....... 130
Figura 4.3 Analisis proteico de la dinamica mitocondrial en el iBAT del modelo

BATIGF1RKO en una situacion basal............c.cccooiiiiiiiiiiiiiiie e 131
Figura 4.4 Andlisis proteico de la dinamica mitocondrial en los compartimentos de
WAT del modelo BATIGF1RKO en una situacion basal.............cccccoceivniiiniiniciennciennne, 132
Figura 4.5 Adaptaciéon termogénica del modelo BATIGF1RKO..............cc..ccccvvvreennneenn. 133
Figura 4.6 Aproximacion del nimero de células en iBAT en el grupo control y en el
modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al frio...........ccccccoeovieiiniiiiinciee e, 134
Figura 4.7 Activacion de la termogénesis adaptativa mediante el mecanismo candnico
de UCP-1 en el modelo BATIGF1RKO tras la exposicion alfrio...........cccccccceeeeevvnnnnnnnn. 135
Figura 4.8 Estudio proteico del contenido mitocondrial en el modelo BATIGF1RKO tras
Lla eXPOSICION ALTIIO.........oieiiiiii e s e e e s e e 136
Figura 4.9 Evaluacidon de la actividad lipolitica en el modelo BATIGF1RKO tras la
EXPOSICION ALTITO ... e e e s e e s e e e e sbee e e e nres 137
Figura 4.10 Analisis proteico de la dinamica mitocondrial en el modelo BATIGF1RKO
tras la exXposiCiON @l frio.............oovieiiiiii e 138
Figura 4.11 Estudio mitocondrial en el modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al frio
................................................................................................................................................... 139
Figura 4.12 Respiracion mitocondrial del modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al frio
................................................................................................................................................... 140
Figura 4.13 Analisis proteico de la mitofagia en el modelo BATIGF1RKO tras la
(23T Yo =3 ed [o] o - 1 i T T SRR 141
Figura 4.14 Estudio del papel de la mitofagia en la termogénesis adaptativa del modelo
BATIGFTRKO ...ttt et e st e e sttt e e st e e e s sbbe e e s sabeeessabaeessnnreas 142

Figura 4.15 Andlisis proteico de la dinamica mitocondrial en el modelo BATIGF1RKO
tras el tratamiento con cloroquina (CQ) y después de la exposicion al frio o de la
situacion en termoneutralidad...............ccccooiiiiiiiiiii i 143
Figura 4.16 Analisis proteico de la mitofagia en el modelo BATIGF1RKO tras la
(23T Yo =T ed [o] o - 1 i T TSR 144
Figura 4.17 Estudio proteico de la activaciéon termogénica y de contenido mitocondrial
en iWAT del modelo BATIGF1RKO tras la exposicién alfrio..............ccccccoccveieiienennne. 146
Figura 4.18 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en iWAT del
modelo BATIGF1RKO tras la exposicion alfrio............ccccccooeiiiiiiii e, 147
Figura 4.19 Estudio proteico de la activacion termogénica y de contenido mitocondrial
en eWAT del modelo BATIGF1RKO tras la exposicion alfrio.............cc.cccoccveeeeiienennnne. 148
Figura 4.20 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en eWAT del
modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al frio...........c.ccccooiiiiiiiiii e, 149
Figura 4.21 Estudio proteico de la activacion termogénica y de contenido mitocondrial
en rWAT del modelo BATIGF1RKO tras la exposicion alfrio...............ccccocveeeeiinncnnnnnen. 150
Figura 4.22 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en rWAT del
modelo BATIGF1RKO tras la exposicion alfrio............cccccooviiiiiiiii i, 151




Figura 4.23 Estudio proteico de la activacion termogénica y de contenido mitocondrial

en mMWAT del modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al frio............c.ccccoccveveviceenennnee. 152
Figura 4.24 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial en mWAT del modelo
BATIGF1RKO tras la exposicion al frio.............cccoccviiiiiiiiiicie e 152
Figura 4.25 Estudio proteico aproximado de la lipolisis en WAT del modelo
BATIGF1RKO tras la exposicion al frio. ..........ccccocuiiiiiiiiiiiiiie e 153
Figura 4.26 Perfil glucidico basal del modelo BATOPATKO.............ccccociiiiiienierenieennne 155
Figura 4.27 Parametros de adiposidad y peso corporal en el modelo BATIF1RKO..... 156
Figura 4.28 Adaptacion termogénica del modelo BATOPATKO ...........ccocvvvviveeerinnennn, 157
Figura 4.29 Aproximacion del numero de células en iBAT en el grupo control y en el
modelo BATOPA1KO tras la exposicion al frio.............cccceviiiiiniiii e 158
Figura 4.30 Activacion de la termogénesis adaptativa mediante el mecanismo
canonico de UCP-1 en el modelo BATOPA1KO tras la exposicién al frio..................... 158
Figura 4.31 Estudio proteico del contenido mitocondrial en el modelo BATOPA1KO tras
la @XPOSICION @LTIIO... ..o e e e ee e e e 159
Figura 4.32 Analisis proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en el modelo
BATOPA1KO tras la exposiCion @l frio ............cccoeviiiiiiiiiiii e 160
Figura 4.33 Estudio proteico de la activacion termogénica y de contenido mitocondrial
en iWAT del modelo BATOPA1KO tras la exposicion alfrio..............cccccevvveeiiiinnicnnnnnen. 161
Figura 4.34 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en iWAT del
modelo BATOPA1TKO tras la exposicion al frio.............cccceviiiiiiiiiiiicciec e 162

Figura 4.35 Estudio proteico de la activacion termogénica, biogénesis mitocondrial y
de contenido mitocondrial en eWAT del modelo BATOPA1KO tras la exposicidn al frio

................................................................................................................................................... 163
Figura 4.36 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en eWAT del
modelo BATOPA1KO tras la exposicion alfrio............ccccccoovviiiiieii e, 164

Figura 4.37 Estudio proteico de la activaciéon termogénica y de contenido mitocondrial
en iBAT del modelo BATOPA1KO tras el tratamiento con el agonista B3-adrenérgico CL-
BAB243. ...ttt b ettt s b e e s b et e s be e s bt e e hbe e s ba e e sabeesateesbbeesabeeeateas 165
Figura 4.38 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en iBAT del
modelo BATOPA1KO tras el tratamiento con el agonista B3-adrenérgico CL-316243.

Figura 4.39 Estudio mitocondrial en el modelo BATOPA1KO tras el tratamiento con el
agonista B3-adrenérgico CL-316243...............ccooiiiiiiiiiiieeee e e e 168
Figura 4.40 Evaluacion de la actividad lipolitica en el modelo BATIGF1RKO tras el
tratamiento con el agonista B3-adrenérgico CL-316243...............ccocceevviiinieiinieenireenne, 169
Figura 4.41 Estudio proteico de la activacion termogénica y de contenido mitocondrial
en iWAT del modelo BATOPA1KO tras el tratamiento con el agonista B3-adrenérgico
04 I By [ o PRSP 170
Figura 4.42 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en iWAT del
modelo BATOPA1KO tras el tratamiento con el agonista p3-adrenérgico CL-316243.

................................................................................................................................................... 171
Figura 4.43 Perfil glucidico basal del modelo BATMFN1KO.............ccccocvviviiiniieenineennn. 172
Figura 4.44 Adaptacion termogénica del modelo BATMFN1KO............c.ccoccevvviiinnennnen. 173
Figura 4.45 Estudio proteico de la activacion termogénica y del contenido mitocondrial
en iBAT del modelo BATMFN1KO tras la exposicidon alfrio...............ccccccoeeveiieiieeennnen. 174
Figura 4.46 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en iBAT del
modelo BATMFN1KO tras la exposicion alfrio ............ccccccooviiiiiie e, 174

Py




[ s

Figura 4.47 Parametros de calidad mitocondrial en el modelo UCP1-KO ................... 176
Figura 4.48 Respiracion de mitocondrias aisladas en el modelo UCP1-KO ante el
estimulo del 4cido graso 0leato..............coociiiiiiiiiiiiiie e 177
Figura 4.49 Respiracion de mitocondrias aisladas en el modelo UCP1-KOy el grupo WT
ante el estimulo del acido graso oleato...............cccceoeiiiiiciii e 178
Figura 4.50 Evaluacion del potencial de membrana de mitocondrias aisladas en el
modelo UCP1-KO ante el estimulo del acido graso oleato .............cccceecueeeviieniieenieene 179
Figura 4.51 Evaluacion del potencial de membrana de mitocondrias aisladas en el
modelo UCP1-KO y el grupo WT ante el estimulo del acido graso oleato.................... 180
Figura 4.52 Respiracion de mitocondrias aisladas en el modelo UCP1-KO ante el
ESHMULO D@ FCCP ...ttt st e s ba e s sate e saaeesaree e 181
Figura 4.53 Respiracion de mitocondrias aisladas en el modelo UCP1-KOvy el grupo WT
ante el eStimMULO dE@ FCCP ...........coo o e e s e e e 182
Figura 4.54 Evaluacién del potencial de membrana de mitocondrias aisladas en el
modelo UCP1-KO ante el estimulo de FCCP...........ccccccviiiiiiiiciiiee e 182
Figura 4.55 Evaluacion del potencial de membrana de mitocondrias aisladas en el
modelo UCP1-KO y el grupo WT ante el estimulode FCCP...............cccccoveeieiiiininnnneen. 183
Figura 4.56 Respiracion de mitocondrias aisladas en el modelo UCP1-KO ante el
€SHMULO AE DINP ... e e e et e e st e e e e e sabe e e s e sabaeeesnnrees 184
Figura 4.57 Respiracion de mitocondrias aisladas en elmodelo UCP1-KO y el grupo WT
ante el eStimMULO AE@ DINP ... e 185
Figura 4.58 Evaluacion del potencial de membrana de mitocondrias aisladas en el
modelo UCP1-KO ante el estimulo de DNP............ccoooiiiiiiiiiiie e 186
Figura 4.59 Evaluacion del potencial de membrana de mitocondrias aisladas en el
modelo UCP1-KO y el grupo WT ante el estimulode DNP ..............cccccceiviiiiiniciee e, 186

Figura 4.60 Estudio comparativo de respiracion y potencial de membrana de
mitocondrias aisladas en el modelo UCP1-KO y el grupo WT ante el estimulo
dependiente de UCP-1 oleato para determinar el mecanismo de acciéon de DNP .... 187
Figura 4.61 Estudio comparativo de respiracion y potencial de membrana de
mitocondrias aisladas en el grupo WT ante el estimulo dependiente de UCP-1 oleato a
diferentes concentraciones de GDP para determinar el mecanismo de accién de DNP

Figura 4.62 Respiracion mitocondrialy despolarizacién de membrana de mitocondrias
aisladas en el grupo WTy el modelo UCP1-KO ante diferentes desacoplantes ........ 189
Figura 4.63 Respiracién mitocondrial de mitocondrias aisladas en el grupo WT y el
modelo UCP1-KO enun medio CONMPBCD.............oooiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeeesesaseeeees 190




RESUMEN






PAPEL DE LOS MECANISMOS DE DINAMICA Y CONTROL DE
CALIDAD MITOCONDRIALES EN LA TERMOGENESIS
ADAPTATIVA

INTRODUCCION

La obesidad es un problema sanitario de caracter pandémico con complicaciones
tales como la resistencia a insulina o la diabetes. El tejido adiposo marrén (BAT) es
protagonista en la regulacion de la adiposidad y peso corporal a través de la
termogénesis sin tiriteo (TST). Su papel en el adulto ha sido desconsiderado, pero
gracias a la aparicion de una serie de estudios PET-CT, se ha demostrado que el
BAT esta presente y es funcional en los adultos, estableciéndose una correlacién
inversa entre el indice de masa corporal y la presencia de depdsitos de grasa
marrén. Por ello, la activacidon del gasto energético a través del BAT se ha convertido
en una terapia anti-obesidad en la actualidad.

La mitocondria juega un papel central en la energética de las células eucaridticas,
siendo clave su biogénesis en la TST. Tradicionalmente, la termogénesis del BAT se
ha basado en la actividad de la proteina desacoplante UCP-1 a través de la
inhibicidon del gradiente protdn-motriz implicado en la conservacion de la energia
asociada a la cadena respiratoria mitocondrial. Sin embargo, actualmente se ha
comprobado que la dindmica mitocondrial participa activamente en la
amplificacion del gasto energético durante la adaptaciéon a situaciones de
restriccion caldrica, activando la fusion mitocondrial, o de exceso de disponibilidad
energética, activando la fision.

No obstante, la contribucion tanto de la dinamica mitocondrial como de los
mecanismos de control de la integridad mitocondrial a la termogénesis del BAT es
casi desconocida.

Por ello, la hipdtesis planteada en esta tesis doctoral fue:

“La dinamica mitocondrial, ademas de desempenar su funcidn sobre la
plasticidad de las mitocondrias, contribuye en la termogénesis adaptativa de
ratones mediante la generacidn de calor durante el proceso de fision
mitocondrial, con el consiguiente aumento del gasto energético tisular.”

OBJETIVOS

Los principales objetivos del presente trabajo fueron:

1. Valoracion del efecto de la dinamica mitocondrial y mitofagia en la
capacidad termogénica de ratones carentes del receptor de IGF-1 en el
tejido adiposo marrén.

2. Estudio de la contribucién de la fusiéon mitocondrial en la termogénesis
adaptativa.
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3. Evaluacion de diferentes compuestos desacoplantes mitocondriales (FCCP
y DNP) como nuevos activadores sugeridos de UCP-1

MATERIAL Y METODOS

Para el desarrollo de los objetivos se han utilizado diferentes modelos animales los
cuales fueron generados mediante la técnica de la Cre-recombinasa bajo el
promotor de UCP-1, salvo en el caso del ultimo objetivo que derivé del generado
previamente por Enerback et al., 1997.

Enelcasodel primer objetivo se usé un modelo murino carente del receptor de IGF-
1 (IGF-1R) especificamente en el BAT recibiendo el nombre de BATIGF1RKO,
mientras que para el segundo objetivo se generaron dos modelos animales
carentes de diferentes proteinas de fusién: de membrana interna OPA-1
(BATOPA1KO) y de membrana externa MFN-1 (BATMFN1KO), también especificos
de BAT. Por ultimo, el modelo UCP1-KO fue el objeto de estudio para la realizacién
del tercer objetivo.

En los modelos BATIGF1RKO, BATOPA1KO y BATMFN1KO se estudiaron las vias
implicadas en la termogénesis adaptativa, analizando el efecto de diferentes
estimulos como el frio o la activacion farmacolégica B3-adrenérgica en la dinamica
mitocondrial y en los mecanismos de autofagia, a través del estudio de expresion
de proteinas mediante Western Blot, respirometria, técnicas de microscopia
electrénica e histolégicas. Ademas, se utilizé una diversidad metodolégica para
evaluar su estatus metabdlico, como son los test de tolerancia a la
glucosa/insulina o la resonancia magnética nuclear, llevandose a cabo
experimentos de exposicion al frio. Finalmente, se evalud la accién de diferentes
desacoplantes quimicos (oleato sédico, FCCP y DNP) en la respiracién de
mitocondrias aisladas del modelo UCP1-KO.

RESULTADOS

Los resultados de la primera parte sugieren que la fision mitocondrial en BAT
mejora la adaptacion termogénica del modelo BATIGF1RKO, el cual presenté
mitocondrias fragmentadas y mostré un aumento en la respiracion basaly maxima
de las mismas. Ademas, existié un ligero incremento de la expresion de UCP-1
acompanado de un aumento de la masa mitocondrial, y la lipdlisis se encontré
activa en BATIGF1RKO tras la exposicién al frio, considerandose procesos
fundamentales en la termogénesis. El impedimento de la autofagia por la
administracion de cloroquina (CQ) demostré la importancia de la mitofagia en la
adaptacion al frio y plante6 la fusion mitocondrial como mecanismo protector de
la misma. Asimismo, el analisis del pardeamiento de diferentes compartimentos
de tejido adiposo blanco indicé una activacién aumentada de este proceso en los
animales BATIGF1RKO tras la exposicién al frio.




En cuanto al modelo murino BATOPA1KO, se determind un menor porcentaje de
grasa corporal que no afectd a la homeostasis glucidica ni al peso corporal de los
animales. Ademas, la delecion de OPA-1 en BAT no alteré6 la adaptacién
termogénica de dichos animales y promovié una hipertrofia del tejido adiposo
marrén como mecanismo compensatorio. No obstante, el tratamiento
farmacolégico con el agonista 3-adrenérgico CL-316243 incremento la expresion
de UCP-1 y favorecio la fusion mitocondrial en BAT de los animales knock-out, que
exhibieron una tendencia al estado fisionado cuando no fueron tratados con este
farmaco. Por otro lado, la delecién de MFN-1 en BAT conllevé una adaptacién
termogénica inadecuada al frio. Dicha severa inadaptacion al frio sugiere que la
fusién previa de las mitocondrias es necesaria para que la fisidon pueda tener lugar.

Por ultimo, el estudio de la accién diferentes compuestos quimicos en las
mitocondrias aisladas de ratones WT y UCP1-KO propuso vias independientes de
UCP-1 en el desacoplamiento de la respiracién mitocondrial, apoyando que UCP-
1 no es el Unico mecanismo termogénico en BAT.

CONCLUSIONES

La dinamica mitocondrial juega un papel fundamental en la termogénesis
adaptativa, considerandose la fision mitocondrial como un mecanismo generador
de calor durante la exposicién al frio mientras que la fusion mitocondrial
desempena una funcién protectora del dafio ocasionado en el mantenimiento de
la temperatura corporal, contribuyendo asi a la propia termorregulacién del
organismo.

Ademas, algunos de los agentes desacoplantes mitocondriales mas potentes
como el FCCPy el DNP actuan sin necesidad de que UCP-1 se encuentre activa, lo
que resalta la importancia de los mecanismos independientes de UCP-1 en la
termogénesis adaptativa.

Palabras clave: Termogénesis adaptativa, tejido adiposo marrén, modelos
murinos, knock-out, dinamica mitocondrial, mitofagia y respiracion mitocondrial.
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ABSTRACT






ROLE OF MITOCHONDRIAL DYNAMICS AND QUALITY
CONTROL MECHANISMS IN ADAPTIVE THERMOGENESIS

INTRODUCTION

Obesity stands as a widespread health issue, bringing complications like insulin
resistance and diabetes to the forefront. Brown adipose tissue (BAT) plays a leading
role in the regulation of adiposity and body weight through non-shivering
thermogenesis (NST). While the role of BAT in adults has been somewhat
overlooked, PET-CT studies have revealed its presence and functionality in adults.
These studies establish an inverse correlation between body mass index and the
presence of brown fat depots. Consequently, activating energy expenditure via BAT
has become a favoured approach in anti-obesity therapy.

Mitochondria play a pivotal role in the energetics of eukaryotic cells, with their
biogenesis during NST being crucial. Traditionally, BAT thermogenesis has been
linked to the expression and anchoring of the uncoupling protein UCP-1, inhibiting
the proton-motor gradient involved in conserving energy associated with the
mitochondrial respiratory chain. However, recent knowledge indicates that
mitochondrial dynamics actively contribute to amplifying energy expenditure during
caloric restriction. This involves activating mitochondrial fusion during excess
energy availability and promoting fission.

Despite this, the contribution of both mitochondrial dynamics and mitochondrial
integrity control mechanisms to BAT thermogenesis remains relatively unknown.

Therefore, the hypothesis presented in this thesis is:

"Mitochondrial dynamics, beyond their role in mitochondrial plasticity, contribute
to the adaptive thermogenesis of mice by generating heat during the mitochondrial
fission process, resulting in an increase in tissue energy expenditure.”

OBJECTIVES

The main objectives of this work were:

1. Assess the impact of mitochondrial dynamics and mitophagy on the
thermogenic capacity of mice lacking the IGF-1 receptor in brown
adipose tissue.

2. Analyze the contribution of mitochondrial fusion to adaptive
thermogenesis.

3. Evaluate different mitochondrial uncoupling compounds (FCCP and
DNP) as potential new activators of UCP-1
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MATERIAL AND METHODS

For the development of the objectives, different animal models were utilized, which
were generated using the Cre-recombinase technique under the UCP-1 promoter,
except for the case of the last objective, which derived from the model previously
generated by Enerback et al., 1997.

In the case of the first objective, a murine model lacking the IGF-1 receptor (IGF-1R)
specifically in BAT was used, named BATIGF1RKO. For the second objective, two
animal models were generated lacking different fusion proteins: OPA-1 for the inner
membrane (BATOPA1KO) and MFN-1 for the outer membrane (BATMFN1KO), both
specific to BAT. Finally, the UCP1-KO model was the object of study for the
accomplishment of the third objective.

In the BATIGF1RKO, BATOPA1KO, and BATMFN1KO models, the pathways involved
in adaptive thermogenesis were studied, analyzing the effect of different stimuli
such as cold or B3-adrenergic pharmacological activation on mitochondrial
dynamics and autophagy mechanisms. This was done through the study of protein
expression using Western Blot, respirometry, electron microscopy, and histological
techniques. In addition, a variety of methodologies were used to assess their
metabolic status, such as glucose/insulin tolerance tests or nuclear magnetic
resonance imaging, and cold exposure experiments were carried out. Finally, the
action of different chemical uncouplers (sodium oleate, FCCP and DNP) on the
respiration of mitochondria isolated from the UCP1-KO model was evaluated.

RESULTS

The results of the first part suggest that mitochondrial fission in BAT improves the
thermogenic adaptation of the BATIGF1RKO model, which presented fragmented
mitochondria and showed an increase in basal and maximal respiration of the
mitochondria. In addition, there was a slight increase in UCP-1 expression
accompanied by an increase in mitochondrial mass, and lipolysis was found active
in BATIGF1RKO after exposure to cold, being considered fundamental processes in
thermogenesis. The inhibition of autophagy by the administration of chloroquine
(CQ) demonstrated the importance of mitophagy in adaptation to cold and
proposed mitochondrial fusion as a protective mechanism for it. Likewise, the
analysis of the browning of different compartments of white adipose tissue
concluded anincreased activation of this process in the animals BATIGF1RKO after
exposure to cold.

As for the BATOPA1KO murine model, a lower percentage of body fat was
determined, which did not affect the glucose homeostasis or body weight of the
animals. In addition, the deletion of OPA-1 in BAT did not alter the thermogenic
adaptation of these animals and promotes a hypertrophy of brown adipose tissue
as a compensatory mechanism. However, pharmacological treatment with the $3-




adrenergic agonist CL-316243 increased UCP-1 expression and favoured
mitochondrial fusion in BAT in knock-out mice, which exhibited a tendency to the
fragmented state when not treated with this drug. On the other hand, the deletion
of MFN-1 in BAT led to an inadequate thermogenic adaptation to cold. Such severe
inadaptation to cold suggests that prior fusion of mitochondria is necessary for
fission to take place.

Finally, the study of the action of different chemical compounds on mitochondria
isolated from WT and UCP1-KO mice proposed UCP-1-independent pathways in
the uncoupling of mitochondrial respiration, supporting that UCP-1 is not the only
thermogenic mechanism in BAT.

CONCLUSIONS

Mitochondrial dynamics emerge as pivotal in adaptive thermogenesis, with
mitochondrial fission considered a heat-generating mechanism during cold
exposure, while mitochondrial fusion serves a protective function in maintaining
body temperature, contributing to the body's thermoregulation.

Notably, potent mitochondrial uncouplers such as FCCP and DNP act
independently of UCP-1, underscoring the importance of UCP-1-independent
mechanisms in adaptive thermogenesis.

Keywords: Adaptive thermogenesis, brown adipose tissue, murine models, knock-
out, mitochondrial dynamics, mitophagy and mitochondrial respiration.
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ABREVIATURAS






ADP adenosin difosfato

ADRB3 receptor f3-adrenérgico

AGL acidos grasos libres

AKT proteina quinasa B

AMPc adenosin monofosfato ciclico

APC adenomatosis poliposis coli

ATP adenosin trifosfato

BAT tejido adiposo marrén

BMPs factores morfogenéticos 6seos

BMPr receptor de factores morfogenéticos dseos

BNIP3 proteina 3 de interaccién con Bcl2 y proteinas de adenovirus E1B de 19kDa
C/EBPs proteinas potenciadoras de unién a CCAAT

CATR carboxiatractilosido

CC circunferencia de la cadera

CQ cloroquina

CREB factor de transcripcion de unién a elementos de respuesta a AMPc
CTE cadena de transporte de electrones o cadena respiratoria mitocondrial
Dio2 deiodinasa 2

DNP 2,4-dinitrofenol

DRP-1 proteina relacionada con la dinamina 1

EHGNA enfermedad de higado graso no alcohélico

EMA Agencia Europea del Medicamento

eWAT tejido adiposo blanco epididimal

FCCP carbonilcianida-4trifluorometoxifenilhidrazona

FGF2/21 factor de crecimiento de fibroblastos 1/21

FIS-1 proteina homodloga a la fision 1

FOXOs proteinas O de la familia “forkhead” con dominios tipo caja

FZD receptores “frizzled”

GLUT4 transportador de glucosa 4
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GSK-3B glucdgeno sintasa quinasa 38

HDL lipoproteinas de alta densidad

HIF-1a factor de transcripcidon inducido por hipoxia 1a
HIIT entrenamientos de intervalos de alta intensidad
iBAT tejido adiposo marrdn interescapular

ICC indice cintura-cadera

ICT indice cintura-talla

IGF1-R receptor del factor de crecimiento insulinico 1
IGFs/1 factores de crecimiento insulinico/1

IL-1/6 interleuquina 1/6

IMC indice de masa corporal

IR receptor ainsulina

IRS1 sustratos del receptor de insulina

iWAT tejido adiposo blanco inguinal

JNK c-Jun N-terminal quinasa

Kcal/g kilocalorias por gramo

Kg kilogramos

KO “knock-out”

LDL lipoproteinas de baja densidad

LRP5/6 receptor de LDL 5/6

MAM membranas asociadas a mitocondrias

MFF factor de fision mitocondrial

MFN-1/2 mitofusinas 1/2

MiD49/51 proteinas dinamicas mitocondriales de 49/51 kDa
mtADN ADN mitocondrial

mTORC1 complejo 1 de la diana de rapamicina en células de mamifero
mWAT tejido adipose blanco mesentérico

MX1 myxovirus 1

MBCD metil-B-ciclodextrina




NE norepinefrina

NF-kB factor nuclear kB

NGF factor de crecimiento nervioso

NIX proteina X de tipo Nip-3

NO o6xido nitrico

NRF1/2 factores nucleares de respiracion

NRG-4 neuregulina 4

ObMA obesidad metabdlicamente anormal

ObM-PN obesidad metabdlicamente anormal con peso normal
ObMS obesidad metabdlicamente sana

OCT “optimum cutting temperature”

OctCar octanoil-l-carnitina

OMS Organizaciéon Mundial de la Salud

OXPHOS fosforilacion oxidativa

p38/MAPK proteina quinasa activada por mitégenos p38

PCr fosfocreatina

PDGFRa/p receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas-a/f3
PDH piruvato deshidrogenasa

PET-CT tomografia de emisidon de positrones y computarizada
PGC-1a coactivador del receptor y activado por el proliferador de peroxisomas 1-a
PI3K fosfatidilinositol-3 quinasa

PPAR-y receptor activado por proliferadores de peroxisomasy
PRDM16 factor de transcripcion PR/SET Domain 16

RBP-4 proteina de unién al retinol 4

RE reticulo endoplasmatico

ROS especies reactivas de oxigeno

rWAT tejido adiposo blanco retroperitoneal

RyR2 receptor de rianodina 2

SAT tejido adiposo blanco subcutaneo
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SDS dodecilsulfato sédico

SERCA2b ATPasa 2b de Ca2+ del reticulo sarco/endoplasmico
SNS sistema nervioso simpatico

subBAT tejido adiposo marrén subescapular
supraBAT tejido adiposo marrén supraclavicular
T3 triiodotironina

TAC tomografia axial computarizada

TAGLN transgelina

TCA ciclo del acido tricarboxilico o ciclo de Krebs
TCF/LEF-1 factor potenciador linfoide 1

TCT termogénesis con tiriteo

TDAH déficit de atencién con hiperactividad
TFAM factor de transcripcion mitocondrial A

TID termogénesis inducida por dieta

TIF termogénesis inducida por frio

TLR2/4 receptores “toll-like” 2/4

TMRM éster metilico de tetrametilrhodamina
TNF-a factor de necrosis tumoral a

TST termogénesis sin tiriteo

UCP-1 proteina desacoplante 1

VAT tejido adiposo blanco visceral

VEGFA factor de crecimiento endotelial vascular
VLDL lipoproteinas de muy baja densidad

WAT tejido adiposo blanco

WT “wild type”

WT1 factor tumorigénico Wilms 1
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INTRODUCCION

“Lo que haces marca la diferencia, y tienes que decidir
qué tipo de diferencia quieres marcar.”

Jane Goodall
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1.1 OBESIDAD: UNA PANDEMIA DEL SIGLO XXI

1.1.1 La obesidad en la actualidad

La obesidad es una enfermedad de etiologia multifactorial caracterizada por una
acumulacion excesiva o una distribucion anormal de grasa en el organismo. Segun
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2022 mas de mil millones de
personas en el mundo padecian esta enfermedad; entre ellas, 650 millones eran
adultos; 340 millones, adolescentes; y 39 millones, nifios.

Desde los afios 70, la prevalencia de esta enfermedad hasta ahora ha ido en
aumento en sociedades occidentales alcanzando un valor actual aproximado entre
20-30% en Europa (Figura 1.1). Esto se ha debido a un aumento en el consumo de
dietas hipercaldricas y a la implantacion de un estilo de vida sedentario ya sea
causado por la urbanizacién de nuevas zonas como de la creacidon de nuevos
medios de transporte o puestos de trabajos que acentuan este estilo de vida.

Key
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[ z0-30%
| EE

Figura 1.1 Mapa mundial que muestra la prevalencia de la obesidad. Los paises del primer
mundo presentan altos porcentajes de personas que padecen obesidad con un valor indicativo del
indice de Masa Corporal = 30kg/m2. Fuente: Global Health Observatory Data Repository (OMS,
2023).

Respecto a su etiologia variada, se han descrito varios factores que estan
involucrados en el desarrollo de la obesidad: genéticos, ambientales vy
socioeconémicos, existiendo una relacion entre ellos (Pérez-Campos Mayoral et
al., 2020; Hill, Catenacci & Wyatt, 2005; Cawley, 2004). Por ejemplo, se ha descrito
que la dieta, la falta de ejercicio, la comida rapida y/o la microbiota, pueden alterar
la expresién génica (Muhnoz Yahez, Garcia-Vargas & Pérez-Morales, 2017). Ademas,
estos factores ambientales se relacionan a su vez con un diferente estatus
socioecondémico individual. Los productos ultraprocesados o aquellos con un alto
contenido en azucares y grasas son los mas baratos de encontrar asi como las
diferentes situaciones personales, como por ejemplo hacer deporte en un
gimnasio, que afectan al presupuesto econémico (Popkin, 2012; Cawley, 2004).
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Uno de los grandes problemas asociados a la obesidad es la amplia variedad de
complicaciones que pueden aparecery que se explicaran en el apartado 1.1.4 mas
detalladamente. Por ello, se han desarrollado diferentes planes de accién para
combatir esta patologia, en los que se encuentran como primera linea de accion
cambios en los habitos alimenticios y/o aumento en la actividad fisica diaria. No
obstante, en algunas ocasiones se requieren terapias farmacolégicas o recurrir a
alguna de las cirugias bariatricas para tratar esta enfermedad.

1.1.2 Clasificacion de la obesidad

Debido a la gran complejidad que conlleva la obesidad, existen varias
clasificaciones cuyos criterios difieren entre si dependiendo del método de anélisis
utilizado.

1.1.2.1 Indice de Masa Corporal (IMC)

La primera clasificacion se basa en el pardmetro més usado en la clinica: el indice
de Masa Corporal (IMC). ELIMC se calcula a partir del peso y la altura del individuo
siendo esta su ecuacion: IMC = Peso (kg)/altura?(m)

Segun el resultado, la OMS describe 6 grupos (Tabla 1.1):

Estatus nutricional IMC (kg/m?)

Bajo peso <18.5
Normopeso 28.5-24.9
Sobrepeso 25.0-29.9

Obesidad Clase | 30.0-34.9
Obesidad Clase Il 35.0-39.9
Obesidad Clase Il > 40

Tabla 1.1 Clasificacion de la obesidad en 6 grupos dependiendo del IMC presente en el
individuo. EL IMC se calcula a partir del peso corporal en kilogramos y la altura en metros. Fuente:
OMS, 2023.

Puesto que el IMC no mide especificamente la grasa corporal de un individuo y es
un parametro matematico, han surgido varios estudios enfocados en su precision
en cuanto a la evaluacién de la obesidad (Romero-Corral et al., 2008; Romero-
Corraletal. 2007; Blew et al., 2002; Smalley et al., 1990). En ellos, se concluye que
el IMC es una herramienta de diagndstico limitada para identificar correctamente
aquellos individuos con alto porcentaje de grasa corporal, especialmente los que
pertenecen a los grupos de IMC por debajo de 30 kg/m?. Aunque el IMC esta
correlacionado directamente con el porcentaje de grasa corporal, no diferencia
entre masa grasa o grasa adiposa y masa magra, siendo la ultima la mayoritaria en
el cuerpo humano. Por ejemplo, un atleta que presenta bajo porcentaje de masa
grasay mayor masa magra puede clasificarse como una persona con sobrepeso o,
incluso, obesa si sélo se utiliza el IMC como criterio. Ademas, utilizando sélo el IMC
como marcador de obesidad, se clasifica erroneamente mas del 50% de pacientes




con exceso de grasa corporal como normopeso o con sobrepeso (Romero-Corral
etal., 2008).

1.1.2.2 Medidas antropométricas

Estos parametros se suelen utilizar junto al IMC para una clasificacion mas
adecuadade la obesidad puesto que nos permiten calcular la cantidad de grasa del
paciente.

% Indice Cintura-Cadera (ICC)

Gracias a esta medida, se puede estimar la grasa abdominal de un individuo. Este
indice es larelacién entre el perimetro de la cinturay la cadera, siendo su ecuacion
la siguiente:

ICC = perimetro de la cintura (cm)/perimetro de la cadera (cm)

Segun la OMS, valores entre 0.96-0.99 en hombres y 0.81-0.84 en mujeres se
consideran normales. Aquellos valores por encima de estos estarian indicando una
acumulacién de grasa abdominal que podria estar asociada a un mayor riesgo de
sindrome metabdlico. Es el segundo parametro mas utilizado en las clasificaciones
de la obesidad, después del IMC.

+» Circunferencia de la cintura (CC)

Este parametro es el perimetro abdominal medido en centimetros, en una posicion
relajada y a la altura del ombligo. La OMS estipula que el valor maximo saludable
de CC es 88 cm para mujeres y 102 cm para hombres.

Segun el Consenso SEEDO 2007 para la evaluacion del sobrepeso y la obesidad, el
perimetro de la cintura es mejorindicador de la grasavisceraly de sus cambios con
la pérdida de peso que el ICC.

% Iindice Cintura-Talla (ICT)

ELICT se define como el cociente entre CC y la altura en centimetros. Valores por
encima de 0.50 se asocian a la obesidad.

Varios estudios han concluido que este parametro permanece estable durante el
crecimiento, pudiéndose utilizar en la ninez o en la edad adulta sin cambiar los
valores normales (Mihalopoulos et al., 2010). Ademas, tiene un mayor éxito en la
deteccion del sindrome metabdlico que otras medidas antropométricas como el
ICC (Freedman et al., 2009; Schwandt, Bertsch & Haas, 2010).
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1.1.2.3 Localizacion de la grasa

Dependiendo de la localizacion mayoritaria del tejido adiposo, la obesidad se
puede clasificar en dos tipos (Lee, Wu & Fried, 2013):

+* Obesidad androide o con forma de manzana

Se caracteriza por la acumulacion de grasa en la zona abdominal, por lo que
también recibe el nombre de obesidad visceral o central. Se suele asociar con un
incremento en el riesgo de padecer complicaciones metabdlicas.

+* Obesidad ginecoide o con forma de pera

La principal localizacion de acumulacién de grasa en este tipo es en la region
gluteofemoral y en las caderas, por lo que también se denomina obesidad
periférica. En este caso, el riesgo metabdlico se ve reducido.

1.1.2.4 Metabolismo

Dentro del grupo de pacientes con obesidad, se pueden distinguir varios fenotipos
enfocados en el metabolismo del individuo:

+* Obesidad metabdlicamente sana (ObMS)

Aunque este grupo ha sido estudiado ampliamente, no existe una definicion clara
del mismo. También llamado como obesidad metabdlicamente benigna, se
caracteriza por un IMC>30kg/m? pero sin presentar ningln componente de riesgo
metabdlico como dislipidemia, resistencia a insulina o hipertensién (Wildman et
al., 2008). Aproximadamente, la prevalencia de este fenotipo varia entre el 10-40%
entre los pacientes con obesidad, siendo mayoritario en mujeres. (Bosello,
Donataccio & Cuzzolaro, 2016; Pérez-Campos Mayoral et al., 2020; Bluher, 2010;
Boonchaya-anant & Apovian, 2014). Por lo general, los pacientes de este subgrupo
presentanvalores similares a la poblacidon no obesa en cuanto a niveles de insulina,
indice de resistencia a insulina por el método de evaluacion de la homeostasis
(HOMA-IR) y/o niveles de interleuquina 6 (IL-6) (Phillips & Perry, 2013).

Varios trabajos sugieren que este fenotipo metabdélicamente sano no es una
condicion benigna per se. Se ha observado que individuos con ObMS presentan
mayor riesgo de desarrollar sindrome metabdlico, enfermedades cardiovasculares
o diabetes cuando se comparan con el grupo sano (Bradshaw, Monda & Stevens,
2013; Aung et al., 2014). Ademas, la mayoria de los pacientes de este subgrupo
acaban desarrollando obesidad metabdlica anormal (ObMA), de la que se hablara
posteriormente, pudiendo describirse asi a la ObMS como un fenotipo transitorio
(Kramer, Zinman & Retnakaran, 2013; Bosello, Donataccio & Cuzzolaro, 2016). Por
ello, la ObMS ha adquirido gran interés como foco de estudio en los ultimos afos
ya que se puede ser la situacion idonea para revertir la obesidad antes del
desarrollo de alguna complicacion asociada a la misma.




+* Obesidad metabdlicamente anormal (ObMA)

Aligual que en la ObMS, este tipo se caracteriza por un IMC>30 kg/m? pero, en este
caso, la grasa se encuentra localizada en la zona abdominal (obesidad central) y
los pacientes han desarrollado sindrome metabdlico, diabetes o alguna
enfermedad cardiovascular (Bosello, Donataccio & Cuzzolaro, 2016). Este
subgrupo corresponderia a la descripcion generalizada de la obesidad en la que los
pacientes presentan parametros alterados como hipertension arterial, altos
valores de triglicéridos y/o resistencia a insulina.

+» Obeso metabdlicamente de peso normal (ObM-PN)

La primera vez que se introdujo este concepto fue en el afio 1981 cuando se
describié a un grupo de diabéticos con hipertensién e hipertrigliceridemia que
respondian a restriccion caldrica sin ser obesos (Ruderman, Schneider &
Berchtold, 1981). Aunque no existe una definicion clara de este grupo, los
individuos pertenecientes al mismo se caracterizan por tener un IMC<25 kg/m?y
presentar dos o mas complicaciones metabdlicas (Aung et al., 2014).

Gracias a esta variedad de parametros para la clasificacién de la obesidad, se
puede considerar que el IMC es una herramienta muy util en su diagndstico, pero
se deberia utilizar junto con otros criterios para estimar el riesgo sanitario que
supone la acumulacion de grasa en el individuo y poder actuar de manera
personalizada frente a la misma, asi como prevenir aquel grupo que presenta un
riesgo de desarrollo de la enfermedad.

1.1.3 Fisiopatologia de la obesidad

Un principio fundamental en nutricién y metabolismo es el balance energético,
que se entiende como un equilibrio entre el niumero de calorias consumidas y
quemadas metabodlicamente. Se ha demostrado que un desequilibrio en este esta
ampliamente relacionado con los cambios en el peso corporaly, por consiguiente,
con el desarrollo de la obesidad (Hill, 2006; Hall et al., 2012).

Puesto que la energia ni se crea ni destruye sélo se transforma segun la primera ley
de la termodinamica, el almacenamiento energético se puede definir como:

Almacenamiento energético = Ingesta caldrica — Gasto energético

donde la ingesta caldrica es el sumatorio de las distintas densidades energéticas
(kcal/g) de los alimentos ingeridos (aproximadamente 4.7 kcal/g de alimento para
proteinas, 4.2 kcal/g para carbohidratos y 9.7 kcal/g para grasas); y el gasto
energético es el sumatorio de la energia consumida por la tasa metabdlica basal,
la actividad fisica y la termogénesis adaptativa (Hall, 2012).

La tasa metabdlica basal corresponde a la energia necesaria para el
mantenimiento de los procesos bioldgicos de un organismo en estado basal, para
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el ser humano en ayunas y termoneutralidad, suponiendo un 60-70% del gasto
energético total. Por otro lado, la actividad fisica consume energia del individuo y
dependiendo del tipo de ejercicio que esté teniendo lugar se quemaran mas o
menos calorias. Y, por ultimo, la termogénesis adaptativa se define como la energia
disipada en forma de calor ante una exposicion al frio o cambios en la dieta
(Spielgeman & Flier, 2001). Este proceso se divide en dos tipos principales:
termogénesis inducida por frio (TIF), que, a su vez, se divide en termogénesis con
tiriteo (TCT) y sin tiriteo (TST); y la inducida por dieta (TID). Tiene lugar en el tejido
adiposo marrdén, especificamente la TST y TID; y en el musculo esquelético,
encargado de la TCT.

Un balance energético negativo, donde el gasto es mayor que la ingesta, deriva en
una pérdida de peso; mientras que un balance positivo como la obesidad, en el que
el gasto energético es menor, resulta en una ganancia de peso (Hill, Catenacci &
Wyatt, 2005). A esto hay que afadir que el ser humano esta mas protegido ante
pérdidas de peso que acumulos de grasa puesto que a lo largo de la historia se han
descrito mas muertes por hambre (Prentice, 2001).

Otro proceso que se ve afectado en el desarrollo de esta enfermedad es el
metabolismo lipidico debido a que el tejido adiposo es el mayor reservorio de
energia en nuestro organismo. Durante un balance energético negativo, la lipdlisis
se ve favorecida, liberando asi la reserva de lipidos al torrente sanguineo hasta
llegar al higado, muUsculo esqueléticoy tejido adiposo marrdn para ser utilizados en
la oxidacién de los acidos grasos y asi obtener energia; mientras que cuando el
balance es positivo, el exceso de energia es almacenado en el tejido adiposo en
forma de triglicéridos debido a la activacién de la lipogénesis.

En una situacion de balance energético positivo o sobrealimentacién como seria la
obesidad, el tejido adiposo sufre una reestructuracion (Figura 1.2). Al comienzo,
los adipocitos aumentan su tamafo (hipertrofia) debido al almacenamiento
descontrolado de lipidos, provocando asi la expansién del propio tejido. Cuando el
tamano de las células llega a un umbral determinado, que varia dependiendo de la
técnica de medicion utilizada, se activa la proliferacién y diferenciacion de los
preadipocitos, aumentando asi el numero de adipocitos (hiperplasia) que hay en
el tejido y provocando también su expansion (Rosen & Spiegelman, 2014). Debido
a que el numero de adipocitos en el ser humano se fija en las etapas de
infancia/adolescencia y la tasa de reposicion de estos es alta (Spalding et al.,
2008), la eliminacidn de las células nuevas se ve dificultada pese a que el tamano
deltejido adiposo se veareducido ante una pérdida de peso. Por ello, la hiperplasia
de este tejido se considera un mecanismo de recuperacién de la obesidad.

Llegado a este punto, el tejido adiposo se vuelve extremadamente disfuncional y
no consigue almacenar la energia sobrante de manera eficiente. Esto provoca la
acumulacién ectdpica de grasa en otros tejidos que regulan el metabolismo
glucidico del organismo, como el higado y el musculo, alterando asi su funcidn




(Longo et al., 2019). Esta lipotoxicidad contribuye al desarrollo de complicaciones
por la obesidad, especificamente el sindrome metabdlico.

Ademas, cuando los adipocitos ya no pueden controlar la presién anabdlica
adicional que se produce en esta situacioén, se inicia una respuesta inflamatoria
para combatir dicho estrés. El tejido adiposo se considera el depdsito principal de
almacenamiento de grasa, pero también uno de los drganos endocrinos mas
importantes del organismo. Es capaz de secretar adipoquinas, que participan en
varias cascadas de senalizacion y regulan la senalizacion de insulina, oxidacién de
acidos grasos y la captacion de glucosa entre otros procesos metabdlicos; y
citoquinas, que regulan la inflamacion y la angiogénesis. Durante la obesidad, el
cambio fenotipico que sufre el tejido adiposo provoca la infiltracion de células
inmunitarias pertenecientes a la fraccidon vascular del estroma (Hotamisligil, 2006;
Hotamisligil, 2017b), y la secrecidn de citoquinas proinflamatorias por los propios
adipocitos y por los macréfagos residentes del tejido, tanto local como
sistematicamente (Hotamisligil, 2017a). Este estado proinflamatorio suele derivar
en resistencia a insulina.

En general, la inflamacidn es un proceso de pérdida de energia que aumenta el
gasto energético y reduce la ingesta caldrica. Directamente, las citoquinas
inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleuquina 1 (IL-
1) e interleuquina 6 (IL-6), promueven el gasto energético mediante su interaccion
con receptores localizados en el sistema nervioso central o en tejidos
metabdlicamente activos. Por otro lado, la transcripcién de leptina es inducida por
hipoxiay mediadores de inflamacion como TNF-a (Kawai, Autieri & Scalia, 2021). La
leptina es una adipoquina que inhibe el apetito y aumenta de manera indirecta el
gasto energético (Myers & Olson, 2012). Sin embargo, no existe ningun aumento del
gasto energético durante la obesidad que pudiera contrarrestar la inflamacion
(Carneiro et al., 2016).

Por ultimo, el tejido adiposo es capaz de favorecer su propia vascularizacion.
Durante una situaciéon de sobrealimentacién en la cual se produce su expansion,
este puede fracasar en la generacién de nuevos vasos sanguineos, pudiendo
ocasionar hipoxia. El factor de transcripcidn inducido por hipoxia 1 alfa (HIF1-a) se
encuentra activo en los adipocitos de pacientes obesosy se ha observado que una
sobreexpresién de este provoca una disfuncion metabdlica en el tejido adiposo.
Ademas, la expresion de HIF1-a inhibe la angiogénesis y la B-oxidacion, disminuye
la secrecion de adiponectina, promueve la inflamacién y, eventualmente, la
fibrosis (Rosen & Spiegelman, 2014).

Esta fibrosis puede impedir la expansion del tejido adiposo y, a su vez, la
generacién de nuevos capilares vasculares. Este tejido esta formado por varias
masas de adipocitos rodeadas por una matriz extracelular, pareciéndose a un
racimo de uvas en una malla siendo las uvas los adipocitos y la malla, la matriz
(Rosen & Spiegelman, 2014). Cuando la matriz es laxa, la expansion de estas masas
se ve favorecida mientras que cuando se vuelve rigida como en la fibrosis, el
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tamano de estas se limita. El impacto en la salud de este proceso depende del
depdsito de grasa (subcutdneo o visceral) en el que se encuentre. Por ejemplo, la
fibrosis visceral puede actuar como un mecanismo de adaptacidon que contribuye
a frenar el efecto negativo de la hipertrofia de los adipocitos, pero la fibrosis
subcutanea, pese a ser mas abundante clinicamente, puede afectar
negativamente a la pérdida de peso tras una cirugia bariatrica o una intervencion
alimentaria puesto que seria mas dificil acceder a la grasa situada en esas masas
fibréticas (Sun et al., 2013).

Beneficial adipokines

¢ FGF21: stimulating hepatic gluconeogenesis

* Leptin: suppressing food intake, promoting lipolysis

* Adiponectin: insulin sensitizing, suppressing hepatic glucose
output, anti-inflammatory and anti-fibrotic
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Figura 1.2 Remodelacién del tejido adiposo cuando el balance energético es positivo y es
mantenido en el tiempo como sucede en una situacion de sobrealimentacion y/o en la
obesidad. El almacenamiento excesivo de grasa conlleva un incremento de la hiperplasia e
hipertrofia de los adipocitos blancos. Esta enfermedad se desarrolla cuando se alteran diferentes
procesos: activacion de la lipogénesis, inhibicion de la diferenciacion de preadipocitos, generacioén
de un ambiente lipotéxico en otros tejidos por una acumulacion de lipidos ectépica, respuesta
proinflamatoria, hipoxia, fibrosis y necrosis de varios tipos celulares. Todo ello deriva en la
disfuncién del tejido adiposo y en un cambio negativo en la homeostasis glucidica y lipidica.
Adaptado de Ghaben & Scherer, 2019.

1.1.4 Complicaciones asociadas a la obesidad

La obesidad se relaciona con condiciones médicas altamente prevalentes en la
actualidad. Personas que sufren esta enfermedad son mas propensas a desarrollar
alguna complicacion que puede llegar a suponer un riesgo para su propia salud e,
incluso, su muerte.

1.1.4.1 Resistencia ainsulina

La consecuencia mas conocida de la obesidad es la resistencia a insulina y se
observa principalmente en higado, muisculo y tejido adiposo. Al comienzo de esta
complicacion, el pancreas aun es capaz de producir y secretar insulina, pero el
resto de drganos no responden adecuadamente a ella. Por ello, las células -
pancreaticas producen niveles cada vez mas altos de insulina hasta que se
establece la hiperinsulinemia. Esa alteracion metabdlica es representativa de la
resistencia a insulina. Ademas, la resistencia a insulina ha sido reconocida como
una caracteristica crucial en el sindrome metabdlico.




Como se ha mencionado previamente, el tejido adiposo se caracteriza por una
hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos durante la obesidad. Esto supone la
activacion de diferentes sefales que derivan en muerte celular, hipoxia y estrés
causando también la inflamacién del tejido. Ademas, el aumento del tamafho de las
células promueve el reclutamiento de macrdéfagos. Estos son los leucocitos mas
abundantes en el tejido adiposo y pueden llegar a constituir mas de un 40% de las
células del tejido durante la obesidad (Weisberg et al., 2003).

Los macrdfagos del tejido adiposo se clasifican en dos tipos: M1 o
proinflamatorios, y M2 o antiinflamatorios. Generalmente, los macrofagos M2 se
encuentran activos y dispersos en el tejido adiposo activando una cascada
antiinflamatoria gracias a su interaccidon con los linfocitos T reguladores. No
obstante, en la obesidad, los macréfagos cambian su fenotipo a M1 debido a que
la hipertrofia de los adipocitos provoca necrosis y/o apoptosis de las células
residentes del tejido adiposo, promoviendo la disfuncidn tisular e induciendo la
inflamacién. Estos macrofagos M1 secretan citoquinas proinflamatorias, como las
ya mencionadas previamente IL-6, IL-1 y/o TNF-a; y liberan quimioquinas
atrayentes de nuevos monocitos que incrementan la inflamacion del tejido y
favoreciendo el desarrollo de la resistencia a insulina (Haase et al., 2014).

Varios estudios han asociado el exceso de nutrientes con la activacion de la
respuesta inmunitaria innata de los organos encargados de la homeostasis
glucidica como el higado, musculo y tejido adiposo (Lumeng & Saltiel, 2011).
Generalmente, los pacientes con obesidad que exhiben resistencia a insulina
presentan una inflamacién avanzada en el tejido adiposo, mientras que aquellos
que son sensibles a la insulina no muestran sintomas de inflamacién (Lawler et al.,
2016).

Asimismo, la hipertrofia de los adipocitos causa un deterioro en la vascularizacion
del tejido generando hipoxia en el mismo, que a su vez induce inflamacién (Wang,
Wood & Trayhurn, 2007). También, las células hipertréficas aumentan su lipdlisis
basal liberando acidos grasos libres (AGL) a la matriz extracelular. Estos AGL se
unen a los receptores toll-like 2 y 4 (TLR2 y TLR4) que activan el factor nuclear
kappa-beta (NF-kB) e inician la cascada de sefalizacion mediada por c-Jun N-
terminal quinasa (JNK) que resulta en un aumento de la sintesis y secrecion de
varias quimioquinas proinflamatorias en los adipocitos. Por ello, NF-kB y JNK estan
estrechamente relacionados con la resistencia a insulina derivada de la
inflamacién del tejido adiposo (Shoelson, Lee & Goldfine, 2006).

Por otro lado, la acumulacidon ectdpica de triglicéridos debida, en parte, al fallo en
la adipogénesis empeora la sensibilidad a insulina local y sistematicamente.
Cuando existe un exceso de nutrientes, la grasa se acumula en forma de
triglicéridos en el tejido adiposo, concretamente en el depdsito subcutaneo. En el
momento en el que este depdsito alcanza su maximo de expansion, los triglicéridos
se liberan al torrente sanguineo y se acumulan en otros drganos como el higado,
musculo, pancreas y/o corazon. Esta capacidad limitada de almacenamiento de
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grasa que presenta el tejido adiposo favorece la hipertrofia de los adipocitos, la
hipoxia y la respuesta proinflamatoria generando un fenotipo resistente a insulina
(Longo et al., 2019).

Como conclusién, una disfuncién del tejido adiposo dada por una acumulacion de
grasa excesiva favorece la inflamacién prolongada en el tiempo de este que a su
vez promueve la disfuncion del propio tejido, y asi sucesivamente. Este circulo
vicioso deriva en un deterioro de la sensibilidad a insulina.

1.1.4.2 Diabetes Mellitus tipo 2

Actualmente, la diabetes mellitus tipo 2 es otro de los problemas de salud mas
preocupantes de nuestra sociedad y se estima que aproximadamente 350 millones
de personas padeceran esta enfermedad en el ano 2030 (Zhang et al., 2023).

Esta afeccidn crénica esta estrechamente relacionada con la obesidad, siendo la
resistencia ainsulina el factor comun mas importante entre ambas enfermedades.
En una situacién sana, los niveles de glucosa en sangre del organismo se controlan
mediante dos hormonas secretadas por el pancreas: glucagon e insulina. El
glucagon es secretado por las células a cuando la glucemia es bajay promueve la
glucogendlisis y la gluconeogénesis del higado para mantener la normoglucemia.
Por el contrario, la insulina se secreta por las células B cuando los niveles de
glucosa son altos, inhibe los procesos anteriormente mencionados y activa la
glucogenogénesis. Ademas, la insulina aumenta la captacion de glucosa por parte
del musculo esquelético y del tejido adiposo para disminuir esos valores altos de
glucosa en sangre.

En la diabetes, la senalizacion de insulina se encuentra afectada, lo que favorece
el incremento en los niveles de glucosa en sangre. Esta hiperglucemia
desencadena alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, las grasas y las
proteinas, contribuyendo al desarrollo de las complicaciones diabéticas.

El fallo en la senalizacion de insulina puede deberse a una deficiencia en la
produccién de esta hormona por las células B-pancreaticas o a una insensibilidad
alamisma en elresto de los 6rganos. En el caso de la diabetes mellitus tipo 2, esta
deriva de la resistencia a insulina. Para combatir la hiperglucemia, las células -
pancreaticas secretan mayores niveles de insulina a la sangre (hiperinsulinemia),
lo que supone un sobreesfuerzo para ellas y compromete su funcionalidad y
viabilidad. Sin embargo, de nada sirve esa hiperinsulinemia puesto que el resto de
tejidos no son capaces de responder adecuadamente a la accidon de esa hormona.

Como se ha mencionado previamente, la resistencia a insulina es la complicacién
mas caracteristica de la obesidad y también es clave en el desarrollo de la diabetes
tipo 2. Mas del 90% de pacientes diabéticos tipo 2 desarrollan resistenciaainsulina
y aproximadamente un cuarto de la poblaciéon diabética no esta diagnosticado
(Andolfi & Fisichella, 2018). Ademas, niveles bajos de adiponectina y un tejido
adiposo visceral aumentado estan relacionados con el desarrollo de la resistencia




a insulina y, por tanto, con la disfuncién de la célula B-pancreatica (Moon et al.,
2018). Se ha observado que la obesidad no es causa directa de la diabetes pese a
que laresistencia a insulina ocasionada por ella puede promover el progreso de la
diabetes siempre y cuando haya factores de predisposicién a padecer la
enfermedad. No obstante, la evolucién de la diabetes tipo 2 si provoca obesidad
(Malone & Hansen, 2019).

1.1.4.3 Sindrome metabolico

El sindrome metabdlico se define como un conjunto de afecciones metabdlicas
que suponen un riesgo para la salud, especificamente cardiovascular (Saklayen,
2018), y su prevalencia va en paralelo a la observada en la diabetes y obesidad.
Aunque existen varias definiciones por distintas organizaciones de la salud (OMS
1999; National Cholesterol Education Program ATP3 2005; International Diabetes
Federation 2006), difieren muy poco entre ellas.

El eje fundamental en el desarrollo del sindrome metabdlico es la resistencia a
insulina. Para diagnosticar el sindrome metabdlico se debe dar, ademas de la
resistencia a la insulina, otros como: bajos niveles de lipoproteinas de alta
densidad (HDL), hipertensién y aterosclerosis, ademas de intolerancia a glucosa,
obesidad central o visceral e hipertrigliceridemia. Esta compleja alteracion
metabolica se origina por un desequilibrio entre la ingesta caldrica y el gasto
energético, pero también por la epigenética, un estilo de vida sedentario y/o la
calidad de la alimentacidn, tal como sucede en la obesidad.

1.1.4.4 Dislipidemia

La obesidad visceral esta relacionada estrechamente con altos niveles de
triglicéridos en sangre, bajos niveles de HDL y altos de proteinas de baja densidad
(LDL). Estas caracteristicas son clave en el desarrollo de la dislipidemia
aterogénica.

Laresistencia ainsulina activa la lipdlisis, liberando acidos grasos libres al torrente
sanguineo. Estos acidos grasos libres se utilizan como sustrato para la sintesis de
triglicéridos y estabilizan la produccion de apo-B que es la lipoproteina mayoritaria
en las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). En condiciones normales, la
insulina degrada apo-B a través de la via dependiente de PI3K, proceso que se ve
inhibido cuando la resistencia a insulina esta presente. Ademas, esta hormona
también regula la actividad de la lipasa de lipoproteinas. Todo ello concluye en un
aumento en los niveles circulantes de VLDL (Huang, 2009).

Estas lipoproteinas se conocen como uno de los “colesteroles malos” que, en
exceso, pueden provocar la aparicion de placas en las arterias, es decir, favorecen
la generaciéon de la aterosclerosis. Las VLDL se metabolizan en lipoproteinas
remanentes mas pequenasy en LDL, lo que promueve la formacion de la placa de
ateroma.
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1.1.4.5 Higado graso no alcohdlico

Otra de las complicaciones mas conocidas de la obesidad es la enfermedad de
higado graso no alcohdlico o EHGNA, cuya prevalencia se ha duplicado en los
ultimos 20 anos y se estima que mas de mil millones de personas padecen esta
enfermedad (Andolfi & Fisichella, 2018; Loomba, Friedman & Shulman, 2021).

EHGNA es una enfermedad caracterizada por la acumulacién intrahepatica de
grasa en formade triglicéridos por un desequilibrio entre su sintesis y su utilizacion;
y se define por la presencia de esteatosis en almenos un 5% de hepatocitos sin otra
etiologia de enfermedad como alcoholismo o hepatitis (Friedman et al., 2018).
Ademas, esta patologia puede progresar hasta la esteatohepatitis no alcohdlica,
un estadio grave que ademas de mostrar esteatosis, desarrolla inflamacion crénica
con o sin fibrosis. Esta esteatohepatitis puede derivar en cirrosis hepatica y, en
ultima instancia, en carcinoma hepatocelular (Zhang et al., 2023).

1.1.4.6 Hipertension y riesgo cardiovascular

La enfermedad cardiovascular es la principal causa de muerte en el mundo. El
riesgo de complicaciones cardiovasculares relacionadas con la obesidad, como
arritmias y/o fallo cardiaco, no depende exclusivamente del peso corporal,
también se ve afectado por la distribucion de la grasa y la capacidad de expansién
del tejido adiposo (Piche et al., 2018). Especificamente, la liberacion excesiva de
triglicéridos al torrente sanguineo aumenta la resistencia sistémica y el gasto
cardiaco, provocando una hipertrofia de los ventriculos que derivara en una
insuficiencia cardiaca (Zhang et al., 2023). Ademas, la activacion de las respuestas
proinflamatorias en la obesidad no sélo aumenta la infiltraciéon de macréfagos en
el tejido adiposo, sino que también promueve la secrecion de mediadores
vasoconstrictores (Bhupathiraju & Hu, 2016).

1.1.4.7 Cancer

Tanto el sobrepeso como la obesidad se han relacionado con hasta 13 tipos
diferentes de cancer, principalmente gastrointestinales: colorrectal, pancreatico,
gastrico, hepatocarcinoma, de vesicula biliar y adenocarcinoma esofagico. Entre
aquellos que no son gastrointestinales podemos encontrar el cancer de mama,
ovarico, endometrial, renal, de tiroides, meningiomay mieloma multiple (Avgerinos
et al., 2019). En el caso de los hombres, el cancer colorrectal es el mas comun
asociado a obesidad, mientras que en las mujeres es el cancer de mama (Liu,
Pedersen & Halberg, 2021).

A pesar de que el papel de la obesidad en el desarrollo del cancer no esta
completamente descrito, se han vinculado algunas rutas metabdlicas en su
etiopatologia. Entre ellas, cabe destacar la resistencia a insulina/hiperinsulinemia
y alteraciones en la senalizacidon del factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1).




Los niveles aumentados de insulina en sangre van a promover la sintesis de los
factores de crecimientos insulinicos (IGFs) por casi cualquier tejido, aunque
principalmente por el higado, y junto con la insulina van a actuar como mediadores
de crecimiento, desarrollo y supervivencia, lo que contribuye en gran medida al
proceso tumorigénico (Moschos & Mantzoros, 2002). Es decir, la insulina e IGFs
activan diferentes mecanismos promotores de tumores en células diana como son
la proliferacidén, antiapoptosis, angiogénesis y linfangiogénesis.

Ademas, varios estudios han demostrado que la sobrexpresion delreceptor de IGF-
1 (IGF-1R) en células cancerosas podria ejercer acciones neoplasicas favoreciendo
la progresion del ciclo celular e inhibiendo la apoptosis mediante lainteraccion con
hormonas esteroideas y/o integrinas (Avgerinos et al., 2019).

1.1.4.8 Trastornos y enfermedades mentales

Tanto las enfermedades mentales como la obesidad son patologias crénicas
prevalentes en la sociedad y, recientemente, se ha establecido una relacién entre
ambas. Pese a que en 1946 se publicé el primer estudio donde se asocié la
obesidad con la tensién emocional y factores psiconeurdéticos (Nicholson, 1946),
no ha sido hasta hace unos anos que este campo de investigacion ha emergido con
fuerza. La obesidad se ha vinculado con diversas enfermedades psiquiatricas
como trastornos del estado de animo, ansiedad, trastornos de la personalidad,
trastorno por déficit de atencién con hiperactividad (TDAH), trastorno por atracon,
sindrome postraumatico y esquizofrenia. Ademas, el aumento de peso y/o
acumulacion de grasa suele ser un efecto secundario de la mayoria de
medicamentos utilizados en el tratamiento de enfermedades mentales
(Remington, 2006).

Las personas que sufren de trastornos psiquiatricos tienen un riesgo de padecer
obesidad que oscila entre 2-3 veces mayor que el resto de la poblacién. Sin
embargo, se haregistrado que el riesgo de desarrollarlos en personas con obesidad
varia entre el 30% y el 70% (Avila et al., 2015). Por ello, es importante que tanto el
sector sanitario como politico tomen medidas para proteger a estas poblaciones
vulnerables del desarrollo de otras enfermedades asociadas a las que ya
presentan, como la obesidad y los trastornos mentales, puesto que pueden agravar
su estado de salud.

Existen mas complicaciones derivadas de la obesidad como la apnea del suefioy
problemas respiratorios (Dixon & Peters, 2018) o, incluso, esta patologia puede
agravar otras como el COVID-19 (Zhou et al., 2021). Ademas, la crisis sanitaria
ocasionada por el aumento de la obesidad en la sociedad esta impidiendo el
incremento de la esperanza de vida conseguido en los ultimos afios y ocasiona una
gran presion en los servicios sanitarios.
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1.1.5 Terapias anti-obesidad

La obesidad es una patologia crénica y recidivante que estd asociada a muchas
complicaciones metabdlicas, por lo que es importante su prevenciéon vy
tratamiento.

El mantenimiento de la pérdida de peso a lo largo del tiempo es complicado para la
mayoria de los pacientes ya que supone una amplia gama de cambios bioldgicos
duraderos. Algunas de estas alteraciones debidas a la disminucidon de la grasa
corporal son: reduccioén del gasto energético, aumento del apetito, variaciéon en
diferentes hormonas involucradas en las sefiales de hambre/saciedad y gasto
energético, y cambios en la actividad neuronal de varias areas cerebrales que
median en la ingesta de alimentos (Hall & Kahan, 2018).

Aello hay que anadir que el desconocimiento sobre la fisiopatologia de la obesidad
en nuestra sociedad perpetua la creencia errénea de que esta condicién es
causada simplemente por llevar un estilo de vida incorrecto y por una falta de
motivacion para cambiar esa conducta. Este estigma es frecuente, incluso entre
profesionales de la salud, y puede llevar a que las personas que padecen esta
patologia sean reticentes a buscar tratamiento, lo que a su vez puede afectar
negativamente a la calidad de la atencidon médica que reciben (Phelan et al., 2015).

Actualmente, existen diferentes enfoques en cuanto al tratamiento de la obesidad:

1.1.5.1 Estilo de vida

La estrategia principal para combatir la obesidad se basa en cambios en el estilo
de vida. La combinacién de una dieta saludable con el gjercicio fisico es suficiente
para disminuir el exceso de peso corporal, pero, aun asi, es comun que la mayoria
de personas que han conseguido perder grasa s6lo con cambios en el estilo de vida,
lo recuperen con el paso del tiempo.

Existen diferentes tipos de alimentacién que se han propuesto como terapia frente
a la obesidad: dietas con bajo contenido de grasas, hidratos de carbono o alto
contenido en proteinas; dieta mediterranea; dieta cetogénica hipocaldrica; dietas
de porcidn controladas; y/o, la mas conocida actualmente, el ayuno intermitente
(Chao, Quigley & Wadden, 2021). A corto plazo, la restriccion caldrica actua como
un determinante en la pérdida inicial de peso mas que la composicion de la dieta,
pero la dieta mas eficaz es aquella que el paciente pueda seguir cédmodamente.
Sorprendentemente, cuando la dieta se selecciona segun las preferencias de la
persona que sufre obesidad, el efecto de pérdida de pesoy la adherencia al plan de
alimentacién se ve reducido, aunque los pacientes que eligen la dieta parecen
sentirse mas satisfechos (Yanzy et al., 2015). Ademas, no sdélo habria que tener en
cuenta en los métodos de pérdida de peso a considerar en un paciente sus gustos,
comodidad y alergias, sino que habria que afiadir aquellas dietas que mejoran las
diferentes complicaciones asociadas que padezcan también.




Por otro lado, el ejercicio fisico también es considerado una estrategia no
farmacolégica para combatir la acumulacién de grasa. Se han descrito varios tipos
de ejercicio que promueven la pérdida de peso como entrenamientos de intervalos
de sprint, entrenamientos de intervalos de alta intensidad (HIIT) o entrenamientos
continuos de actividad moderada. Recientemente se ha observado que la grasa
visceral de las mujeres parece responder mejor a la demanda metabélica, lo que
provoca una mayor actividad de hormonas lipoliticas y una reduccién de
compuestos antilipoliticos en los adipocitos viscerales (Zhang et al., 2021).

Sin embargo, no existe una intervencion Unica en el estilo de vida que les sirva por
igual a todos los pacientes de obesidad. Ademas, dependiendo del peso corporal
de la persona y los impedimentos en la movilidad que esto le pueda ocasionar
podra adoptar una combinacién de dieta y ejercicio o comenzar exclusivamente
por cambios en la dieta hasta conseguir un peso que le permita ejercitarse. En
cualquier caso, la generacién de un déficit de energia que permita la reduccion del
exceso de grasa visceral, sin importar la eleccién de la dieta o la rutina de
ejercicios, se posiciona como el elemento mas critico para lograr un tratamiento
exitoso.

1.1.5.2 Farmacoterapia

Como hemos mencionado previamente, es frecuente que sélo el cambio en el
estilo de vida no sea suficiente para el mantenimiento de la pérdida de peso. Por
ello, los tratamientos farmacolégicos se utilizan como un refuerzo que ayuda a los
pacientes con obesidad a que continuen disminuyendo su grasa corporal y, en
algunas ocasiones, como alternativa a la terapia no farmacoldgica. Hasta la fecha,
existen multiples medicamentos para el tratamiento de la obesidad que han sido
aprobados en Europa (Tabla 1.2). Segun las directrices de la Agencia Europea del
Medicamento (EMA), estos farmacos se recomiendan para adultos con un
IMC=30kg/m?, o con un IMC=27kg/m? o sobrepeso con al menos una comorbilidad
relacionada con la obesidad.

El medicamento mas utilizado actualmente es el Orlistat, el cual promueve la
pérdida de peso mediante la inhibicién de lipasas pancreaticas y gastricas para
evitar la hidrélisis de los triglicéridos y la absorcidon posterior de los acidos grasos
(Heck, Yanovski & Calis, 2000). Ademas, se considera uno de los farmacos mas
seguros en el tratamiento de la obesidad puesto que no implica una reduccién del
apetito y/o una baja absorcion corporal, y es el Unico disponible para la poblacidn
de adolescentes afectada por esta patologia.

Por el lado contrario, el farmaco combinado Bupropion/Naltrexona inhibe el
apetito. El Bupropion aumenta la concentracién de neuropéptidos de
proopiomelanocortina (POMC) mientras que la Naltrexona inhibe la activacion del
receptor de cannabinoide 1 (CB1) y la autoinhibicién de POMC, todo ello promueve
una reduccién del apetito (Apovian et al., 2013). También, este farmaco mejora
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algunos parametros cardiometabdlicos como el perimetro de la cintura, el perfil
lipidico, la sensibilidad a insulina, asi como la presidn arterial (Zhang et al., 2023).

En el caso de la Liraglutida y Semaglutida son analogos del péptido similar a
glucagon (GLP-1), secretado por el intestino en respuesta a la digestion de grasa'y
carbohidratos. Estos farmacos interactian con el receptor de GLP-1 que estimula
las neuronas POMC reduciendo asi el apetito y la ingesta caldrica. Ademas, la
liraglutida puede retrasar el vaciado gastrico y equilibrar la secrecién de
insulina/glucagon para regular la glucemia (Kastin, Akerstrom & Pan, 2002).

La Setmelanotida es un nuevo medicamento utilizado en el tratamiento de la
obesidad asociada a trastornos genéticos, como una deficiencia de POMC o del
receptor de leptina (Markham, 2021). Esta droga es un octapéptido ciclico que se
une al receptor de melanocortina 4 (MC4) y se utiliza sobre todo para el control
crénico de peso.

Por ultimo, tanto la Fentermina, analogo de la metanfetamina, como el Topiramato,
antagonista del receptor del acido gamma-aminobutirico (GABA), se utilizan para
suprimir el apetito a corto plazo debido a su accidén en el sistema nervioso. Su
tratamiento combinado induce una reduccidn significativa del apetito y promueve
la pérdida de peso, ademas de mejorar la presidon sanguinea, la trigliceridemiay la
glucemia basal de los pacientes (Smith, Meyer & Trinkley, 2013).

Medicamento Indicacion Mecanismo de accién
Orlistat Sebiepess, olhasit ad Inhibidor de liplase?s pancreaticas
y gastricas
Antagonista opioide e inhibidor
Bupropion/Naltrexona Sobrepeso, obesidad de lareabsorcion de dopaminay
norepinefrina
Liraglutida Obesidad Agonista del receptor GLP-1

Sobrepeso, obesidad,

Semaglutida diabetes tipo 2

Agonista del receptor GLP-1

Obesidad asociada a
Setmelanotida deficiencia en el receptor Agonista del receptor MC-4
de leptina

Analogo de la metanfetaminay
antagonista del receptor GABA

Fentermina/Topiramato Obesidad

Tabla 1.2 Farmacos anti-obesidad aprobados por la Agencia Europea del Medicamento (EMA).

1.1.5.3 Cirugia bariatrica

Otro de los tratamientos mas eficaces contra la obesidad son las intervenciones
quirdrgicas bariatricas puesto que ofrecen una pérdida de peso duradera. En la
ultima década, el numero de cirugias baridtricas ha aumentado
espectacularmente (Zhang et al., 2023).

Existen dos tipos de intervenciones: gastrectomia vertical o en manga, que reduce
un 25 % el volumen gastrico de los pacientes; y el bypass gastrico con Y de Roux,
durante la que se genera una pequena conexidn directa entre el estdmago y el




intestino delgado. En el ultimo caso, la mayoria de los alimentos ingeridos eluden
la mayor parte del estdmago, duodeno y yeyuno reduciendo asi el aporte
energético.

En general, los mecanismos de pérdida de peso tras la cirugia bariatrica se asocian
a cambios en el comportamiento alimentario (Le Roux et al., 2006), alteraciones
neurolégicas que inducen saciedad (Patkar et al., 2019), aumento del gasto
energético en reposo (Wilms et al., 2018), asi como variaciones en la microbiota
intestinal (Liou et al., 2013).

Es importante destacar que las intervenciones quirdrgicas en pacientes que sufren
obesidad presentan un mayor riesgo puesto que el exceso de grasa visceral y el
engrosamiento de la pared abdominal limitan tanto la visibilidad como el
movimiento durante la cirugia.
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1.2 EL ORGANO ADIPOSO

El tejido adiposo es un drgano increiblemente heterogéneo y flexible. A pesar de
que en el pasado se ha descrito como un mero depdsito de energia, actualmente
comprendemos que este oOrgano desempefa un papel fundamental en la
regulacion de diversos aspectos de la fisiologia corporal. Estos incluyen la ingesta
de alimentos, el mantenimiento de los niveles de energia, la sensibilidad a la
insulina, la regulacién de la temperatura corporal y las respuestas del sistema
inmunoldgico.

El 6rgano adiposo en mamiferos placentarios presenta tres tipos de adipocitos
funcionales: blancos, beige y marrones. Estos se encuentran distribuidos por todo
el cuerpo en el tejido adiposo blanco (white adipose tissue, WAT) y en el tejido
adiposo marrén (brown adipose tissue, BAT), de los que posteriormente se hablara
en profundidad. Los adipocitos blancos estdn especializados en el
almacenamiento y liberacién de lipidos, mientras que los adipocitos beige y
marrones son células termogénicas capaces de disipar la energia nutricional en
forma de calor.

Ademas, estos adipocitos se encuentran rodeados de una amplia variedad de
células: endoteliales, inmunes, fibroblastos, preadipocitos y células madre
mesenquimales. Por ello, se estima que el numero de adipocitos maduros que
conforma el érgano adiposo sélo representa el 20-40% del total, aunque suponen
aproximadamente el 90% del volumen total del tejido (Rosen & Spiegelman, 2014).

1.21 Adipogénesis

La adipogénesis se define como el proceso por el cual una célula progenitora
similar a fibroblastos condiciona su desarrollo al linaje adipocitico convirtiéndose
en adipocitos maduros que acumulan nutrientes y almacenan triglicéridos
(Ghaben & Scherer, 2019).

Esta transformacion se puede dividir en dos fases: compromiso y diferenciacion.

1.2.1.1 Fase de compromiso

Alcomienzo, el precursor multipotente mesenquimal expresa el receptor del factor
de crecimiento derivado de plaquetas-a (PDGFRa) y/o B (PDGFRB) y se
compromete al linaje adipocitico sin variar su morfologia. En este momento, el
precursor mesenquimal se convierte en un adipoblasto o preadipocito.

Este precursor mesenquimal puede formar tanto mioblastos, condroblastos,
osteoblastos o adipoblastos, que son las células primordiales de los tejidos
celulares derivados del mesodermo: fibras musculares, cartilago, hueso y tejido
adiposo, respectivamente (Pittenger et al., 1999). Cuando el precursor se
compromete a una linea celular pierde su capacidad de transformarse en cualquier
otro tipo celular.




Estudios recientes han demostrado que pese a que ambos tipos de tejidos
adiposos (WAT y BAT) tienen un origen mesodérmico comun, proceden de linajes
diferentes de células madre mesenquimales y estan predeterminados a una Unica
diferenciacion (Figura 1.3). Es importante resaltar que, dependiendo de la
localizacién de la grasa, los preadipocitos derivaran de distintas subpoblaciones
embrionarias y, a su vez, los preadipocitos de un mismo depdsito presentan
diferentes origenes embrionarios (Luong, Huang & Lee, 2019). Cada poblacidn
difiere en cuanto a su capacidad de browning/beiging, diferenciacién, angiogénesis
y propiedades de remodelacion.

Respecto al tejido adiposo blanco, su formacidon comienza antes del nacimiento en
la mayoria de especies. En el ser humano, los primeros lobulos de grasa blanca
aparecen entre la decimocuarta y decimosexta semana de gestacion. Asi, el tejido
adiposo blanco presenta 3 tipos diferentes de preadipocitos caracterizados por la
expresion de los marcadores Wilms tumor 1 (WT1), transgelina (TAGLN) y myxovirus
1 (MX1) (Hafidi et al., 2019), pero el modelo mas aceptado es que todas las células
progenitoras implicadas en el desarrollo del tejido adiposo blanco son negativas
para la expresion del factor miogénico 5 (Myf-57) (Hassan, Latif & Yacoub, 2012).

En el caso del tejido adiposo marron, este se desarrolla principalmente durante la
etapa fetal, teniendo asi todas las caracteristicas de un tejido maduro en el
momento del hacimiento tanto en roedores como en humanos (Rajan et al., 2014).
Los precursores de este tejido exhiben una firma genética miogénica (Myf-5*) y
varios estudios han demostrado que las células progenitoras del musculo
esquelético pueden diferenciarse en adipocitos marrones (Timmons et al., 2007;
Enerback, 2009). Cuando el factor de transcripcion PR/SET Domain 16 (PRDM16)
se expresa, el progenitor Myf-5* se diferencia a una célula adiposa marrén;
mientras que cuando PRDM16 se silencia, deriva en una célula muscular. Esta
divergencia entre miocito y adipocito marrén podria explicar por qué este Ultimo se
especializa en el catabolismo lipidico en vez de en el almacenaje de energia, perfil
similar a la célula musculary su metabolismo oxidativo (Esteve Rafols, 2014).

El compromiso de las células madre mesenquimales por un determinado linaje
celular viene controlado por distintos grupos de proteinas como la familia de los
factores morfogenéticos 6seos (BMP) o la ruta de sefializacion Wnt (Algire,
Medrikova & Herzig, 2013). Tanto BMP-2 como BMP-4 juegan un papelfundamental
en el desarrollo de adipocitos blancos mientras que BMP-7, en el de los adipocitos
marrones. La unién de estos factores a sus receptores (BMPr1y BMPr2), los cuales
poseen actividad serina/treonina quinasa, activa las proteinas Smad-1, Smad-5y
Smad-8 dando lugar a la formacién de un complejo con Smad-4 que se transloca al
nucleo, donde regula la expresidn génica. Ademas, los BMPs regulan el
citoesqueleto de las células progenitoras permitiendo los cambios morfolégicos
necesarios que caracterizan a los preadipocitos.

Por otro lado, la ruta de sefializacion Wnt es imprescindible tanto en la fase de
compromiso como en la diferenciaciéon. La familia de Wnt esta compuesta por
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varias glicoproteinas secretadas que actuan en la regulacién de la proliferacion,
supervivencia y diferenciaciéon celular (Takada, Kouzmenko & Kato, 2009). La via
candénicade Wnt (Figura 1.3) converge en el factor de transcripcién B-catenina, que
se translocara al nucleo donde se unira al factor de las células T y al factor
potenciador linfoide 1 (TCF/LEF-1) para activar los genes diana de Wnt. En ausencia
de Wnt, la B-catenina citoplasmatica se recluta en un complejo de degradacion
formado por la adenomatosis poliposis coli (APC) y la proteina de inhibiciéon del eje
1 (Axin1), lo que facilita su fosforilacion por la glucégeno sintasa quinasa 3- (GSK-
3B). Estafosforilacién marcala B-catenina para su ubiquitinacidony degradacién por
parte del proteasoma. Durante la adipogénesis, la via candnica se activa en las
fases tempranas del compromiso de linaje mediante la unién de los ligandos Wnt,
como por ejemplo Wnt1, Wnt3a o Wnt10b, a los receptores “frizzled” (FZD) y a los
correceptores de la proteina relacionada con los receptores de LDL 5y 6 (LRP5y
LPR6). Esta union promueve la disociaciéon del complejo de degradacién, lo que va
a permitir la acumulacion de la B-catenina y su translocacién al nucleo para la
regulacion de los distintos factores de transcripcién derivando en el linaje
adipocitico.

Figura 1.3 Via candénica de senalizacion Wnt/B-catenina. La activacién de FZD y LRP5/LPR6 por la
union de los ligandos Wnt conlleva la disociacion del complejo de degradacion proteasomal de la
B-catenina formado por Axin1y APC, lo que permite la acumulacidn de la B-catenina citosoélicay su
translocacion al nlcleo donde se unira a los factores de transcripcion TCF/LEF-1 que regularan la
expresion génica del linaje adipocitico. Adaptado de Takada, Kouzmenko & Kato, 2009.

1.2.1.2 Fase de diferenciacion

En esta etapa, los preadipocitos se transforman en adipocitos maduros sensibles
a insulina tras varios eventos en los que se incluyen parada de ciclo celular y




acumulacién de lipidos. Los preadipocitos son células pequenas cuya morfologia
es similar a un fibroblasto y sufren una serie de cambios hasta alcanzar a ser
adipocitos funcionales cuando se los estimula correctamente.

Como se ha mencionado previamente, el origen embrionario de los preadipocitos
del tejido adiposo blanco y marrén es diferente (Figura 1.4), pero comparten su
posterior diferenciacién. Este proceso de divide en 4 etapas o estadios. Al
comienzo, se da una parada de la proliferacion inducida por una inhibicién por
contacto cuando los preadipocitos se encuentran confluentes. Una vez que la
diferenciacién se ha iniciado, varias senales hormonales, como la insulina o la
trilodotironina (T3), promueven la expansion clonal, representada por una serie de
divisiones mitéticas con la finalidad de sincronizar el ciclo celular. En la
diferenciacion temprana, la division celular se detiene y comienza la expresién de
genes caracteristicos del adipocito, lo que conlleva a la acumulacidén de lipidos.
Por ultimo, se obtiene la morfologia tipica del adipocito y se expresan genes tipicos
del adipocito maduro en la fase de diferenciacion terminal (Esteve Rafols, 2014).
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Figura 1.4 Linaje de adipocitos blancos, beige y marrones desde una célula madre
mesenquimal y los marcadores moleculares involucrados en el desarrollo. (A) Tanto los
adipocitos blancos como las células beige provienen de un progenitor Myf-5° mientras que los
marrones derivan de un progenitor miogénico. (B) En este ultimo caso, la célula precursora se
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diferenciara en el adipocito marrén al expresar PPAR-y y PRDM-16, que también funciona como un
marcador de las células beige y comprometera su linaje cuando PRDM-16 se exprese. Ademas, los
adipocitos blancos maduros y los adipocitos beige transitorios pueden sufrir una
transdiferenciacion cuando el estimulo del frio esté presente y el organismo tenga que adaptar su
temperatura corporal. Adaptado de Obregon, 2014.

La cascada transcripcional principal implicada en la diferenciaciéon de los
preadipocitos comienza con la activacion del receptor activado por proliferadores
de peroxisomas y (PPAR-y) y proteinas potenciadoras de unién a CCAAT (C/EBPs)
(Figura 1.5). PPAR-y se ha descrito como el factorindispensable en el desarrollo de
todos los tipos de adipocitos y en el propio mantenimiento del proceso de
diferenciacion (Giralt & Villarroya, 2013). Ademas, varios C/EBPs estan implicados
en la diferenciacion de manera temporal, tales como C/EBPa, C/EBP, C/EBPy y
C/EBPS. La expresion temprana de C/EBPB y C/EBPS induce la expresion de
C/EBPay PPAR-y, lo que activa la ultima etapa de la diferenciaciéon. Tanto C/EBPa
como PPAR-y deben actuar en absoluta sinergia, pese a ser este Ultimo mas
importante en el proceso de adipogénesis. Mas del 90% de los sitios de union al
ADN de PPARy son comunes a C/EBPay, también, PPARy requiere la expresion de
C/EBPs para activar completamente la transcripcién de genes caracteristicos de
los adipocitos maduros, como los que codifican para el receptor de insulinay la
adiponectina (Ghaben & Scherer, 2019).
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Figura 1.5 (A) Esquema simplificado de la diferenciacion de preadipocitos a adipocitos donde
se indican los diferentes estadios y procesos involucrados. (B) Modelo secuencial del control
transcripcional durante la adipogénesis. Adaptado de Esteve Rafols, 2014.

1.2.1.3 Moduladores de la sefAalizacion de adipogénesis: insulina e IGF1

Lainsulina, hormona pancreatica anabdlica secretada en respuesta al aumento de
glucosa plasmatica, al igual que el IGF-1, promueven la captacidon de glucosa
plasmatica en los tejidos periféricos, especificamente en el musculo esqueléticoy
el 6rgano adiposo.

La insulina es capaz de activar su cascada de sefalizacion tras la union a los
receptores de alta afinidad (IR) en tejidos especializados o suunién areceptores de
IGF-1 de menor afinidad (IGF-1R) que se encuentra en todas las células (Figura 1.6).




A nivel intracelular, esta cascada de sefalizacidn activa los sustratos del receptor
de insulina, principalmente IRS1, y, posteriormente, las fosfatidilinositol-3
quinasas (PI3K) y la proteina quinasa B (AKT). Todo ello conduce a la activacién del
complejo 1 de la diana de rapamicina en células de mamifero (MTORC1) y de las
proteinas O de la familia forkhead con dominios tipo caja (FOXOs). Ademas, AKT
activa GSK-3B que promueve la generacion de glucdgeno y la proteina activadora
de Rab GTPasa TBC1D4 que favorece la translocacion de las vesiculas de GLUT4 a
la membrana plasmatica y asi, aumentando la captacion de glucosa (Haeusler,
McGraw & Accili, 2018). Especificamente, laisoforma 1 de AKT es necesaria parala
adipogénesis y los factores FOXO regulan los efectos de la insulina en la
diferenciacién de los adipocitos (Kajno, McGraw & Gonzalez, 2015; Nakae et al.,
2003).

Teniendo en cuenta el papel fisioldgico que juega la insulina en la homeostasis
glucidica, es légico pensar que esta hormona actlia como un factor permisivo en la
diferenciacién de los adipocitos. Ante una situaciéon de hiperinsulinemia, que viene
dada normalmente por una sobrealimentacién, una de las respuestas adaptativas
mas rapidas es la generaciony maduracion de nuevos adipocitos para crear nuevos
lugares de almacenamiento de lipidos o, lo que es lo mismo, se favorece la
hiperplasia del tejido adiposo.

Aun asi, puesto que los receptores de IGF-1 se expresan a niveles mucho mas altos
en los preadipocitos que los receptores de insulina, se necesitarian mayores
niveles de insulina para activar la sefalizacion intracelular en los preadipocitos
indiferenciados que para los adipocitos maduros (Back & Arnqvist, 2009).
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Figura 1.6 Cascada de senalizacion de insulina. La insulina se une a IR, lo que provoca la
fosforilacion de tirosina de IRy de IRS. La fosforilacién de IRS permite la union de PI3K que sintetiza
PIP; (fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato) en la membrana plasmatica, reclutando PDK (quinasa
dependiente de fosfatidilinositol) que fosforila AKT produciendo su activacion. AKT fosforilara
diferentes sustratos que derivaran en la inhibicién de las vias relacionadas con la sintesis de
macromoléculas. Adaptado de Haeusler, McGraw & Accili, 2018.
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1.2.2 Tejido adiposo blanco

Todos los eucariotas, desde las levaduras hasta el ser humano, son capaces de
almacenar energia en forma de gotas lipidicas, pero sélo los vertebrados presentan
células especializadas en esta funcidn: los adipocitos blancos (Ottaviani, Malagoli
& Franceschi, 2011).

1.2.1.1 Morfologia

Los adipocitos blancos se caracterizan, generalmente, por poseer una Unica gota
lipidica central que desplaza al ndcleo a una posicién periférica, lo que hace que
este ultimo adquiera una configuracion de medialuna. Sus mitocondrias, también
rodeando a la vacuola, presentan formas alargadas y finas en una red ramificaday
sus crestas cortas estan orientadas aleatoriamente. En el caso del reticulo
endoplasmico, la parte lisa estd compuesta por pequenas cisternas que se
encuentran en contacto con la superficie de la gota lipidica, lo que sugiere
interacciones funcionales entre ambos. Por todo esto, se considera que estos
adipocitos son uniloculares y esféricos (Figura 1.7).

El tamafio de los adipocitos blancos maduros es variable y depende de la zona en
la que se localizan. Asi las células mas grandes se encuentran en la grasa visceral
gonadal y en la grasa subcutanea abdominal mientras que las mas pequenas
aparecen dentro de érganos como el musculo, el higado o el corazén y en otros
depdsitos viscerales mas pequefos (Cinti, 2018a).

Cabe recordar que el tejido adiposo, especificamente el blanco, esta formado por
varios tipos celulares ademas de por adipocitos blancos maduros: células
inmunitarias, precursores adipociticos, células endoteliales, etc...

Nucleus of adipocyte

Macrophage

©)

Figura 1.7 Morfologia del adipocito blanco. Imagenes de microscopia donde se observa la
estructura esférica de un adipocito blanco en humanos (A) y de varios adipocitos en ratones (B). El
bajo numero de mitocondrias de estos adipocitos se puede observar en la zona periférica junto al
nucleo del adipocito en la imagen de microscopia electrénica (C). Adaptado de Cinti, 2018a.




1.2.1.2 Localizacion

La grasa blanca es el tejido mas abundante del érgano adiposo y se puede
encontrar en casi cualquier zona del organismo. Aun asi, los depdésitos mas
grandes se han clasificado dependiendo de su localizacién anatémica, por lo que
encontramos el tejido adiposo blanco visceral (VAT) y subcutaneo (SAT).

En los roedores, el compartimento subcutaneo estd formado por los depdsitos
inguinales, axilares, dorsolumbares y gluteo-femorales. Pese a que la localizacion
principal del tejido adiposo marrdon se encuentra entre las escapulas, también
existe SAT interescapular. Por otro lado, los compartimentos principales viscerales
se puedendividir en: retroperitoneal, rodeando los rifiones; mesentérico, alrededor
del intestino; y gonadal, cubriendo los 6rganos reproductores (Sakers et al., 2022)
(Figura 1.8A).

En el humano, VAT se ubica en la cavidad peritoneal correspondiendo a los
depdsitos omentaly mesentérico. No obstante, SAT puede llegar a representar mas
del 80% de la grasa blanca total y se sitla justo por debajo de la piel,
concentrandose en las zonas abdominal y gluteo-femoral (Chusyd et al., 2016)
(Figura 1.8B).
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Figura 1.8 Localizaciones del 6rgano adiposo en el ratén (A) y en el humano (B). La grasa blanca
gonadal de ratén es similar al depdsito visceral del humano y el tejido inguinal, al subcutaneo. Los
simbolos de fuego sefialan las localizaciones termogénicas. Adaptado de Sakers et al., 2022.

Ademas, se pueden encontrar pequenos depdsitos de adipocitos blancos que
desempenfas funciones de sefalizacién y mecanicas en distintas localizaciones:
musculo, médula 6sea, ojos, pies/manos, cara y dermis (Zwick et al., 2018).
Ademas, se han descrito unos adipocitos “rosas”, debido al color que adquiere el
tejido, que aparecen en las glandulas mamarias durante el periodo de embarazoy
que se mantienen durante la lactancia (Cinti, 2018b).

1.2.1.3 Funcionalidad

El tejido adiposo blanco (WAT) es el principal depésito de almacenamiento de
energia, pero, ademas, también es un tejido endocrino capaz de liberar distintas
hormonas, citoquinas y adipoquinas que regulan el metabolismo de todo el
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organismo (Hassan, Latif & Yacoub, 2012). Ademas, puede actuar como un aislante
térmicoy proteger los 6rganos internos de dafios mecanicos.

Como ya se ha mencionado previamente, es bien conocido que la funcidn
fundamental de este tejido es la de reservar el exceso de calorias en forma de
triglicéridos. Los adipocitos responden a sefiales sistémicas para almacenar o
movilizar nutrientes segun las necesidades del organismo (Ghaben & Scherer,
2019). Durante un exceso nutricional donde la glucemia aumenta, la insulina inhibe
la accién de enzimas lipoliticas y favorece la captacion de glucosa y la lipdgenésis
de novo, o sintesis de triglicéridos, que se almacenaran en la vacuola lipidica. En
situaciones de ayuno o deprivacién, la primera senal que estimula la lipdlisis,
proceso catabdlico que permite la movilizaciéon de lipidos, es una bajada de la
glucosa en sangre. Esto promueve la secrecidon de diferentes hormonas como el
glucagon o la noradrenalina que activan varias lipasas, como la lipasa sensible a
hormonas (HSL) o la lipasa adipocitica de triglicéridos (ATGL), que se translocan a
la superficie de la gota lipidica para fragmentar los triglicéridos del interior y poder
liberar acidos grasos y glicerol al torrente sanguineo para su posterior uso en
diferentes drganos como el higado y el musculo esquelético.

Respecto a su funcion endocrina, el tejido adiposo blanco secreta una amplia
variedad de adipoquinas. Estas desempefan un papel muy importante en la
regulacion del metabolismo mediante cambios en la sensibilidad de insulina,
promovida por la adiponectina y reducida por la resistina; y la inflamacion
controlada por la secrecién de TNF-qa, IL-6 y/o IL-1 (Funcke & Scherer, 2019).
Algunas de las adipoquinas mas importantes secretadas por el tejido adiposo
blanco son:

e Leptina: Se secreta en proporcion al tamano total de la grasa, es decir,
cuanta mas acumulacion de lipidos presente una persona, mayores niveles
de leptina presentara en sangre. El receptor de esta adipoquina esta
presente en muchos tejidos y, tras su activacion, actua inhibiendo el
neuropéptido Y, estimulante del apetito, y promoviendo la secrecion de la
melanotropina-ay la corticoliberina, supresores del apetito (Hassan, Latif &
Yacoub, 2012). Puesto que en la obesidad existen altos niveles de leptina
pero no aparece una supresion del apetito, la resistencia a leptina puede ser
un fendmeno comun en esta patologia.

e Adiponectina: Los niveles de esta adipoquina son, por lo general,
inversamente proporcionales al IMC. Actua mejorando la sensibilidad a la
insulina y ejerce efectos antiinflamatorios y antiapoptoéticos en distintos
tipos celulares (Turer & Scherer, 2012).

e Resistina: Esta adipocina es conocida por ser un posible vinculo entre la
obesidad y el desarrollo de resistencia a la insulina, de ahi su nombre
(Steppan et al., 2001). Ejerce efectos pleiotrépicos en el metabolismo de la
glucosa y en la sensibilidad a la insulina, y sus niveles en sangre son
proporcionales a la insulinemia.




Por ultimo, la funcién mecanica de este tejido en el organismo permite una
amortiguacion fisica, puesto que muchos depdsitos blancos se encuentran en
talones, nalgas y palmas de las manos; amortiguacién interna, ya que la grasa
visceral rodea algunos 6rganos como el corazén, las glandulas suprarrenales, los
rinones y los ovarios y los protege de danos corporales; y aislamiento térmico
debido, en parte, a la capacidad de browning que presenta el tejido ante
situaciones de frio, proceso del que se hablara mas adelante.

1.2.3 Tejido adiposo marrén

El tejido adiposo marréon (BAT) o grasa parda, pese a representar una fraccion
pequefia del 6rgano adiposo total, ejerce un impacto metabdlico en el organismo
debido a su capacidad termogénica. Cuando este tejido se encuentra activo, puede
aumentar el gasto energético entre un 40-80% en humanos (Ouellet et al., 2012).

1.2.3.1 Morfologia

Los adipocitos marrones tienen un nucleo redondeado céntrico y gotas lipidicas
multiloculares de pequefio tamafio, lo que le da su forma poligonal. La
caracteristica mas relevante, y por la cual proviene el nombre de “marrén” o
“parda”, es que poseen un gran numero de mitocondrias de todos los tamanos.
Estos organulos presentan crestas laminares y contienen una proteina
desacoplante de la cadena respiratoria (UCP-1) que se encuentra Unicamente en
este tipo de célula y se considera un marcador de adipocitos marrones
metabodlicamente activos puesto que juega un papel fundamental en la
termogénesis adaptativa. Ademas, este tipo de adipocitos poseen un reticulo
endoplasmatico (RE) alargado con el que las mitocondrias forman una red
interconectada, estos puntos de unién entre ambos organulos recibe el nombre de
membranas asociadas a mitocondrias (MAM) (de Meis et al., 2010) (Figura 1.9).

Por otro lado, los adipocitos marrones muestran un marcaje proteico especifico.
Como se ha explicado previamente, PRDM16 juega un papel fundamental en el
desarrollo del tejido adiposo marrén, durante el proceso de diferenciacidn (Seale
et al., 2008). Este factor de transcripcién se une y regula C/EBPB, PPAR-y y el
coactivador del receptor y 1-a activado por el proliferador de peroxisomas (PGC-
1a) para inducir la expresion génica especifica de estos adipocitos: UCP-1,
deiodinasa 2 (Dio2) y receptor f3-adrenérgico (ADRB3) (Kajimura, 2015). Ademas,
PGC-1a controla la activacion de la biogénesis mitocondrial, el metabolismo
oxidativo, y por lo tanto, la termogénesis adaptativa.

Cabe destacar que los depodsitos marrones se encuentran altamente
vascularizados e inervados, tanto los vasos sanguineos como los nervios rodean
acumulos de adipocitos marrones (Cinti, 2018a).
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Figura 1.9 Estructura del tejido adiposo marron. (A) Imagen de microscopia de barrido y (B)
microscopia electrénica del tejido adiposo marrén murino. Adaptado de Cinti, 2018a.

1.2.3.2 Localizacion

Evolutivamente, el tejido adiposo marrén se encuentra en mamiferos placentarios
0 euterios mientras que el resto de los vertebrados (marsupiales y monotremas)
sélo poseen tejido adiposo blanco. A estos animales se les considera también
endotermos puesto que son capaces de ajustar su temperatura corporal con la
ambiental mediante procesos de actividad interna como jadear o tiritar. Ademas,
este tejido también aparece en animales “protoendotermos”, es decir, aquellos
animales cuya temperatura corporal es similar a la ambiental mediante patrones
similares alos que tendrian los reptiles (Oelkrug et al., 2013). Probablemente, estos
depdsitos les permite mantener la endotermia durante etapas como el embarazo o
el cuidado de las crias. Por ultimo, cabe destacar que el papel de este tejido es
fundamental en animales que hibernan.

Este tejido ha sido ampliamente estudiado en modelos animales de raton puesto
que se creia que no existia en el humano. El mayor depésito de tejido adiposo
marrén murino se encuentra en la zona interescapular, que estd ampliamente
inervada por el sistema nervioso simpatico. También aparecen depdsitos dispersos
en las regiones cervicales, axilares, perivasculares y perirrenales (Zhang et al.,
2018) (Figura 1.8B).

En humanos, los bebés también presentan depdsito interescapular de tejido
adiposo marrén y, hasta hace unos anos, se pensaba que desaparecia con el
desarrollo llegando a no encontrarse en adultos. Gracias a las técnicas de FDG
PET-CT utilizadas en los escaneres para pacientes con cancer, se detecté tejido
adiposo marrén funcional en humanos adultos (Nedergaard, Bengtsson & Cannon,
2007). Este procedimiento utiliza un andlogo de la glucosa marcado con fluor ("8F-
FDG; [18F]-2-fluor-D-2-deoxy-D-glucosa) que es absorbido por los tejidos
metabdlicamente activos, pero no es metabolizado, por lo que queda atrapado
dentro de las células. Mientras que la tomografia de emision de positrones (PET)
puede visualizar y cuantificar la captacion de este marcador radiactivo, la
tomografia axial computarizada (TAC) es necesaria para obtener la informacion




anatdmica, por ello la importancia de que la técnica sea combinada. En los
humanos adultos se encuentran depdsitos considerables, aunque variables, de
BAT en las regiones cervicales, axilares, perirrenales, suprarrenales,
perivasculares, a lo largo de la traquea y, mas destacable, en las uniones
paravertebrales y supraclaviculares (Ouellet et al., 2011) (Figura 1.8A). Diferentes
estudios que utilizaron FDG PET-CT observaron que los depdsitos funcionales de
tejido adiposo marrén son mas frecuentes en mujeres y que estos disminuyen con
la edad, encontrandose mas en jovenes. Ademas, el tamano y nimero de estos
depdsitos se correlacionan inversamente con el IMC, asi personas que sufren de
obesidad o sobrepeso presentan unas menores cantidades de tejido adiposo
marrén (Cypess et al., 2009).

1.2.3.3 Funcionalidad

El tejido adiposo marrén esta disenado para mantener la temperatura corporal en
situaciones de frio a través de la produccion de calor inducida por la termogénesis
adaptativa o sin tiriteo, proceso del que se hablara con més detalle posteriormente.
Estafuncién especifica del BAT estda mediada por la proteina UCP-1, cuya expresion
supone el desacoplamiento de la produccién de ATP (adenosin trifosfato) y la
oxidacion de sustratos. Asi, los adipocitos marrones son capaces de oxidar
rapidamente sus reservas de lipidos y los sustratos circulantes, produciendo calor
en el proceso y aumentando la tasa metabdlica (Marlatt & Ravussin, 2017).

Adicionalmente a la funcién termogénica, la activacidn del tejido adiposo marrén
mejora la homeostasis glucidica del organismo. Esto se debe a que el BAT es uno
de los tejidos que presenta mayor captacion de glucosa, generalmente durante la
termogénesis 0 durante procesos anabodlicos como los estimulados por lainsulina
(Cannon & Nedergaard, 2004). En modelos murinos, el trasplante de tejido adiposo
marrén en ratones obesos mejoraba la sensibilidad a insulina y disminuia la
acumulacién de grasa (Liu et al., 2015). Varios estudios probaron que ratones con
una mayor actividad de BAT estaban protegidos frente al aumento de pesoy, por
tanto, a la disfunciéon metabdlica (Harms & Seale, 2013). De igual modo, en
humanos se ha visto que un incremento en la actividad de la grasa parda se asocia
a efectos metabdlicos beneficiosos para el organismo como una mayor
movilizacion de lipidos de las reservas periféricas y la eliminacion de moléculas
oxidativas (Chondronikola et al., 2016).

Aligual que el WAT, el BAT también presenta una funcidn secretora, aunque no tan
importante. Esta caracteristica podria estar contribuyendo también la asociacion
entre la actividad de la grasa parda y la proteccién frente a la obesidad,
hiperlipidemia e hiperglucemia. La mayoria de las adipoquinas secretadas por el
tejido adiposo blanco se expresan pobremente en el marréon (Cannon &
Nedergaard, 2004). Puesto que el tejido adiposo marrdn disipa la energia en forma
de calor y utiliza lipidos y glucosa en este proceso, es logico pensar que las
moléculas secretadas por este tejido y que reciben el nombre de batoquinas
faciliten estas funciones. Algunas moléculas con funciones paracrinas y
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autocrinas son el factor de crecimiento nervioso (NGF) y factor de crecimiento de
fibroblastos 2 (FGF-2) que aumentan la inervacion y el nimero de adipocitos en el
tejido adiposo marrén, asi como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGFA) que promueve la vascularizacion del tejido en situaciones en las que la
termogénesis se encuentra activa (Villarroya et al., 2017).

Sin embargo, las batoquinas mas importantes son aquellas que tienen una funcién
endocrina:

e Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF21): Pese a que se secreta
mayoritariamente por el higado y el musculo esquelético, se considera una
batoquina. Esta hormona mejora la sensibilidad a insulina mediante la
regulacion del metabolismo lipidicoy, por tanto, la glucemiay lipidemia. En
los ultimos estudios se ha observado un papel activador del proceso de
browning en el tejido adiposo blanco (Fisher et al., 2012). Ademas, puede
promover la secrecion de adiponectina por el tejido adiposo blanco (Liu et
al., 2022). También juega un papel autocrino puesto que promueve la
termogénesis y la oxidacion metabodlica en BAT (Villarroya et al., 2017).

e |L-6: Pese a que esta interleuquina es proinflamatoria, se ha observado que
su senalizacion promueve la activaciéon de los macréfagos M2, cuya funcion
es antiinflamatoria, al sensibilizarlos a la accidn de la interleuquina-4 (IL-4)
y que se traduce en una mejora en la sensibilidad a insulina (Mauer et al.,
2014). También, IL-6 es requerida en el proceso de browning de la grasa
blanca en respuesta al frio (Knudsen et al., 2014).

e Neuregulina 4 (NRG-4): Esta proteina regula el crecimiento de las neuritasyy,
también, actua en el higado atenuando la sefalizacion lipogénica (Villarroya
etal., 2017).

e Proteina de unién al retinol 4 (RBP-4): Este transportador de vitamina A
también se considerauna adipoquina secretada por el tejido adiposo blanco
y se asocia a resistencia a insulina (Yang et al., 2005). Sin embargo, cuando
es secretada por BAT se vincula con una mejora en la sensibilidad a la
insulina (Bartelt & Heeren, 2014).

Ademads, existen otras batoquinas con funciones imprescindibles en la
sefalizacién del tejido adiposo marron como el BMP-7 que permite la
diferenciacion de los preadipocitos en adipocitos marrones, o TNF-a e IL-1 que son
liberados en situaciones de sobrealimentacion e inducen el browning del WAT
durante la exposicion al frio (Villarroya et al., 2017). Por otro lado, se encuentran
otras moléculas implicadas en la funcionalidad del BAT, como el 6xido nitrico (NO)
cuyos niveles aumentan durante la exposicion al frio para garantizar un mayor flujo
sanguineo.




1.2.4 Adipocitos beige/brite

Durante la ultima década, se ha descrito un tercer tipo de adipocito parecido en
morfologia y funcién a los marrones, pero situados dentro del tejido adiposo
blanco. Debido a su aparienciay su localizacién reciben el nombre de células beige
o brite.

Originalmente, las células beige se observaron en roedores tras una exposicion
prolongada al frio o una estimulacién B-adrenérgica (Loncar, Afzelius & Cannon,
1988; Wang et al., 2013). El efecto de estos estimulos desencadena la apariciéon de
un conjunto de adipocitos en el tejido adiposo blanco que presentan cantidades
mitocondriales considerables, expresan UCP-1 (UCP-1%), y poseen un gran numero
de gotas lipidicas, morfologia similar, aungue no exactamente igual, a los
adipocitos marrones (Figura 1.10).

Adipocito blanco Célula beige Adipocito marrén

(A)

Figura 1.10 Morfologia del adipocito beige/brite. (A) Comparativa estructural entre los 3 tipos de
adipocitos que existen en el 6rgano adiposo, esquema generado por Biorender. (B)
Inmunohistoquimica de UCP-1 en un area mixta del tejido adiposo blanco en humanos, adaptada
de Cinti, 2018a.

La abundancia de estos clusteres de células beige en roedores varia entre los
depositos de grasa blanca, habiendo una mayor proporcion en las zonas inguinales
y retroperitoneales, y en menor medida en las regiones gonadal y mesentérica
(Rosen & Spiegelman, 2014).

En humanos, el tejido adiposo marrén interescapular que aparece en recién
nacidos es muy similar a la grasa parda caracteristica de roedores (Lidell et al.,
2013), pero en los adultos existen diferentes ratios de adipocitos marréon:beige
dependiendo del depdsito a evaluar, asi en las regiones del cuello y de la columna
vertebral el ratio es mayor mientras que en la zona supraclavicular es menor
(Cypess et al., 2013; Jespersen et al., 2013).

Estos adipocitos son considerados transitorios puesto que son células
termogénicas inducibles por diferentes estimulos como exposicion al frio,
ejercicio, agentes farmacoldgicos como analogos B3-adrenérgicos, o adipoquinas,
pero una vez que estos terminan, este tipo celular desaparece (Pilkington, Paz &
Wankhade, 2021). El proceso por el cual aparecen adipocitos beige en el tejido
adiposo blanco recibe el nombre de “browning”, “beiging” o marronizacion.
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Durante este proceso, las células beige pueden generarse en el tejido adiposo
blanco por tres vias: la diferenciacién de las células progenitoras en adipocitos
beige (adipogénesis beige de novo), la transdiferenciacién de adipocitos blancos
maduros en células beige por la activaciéon del programa termogénico, y la
proliferacion de adipocitos beige maduros (Shao et al., 2019). El programa
termogénico implica la expresion de UCP-1, la activacion de la biogénesis
mitocondrial y la reestructuracion de la morfologia a una multilocular de las gotas
lipidicas.

La principal diferencia entre la grasa parda y la beige es que la primera no es
inducible mientras que en el caso de la segunda es estrictamente necesaria su
estimulacion. Por lo general, el adipocito marrén expresa mayores niveles de UCP-
1 que promueven un mayor desacoplamiento de la respiracién, pero no es hasta
gue son estimuladas las células beige, cuando activan la misma respuesta que los
marrones (Shabalina et al., 2013). Esto sugiere que los adipocitos beige son
bifuncionales, en ausencia de estimulos termogénicos actlan como reservas de
energia acumulando triglicéridos, pero son capaces de generar calor cuando
reciben las sefales adecuadas.

Gracias a los estudios del 6rgano adiposo, se ha demostrado que la plasticidad es
una caracteristica fundamental del mismo. Ante una exposicién al frio, los
animales tiemblan al principio y activan su tejido adiposo marréon. Cuando esta
exposicidon se prolonga en eltiempo, aumenta la masa de grasa parday la expresion
de proteinas termogénicas (Cannon & Nedergaard, 2004). Por otro lado, el proceso
de browning se activay comienza un remodelado en el tejido adiposo blanco donde
se incrementa la angiogénesis y la arborizacion de las fibras nerviosas (Sakers et
al., 2022). Cabe destacar que cuando el frio desaparece, estos cambios en el
érgano adiposo revierten, recalcando la plasticidad que presenta dicho tejido.

En los ultimos anos, se ha observado que UCP-1 no es un marcador necesario de
las células beige, aunque la mayoria si expresan esta proteina. Gracias al estudio
de estos adipocitos, se han encontrado mecanismos independientes de UCP-1 que
también generan calor (Granneman et al., 2003; Ukropec et al., 2006; Kazak et al.,
2015). De esta manera, se considera que los adipocitos beige pueden ser UCP-1* 0
UCP-1-, pero siempre exhiben un perfil genético diferente a los adipocitos blancos
y marrones siendo los principales marcadores de superficie Cd137 y Tmem26 (Wu
etal., 2012).

Por otro lado, este tipo de grasa presenta diferentes adipoquinas entre la que
destaca FGF-21 que activa PGC-1a, BMP4 y BMP2. Ademas, la irisina se considera
otra adipoquina que actua en las células beige y se ha relacionado recientemente
con la obesidad (Arhire, Mihalache & Covasa, 2019).




1.3 TERMOGENESIS ADAPTATIVA: PAPEL DE LA
MITOCONDRIA

La termogénesis se refiere a la energia disipada en forma de calor en respuesta a
cambios ambientales como exposicion al frio o alteraciones en la dieta
(Spiegelman & Flier, 2001). Debido a estos estimulos, se han propuesto dos tipos
de termogénesis: termogénesis inducida por frio (TIF) y lainducida por dieta (TID).

La TIF se desencadena principalmente por el sistema nervioso simpatico (SNS)
(Rosen & Spiegelman, 2014) y esta asociada con un incremento en la respiracion
del tejido adiposo marrén que se atenua en ausencia de UCP-1. Este tipo de
termogénesis es objeto de estudio para el aumento del gasto energéticoy la mejora
del peso corporal mediante la activacion del tejido adiposo marrdn y/o el proceso
de browning, considerados tejidos termogénicos.

En el caso de la TID, también llamada termogénesis posprandial, esta se activa a
corto plazo por una activacidon del SNS al igual que TIF y el estimulo que la
desencadena es la sobrealimentacion (Carpentier et al., 2023). Este proceso
parece estar ligado a la disipacion del exceso de energia en forma de calor, en vez
de almacenarlo, para proteger al organismo de un aumento de peso. Sin embargo,
el papel deltejido adiposo marrén en este tipo de termogénesis no es aceptado por
todos losinvestigadores debido a que no se ha podido demostrar en estudios in vivo
de roedores que un exceso de ingesta caldrica active este tejido (Kozak, 2010).

Por otro lado, la termogénesis también se puede clasificar en: con tiriteo (TCT) y
sin tiriteo (TST). Por lo general, la zona de termoneutralidad, aquella temperatura
que se considera 6ptima para los procesos metabdlicos haciendo que el gasto
energético se mantenga en su minimo, se acerca a 30°C en mamiferos
placentarios.

En una situacion aguda de frio, aproximadamente 4-5°C de temperatura ambiental
por unas horas, el organismo comenzara a tiritar para generar calor y el principal
responsable de esta termogénesis con tiriteo sera el musculo esquelético. La
epidermis de la piel posee termorreceptores que ante un enfriamiento producen
una senal sensorial que asciende hasta el hipotdlamo y excita las neuronas que
activaran el tiriteo. Estas neuronas estimulan las motoneuronas-yy motoneuronas-
a situadas en el asta ventral de las vértebras, y, al inervar las fibras musculares,
estas se contraen y estiran. La generacion de un potencial de accién, detectable
por electromiograma, da lugar a su propagacion a lo largo del sarcolema y del
sistema de tubulos transversos de las fibras musculares produciendo el tiriteo. Al
igual que el ejercicio, estatermogénesis necesita de la oxidacion de carbohidratos,
preferentemente glucosa derivada de la glucogendlisis muscular; lipidos vy
proteinas (Blondin & Haman, 2018) (Figura 1.11).
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Figura 1.11 Circuito neuronal y reflejo de estiramiento implicado en el tiriteo. El 6rgano
implicado en el proceso de tiriteo es el musculo esquelético, cuya constriccidén y relajamiento se
ven favorecidos por la sefial nerviosa generada en los termorreceptores de la piel. Adaptado de
Blondin & Haman, 2018.

Por otro lado, cuando la situacién de frio se alarga en el tiempo, desde 8 horas hasta
semanas, el tiriteo, que es la principal forma de generacién de calor, se detiene. No
obstante, la tasa metabdlica alta se mantiene, lo que se debe a la activacién de la
termogénesis sin tiriteo o, también llamada, termogénesis adaptativa. Este
concepto debe englobar todos los procesos metabdlicos y termogénicos que no
tengan implicado el tiriteo (Cannon & Nedergaard, 2004). El frio crénico activa el
tejido adiposo marrén, por lo que este tejido se considera el principal sitio de
termogénesis adaptativa clasica.

Como ya se ha explicado previamente, la grasa parda se caracteriza por un gran
numero de mitocondrias. Una definicion basica de estos organulos es que son
“hornos” donde, varias moléculas, generalmente derivadas de los lipidos y la
glucosa, se oxidan generando energia que puede ser almacenada como ATP o
liberada en forma de calor (Spiegelman & Flier, 2001). Las mitocondrias de este
tejido se consideran Unicas puesto que son extremadamente eficientes en la
produccién de calor y utilizan los lipidos como fuente preferente de energia.
Ademas, expresan la proteina desacoplante UCP-1, responsable de la fuga de
protones (H* leak) que genera calor durante la termogénesis adaptativa.

Esta tesis se centra en la termogénesis sin tiriteo clasica, inducida por frio, en la
que el tejido adiposo marrén juega un papel fundamental debido a que en los
ultimos anos ha incrementado su interés como diana terapéutica de varias
enfermedades metabdlicas como la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 o el
higado graso no alcohdlico.




1.3.1 Cadena respiratoria mitocondrialy UCP-1

La capacidad termogénica de los adipocitos marrones y beige proviene del
metabolismo oxidativo. En las células de mamiferos, la energia libre para la vida la
proporcionan los sustratos derivados del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) o ciclo
de Krebs que entraran en la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) que tiene lugar en las
mitocondrias. Para entender la produccién de ATP en este proceso y el efecto que
tiene UCP-1 en él es necesario comprender la cadena de transporte de electrones
(CTE) o la cadena respiratoria mitocondrial.

La CTE (Figura 1.12) se situa en la extensa membrana interna de la mitocondria
llamada cresta mitocondrial, cerca de la matriz mitocondrial donde tiene lugar el
ciclo de Krebs, y se compone de cuatro complejos proteicos transmembrana (I-1V)
y dos portadores de transferencia de electrones moviles (ubiquinona y citocromo
c). Tanto NADH como FADH,, productos de TCA, donan electrones a la cadena a
través del Complejo | (NADH deshidrogenasa o NADH:ubiquinona oxidorreductasa)
o del Complejo Il (succinato deshidrogenasa), respectivamente. Los electrones (e
) de NADH del Complejo | pasan a la ubiquinona (CoQ), que se reduce a ubiquinol
(QH.) en el ciclo Q, y gracias a esta transferencia de electrones se bombean 4
protones (H*) por el Complejo | desde la matriz al espacio intermembrana. Por otro
lado, los e donados por FADH. se transfieren secuencialmente desde el Complejo
Il hasta CoQ, al igual que sucede en el Complejo | salvo que este transporte de e-
no viene acompanado de un bombeo de H*. Cabe destacar que el Complejo Il
también forma parte de TCA oxidando el succinato en fumarato.

Dentro del ciclo Q, los e” son transferidos al Complejo lll (coenzima Q: citocromo ¢
reductasa) y, posteriormente, al citocromo c. El QH,, proveniente de la reduccién
de CoQ, se une al lado citoplasmatico del Complejo Il y libera 2 H* al espacio
intermembrana. Un e es transferido de QH, al Complejo Ill y el otro desde el
complejo al citocromo c. Posteriormente, una segunda molécula QH, se une en el
lado de la membrana del Complejo Ill y experimenta el mismo proceso de
oxidacién, completando el ciclo Q y bombeando 2 H* mas al espacio
intermembrana.

Una vez que el citocromo c¢ es reducido, transporta e- desde el Complejo Il al
Complejo IV (citocromo c oxidasa), donde el oxigeno (O) se uney sereduce en agua
(H20). En este complejo mitocondrial, un total de 8 H* son bombeados desde la
matriz: 4 en forma de H,O y 4 hacia el espacio intermembrana. Este proceso de
consumo de oxigeno se denomina respiracidén mitocondrial.
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Figura 1.12 Esquema de la cadena de transporte de electrones (CTE) situada en la membrana
mitocondrial interna. El transporte de e a lo largo de los cuatro complejos implicados en la
respiracion mitocondrial provoca el bombeo de H* en el espacio intermembrana, que seran
devueltos a la matriz mitocondrial posteriormente generando ATP por el complejo V (en azul) o
produciendo calor por la acciéon de desacoplantes (en rojo). También se encuentra el esquema de
la fuente de sustratos para que la CTE tenga lugar: el ciclo tricarboxilico (TCA) o ciclo de Krebs.
Adaptado de Nolfi-Donegan, Braganza & Shiva, 2020.

Como resultado de CTE, un total de 10 H* (4 de cada uno de los Complejos Iy lll, y
2 del Complejo IV) son bombeados desde la matriz al espacio intermembrana,
donde se acumulan para generar un gradiente electroquimico de protones
conocido como potencial de membrana mitocondrial (AW). EL AW combinado con
la concentracion de protones (pH) genera una fuerza protén-motriz, que es un
componente esencial en OXPHOS puesto que acopla el transporte de electrones
(Complejos I-IV) y el consumo de oxigeno a la actividad del Complejo V (ATP
sintasa), donde los protones vuelven a entrar en la matriz para disipar el gradiente
de protones. El Complejo V esta formado por varias subunidades y dos dominios
principales: uno transmembrana (Fo) y otro que sobresale hacia la matriz (F+), y
funciona como un mecanismo de motor rotacional para permitir la produccion de
ATP. El movimiento de H* a través de F, desde el espacio intermembrana esta
acoplado a esta rotacién que resulta de la adicidon de un adenosin difosfato (ADP)
para sintetizar ATP en la region F;.

Las mitocondrias de los adipocitos marrones tienen la capacidad unica de difundir
el gradiente de H* de vuelta a la matriz independientemente de la accion de ATP
sintasa y su consecuente produccidon de ATP, lo que deriva en la generacién de
calor como principal producto de la respiracién mitocondrial de estas células. La
proteina responsable de que esto suceda es UCP-1, situada en la membrana
interna mitocondrial, y supone el desacoplamiento de la respiracion mitocondrial.
Esta proteina pertenece a la superfamilia de proteinas transportadoras
mitocondriales, aunque sdlo se han propuesto modelos de su estructura
tridimensional (Nedergaard & Cannon, 2018). A pesar de su identificacidn
molecular, todavia no se comprenden varias caracteristicas basicas de UCP-1: qué
transporta realmente, cémo se transportay cémo se regula su funcion.




Cuando el tejido no estd estimulado por el frio, UCP-1 se encuentra en un estado
de “cierre” provocado por la unidon de un nucleétido de purina di- o trifosfato (ADP,
GDP, ATP o GTP) en el lado citoplasmatico. Probablemente ATP sea el nucledtido
que mas se una a la proteina debido a su alta concentracion.

En una situaciéon de frio, UCP-1 se activa para producir calor y poder contribuir a la
homeotermia del organismo (Figura 1.13A). La termogénesis clasica dirigida por el
tejido adiposo marrdn y las células beige es impulsada por la senalizacion
adrenérgica del sistema nervioso simpatico que estimula la lipdlisis en los
adipocitos. Los acidos grasos, mas concretamente los de cadena larga, generados
por esta lipdlisis son los activadores alostéricos mas aceptados de UCP-1. Se ha
propuesto un modelo de activacidon en el que estos acidos grasos compiten
directamente por el sitio de unién con los nucledtidos de purina desplazandolos y
provocando el cambio de conformacién activo de UCP-1 (Shabalina et al., 2004).
Ademas, la asociacién entre acidos grasos de cadena largay UCP-1 puede formar
alternativamente grupos carboxilato protonables en la matriz mitocondrial
(Carpentier et al., 2023).

Tras el descubrimiento de UCP-1, se consideré que esta proteina desacoplante era
estrictamente necesaria para la termogénesis adaptativay sélo el tiriteo era capaz
de compensar su ausencia (Golozoubova et al., 2001). Sin embargo, gracias al
hallazgo de células beige UCP-1-en el humanoy a la adaptacion al frio del modelo
animal UCP-1 KO, estudios recientes han demostrado que esta proteina no es el
Unico mecanismo de termogénesis, aunque si el principal. Las dos vias
termogénicas independientes de UCP-1 (Figura 1.13B) mas descritas son:

+» Ciclo del sustrato dependiente de la creatina: La creatina y la hidrélisis de
ATP mediada por creatina estimulan el ciclo de la producciéon de ATP y su
consumo dentro de la mitocondria. Al liberar un exceso molar de ADP, con
respecto a la cantidad de creatina afadida, las mitocondrias de los
adipocitos beige potencian la respiracion y mantienen la sintesis de ATP,
como demostrd el aumento de la tasa de consumo de oxigeno cuando el
ADP era limitante. Lo mas probable es que la creatina facilite la
regeneracion de ADP a través de la hidrélisis futil de la fosfocreatina (PCr).
Esto podria ocurrir en un Unico paso enzimatico, en el que la PCr seria el
sustrato directo de una denominada fosfatasa de PCr (Kazak et al., 2015).
Ademas, se ha sugerido que el metabolismo de la creatina regula el gasto
energético tanto en la grasa beige como en la marrén.

++» Ciclo futil del Ca?*: En una situacién de frio estimulado por norepinefrina
(NE), en las membranas asociadas a mitocondrias (MAM) de las células
beige, el ciclo de Ca?* dependiente de ATP aumenta debido a la activacion
de la ATPasa 2b de Ca?* del reticulo sarco/endoplasmico (SERCA2b) y del
receptor de rianodina 2 (RyR2). El Ca?* es transportado de vuelta al reticulo
endoplasmatico y, posiblemente, al interior de la mitocondria. La
generacioén de calor se produce cuando el transporte de Ca?" se desacopla
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de la hidrélisis de ATP por SERCA2b. Este incremento de Ca* en la
mitocondria activa el complejo de piruvato deshidrogenasa (PDH),
necesaria para la oxidacidon de la glucosa transformando el piruvato en
acetil-CoA, vy la sintesis de ATP (lkeda et al., 2017). Por ello, el principal
sustrato de este mecanismo es la glucosa.
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Figura 1.13 Plasticidad metabélica de la termogénesis. (A) Mecanismo dependiente de UCP-1.
La exposicion al frio o la estimulacion adrenérgica aumentan los niveles de AMPc, lo que impulsa la
activacioén de la sefializacion de PKA/PKG y la lipdlisis. PBBMAPK a su vez promueve la activacion de
reguladores transcripcionales que impulsan la biogénesis mitocondrial y la expresidon de genes
termogénicos. Cuando se activa, UCP1 impulsa la fuga de H* en las mitocondrias, lo que lleva a
desacoplar la respiracion mitocondrial de la sintesis de ATP y generar un mayor consumo de
combustibles como glucosa y acidos grasos libres. (B) Mecanismos independientes de UCP-1.
Generalmente se encuentran en las células beige que pueden utilizar el ciclo futil de Ca?* a través
de la via SERCA2b-RyR2 en el reticulo endoplasmico, o el ciclo de la creatina en las mitocondrias
para producir calor independientemente de la expresidon de UCP-1 durante la exposicion al frio.




Ambas vias requieren tener activas la glucélisis y sintesis de ATP mitocondrial para proporcionar
sustratos para estos ciclos futiles. Adaptado de Sakers et al., 2022.

1.3.2 El ciclo de la mitocondria: balance mitocondrial

No sélo el estudio de la funciéon mitocondrial sino también de su morfologia ha
concluido la importancia que estos organulos poseen en la regulacion de la
termogénesis y de la glucemia basal.

En respuesta a los cambios en cuanto a la demanda y el suministro de energia, el
organismo se adapta ajustando tanto su capacidad asi como su eficiencia con
relacion a la produccién de ATP. La eficiencia bioenergética mitocondrial se define
como el ATP producido en las mitocondrias por molécula de nutriente mientras que
la capacidad de sintesis de ATP mitocondrial es la velocidad a la que se produce
ATP por unidad de tiempo. Como adaptacion al exceso de nutrientes, el organismo
activa mecanismos para usar los nutrientes primero de almacenamiento y
posteriormente de “desecho”, lo que da lugar a la generacién de calor. Esta
adaptacion bioenergética implica la remodelacion de la arquitectura mitocondrial,
lo que significa que la funcidn mitocondrial es dependiente también de su
estructura.

El ciclo de vida mitocondrial representa cambios continuos en la morfologia
mitocondrial a través de eventos de fusién y fisidon, al igual que de los procesos de
biogénesis. Estas breves transiciones entre mitocondrias conectadas y separadas
permiten la reorganizaciéon de los componentes mitocondrialesy la eliminacion del
material dafado, manteniendo asi una poblacién mitocondrial sana.

1.3.2.1 Biogénesis mitocondrial

La biogénesis mitocondrial se define como el proceso por el cual las células,
generalmente sanas, aumentan su numero y masa de mitocondrias, e implica la
transcripcién coordinada de determinados genes codificados en el nucleo y en la
mitocondria.

Los marcadores de biogénesis mitocondrial mas relevantes son las copias de ADN
mitocondrial (MtADN), un ratio elevado mtADN:nADN (nuclear) y el nivel de
expresion de genes mitocondriales (Popov, 2020).

Unregulador clave de larespuesta transcripcional termogénica es la proteina PGC-
1a, siendo el eje central de la biogénesis mitocondrial (Figura 1.14). En los
adipocitos marrones, la expresion de esta proteina esta regulada por la exposicidn
al frio, aunque existen otros agentes como el resveratrol o algunos flavonoides que
también la promueven (Popov, 2020). PGC-1a es fosforilada y activada por la
proteina quinasa activada por mitogenos p38 (p38/MAPK) en respuesta a la
sefalizacién B-adrenérgica o a la via de sefalizacién AMPc-PKA (proteina quinasa
A)-p38/MAPK (Cao et al., 2004). Ademas, una vez activada PGC-1aq, coactiva varios
factores de transcripcion como los factores nucleares de respiracion (NRF1/2) que
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favoreceran la expresién del factor de transcripcion mitocondrial A (TFAM) y otras
proteinas mitocondriales involucradas en la termogénesis como UCP-1
(Cardanho-Ramos & Morais, 2021). La activacioén de la via de senalizacién PGC-1a
también esta mediada por el factor de transcripcion de uniéon a elementos de
respuesta a AMPc (CREB), que se une a determinadas secuencias de ADN,
generalmente a los elementos de respuesta a AMPc, y posteriormente regula la
transcripcion de genes (Popov, 2020).
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Figura 1.14 Cascadas de seiializaciéon implicadas en la biogénesis mitocondrial. Los niveles
elevados de Ca?'y AMPc activan diferentes quinasas que pueden fosforilar CREB para promover la
expresion de PGC-1a o fosforilar directamente PGC-1a, conduciendo a su activacién. Una vez
activada, PGC-1a se une a NRF1/2 para promover la expresion de varias proteinas mitocondriales,
incluida TFAM, lo que en ultima instancia resulta en una mayor biogénesis mitocondrial. Adaptado
de Cardanho-Ramos & Morais, 2021.




1.3.2.2 Dinamica mitocondrial

La heterogeneidad de las mitocondrias se conoce desde las primeras
descripciones de estos organulos a mediados del siglo XIX aungue se consideraban
estaticos y aislados. No fue hasta finales del siglo XX cuando se consiguié la
primera fotografia de la arquitectura de una mitocondria aislada, gracias a las
tinciones fluorescentes por marcadores especificos o marcaje proteico (Liesa,
Palacin & Zorzano, 2009).

Actualmente, no cabe duda de que las mitocondrias forman una red compleja,
interconectaday muy dinamica dentro de las células. Esta plasticidad dinamica se
refiere a cambios en la forma del organulo y al movimiento de estos a lo largo del
citoesqueleto. El conjunto de ambos procesos se denomina dinamica
mitocondrial, y esta fuertemente regulada por los eventos de fusién y fisidn
mitocondrial que ocurren secuencialmente en un ciclo repetitivo (Figura 1.15). La
dindmica mitocondrial no sélo varia la morfologia de la mitocondria, sino que
también estd implicada en multiples funciones como la estabilidad del mtADN, la
capacidad respiratoria, la apoptosis y la respuesta al estrés celular. Estos diversos
efectos sugieren que este proceso desempenfa un papel central en el control de
calidad de las mitocondrias.
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Figura 1.15 Esquema general de los procesos de fusion y fisién mitocondrial. Durante la fision,
DRP-1 se recluta en sitios de constriccidon con la ayuda de adaptadores de membrana. Alli se
polimeriza alrededor de la membrana mitocondrial externa y utiliza hidrélisis de GTP para contraer
la mitocondria y provocar su escision. Por otro lado, en la fusién, las mitofusinas (MFN-1/2) se unen
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a las mitocondrias adyacentes por su membrana mitocondrial externa. Después de esto, OPA-1
actla de manera similar para inducir la fusién de la membrana interna, generando asi una Unica
mitocondria. También, es necesaria la hidrdlisis de GTP para la fusion. Adaptado de Yapa et al.,
2021.

1.3.2.2.1 Fusion

Dos mitocondrias adyacentes pueden unirse formando un uUnico organulo
elongado por la accidn de varias proteinas de fusidon. La fusién mitocondrial esta
regulada en mamiferos por 3 GTPasas: Mitofusinas 1 (MFN-1)y 2 (MFN-2), proteinas
transmembrana localizadas en la membrana mitocondrial externa; y el gen de la
atrofia optica 1 (OPA-1), ubicada en la membrana interna y en el espacio
intermembrana (Chan, 2012). MFN-2 también se puede encontrar en el reticulo
endoplasmaticoy en MAMs (de Brito & Scorrano, 2008; Naon et al., 2016).

Este proceso se divide en dos partes: (1) la fusidon de la membrana externa de la
mitocondria, y (2) la fusién de la membrana interna de la mitocondria (Figura 1.15).

Primero, las mitofusinas forman complejos de homo-oligdmeros o hetero-
oligdmeros que promueven la fusion de la membrana externa, donde es necesaria
la hidrélisis de GTP y la cual esta mediada por una region de repeticion heptada en
la region C-terminal (Koshiba et al., 2004). Ademas, se ha propuesto que estas
proteinas pueden adoptar conformaciones permisivas o estrictas para la fusion
dependiendo de las interacciones de unién intramoleculares que se estén
produciendo (Franco et al., 2016).

Posteriormente, OPA-1 procede a la fusion de la membrana interna. OPA-1 esta
unida a la membrana interna mitocondrial por un dominio transmembrana N-
terminal, con la mayor parte expuesta al espacio intermembrana. Esta proteina se
somete a un procesamiento proteolitico parcial antes de ser competente, dando
lugar a una forma transmembrana larga (L-OPA-1) y otra corta y soluble (S-OPA-1).
Esta regulacién post-transcripcional y post-traduccional produce ocho variantes
alternativas en humanos y cuatro en ratones, que también estan mediadas por
escision proteolitica (Ishihara et al., 2006). Este splicing alternativo de OPA-1
genera varias formas L-OPA-1, que son escindidas en diferentes S-OPA-1 por
proteasas mitocondriales especificas: la metaloproteasa de zinc OMA-1 y la
metaloproteasa de zinc dependiente de ATP YME-1L (Anand et al., 2014). Ademas,
OPA-1 regula la forma de las crestas mitocondriales (Gao & Hu, 2021). Por ultimo,
tanto la induccién de la apoptosis como la disipacidn especifica del potencial de
membrana mitocondrial inducen la escision de OPA-1 a isoformas cortas y
provocan la degradacion de las isoformas largas, lo que promueve la
fragmentacion mitocondrial o fision (Duvezin-Caubet et al., 2006).

En general, la accidn coordinada de las mitofusinas y las isoformas largas de OPA-
1 conduce a la elongacion de la red mitocondrial.




1.3.2.2.2 Fisioén

Una mitocondria puede escindirse en dos mas pequenas, generando una
mitocondria con un potencial de membrana alto y otra con un potencial bajo. Esta
ultima puede recuperar su potencial de membrana y fusionarse con otra
mitocondria, o permanecer despolarizada, tras lo cual sera eliminada por
mitofagia, proceso de eliminacién que se explicara en el apartado 1.3.2.3.

El mediador principal de la fisién mitocondrial es la proteina relacionada con la
dinamina 1 (DRP-1), una GTPasa que se recluta en la membrana mitocondrial
externa desde el citosol uniéndose a las proteinas adaptadoras que formaran
estructuras punteadas situadas en los lugares de escision. Estas proteinas
adaptadoras son la proteina homoéloga a la fisiéon 1 (FIS-1), el factor de fisién
mitocondrial (MFF), y las proteinas dinamicas mitocondriales de 49 y 51 kDa
(MiD49/MiD51) (Yapa et al., 2021).

Tras su reclutamiento en la membrana mitocondrial externa por sus adaptadores,
DRP-1 se autopolimeriza alrededor de ella gracias a la hidrélisis de GTP,
consiguiendo constrefir el organulo. Una vez rodeada la mitocondria, DRP-1
efectla la constricciony la posterior ruptura de la membrana mitocondrial externa
(Figura 1.15).

Cabe destacar que la fisién mitocondrial puede ser regulada por numerosos
factores como el reticulo endoplasmico (Friedman et al., 2011), los lisosomas
(Wong, Ysselstein & Krainc, 2018) o el aparato de Golgi (Nagas hima et al., 2020).
Ademas, la actividad de DRP-1 esta modulada por modificaciones post-
traduccionales como la fosforilacién, que generalmente induce su reclutamiento
en la membrana, asi como la sumoilacion.

Tanto la exposicion al frio como la estimulacion adrenérgica en los adipocitos
marrones se traducen en una rapida fragmentacion mitocondrial que precede a la
despolarizacién asociada a la produccion de calor (Wikstrom et al., 2014). Esto
implica la fosforilacion dependiente de PKA de la proteina de fision DRP1 en el
residuo especifico serina-600 (Ser600).

Por otro lado, cuando se fuerza un estado fisionado de las mitocondrias inhibiendo
la maquinaria de fusion, existe un aumento en la susceptibilidad al
desacoplamiento inducido por acidos grasos. Esta reorganizacién mitocondrialy la
liberacion de 4acidos grasos libres actlan en sinergia para facilitar el
desacoplamiento y, por tanto, la produccién de calor. En el tejido adiposo marrén
esto puede representar un mecanismo de seguridad para evitar la pérdida de
nutrientes (Wikstrom et al., 2014).
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1.3.2.3 Mecanismo de control de calidad mitocondrial: Mitofagia

Como se hamencionado previamente, el mantenimiento de una poblacién sana de
mitocondrias esta regulado por la accion de dos fuerzas contrapuestas, por un
lado, la biogénesis mitocondrial y, por otro, la eliminaciéon eficiente de las
mitocondrias dafiadas.

La fusion y fisidon mitocondrial no son suficientes para equilibrar las propiedades
bioenergéticas de la poblacidon sana de mitocondrias, pero si estan conectadas con
el mecanismo de degradacion de mitocondrias disfuncionales. Cuando el niumero
de mitocondrias es excesivo, 0 estan envejecidas, o se vuelven defectuosas, se
activa el proceso de eliminacion de estos organulos principalmente a través de la
autofagia. Este proceso puede ser aleatorio o selectivo, se denomina mitofagia en
el segundo caso. La degradacion mitocondrial puede formar parte de un programa
de autofagia generalizado activado por el estado metabdlico de la célula o puede
darse por la mitofagia, proceso que sélo elimina mitocondrias dafiadas completas
manteniendo asi una poblacidon sana de estos organulos.

Ademas de la mitofagia, existen dos tipos de mecanismos de calidad mitocondrial
(Figura 1.16):

*

«» Estos organulos poseen su propio sistema proteolitico formado por 2
complejos de proteasas de tipo AAA que se encargan de la eliminacion de
proteinas mal plegadas pertenecientes a la membrana interna mitocondrial
(Langer etal., 2001).

++ Existe una via lisosomal en la que las vesiculas surgen de los tubulos

mitocondriales secuestrando diferentes y determinadas regiones

mitocondriales para posteriormente dirigirlos hacia el interior del lisosoma

para su degradacion (Soubannier et al., 2012).

El eje del mecanismo de control de calidad de las mitocondrias se centra en el
evento de fision puesto que genera dos mitocondrias bioenergéticamente
diferentes: una con un potencial de membrana mayor y otra, mas bajo. La
mitocondria hija con un potencial de membrana mas bajo tiene dos opciones: (1)
recuperar su potencialde membranay recuperar la capacidad de reconectarse con
la red o (2) permanecer despolarizada. Si el potencial de membrana no se
restablece durante este ultimo periodo, OPA-1 se degradara. Asi, estas
mitocondrias danadas no podran volver a conectarse con la red al no poder
fusionarse con ninguna otra mitocondriay seran degradadas por mitofagia (Twig et
al., 2008).
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Figura 1.16 Vias principales de control de calidad mitocondrial. Las proteinas de la membrana
mitocondrial mal plegadas pueden degradarse mediante dos complejos de proteasa AAA. Ademas,
las proteinas mitocondriales también pueden degradarse transfiriéndolas a lisosomas a través de
vesiculas que brotan de los tubulos mitocondriales. La tercera via, conocida como mitofagia,
implica la envoltura de una mitocondria dafiada completa dentro de una vesicula de doble
membrana llamada autofagosoma, que se fusionara con un lisosoma degradando su interior.
Adaptado de Ashrafi & Schwarz, 2013.

La principal via de sefalizacion que regula la mitofagia es PINK-1/Parkina (Eiyama
& Okamoto, 2015) (Figura 1.17). PINK-1 es una proteina que contiene una
secuencia N-terminal de direccionamiento mitocondrial (MTS, mitochondrial
targeting sequence), un segmento transmembrana y un dominio serina/treonina
quinasaque le da sufuncién. Por otro lado, Parkina es una E3-ubiquitin ligasa capaz
de formar un intermediario con la ubiquitina a través de un enlace en el centro
activo de la cisteina para transferir posteriormente dicha ubiquitina al sustrato.

En mitocondrias sanas, el nivel de expresién de PINK-1 es bajo pese a tener una
localizacién ubicua. Esta quinasa se transloca parcialmente entre ambas
membranas mitocondriales a través de la translocasa de membrana externa (TOM)
exponiendo asi su region MTS que provocara su activacion dependiendo del
potencial de membrana. Al no haber cambios en el potencial, PINK-1 es eliminada
por la accion de varias peptidasas y proteasas, y del sistema del proteasoma.
Como resultado, Parkina se mantiene inactiva en el citosol.

Cuando el potencial de membrana baja, PINK-1 interactiia con TOM formando un
complejo hetero-oligomérico donde dos moléculas de PINK-1 se dimerizan y se
fosforilan mutuamente para volverse altamente activas. Posteriormente, PINK-1
fosforila Parkina y ubiquitina. La fosforilacién de Parkina implica un cambio
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conformacional de cerrado a abierto en la proteina y promueve su unién a la
ubiquitina fosforilada, volviéndose totalmente activa. Esta Parkina unida a
ubiquitina puede asociarse transitoriamente a las mitocondrias e interactuar con
proteinas sustrato como las mitofusinas (Poole et al., 2010). A su vez, las cadenas
de ubiquitina generadas por Parkina son fosforiladas por PINK-1 para mayor
estabilidad del marcaje y la eliminacién de la mitocondria danada.
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Figura 1.17 Mitofagia mediada por PINK-1/Parkina. (A) PINK-1 se degrada en una mitocondria
sana puesto que no existe ningun cambio de potencial de membrana. (B) Activacion de la via tras la
disminucién del potencial de membrana que indica un dafio en esa mitocondria. PINK-1 se dimeriza
y activa autofosforildndose, lo que favorecera el reclutamiento y activacion de Parkina en la
membrana, que ubiquitinizara la mitocondria dafiada como forma de marcaje para la siguiente
etapa en la cual seré degradada. Adaptado de Eiyama & Okamoto, 2015.

Finalmente, al ser la mitofagia una autofagia especifica de mitocondrias, comienza
la interaccién con el eje de la maquinaria autofagica (Figura 1.18). La proteina
adaptadora p62/SQSTM1 o de unidn a ubiquitina se acumula en las mitocondrias
despolarizadas permitiendo su interaccidon con las mitocondrias marcadas por el
sistema PINK-1/Parkina. Esta proteina funcionara como anclaje entre la
mitocondria y el autofagosoma naciente a través de su unién con la forma lipidada
de LC3B (Ashrafi & Schwarz, 2013). El autofagosoma se define como un
compartimento de doble membrana lipidica que engloba determinada carga para
después eliminarla al fusionarse con el lisosoma. No obstante, otras proteinas
como la optineurina (OPTN) o NDP52 pueden actuar como adaptadores
autofagicos. Como resultado, la mitocondria dahada situada en el interior del
autofagosoma, estructura denominada mitofagosoma, se unira al lisosoma para
que sea degradado.




Figura 1.18 Mecanismo de degradacion comun entre la mitofagia y autofagia. Una vez marcada
la mitocondria, las ubiquitinas fosforiladas por Parkina interaccionan con el adaptor autofagico p62,
que a su vez se unird a la forma lipidada de LC3B anclada en la membrana de lo que sera el
autofagosoma cuando rodee la mitocondria dafiada. El mitofagosoma formado se fusionara con un
lisosoma para su degradacion. Adaptado de Moyzis, Sadoshima & Gustafsson, 2018.

Ademas de este mecanismo, se ha descrito una via mitofagica independiente de
PINK-1/Parkina mediada por los receptores mitocondriales relacionados con BCL-
2: la proteina 3 de interaccion con Bcl2 y proteinas de adenovirus E1B de 19kDa
(BNIP3) y la proteina X de tipo Nip-3 (NIX), conocidas por promover la activacion de
la muerte celular (Moyzis, Sadoshima & Gustafsson, 2018). Tanto BNIP3 como NIX
se localizan en la membrana mitocondrial externa, donde actian como receptores
directos de LC3B anclado a los autofagosomas, y suelen activarse en situaciones
de hipoxia por accién de HIF-1a (Zhang et al., 2008).

Pese a que las vias BNIP3/NIXy PINK1/Parkin desempefan funciones parecidas en
la mitofagia, las senales que activan ambas vias parecen ser diferentes. Mientras
que la mitofagia mediada por Parkin requiere la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial, BNIP3 promueve la mitofagia incluso cuando las mitocondrias
conservan su potencial de membrana (Rikka et al., 2011). Aunque los ultimos
estudios parecen indicar una posible coordinacion entre BNIP3/NIX y las vias
PINK1/Parkin para mantener una poblacion sana de mitocondrias, es necesario
investigar el papely la regulacién de esta posible interaccion.

La mitofagia puede activarse por diferentes estimulos que conllevan estrés celular.

Ante una situacién de estrés energético, la activacion de AMPK provoca la
fosforilacion de ULK-1y ULK-2, proteinas quinasas de mamiferos ortologas del gen
de la autofagia ATG1. La forma activa de estas proteinas promueve la autofagia,
incluida la degradacion de mitocondrias. La AMPK también inhibe la via mTORC1,
promotora del crecimiento, que normalmente inhibe la funcion de ULK (Egan et al.,
2011). Estos mecanismos interrelacionados vinculan el estado nutricional de la
célula con la mitofagia.

Otro estimulo interesante para el mantenimiento de la poblacién sana de
mitocondrias en el tejido adiposo marrén es el frio (Lu et al., 2018). Durante esta
situacion en la que el tejido tiene que adaptarse y predomina el desacoplamiento
de la respiracion mitocondrial, la mitofagia se ve favorecida al igual que la
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biogénesis mitocondrial para renovar las mitocondrias dafadas y conseguir un
equilibrio entre ambos procesos.

1.3.3 Modulacion del balance mitocondrial por disponibilidad
de nutrientes y su relacion con el estado energético

Como se ha explicado previamente, el tejido adiposo marrén es el tejido
termogénico por excelencia debido a su alto nimero de mitocondrias. Esto supone
un gran interés en el papel de los mecanismos de calidad mitocondrial, tanto la
dinamica mitocondrial como la biogénesis y mitofagia, durante la termogénesis
adaptativa. Este ciclo mitocondrial esta regulado por la disponibilidad energética,
donde los nutrientes disponibles modulan la eficiencia bioenergética de los
adipocitos marrones. Por ello, es importante conocer la situacién mitocondrial
para saber el estado energético de la célula (Figura 1.19). Asi, un acumulo de
mitocondrias dafadas derivara en una disfuncién del tejido mientras que el
mantenimiento de la poblacién mitocondrial sana conllevara una adaptacion
bioenergética favorable frente a diferentes situaciones nutricionales.

De ese modo, el exceso de nutrientes, como sucede en la obesidad, conduce a la
inhibicidon de la fusién mitocondrial, dando lugar a la escisién de estos organulos y
a un ciclo incompleto de fusidn, fision y autofagia, lo que aumenta la
heterogeneidad mitocondrial subcelular (Wikstrom et al., 2007). En esta situacion
en la que la mitofagia se ve afectada, cabria esperar que la masa mitocondrial
disminuyera puesto que la poblacién estaria compuesta mayoritariamente por
mitocondrias pequefias y despolarizadas, por lo que el mantenimiento de la salud
mitocondrial sélo requeriria la estimulacidon de la biogénesis mitocondrial. Sin
embargo, el exceso de nutrientes puede perjudicar el flujo autofagico al inhibir los
lisosomas, necesarios en la ultima etapa de degradacidn selectiva (Las et al.,
2011). Como consecuencia, y particularmente cuando la alimentacién es alta en
grasas, el estado fisionado de las mitocondrias y las elevadas tasas respiratorias
pueden provocar dafnos en los mecanismos que afectan a la maquinaria
autofagica. Esto provocaria una acumulacién de mitocondrias disfuncionales y un
aumento de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que puede
afectar incluso a la sintesis de nuevas mitocondrias.

Por el lado contrario, el ayuno o el ambiente reducido en nutrientes conlleva un
cambio de la dinamica que homogeneizara la poblaciéon mitocondrial, impidiendo
la fragmentacion y, de esta manera, la formacion del pool preautofagico y la
eliminacion de los componentes danados por mitofagia. La forma elongada de las
mitocondrias que se ve favorecida en el ayuno aumenta la produccion de ATP. En
este estado, las mitocondrias se mantienen protegidas de la autofagia inducida por
la deprivaciény aumentan el niumero de crestas, lo que favorece la dimerizacidon de
ATP sintasa que conducira a una mayor actividad de esta (Liesa & Shirihai, 2013).

En este contexto, es probable que la restriccidn caldrica, o los ciclos adecuados de
alimentacidon/ayuno, promueva una adaptacion bioenergética y un cambio en la




dinamica mitocondrial que permitan que los mecanismos de control de calidad

mitocondrial sean mas eficientes (Liesa & Shirihai, 2013).
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Figura 1.19 Estado energético de las mitocondrias dependiendo de la disponibilidad de
nutrientes. La plasticidad mitocondrial mejora la adaptacién energética frente a diferentes
situaciones nutricionales. En un ambiente rico en nutrientes, la fision se ve favorecida lo que
producirda mas dafo mitocondrial, mientras que en un estado de ayuno sera la forma elongada de
las mitocondrias la que se ve beneficiada, lo que producira mayor cantidad de ATP. Adaptado de

Liesa & Shirihai, 2013.
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1.4 EL TEJIDO ADIPOSO MARRON COMO TERAPIA
CONTRA LA OBESIDAD

Durante los ultimos afos, los estudios donde se plantea la estimulacion de la
generacion de calor por parte del tejido adiposo marrén como una terapia frente a
la obesidad eficaz son cada vez mas numerosos. La obesidad ocurre cuando
aparece un desequilibrio entre la energia asimilada y el gasto energético, y puede
ser reducida modificando un lado de la ecuacion del balance energético.

Como se ha mencionado previamente, la actividad del tejido adiposo marrén esta
inversamente relacionada con el IMC y la edad, siendo menor en IMC>30 kg/m?y
en personas de avanzada edad. Ademas, el incremento de la captacion de glucosa
por la grasa parda en pacientes con obesidad tras una prolongada exposicidn alfrio
podria mejorar la homeostasis glucidica y prevenir la resistencia a la insulina.

La prueba de que los aumentos en la tasa metabdlica pueden mejorar la obesidad
en humanos derivan del ensayo clinico con el compuesto desacoplante
dinitrofenol (DNP) en la era de los afios 1930 (Tainter, Cutting & Stockton, 1934). El
DNP provoca un desacoplamiento de la sintesis de ATP en la respiracion
mitocondrial al facilitar la fuga de H* a través de las membranas internas
mitocondriales. A pesar de que los pacientes perdian pesoy sentian calor, también
padecian problemas cardiacos y cataratas, e incluso varios pacientes murieron
debido a la ingestion de dicha molécula.

Los primeros farmacos utilizados en la activacién del tejido adiposo marrén fueron
los agonistas de los receptores B3-adrenérgicos. El principal inconveniente de
estos farmacos es que pueden ocasionar efectos adversos a nivel cardiovascular
(Yen & Ewald, 2012). Se ha demostrado que la administracion oral de un agonista
selectivo de los receptores (B3-adrenérgicos, llamado Mirabegron, estimula la
captacion de glucosa en los depdsitos de tejido adiposo marrén y eleva la tasa
metabdlica basal cuando se administra a humanos adultos sanos (Cypess AM et
al., 2015). No obstante, en pacientes con obesidad, estos tipos de agonistas
poseen una minima eficacia debido a un defecto en la senalizacidon de estos
receptores y/o al desarrollo de resistencia a estos agonistas en el tejido adiposo.

Gracias a estas investigaciones, en los ultimos afnos se han estudiado diferentes
moléculas y técnicas para la activacién del tejido adiposo marrén en la mejora de
la obesidad: compuestos de origen vegetal como el resveratrol o la capsaicina,
suplementos alimenticios, variaciones en las dietas como la restriccion de
aminoacidos, cambios en la microbiota, trasplantes de tejido adiposo marrén, asi
como el uso de adipoquinas circulantes como FGF-21, BMPs o la irisina ya que
pueden promover el browning del tejido adiposo blanco.

Actualmente, no existen tratamientos médicos eficaces contra la obesidad que
mantengan la pérdida de peso por un periodo prolongado de tiempo, por lo que, si
se demuestra la eficacia de la activacion del tejido adiposo marrén en humanos




para una fraccion significativa de pacientes con esta patologia, podria representar
un gran avance farmacéutico.

Por todo esto, es de vital importancia profundizar en el estudio de la obesidad, asi
como en la generacién de nuevas terapias con diferentes dianas farmacoldgicas
gue consigan mantener la pérdida de peso a largo plazo.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

“El objetivo de la ciencia es descubrir e iluminar la verdad.”
Rachel Carson

Bidloga marina






2.1 HIPOTESIS

La obesidad es un problema sanitario que tiene caracter pandémico y con
complicaciones tales como el sindrome metabdlico y la diabetes, ademas de otras
enfermedades como el higado graso no alcohdlico, cancer o trastornos mentales
(OMS, 2022). Como se ha descrito previamente, el tejido adiposo marrén es
protagonista en la regulacion de la adiposidad y el peso corporal a través de la
termogénesis sin tiriteo (TST) o termogénesis adaptativa (Cannon & Nedergaard,
2004). Su papel en el adulto fue desconsiderado durante varios afios a pesar de
haberse descrito en las primeras etapas de la infancia creyéndose que este tejido
desaparecia con la edad. No obstante, gracias a lairrupcion de los estudios PET-CT,
se ha demostrado que este tejido esta presente y es funcional en los adultos
humanos (Nedergaard, Bengtsson & Cannon, 2007). Ademas, en los ultimos afos
se ha establecido una correlacién inversa entre el IMC y la presencia de depdsitos
de grasa marréon (Cypess et al., 2009). Por ello, la activacion del gasto energético a
través del tejido adiposo marrén se ha convertido en objetivo de estudio para la
busqueda de nuevas terapias contra la obesidad.

Por otro lado, se ha descrito que la mitocondria juega un papel central en la
bioenergética de las células eucaridticas, siendo clave en la termogénesis
adaptativa (Spiegelman & Flier, 2001). Tradicionalmente, la termogénesis del tejido
adiposo marrén se ha basado en la expresidn de la proteina desacoplante UCP-1
en la cadena respiratoria mitocondrial puesto que actla sobre el gradiente protén-
motriz implicado en la generacion de energia (Golozoubova et al., 2001). Debido a
la presencia de UCP-1, este gradiente se vera afectado ya que los protones no
circularan a través de la ATP-sintasa sino que pasaran a través del canal generado
por UCP-1 produciendo la disipacidon de calor durante el proceso (Sakers et al.,
2022). Sin embargo, actualmente se conoce que la dinamica mitocondrial,
descrita como el equilibrio dinamico entre varios procesos implicados en la
plasticidad mitocondrial, participa activamente en la amplificacion del gasto
energético. Durante la adaptacion a situaciones de restriccion caldrica, la fusion
mitocondrial (unién entre dos mitocondrias) se ve favorecida; mientras que el
exceso de nutrientes promueve la fisién (escisién de una mitocondria en dos) (Liesa
& Shirihai, 2013).

Es necesaria una poblacion mitocondrial sana para mantener las propiedades
bioenergéticas del tejido adiposo marrén. Debido a que la dindmica mitocondrial
no es suficiente para esta mision, otros dos procesos se ven implicados en la
regulacion de la funciéon mitocondrial: biogénesis, generacion de nuevas
mitocondrias (Popov, 2020), y mitofagia, degradacion de mitocondrias dafadas,
envejecidas o defectuosas (Eiyama & Okamoto, 2015).

No obstante, la contribucién tanto de la dinamica mitocondrial como de los
mecanismos de control de la integridad mitocondrial, durante la termogénesis
adaptativa dirigida por el tejido adiposo marrén, es casi desconocida.
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Por ello, la hipétesis con la que se ha trabajado durante esta tesis doctoral ha sido:

“La dinamica mitocondrial, ademas de desempefAar su funcion sobre la plasticidad
de las mitocondrias, contribuye en la termogénesis adaptativa de ratones mediante
la generacion de calor durante el proceso de fision mitocondrial, con el
consiguiente aumento del gasto energético tisular.”

2.2 OBIJETIVOS

Por tanto, y teniendo en consideracidon esta hipétesis, se concreté como objetivo
general de esta tesis doctoral comprender el papel de la inhibicién de la fusién
mitocondrial sobre la termogénesis de la grasa parda inducida por frio y su impacto
en las células residentes en la grasa blanca.

Para conseguir dicho objetivo, se especificaron varios:

OBJETIVO 1: Valoracion del efecto de la dinamica mitocondrial y mitofagia en
la capacidad termogénica de ratones carentes del receptor de IGF-1 en el
tejido adiposo marron.

Para llevar a cabo este objetivo, se utiliz6 un modelo animal de ratén carente del
receptor de IGF-1R (IGF-1R) especificamente en el tejido adiposo marrén (BAT)
denominado modelo BATIGF1RKO y previamente generado en nuestro laboratorio.
La delecién de IGF-1R resulté en una leve disfuncién termogénica durante la
primera mitad de la exposicion al frio en este modelo murino, destacando asi la
importancia fundamental de este receptor en la preservacion de la capacidad
termogénica (Viana-Huete et al., 2016). Este modelo animal fue seleccionado para
investigar posibles mecanismos compensatorios activados especificamente en el
tejido adiposo marrén como respuesta a la carencia de este receptor, por lo que se
usé para:

» Caracterizar parametros glucémicos y adiposidad, asi como el peso
corporal.

» Evaluar el papel de la dindmica mitocondrial en situacién basal y tras la
exposicion al frio, asi como la activacién del mecanismo termogénico, la
biogénesis mitocondrial y la mitofagia.

» Analizar la respiracion mitocondrial durante la termogénesis adaptativay en
qué grado es dependiente de la accion de UCP-1.

» Profundizaren la plasticidad mitocondrial valorando la estructuray el estado
mitocondrial.

» Estudiar el mecanismo de control mitocondrial mitofagia en la termogénesis
adaptativa tras la administracion de cloroquina.

» Determinar el proceso de browning en este modelo animal tras la activacion
de la termogénesis adaptativa.




OBJETIVO 2: Estudio de la contribucion de la fusion mitocondrial en la
termogénesis adaptativa.

Para la consecucion de este objetivo, se desarrollaron dos nuevos modelos
animales de ratdn: uno carente de la proteina de fusién mitocondrial interna OPA-1
especificamente en el tejido adiposo marrén (BAT) y que se denomind modelo
BATOPA1KO; y otro carente de la de fusion mitocondrial externa MFN-1
especificamente en el tejido adiposo marréon (BAT) y que se denominé modelo
BATMFN1KO. Estos modelo se emplearon para:

» Estudiar si la inhibicidn de la fusién mitocondrial incrementa los procesos
de fisiobn mitocondrial dando como resultado una amplificacion de la
capacidad termogénica en ratones.

» Analizar la activacion de mecanismos compensatorios por células
residentes deltejido adiposo blanco que han sufrido un proceso de browning
(células beige).

OBJETIVO 3: Evaluacion de diferentes compuestos desacoplantes
mitocondriales (FCCP y DNP) como nuevos activadores sugeridos de UCP-1.

Para alcanzar este objetivo, se utilizé el modelo genérico UCP-1 KO previamente
generado en el laboratorio de los profesores Jan Nedergaard y Barbara Cannon del
Instituto Wenner-Gren (Estocolmo, Suecia). Este modelo se utilizé para:

» Buscar nuevos activadores del mecanismo termogénico mediante UCP-1
que previamente fueron descritos como desacoplantes de la cadena
respiratoria mitocondrial.

» Valorar en qué grado dependen de la accién de UCP-1y cémo afectan a la
respiracion maxima mitocondrial.

» Estudiar el efecto del desacoplamiento mitocondrial en el potencial de
membrana.

» Analizar la accion de la metil-B-ciclodextrina (MBCD) en la respiracién
mitocondrial.
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MATERIALES Y
METODOS

“Hay una gran desconexion
entre lo que se ha demostrado cientificamente
y lo que la gran mayoria de la gente cree.”

Lynn Margulis

Biologa evolutiva






3.1 EXPERIMENTACION CON ANIMALES

3.1.1 Trabajo con modelos animales

Para el desarrollo de esta tesis se emplearon diferentes modelos murinos (Mus
musculus), todos ellos con un background genético mixto 129/Sv y C57BL/6J. En
primer lugar, se utilizé un modelo de ratén carente del IGF-1R especificamente en
eltejido adiposo marrén (BAT) al que se denominé modelo BATIGF1RKO, y que fue
previamente generado en el laboratorio (Viana-Huete et al., 2016). A continuacion,
gracias a la colaboracion del Prof. Dr. Antonio Zorzano del IRB de Barcelona, se
generaron dos modelos murinos carentes de diferentes proteinas de fusién
especificamente en el tejido adiposo marrdn (BAT): la proteina de fusion interna
OPA-1, denominado modelo BATOPA1KO; y la proteina de fusién externa MFN-1,
denominado modelo BATMFN1KO.

En los tres casos, la generacion de dichos animales tuvo lugar utilizando la
tecnologia Cre-recombinasa derivado del bacteriéfago P1. Este sistema permite la
escision de regiones del genoma flanqueadas por secuencias LoxP gracias a la
accion de la Cre-recombinasa, enzima que puede ser expresada bajo promotores
especificos de tejido, eliminando regiones génicas tejido-especificas. Puesto que
este trabajo se centra en el papel de la dindmica mitocondrial en el tejido adiposo
marrén, la Cre-recombinasa se mantuvo bajo el promotor especifico UCP-1 (UCP-
Cre) ya que esta proteina sdlo se expresa en los adipocitos termogénicos (Guerra
et al. 2001) (Figura 3.1). Todos los modelos se generaron mediante el cruce de
animales machos Igf1r o Opa1 o Mfn1 LoxP/LoxP, Ucp1-Cre -/- con hembras Igf1r o
Opa1l o Mfn1 LoxP/LoxP, Ucp1-Cre +/- obteniéndose un 50% de animales control
Igf1r o Opal o Mfn1 LoxP/LoxP, Ucp1-Cre -/- y un 50% de ratones Igf1r o Opal o
Mfn1 LoxP/LoxP, Ucp1-Cre +/-, o lo que es igual, los modelos BATIGF1RKO,
BATOPA1KO y BATMFN1KO, respectivamente.

3 Cre-recombinase Cre-recombinase
e
A i
iBAT LoxP Gene of interest LoxP
\ |
» - \ !
‘ Gene of interest ‘ o
UCP-Cre Gene of
recombinase én{er.eSt
t
L —

Figura 3.1 Tecnologia Cre-recombinasa tejido-especifica de BAT mediante el uso del promotor
UCP-1 para la generacion de los modelos murinos utilizados en esta tesis doctoral.

En todos los estudios s6lo se han empleado ratones macho puesto que los
estrogenos estan implicados en la regulacién del 6rgano adiposo (Steiner & Berry,
2022). Fueron mantenidos en condiciones estandar de luz (ciclos luz/oscuridad de
12 horas), temperatura (23,3°C) y humedad (65,1%), y con alimentacién y bebida
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ad libitum desde el destete realizado aproximadamente a los 21 dias. El estado
microbiolégico de los animales fue controlado sanitariamente siguiendo los
criterios de FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science
Associations) y no se reveld la presencia de patdgenos. El estado de salud de los
animales se controlé rutinariamente mediante analisis en animales centinelas.
Todas las manipulaciones con animales se realizaron de acuerdo con las normas
establecidas por la Directiva Europea 2010/63/UE y el Comité Etico de la
Universidad Complutense de Madrid, bajo el PROEX con referencia 126/17 y
certificado CAP-202.3-21 de la Comunidad de Madrid.

Por otro lado, durante la estancia predoctoral en el Instituto Wenner-Gren de la
Universidad de Estocolmo, se utilizaron ratones con un background genético
129/Sv pertenecientes almodelo genérico UCP1-KO. Los animales WTy KO fueron
previamente generados segun Enerback et al., 1997, y fueron mantenidos en
condiciones estandar de luz (ciclos luz/oscuridad de 12 horas), temperatura (24 °C)
y humedad (65,1%), con alimentacidén y bebida ad libitum desde el destete
realizado aproximadamente a los 21 dias. La semana anterior al sacrificio, se
mantuvieron en las mismas condiciones pero a una temperatura correspondiente
a 21 °C. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica Animal de la region de
Estocolmo Norte en el protocolo 302/11, siguiendo las directrices FELASA y la
Directiva Europea 2010/63/UE.

3.1.2 Diseno experimental de los modelos animales
3.1.2.1 Modelo BATIGF1RKO

Paraelestudio del papelde ladinamica mitocondrialen latermogénesis adaptativa
en el modelo BATIGF1RKO, se planted un primer experimento de exposicion al frio
(apartado 3.1.4.3) con ratones macho de 3 meses de edad a los que, tras 3 dias en
termoneutralidad (30°C), se les puso a 4°C durante 12 horas.

Para la evaluacién de la mitofagia en el mismo modelo murino se utilizaron ratones
macho de 3 meses de edad a los que se les administré intraperitonealmente una
dosis de 60 mg/kg/dia de cloroquina (apartado 3.7.3) durante el periodo en
termoneutralidad (3 dias a 30°C) para posteriormente mantenerlos durante 12
horas a 4°C.

Todo este disefio experimental queda recogido en la Figura 3.2. Todos los grupos
knock-out planteados conllevaron la agrupacion de animales LoxP/LoxP bajo las
mismas condiciones de estudio.




30°C 42C
|

} Birth (thermoneutrality) (cold-challenge)
| |
| | |
3 3days - Sacrifice

BATIGF1RKO

B
BATIGF1RKO Cloroquine treatment (CQ) 12 hour 4 2C Sacrifice
3 months old during 3 days 30 °C (30 mg/kg/12 hours)

Figura 3.2 Disefos experimentales en el modelo BATIGF1RKO. (A) Exposicion al frio y (B)
impedimento de la autofagia.

3.1.2.2 Modelo BATOPA1KO

En primer lugar, se evalué el efecto de la delecion de OPA-1 especificamente en
BAT en la termogénesis adaptativa mediante la exposicién al frio (apartado
3.1.4.3), mismo proceso que el utilizado en el modelo BATIGF1RKO (apartado
3.1.2.1) pero en este caso los animales macho eran de 5 meses de edad.

Posteriormente, se realizé otro grupo experimental junto con su grupo control,
también de 5 meses de edad, para el andlisis de la dinamica mitocondrial en el
modelo BATOPA1KO en una situaciéon de termogénesis prolongada. Para ello, se
administré 1 mg/kg/dia del B3-adrenérgico CL-316243 (apartado 3.7.3) durante 14
dias a los ratones antes del sacrificio.

Todo este disefo experimental queda recogido en la Figura 3.3. Todos los grupos
knock-out planteados conllevaron la agrupacion de animales LoxP/LoxP bajo las
mismas condiciones de estudio.

A

30°C 4°C

& Birth (thermoneutrality) (cold-challenge)
| | |
I | !
20 weeks TECTIT] e Sacrifice

BATOPA1KO

B
BATOPA1KO B3-adrenergic treatment (CL-316243) Sacrifice
5 months old during 14 days (1 mg/kg/day)

Figura 3.3 Disefios experimentales en el modelo BATOPA1KO. (A) Exposicion al frio y (B)
termogénesis prolongada activa via farmacoldgica.
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3.1.2.3 Modelo BATMFN1KO

Para el estudio de la delecién de MFN-1 en BAT durante la activacién de la
termogénesis adaptativa se realizd el experimento de exposicién al frio (apartado
3.1.4.3) con ratones macho de 5 meses de edad a los que, tras 3 dias en
termoneutralidad (30°C), se les puso a 4°C durante 12 horas. Este disefno
experimental queda recogido en la Figura 3.4. El grupos knock-out planteado
conllevd la agrupacién de animales LoxP/LoxP bajo las mismas condiciones de
estudio.

A

30°C 4°C

& Birth (thermoneutrality) (cold-challenge)
! [ |
| | |
20 weeks 3 days  [EIZHN # Sacrifice

BATMFN1KO

Figura 3.4 Disefo experimental en el modelo BATMFN1KO. (A) Exposicién al frio (4°C) durante 12
horas.

3.1.2.4 Modelo UCP1-KO

El modelo genérico UCP1-KO fue utilizado para la evaluacién de la dependencia de
UCP-1 de diferentes desacoplantes mitocondriales. Para ello, se usaron animales
de 7-9 semanas de edad que se trasladaron a la zona de experimentacion del
animalario perteneciente al Instituto Wenner-Gren de la Universidad de Estocolmo
cuya temperatura ambiental era de 21°C durante la semana previa al experimento.
Tras el sacrificio, se aislaron las mitocondrias de los compartimentos
interescapular, subescapular y supraclavicular de grasa parda (apartado 3.2.2.1)
paralarespirometria de estos organulos. Este disefio experimental queda recogido
en la Figura 3.5. El grupos knock-out planteado conllevé la agrupacién de animales
WT bajo las mismas condiciones de estudio.

A

} Birth ZITC
1
! !
7 [ 7-9 weeks: | Iweeks | - Sacrifice - » - %

UCP1-KO

Figura 3.5 Disefio experimental en el modelo UCP1-KO. (A) Aislamiento mitocondrial del BAT.




3.1.3 Caracterizacion genética y proteica de los modelos
animales

La caracterizacion genética de ratones animales se realizé con el ADN extraido de
las colas. Para la extraccion de ADN se utilizé el kit Wizard® SV Genomic DNA
Purification System (Promega). Las colas de los ratones se incubaron con 275 plde
una mezcla de digestion: 200 pyl de tampon de lisis, EDTA (100 mM, pH 8,0),
proteinasa K (20 mg/ml) y RNAsa A (4 mg/ml) a 55°C durante la noche. Después de
la centrifugacion (13000 rpm, 4°C, 3 minutos), se recolectd la fraccidon superiory se
precipité el ADN con la adicién de 600 pl de etanol absoluto y centrifugaciéon (13000
rpm, 4°C, 1 minutos), tres veces mas. El precipitado se secd durante 5 minutos y
posteriormente se resuspendié en 300 plde H,O libre de nucleasas. Los cebadores
utilizados para la caracterizacién genética de los modelos animales se describen a
continuacién (Tabla 3.1):

Gen Secuencia Producto Condlc'lones
(Tm y ciclos)
Igf1r S: 5’-CCGCTGCTGGACCACAAATC-3’ WT =250 pb 60°C
(exon 3) AS: 5’-CTTCATCGCCGCAGACTTTG-3’ LoxP/LoxP IGF-1R =310 pb 34 ciclos
Opat S: 5’-ATTGTCTGATGGCAGTGGTG-3’ WT = 850 pb 60°C
AS: 5-TTCTGTGCACACTGGTGTCC-3’ LoxP/LoxP OPA-1=1100 pb 35 ciclos
Mfn1 S: 5’-TTGGTAATCTTTAGCGGTGCTC-3’ WT =350 pb 66°C
AS: 5’-AGCAGTTGGTTGTGTGACCA-3’ LoxP/LoxP MFN-1 =450 pb 40 ciclos
S: 5’-GTCTGCACTGGCACTACCTA-3’
Ucp1-Cre | AS:5GGAGAAGCCTCATCAATGTCA-3’ c";’;;éﬁg ‘;2 3 fg;ﬁ)s
AS(Cre): 5’CCATCGCTCGACCAGTTTAGT-3’

Tabla 3.1 Cebadores utilizados para el genotipado de los modelos animales.

Se realizé una PCR utilizando el ADN extraido de las colas. Se mezcld 1 pl de ADN
con 25 pl de un tampédn especifico (Tris-HClL 75 mM, MgCl, 2 mM, KCL 50 mM,
(NH4)>.S0O, 20 mM, pH 9,0), 0,2 ul de los cebadores (cada uno), dNTP 0,2 mM (cada
uno) y 1 U de ADN polimerasa. Se utilizé un termociclador Veriti de 96 pocillos
(Applied Biosystems) para PCRy el producto obtenido se mezclé con el tampdn de
carga [Tris-HCL, 1,7 mM, azul de bromofenol 0,005 % (p/v), xilano cianol 0,005 %
(p/v), glicerol 10 % (v/v), EDTA 10 mM, pH 7,6]y se cargd en un gel de agarosa 1,5-3
% (p/v) en TAE (Tris-HCl 40 mM, acido acético 20 mM y EDTA 1 mM, pH 8,0),
suplementado con GelRed (Biotium®) después de la fusion de agarosa. La
electroforesis se realizd en tampdén TAE y se us6 Phi-X174/Haelll (Promega) como
marcador de ADN. El resultado se visualizé a través de un transiluminador UV y las
imagenes se tomaron con una camara CCD (dispositivo acoplado cargado),
ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad®).

Ademas, se realizé una verificacién proteica mediante la técnica Western Blot
posteriormente descrita en el apartado 3.2.2.2. Las imagenes representativas de
PCRy Western Blot quedan recogidas en la Figura 3.6.
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Figura 3.6 Ejemplo representativo de los resultados de las PCR y western blots obtenidas para
genotipar a los modelos (A) BATIGF1RKO, (B) BATOPA1KO, (C) PCR de BATMFN1KO y (D) PCR de
Ucp1-Cre, herramienta necesaria para la delecion de la region floxeada.

3.1.4
3.1.4.1

Técnicas empleadas en los modelos animales

Prueba de tolerancia a la glucosa (GTT)

La prueba de tolerancia a la glucosa (GTT) se empled para determinar la velocidad
de aclaramiento de la glucosa plasmatica. La prueba se realiz6 previo ayuno de los
ratones durante toda la noche y se tomd una pequeha muestra de sangre para la
medida de la glucemia basal mediante un glucémetro Accu-Chek® Aviva (Roche®),
antes de lainyeccionintraperitoneal de 2 g de glucosa por kg de peso corporal. Esta
medida se considerd como tiempo cero y la glucemia se midié nuevamente a los
30, 60, 90y 120 minutos.

3.1.4.2 Prueba de tolerancia a la insulina (ITT)

Para estudiar la tolerancia de los ratones a la accién de la insulina se llevd a cabo
la prueba de tolerancia a la insulina (ITT). Esta prueba da una idea de la capacidad
del organismo de responder a la administracion de insulina, observando en los
animales tolerantes una reduccion de la concentracién de glucosa en sangre que
se va recuperando durante el transcurso de esta.

La prueba se realizé en ratones alimentados ad libitum; después de medir la
glucemia basal, se inyectd 1 U de insulina humana (Novo Nordisk®) por kg de peso
corporal y se tomoé la medida de la glucemia a los 15, 30 y 60 minutos usando un
glucometro Accu-Chek® Aviva (Roche). Los resultados se expresaron como el
porcentaje de la concentracién inicial de glucosa en sangre.




3.1.4.3 Experimento de exposicion al frio

Lafinalidad de este ensayo es estudiar la capacidad termogénica del tejido adiposo
marrén de los modelos animales utilizados en esta tesis doctoral. Previamente al
ensayo, los animales fueron puestos en termoneutralidad (30 °C) durante tres dias.
Este paso previo debe realizarse siempre que se quiera estudiar la termogénesis,
puesto que bajo las condiciones de temperatura habituales del animalario (23 °C)
la proteina UCP-1 se encuentra activa, dando lugar a resultados del ensayo e
interpretaciones erréneos. Tras el periodo de termoneutralidad, se tomod la
temperatura basal de los animalesy, posteriormente, fueron expuestos durante 12
horas a temperaturas de entre 2 y 4 °C. Durante este tiempo se midié la
temperatura rectal, denominada temperatura corporal a lo largo de este trabajo,
utilizando un termémetro con sonda rectal incorporada (BIO-9882 Dual Input
Thermometer de Bioseb, Vitrolles, Francia). Todos los experimentos se
comenzaron a la misma hora de la manana (8 am), salvo los de respiracion
mitocondrial cuyo comienzo tuvo lugar a las 22 pm, siempre con disposiciéon de
alimento y bebida ad libitum. Los animales cuya temperatura bajaba de los 31°C
fueron sacrificados antes de acabar la exposicién al frio siguiendo la normativa
ética de la Universidad Complutense de Madrid y bajo el PROEX con referencia
126/17.

3.1.4.4 Sacrificio de los animales de experimentacion

Los animales empleados para la realizacién de esta tesis fueron sacrificados en
condiciones de alimentacion tras la exposicion al frio o el mantenimiento en
termoneutralidad, asi como tras el tratamiento con CL-316243. El método general
de sacrificio se basd en una exposicion a concentraciones superiores a 60% de
dioxido de carbono (anhidrido carbdnico), puesto que actla como un agente
anestésico y produce rapidamente la perdida de consciencia, y tras comprobar la
ausencia de reflejo podal, se desinfectaron con etanol al 70% (v/v). Para el modelo
UCP1-KO se realizo otro procedimiento de eutanasia basado en la dislocacion
cervical, previa anestesia por 30% de anhidrido carbdnico, seguidamente de la
decapitacion del animal. En todos los modelos animales se realizé una incisién en
forma de "V" desde el abdomen inferior extendiéndose hacia las porciones
laterales del diafragma, con objeto de exponer todos los érganos de la cavidad
peritoneal. Los tejidos seleccionados en este estudio fueron: iBAT, iWAT, eWAT,
mWAT, rWAT y otros compartimentos de BAT como subescapular (subBAT) y
supraclavicular (supraBAT).

Los d6rganos extraidos se pesaron y ciertos fragmentos en algunos casos se
depositaron en una solucion de formalina 10% para incluirlos posteriormente en
parafina (apartado 3.3.1.1) y realizar las tinciones oportunas (apartado 3.3.2), o en
optimum cutting temperature (OCT) Mounting Media (VWR Chemicals BDH®) para
la tincion de contenido lipidico de Qil-Red O (apartado 3.3.2.3), o se almacenaron
el suero salino para su posterior preparacion para microscopia electronica
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(apartado 3.4.2). ELOCT permite lainclusién de la biopsia sin fijacidn previa, ya que
a esa temperatura se detienen los procesos post mortem del espécimeny la hace
apta para estudios de lipidos, enzimaticos e inmunohistoquimicos. Por otro lado,
en caso de no emplear inmediatamente los tejidos, se congelaron directamente en
nitrogeno liquido para ser almacenados a -80 °C hasta su posterior utilizacion.

3.2 TECNICAS MOLECULARES

3.2.1 Analisis de expresion de proteinas
3.2.1.1 Obtencidon y cuantificacion de extractos proteicos

Las muestras de tejido se descongelaron a temperatura ambiente y se
homogeneizaron en una proporcion de 0,04-0,05 mg de tejido por 400-500 pl de
tampén de lisis [Nonidet-P40 1 % (v/v), Tris-HCL 50 mM, EDTA 5 mM, EGTA 5 mM,
NaCl 150 mM, NaF 20 mM, pH 7,5] al que se anadio previamente PMSF 1 mM,
aprotinina 10 pg/mly leupeptina 2 pg/ml. El lisado se transfirio a tubos eppendorfy
después se centrifugd (15 minutos, 15000 ga 4 °C). Se recogid el sobrenadante con
el lisado de proteinas, descartando otros componentes celulares y grasa libre.

La cuantificacién de proteinas se determind a través del ensayo de Bradford,
basado en la medicién de los cambios de absorbancia (de 465 nm a 595 nm) que
se producen cuando las proteinas se agregan a una solucion acida de Coomassie
Brilliant Blue G-250. Las interacciones hidrofdbicas e idnicas producidas por los
aminoacidos basicos, esencialmente la arginina, estabilizan la forma aniénica del
reactivo indicador, lo que lleva a un cambio de color azul visible después de cinco
minutos de incubacioén. Las concentraciones de proteina se interpolaron a partir de
una recta patron de 0-10 yg/ml preparada a partir de una solucién estandar de BSA
2 mg/ml (Bio-Rad). Las absorbancias se midieron con un espectrofotémetro a 595
nm a partir de una mezcla de 1 pl de muestra en 1 ml de concentrado de reactivo
de tincién para el ensayo de proteinas Bio-Rad (Bio-Rad®) diluido en ddH,O (1:5).

3.2.1.2 Western Blot (WB)
3.2.1.2.1 Preparacion de muestras y geles SDS-PAGE

La concentracion de las muestras seiguald a 0,5-2 pg/pl de proteina, diluyendo con
tampon de lisis y agregando tampon Laemmli 4X para un volumen final [Tris-HCL
100 mM, glicerol 5 % (v/v), SDS 2 % (p/v), 2-mercaptoetanol 1% (v/v), azul de
bromofenol 0,004% (p/v), pH 6,8]. Las muestras se desnaturalizaron (3 minutos,
95°C) y se cargaron 10-40 pyg por muestra en geles de poliacrilamida SDS-PAGE.
Junto con las muestras, se cargd un marcador de peso molecular estandar
[Precision Plus Protein Standards All Blue (Bio-Rad)].

La concentracion de acrilamida en el gel de separacion se determind por el tamanho
de la proteina diana. Las proteinas de bajo peso molecular (25-80 kDa) se analizan
utilizando geles con mayor porcentaje de acrilamida (15%) mientras que para
proteinas mas pesadas (>80 kDa) se prefiere un menor porcentaje de acrilamida (8-




10%). La proporcion de los demas componentes de los geles de acrilamida (SDS,
Tris-HCl pH 8,8 y pH 6,8, persulfato de amonio y TEMED) también varia segun el
porcentaje de acrilamida utilizado.

3.2.1.2.2 Electroforesis en geles de SDS-PAGE

Las proteinas se separaron mediante electroforesis en geles SDS-PAGE
discontinuos, siguiendo el método descrito por Laemmli (Laemmli, 1970) vy
utilizando un equipo Miniprotean Il o TetraSystem (Bio-Rad®). Con esta
composicion [Tris-base 25 mM, glicina 190 MMy SDS 0,1% (p/v) pH 8,3] se preparo
el running buffer utilizado durante la electroforesis y se usé un voltaje continuo de
100-140V durante 1,5 - 2 horas.

3.2.1.2.3 Transferencia a membranas de PVDF

Unavez separadas las proteinas por su peso molecular, se transfirieron de los geles
SDS-PAGE a membranas de Difluoruro de Polivinilideno (PVDF) Immobilon-P 0,45
pm (Merck Millipore®). Las membranas de PVDF, que son altamente hidrofébicas,
se activaron previamente con metanol.

La electrotransferencia se realizé utilizando la Celda de Transferencia
Electroforética Mini Trans-Blot (Bio-Rad) a 100 V durante una horay 10 minutos en
frio. ELtampdn de transferencia utilizado se preparé con Tris 25 mM, glicina 192 mM
y metanol al 20% (v/v).

3.2.1.2.4 Bloqueo e incubacion con anticuerpos

Unavezfinalizada la transferencia, las membranas se bloquearon en TTBS [Tris-HCL
10 mM, NaCl150 mM, pH 7,5 con Tween-200,05% (v/v)] suplementado con 5% (p/v)
de BSA (Albumina-BSA-Fraccion V para Western blotting, Panreac®) durante 1 hora
a temperatura ambiente, con agitacion suave. El propdsito de este paso fue
bloquear los sitios de unién inespecificos del anticuerpo primario a las proteinas.

Pasado este tiempo, seretiré la solucion de bloqueo y se incubaron las membranas
con anticuerpo primario diluido en TTBS, suplementado o no con BSA al 5% segun
los requerimientos de anticuerpos, durante la noche a 4°C, con agitaciéon suave. La
lista de anticuerpos primarios se detallara en apartado 3.7.1, Tabla 3.2 de este
capitulo.

3.2.1.2.5 Deteccidn de anticuerpos por quimioluminiscencia

Pasada toda la noche, después de tres lavados con TTBS, las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano
picante (HRP), diluido en TTBS a temperatura ambiente y agitacion suave durante 1
hora. Elanticuerpo secundario se une al anticuerpo primario después de reconocer
la region constante de la especie huésped en la que se generd. La lista de
anticuerpos secundarios se detallara en el apartado 3.7.2, Tabla 3.3 de este
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capitulo. Después de la incubacién, las membranas se lavaron nuevamente tres
veces con TTBS.

Para la detecciéon de anticuerpos secundarios conjugados con HRP, las
membranas se incubaron en el reactivo de quimioluminiscencia Clarity™ Western
ECL Substrate (Bio-Rad®), basado en la oxidacion de luminol en presencia de H,0,
y un catalizador (3-aminoftalato), que permanece en estado excitado y emite luz
visible (432 nm) cuando vuelve a su estado fundamental. Se utilizd el sistema
ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad®) para la obtencién de imagenes.

3.2.1.2.6 Borrado de membranas de PVDF

Se utilizé el borrado (stripping) de membranas para eliminar los anticuerpos
primariosy secundarios unidos a ellas, lo que permitié analizar diferentes proteinas
cuyas bandas podian superponerse o la misma proteina en su estado fosforilado y
total. Las membranas se incubaron en solucién de separacion Restore™ Western
Blot Stripping Buffer (Thermo Fisher Scientific®) a temperatura ambiente y agitacion
suave durante 5-15 minutos. Después de eso, las membranas se lavaron entre 3-5
veces con TTBS antes de la incubacién nuevamente con el nuevo anticuerpo
primario.

3.2.2 Estudio de la respiracion mitocondrial
3.2.2.1 Aislamiento de mitocondrias

Los depdsitos de tejido adiposo marrén interescapular, subescapulary cervical se
diseccionaron inmediatamente después del sacrificio, en el caso del modelo
BATIGF1RKO s6lo iBAT. Los depdsitos se limpiaron cuidadosamente de los tejidos
circundantes y se introdujeron rapidamente en medio para el aislamiento
mitocondrial (250 mM de sacarosa, 10 MM de TES (pH 7,2), 1 mM de EGTA, 0,1% de
BSA libre de acidos grasos) mantenido en hielo. Se midié el peso de los depdsitos
de tejido combinadosyy, tras un lavado con el medio de aislamiento helado, se pico
el tejido en trozos de 2-3 mm y se homogeneizé en un homogeneizador eléctrico
con un mortero de teflon; a continuacion, se filtré a través de una gasa de algodon
en un tubo de centrifuga. ElL homogeneizado se centrifugd durante 10 minutos a
8800 g, 2°C. A continuacion, se desech¢ el sobrenadante y se limpid de grasa el
interior del tubo. El pellet se resuspendié a mano en un homogeneizador de vidrio
con un mortero de teflén en 20 ml con el mismo medio anterior pero con la
concentracién de BSA aumentada al 1 % vy, posteriormente, se centrifugd durante
10 minutos a 800 g, 2°C.

El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se centrifugé durante 10 minutos a
8800 g, 2°C, el sobrenadante se desechd y el precipitado se resuspendié en 15 ml
de tampodn de aislamiento compuesto por 100 mM KClL, 20 mM TES, 0,6 % de BSA
libre acidos grasos, pH 7,2, y se centrifugd otra vez durante 10 minutos a 8800 g,
20C. El sobrenadante se desecho y el pellet se resuspendido en el tampdn de
aislamiento hasta alcanzar una concentracion de 20-40 mg/ml. La concentracion




de proteina mitocondrial se determind con una solucién de Fluram siguiendo el
protocolo de Udenfriend et al., 1972. Las suspensiones mitocondriales de BAT
recién aisladas se mantuvieron en tubos de vidrio profundamente sumergidos en
hielo y se utilizaron para mediciones de consumo de oxigeno y potencial de
membrana en un plazo de 2 horas.

3.2.2.2 Respirometria por tecnologia O2k-Oroboros System

En el modelo BATIGF1RKO, el estudio de respiraciéon mitocondrial se realizé con
un instrumento O2k Oxigrafo (Oroboros Instruments) con el moédulo fluorescente
adjunto. Las mediciones de oxigeno se realizaron antes de cada experimento. Tras
el aislamiento de las mitocondrias, se cargaron 50 ug en las camaras del
instrumento con Mir05 (Oroboros Instruments), y posteriormente se afladieron
secuencialmente sustratos e inhibidores. Para este experimento se utilizé
glutamato (10 mM) y malato (0,5 mM) para activar la respiracién dependiente del
Complejo | y rotenona (0,5 uM) para suprimirla. A continuacién, se anadié
succinato (10 mM) para activar la respiracion dependiente del Complejo Il vy,
finalmente, 1 mM de ADP para activar el estado 3 de la respiracion. Todos se
inhibieron afiadiendo 2,5 uM de antimicina A. Por ultimo, se anadieron 0,5 mM de
N, N, N', N'-tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD) y 2 mM de ascorbato para activar la
respiracion dependiente del Complejo IV, gue posteriormente se suprimid
afiadiendo 100 mM de azida sddica.

En el modelo UCP1-KO, las tasas de consumo de oxigeno se monitorizaron con un
oxigrafo de alta resolucion (Oroboros O2k-FluoRespirometer, Austria). Se
afadieron mitocondrias previamente aisladas (aproximadamente 0,3 mg) a 2,0 ml
de un medio de incubacion en agitaciéon continua (125 mM de sacarosa, 20 mM de
TES, 2 mM de MgCl,, 1 mM de EDTA, 4 mM de KH,PO,, 0,1 % de BSA libre de acidos
grasos, ajustado a pH 7,2 con KOH) en presencia de 3 mM de malato, 5 mM de
piruvato, 0,5 mM de octanoil-l-carnitina (OctCar) y 3 uM de carboxiatractildésido
(CATR). Se midid la respiracion basal durante 2-3 minutos y, a continuacién, se
afadié 1 6 3 mM de GDP, segun lo indicado. A continuacion, se realizaron trazados
dosis-respuesta de los desacoplantes en estudio (oleato sddico, FCCP y DNP) con
adiciones sucesivas de los desacoplantes hasta la concentracion indicada y
alcanzar la respiracion maxima. Para reproducir la condicién de Bertholet et al.,
2022, en algunos experimentos se ahadié al medio respiratorio 10 mM de metil-B-
ciclodextrina (MBCD). El consumo de oxigeno se calculé por mg de proteina
mitocondrial.

3.2.2.3 Potencial de membrana por tecnologia O2k-Oroboros System

Ademas de medir la tasa de consumo de oxigeno en las mitocondrias aisladas del
modelo UCP1-KO, se determiné el potencial de membrana en los mismos disefnos
de adiciones previamente descrito en el apartado 3.2.2.2.
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Las mediciones del potencial de membrana mitocondrial se realizaron con el
fluoréforo TMRM (éster metilico de tetrametilrhodamina, 0,5 uM). Los cambios en
la intensidad de fluorescencia del TMRM se siguieron en paralelo al consumo de
oxigeno a 37 °C en el Oroboros O2k-FluoRespirometer (Austria) con el médulo O2K-
Fluo LED2 mediante un sensor de fluorescencia green. Las curvas de calibracion se
realizaron para cada preparacién mitocondrial en medio libre de K+ (por lo demas,
como se haindicado anteriormente) y se obtuvieron a partir de trazas en las que el
K+ extramitocondrial se alter6 mediante la adicién de KCl en un intervalo de
concentracion final de 0,1-100 mM en presencia de 3 uM de valinomicina. Al final
de lavaloracion se anadié un péptido formador de poros, la alameticina (10 uM). EL
cambio en la senal de fluorescencia causado por cada adicidon se representé
graficamente frente a [K+]ox ¥ el K+ intramitocondrial, [K+]i, se estimé por
extrapolacion de la linea al punto de captacion cero. Las lecturas de fluorescencia
se utilizaron para calcular el potencial de membrana (mV) utilizando la recta de
calibrado mencionada anteriormente y mediante la ecuacién de Nernst segun:
Fluorescense =61 mV - log ([K+]in/[K+]out).

3.3 ESTUDIO HISTOLOGICO

3.3.1 Preparacion de los tejidos

3.3.1.1 Fijacioén, inclusion en parafina y obtencion de cortes de tejido

De los tejidos obtenidos en el sacrificio de los ratones, se tomdé una pequefa
biopsia para los experimentos de histologia. Estos fragmentos de tejido fueron
fijados durante toda la noche en una solucion de formaldehido al 4%. Al dia
siguiente, se realizaron tres lavados de 1 hora cada uno con etanol al 70 % (v/v),
para precipitar las sales formadas por el tampdn en el que se encuentra el
formaldehido. A continuacion, los tejidos fueron deshidratados al pasarlos poruna
bateria de alcoholes de gradacion creciente hasta llegar al etanol absoluto.
Posteriormente, el tejido se transfirié a un sustituto mas seguro del xileno (Neo-
Clear™, Merck Millipore®), miscible tanto en el alcohol 100% (v/v) como en la
parafina. Cuando los tejidos procesados fueron tejidos adiposos (tanto blancos
como marrones), el Neo-Clear™ se diluyé 1:1 en etanol.

Por ultimo, los tejidos se pasaron a recipientes con parafina liquida en una estufa a
50°C, realizando dos rondas de parafinado para favorecer la eliminacion de los
restos de disolvente organico. Tras embeber por completo las muestras de tejido,
se vertié parafina liquida en moldes en los que se introdujeron las muestras y se
dejaron solidificar a temperatura ambiente. Para conservarlos, se congelaron a -
20°C.

Para obtener cortes de los bloques de parafina de los distintos tejidos, previamente
solidificados, se utilizé un microtomo Leica RM2125RT, obteniéndose cortes de
entre 6-7 um de grosor que fueron depositados en la superficie de un bafio de agua
a 55 °C para su completa extension y, seguidamente, colocados sobre los




portaobjetos. Se obtuvieron alrededor de 20 cortes por cada regiéon del blogue,
descartando alrededor de 15-20 cortes entre cada una de ellas.

Antes de realizar cualquier tincion histoldgica, fue necesario eliminar la parafina e
hidratar los tejidos en este tipo de preparaciones, lo que les permitié captar
adecuadamente los colorantes. Para desparafinarlos, los portaobjetos con los
cortes se introdujeron en Neo-Clear™ (2 incubaciones de 10 minutos). A
continuacion, para la hidratacién de los tejidos, las preparaciones se introdujeron
en etanol absoluto (2 incubaciones de 2 minutos) y, por ultimo, en una bateria de
alcoholes de concentracién decreciente, hasta el 70% (v/v), durante 1-3 minutos
por cada solucién. Finalmente, los portaobjetos se lavaron varias veces en agua
destilada hasta quedar preparados para ser utilizados en las tinciones
correspondientes.

3.3.1.2 Inclusion en OCT y obtencion de cortes de tejidos en fresco

Algunas tinciones y anticuerpos especificos requieren del tejido fresco y sin
deshidratar para su realizacién, ya que los elementos de interés (algunos
antigenos, lipidos, etc) pueden degradarse durante este procesamiento. Para la
conservacion de los tejidos frescos, las biopsias tomadas durante el sacrificio se
embebieron en compuesto OCT Mounting Media (Tissue-Tek®), que es un medio
sintético muy viscoso a temperatura ambiente y que favorece la realizacion de
cortes en criostato a temperaturas muy bajas (-20°C), para criopreservarlas y
congelandolas en nitrégeno liquido hasta su uso.

Los bloques generados se cortaron en secciones de 6-7 ym en un criostato Leica
CM1510S, que se depositaron sobre portaobjetos almacenados a -80°C hasta el
momento de hacer las tinciones.

3.3.2 Tinciones histolégicas

3.3.2.1 Hematoxilina y eosina

Tras el proceso de desparafinado mencionado anteriormente, los cortes de tejidos
adiposos, pancreas e higado fueron tenidos con hematoxilina y eosina para
observar la morfologia de las células que conforman cada uno de los tejidos. En
primer lugar, los portaobjetos con los tejidos se pasaron por una cubeta con
hematoxilina Mayer durante 7 minutos, para tefir los nucleos (estructuras acidas).
A continuacién, se realizaron 3 lavados de 5 minutos en ddH,O para eliminar el
exceso de colorante y, posteriormente, las preparaciones se incubaron en eosina
alcohoélica 0,2% durante 5 minutos, para teiir el citoplasmay la matriz extracelular
(estructuras basicas). Tras volver a lavar con agua destilada para aclarar el
colorante, las preparaciones fueron deshidratadas mediante la utilizacion de una
bateria de alcoholes de gradacidon creciente hasta llegar al Neo-Clear™.
Finalmente, las preparaciones se montaron utilizando DPX (soluble en xileno)
como medio de montaje.
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3.3.2.2 Inmunohistoquimica de tejidos adiposos (IHQ)

Los cortes de tejido fueron desparafinados y rehidratados (apartado 3.3.1.1). A
continuacién, se procedié a desenmascarar los antigenos, ya que la extensa
fijacién con aldehidos produce una gran cantidad de puentes metileno a lo largo de
la estructura de las proteinas, lo cual puede ocultar los epitopos reconocidos por
los anticuerpos. Para ello, se hirvieron los cortes en una solucién de citrato sddico
10 mM a pH 6,0 durante 20 minutos.

Posteriormente, los cortes se lavaron tres veces con ddH.O y se incubaron 30
minutos con una solucion de H,O, 3% (v/v) para bloquear las peroxidasas
enddgenas. Tras dos lavados con ddH,0, las preparaciones se incubaron en
solucién de bloqueo (10% suero de cabra en PBT) durante 1 hora a temperatura
ambiente en una camara humeda. Seguidamente, se afiadio el anticuerpo primario
diluido en PBT con 1% BSA, durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, las
preparaciones se lavaron 3 veces en PBT y se incubaron con el anticuerpo
secundario conjugado con HRP a una dilucién 1:500 (GE healthcare) en oscuridad.
Después de un par de lavados en PBT, se procedié al revelado mediante el uso del
reactivo 3,3’-diaminobenzidina (DAB) y un cromégeno (Dako), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La 3,3’-diaminobenzidina forma un precipitado
marrén local al oxidarse en presencia de H.O. y la peroxidasa. La reaccién se paré
a los 10 minutos introduciendo las preparaciones en ddH,0, que posteriormente
se incubaron en hematoxilina 1 minuto como tincién de contraste nuclear. Tras
lavar con agua destilada y eliminar los restos de colorante, las preparaciones se
sometieron a la bateria de alcoholes en grado creciente y al Neo-Clear™, para
finalmente montarlas con DPX.

3.3.2.3 Tincidon de lipidos celulares con Oil-Red O

La tincién de los lipidos celulares requiere tejidos frescos para no perder la
integridad de las estructuras lipidicasy poder detectarlas con el Oil-Red O. Portodo
ello, pararealizar esta tincidn, se cortaron bloques de BAT embebidos en OCT para
su criopreservacion.

Previamente a la tincion, se descongelaron las preparaciones durante unos 10
minutos a temperatura ambiente y después se fijaron los tejidos con formol 10%
durante otros 10 minutos. A continuacion, las preparaciones se sumergieron
durante unos segundos en isopropanol al 60%, que es soluble en el colorante QOil-
Red O, para eliminar los restos de formol, y posteriormente en una solucidon de Oil-
Red O (Mehlem et al., 2013) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras un
par de lavados de 5 minutos con agua destilada para eliminar los restos del
colorante, se hizo latinciéon de contraste con hematoxilina Mayer durante 5 minutos
para tefir los nucleos. Finalmente, tras lavar de nuevo con agua destilada, se
montaron las preparaciones utilizando un medio de montaje soluble en agua.




3.4 TECNICAS DE IMAGEN

3.4.1 Microscopia de campo claro

Para la visualizacion de los adipocitos fijados y las preparaciones histolégicas
tenidas, se utilizé el microscopio invertido Eclipse TE300 (Nikon) acoplado a una
camara Digital Sight DS-U2 (Nikon). Las imagenes se tomaron a distintos aumentos
(10X-20X) en funcidn del experimento.

3.4.2 Microscopia electronica de transmision (TEM)

Para la obtencién de imagenes de mediante microscopia electrénica de
transmisién (TEM), se tomé una pequena biopsia de iBAT en el momento del
sacrificio que sefijo en una solucion de paraformaldehido 4 % (Electron Microscopy
Sciences, 15710) y glutaraldehido 2,5% (Sigma-Aldrich®, G8882) con un tampén de
cacodilato/fosfato 0,2 M a pH 7,3 durante aproximadamente 24 horas. Tras la
fijacién, las muestras se lavaron varias veces en el mismo tampdn fosfato y se
pusieron en contacto con una solucién de OsO, al 1% (Electron Microscopy
Sciences, 19172) y Ko[Fe(CN)e¢] al 1,5% en H,Odd durante 1 hora. Transcurrido este
tiempo, las muestras fueron deshidratadas de forma secuencial mediante bafios
en acetona en distintas proporciones, y posteriormente embebidas en resina epoxi
Epon812 (TAAB, T004), para secarse durante 48-72 horas a 70°C hasta su
solidificacion. De los bloques solidificados en resina epoxi se obtuvieron cortes
ultrafinos (60 nm de espesor) mediante el ultramicrotomo Ultracut E (Leica®), que
fueron observados para asegurar la integridad del corte y seleccionar los que
contienen las regiones de interés, de forma que los cortes elegidos para ver al
microscopio electronico se tifieron con citrato de plomo y se incluyeron en rejillas
metalicas de 1 cm de didmetro para su almacenaje. Las imagenes de los cortes
procedentes de muestras de tejido se obtuvieron por un microscopio electrénico
de transmision JEOL® JEM-1010 perteneciente al Laboratorio de Microscopia
Electrénica de Transmisién de la Universidad Autéonoma de Madrid (UAM) por
Francisco Urbano Olmos y Covadonga Aguado Ballano.

3.4.3 Resonancia magnética nuclear (RMN)

Con el objetivo de medir el porcentaje de volumen de grasa corporal de los
animales, éstos se sometieron a resonancia magnética nuclear (RMN). Estos
experimentos fueron realizados en el CAl de Resonancia Magnética Nuclear
localizado en el Instituto Pluridisciplinar de la Universidad Complutense de Madrid
por Maria de la Encarnaciéon Fernandez Valle. Para la realizacién de estos estudios,
los animales fueron anestesiados con isofluorano, monitorizando su respiracion
durante todo el ensayo. La grasa corporal fue medida empleando el equipo de
Resonancia Magnética Bruker BIOSPEC 47/40 (Ettlingen, Alemania). Las imagenes
fueron obtenidas como cortes longitudinales de los animales y analizadas
posteriormente, utilizando el software Imagel™.
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3.5 CUANTIFICACION

Para realizar la cuantificaciéon de los resultados de Western-blot (WB), las
imagenes obtenidas en el revelador ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad®) se
procesaron utilizando el programa ImagelLab™ (BioRad®) para delimitar la banda
correspondiente a la proteina a analizar y posicionarla en horizontal para su
posterior analisis. Tras este paso, los blots se cuantificaron mediante la utilizacién
del plugin “Analyze gels” del programa Imagel™ (National Institutes of Health, NIH).
Se seleccionaron regiones rectangulares que incluyeran todas las bandas del blot
y se obtuvieron representaciones de la densidad de sefial a lo largo de la regidn
seleccionada. Se dibujo una linea base y se obtuvo el drea bajo la curva referente a
la sefal relativa de cada punto. Los resultados fueron normalizados con la
cuantificacién de la senal del control de carga (B-actina o a-tubulina), y
representados como fold increase frente a su correspondiente control. La
normalizacién de los datos y su representacion grafica se realizaron utilizando
Excel.

Para cuantificar la intensidad o porcentaje de sefal de tincién en el caso de la
histologia, se utilizé el programa Fiji-Imagel™ (National Institutes of Health, NIH), de
forma que, tras convertir la imagen en 8 bits y en blanco/negro, se seleccioné el
umbral adecuado de deteccidén de sefial (threshold) de al menos seis imagenes del
mismo experimento y se obtuvo la intensidad de sefial seleccionando “measure”
dentro de la pestana de analisis. Los datos se llevaron a Excel para restar los
valores correspondientes a las intensidades de sefial de los controles sin
anticuerpo para eliminar la sefial de fondo. La intensidad de sefial media de cada
experimento fue representada posteriormente en un diagrama de barras expresado
en porcentaje de area tenida.

La cuantificacion de las imagenes de RMN se realizé utilizando el software Image)™
tras la adicidon del macro BrukersOpener, seleccionando las regiones de interés
(ROI) de las imagenes correspondientes al volumen corporal de los animales y al
volumen de grasa en particular (ambas imagenes se incluyen en los archivos
obtenidos en el CAl), asegurandonos de eliminar de la seleccion la sefal de fondo
que interfiera en el posterior analisis. Tras haber procesado cada uno de los cortes
longitudinales de los archivos de volumen de grasa y de volumen corporal, se
establecié el threshold y se calculd el drea ocupada por los pixeles seleccionados,
transformando el area en unidades de volumen. Posteriormente, los resultados se
calcularon como porcentaje y se representaron en Excel como porcentaje de
volumen de grasa por volumen total corporal de animal.




3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los valores fueron expresados como la media * error estandar de la media (SEM).
El andlisis estadistico se realizé usando el programa GraphPad Prism® 6. Las
diferencias entre dos grupos de valores se evaluaron mediante la prueba de t de
Student despareada. Las diferencias fueron consideradas estadisticamente
significativas cuando el valor de p era menor de 0,05 (p < 0,05).

3.7 MATERIALES

3.71 Listado de anticuerpos primarios

Los anticuerpos primarios utilizados en esta tesis doctoral se recogen en la Tabla

3.2;

Anticuerpo Casa Comercial Origen Dilucion
Drp-1 BD g;’::;ez”)ces IgG Mouse 1:500 (WB)
Drp-1 (Ser 616) Cel(ﬁfg;‘)“”g gG Rabbit 11::288 ((I\zg))
HADHA Abcam (ab54477) gG Rabbit 1:2000 (WB)
HSL Cel(ﬁfg;‘)“”g gG Rabbit 1:1000 (WB)
LC3A/B Cel(ﬁfgg)“”g lgG Rabbit 1:1000 (WB)
Mfn-1 Sa”tsoggg) (sc- |G Rabbit 1:500 (WB)
Mfn-2 Abcam (ab56889) IgG Mouse 1:500 (WB)
Opa-1 BD(z;SzC;g;;:es IgG Mouse 1:2000 (WB)
p62 (SQSTM1) PrOGeVT/é%F;GZ'C' IgG Guinea Pig 1:1000 (WB)
Parkina (ab77/;22?m IgG1 Mouse 1:1000 (WB)
PGC1-a Sa”;i 7(3;;(2))(30— IgG1 Mouse 1:1000 (WB)
PINK-1 Cel(fggzg)“”g lgG Rabbit 1:1000 (WB)
PLIN-1 Cel(f:’;f;g)“”g gG Rabbit 11::22%?)0“(':\/5))
TOMM20 Abcam (ab56783) IgG2 Mouse 11‘:11%?)0“(::’(;)
UCP-1 Abcam (ab10983) lgG Rabbit 11‘:‘;%%0“&:\/(;)
a-tubulina Sig?}:ﬁg; ich IgG1 Mouse 1:5000 (WB)
B-actina Sigr(‘;zﬁg)r ich IgG1 Mouse 1:5000 (WB)

Tabla 3.2 Listado de anticuerpos primarios utilizados.
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3.7.2 Listado de anticuerpos secundarios

Los siguientes anticuerpos secundarios se usaron en esta tesis doctoral (Tabla
3.3):

Anticuerpo Casa Comercial Origen Dilucion
. . GE Healthcare 1:3000 (WB)

Sheep Anti-Rabbit (NA931V) HRP 1:500 (IHQ)
. GE Healthcare 1:3000 (WB)

Sheep Anti-Mouse (NA934V) HRP 1:500 (IHQ
Goat Ar;ti';”'”ea ProGen (90001) HRP 1:7000 (WB)

Tabla 3.3 Listado de anticuerpos secundarios utilizados.

3.7.3 Agentes farmacolodgicos
Cloroquina, sal difosfato (CQ)

Se trata de un compuesto capaz de penetrar selectivamente dentro de los
lisosomas, aumentando su pH interior, lo que conduce a unainhibicién de la fusion
entre los lisosomas y los autofagosomas, bloqueando el flujo autofagico e
impidiendo la degradacion proteica lisosomal. Es un farmaco del grupo de las 4-
aminoquinolinas que se utiliza en el tratamiento o prevencion de la malaria, asi
como en el de determinadas enfermedades autoinmunes, como la artritis
reumatoide o el lupus eritematoso sistémico. Este compuesto (C6628, Sigma-
Aldrich®) es soluble en suero salino y fue utilizado en una dosis de 30 mg/kg/12
horas.

Agonista B3-adrenérgico CL-316243, hidrato

Este compuesto es un agonista f3-adrenérgico (C5076, Sigma-Aldrich®), lo que le
confiere un potente efecto activador de la termogénesis ademas de
hipoglucemiante, lipolitico y activador del browning en la grasa blanca. Asimismo,
en experimentos in vivo, se ha demostrado su regulacion del apetito a nivel
hipotalamico. Es soluble en suero salino y se utilizé en una dosis de 1 mg/kg/dia.

3.7.4 Reactivos comunes
Los reactivos comunes de laboratorio fueron obtenidos en las siguientes casas
comerciales:

» Merck Millipore®: Triton X-100, Tween-20, Bovine Bovine Serum Albumin
(BSA) Fraction V (fatty acid free)

» Panreac®: acido acético, etanol, glicerol, glicina, HCl, isopropanol y
metanol.

» Roche®: aprotinina, leupeptinay PMSF.

» Sigma-Aldrich®: DMSO, EDTA, paraformaldehido, SDS, Tris base (Trizma),
sacarosa, TES, EGTA, EDTA, MgCl,, KH,PO,, FCCP, DNP, GDP, MBCD,
malato, piruvato, OctCar, oleato sédico, Na,HPO,, valinomicina,
alameticina, rotenona, succinato, ADP, TMPD, ascorbato y azida sédica.




RESULTADOS

“Un campeodn no se define por sus victorias,
sino por la cantidad de veces que se recupera cuando cae.”

Serena Williams

Tenista






4.1 ESTUDIO DE LA CONTRIBUCION DE LA
DINAMICA MITOCONDRIAL Y LA MITOFAGIA EN LA
CAPACIDAD TERMOGENICA DE RATONES
CARENTES DEL RECEPTOR DE IGF-1 EN EL TEJIDO
ADIPOSO MARRON

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que la delecién de IGF-1R no
afectaba al desarrollo del tejido adiposo marrén, principal fuente de disipacién de
energia durante la exposicién al frio, pero disminuia la presencia de adipocitos
beige en los compartimentos blancos. Ademas, esto produjo una ligera disfuncién
termogénica en la primera mitad de la exposicion al frio (6 horas) en el modelo
animal BATIGF1RKO demostrando asi el papel indispensable que presenta este
receptor en el mantenimiento de la capacidad termogénica (Viana-Huete et al.,
2016). Por otro lado, y generalmente, los depdsitos de grasa blanca suelen
aumentar de tamano a lo largo de la vida, tanto en humanos como en animales
roedores, lo que sugiere que en edades avanzadas el proceso de browning seria
mas proclive a activarse al existir muchos adipocitos blancos que actuarian como
diana del propio proceso (Gesta, Tseng & Kahn, 2007).

Para poder estudiar la contribucién de los diferentes procesos mitocondriales en
la termogénesis adaptativa de ratones, se utilizé el modelo murino BATIGF1RKO
con una edad de 3 meses. Se selecciond este modelo animal para la busqueda de
posibles mecanismos compensatorios activados por la delecion de IGF-1R
especificamente en el tejido adiposo marrén, siendo la dinamica mitocondrial el
principal objetivo de estudio. Ademas, a esta edad, de manera general el tejido
adiposo marron es mas funcional y los depdsitos blancos todavia no han
comenzado a agrandarse por el paso del tiempo, lo que limitaria la capacidad de
browning. Por ultimo, se emplearon machos debido a la influencia que tienen los
estrogenos en la regulacion del érgano adiposo (Steiner & Berry, 2022).

4.1.1 Estado mitocondrial en el modelo murino BATIGF1RKO
en una situacion basal

En primer lugar, se evalué nuevamente el perfil glucidico y adiposidad de dichos
animales en condiciones normales. Los datos obtenidos no mostraron ninguna
diferencia entre el grupo control y el modelo BATIGF1RKO tanto a nivel de
intolerancia a glucosa y sensibilidad a la insulina (Figura 4.1A y 4.1B) asi como en
la cantidad de grasa corporal (Figura 4.2A y 4.2B).
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Figura 4.1 Perfil glucidico basal del modelo BATIGF1RKO. Curvas obtenidas de los (A) test de
tolerancia a glucosa (GTT) representada en mg/dL de glucosa en sangre y (B) test de tolerancia a
insulina (ITT) representada en porcentaje (%) en animales LoxP/LoxP (n=13) y BATIGF1RKO (n=16).
Los resultados se expresaron como media = SEM.
Sin embargo, cabe destacar que el grupo BATIGF1RKO presenté un peso corporal
mas bajo pero no significativo cuando se comparaba con el grupo control (Figura
4.2C).
A LoxP/LoxP  BATIGF1RKO 8 c
15 30
40
2 35 28
TEH 30 T =
B o t £ p=0,0553
g 2 g |
AT El 1
; 10 2
5
0 20
@ LoxP/LoxP OBATIGF1RKO mLoxP/LoxP DBATIGFIRKO

Figura 4.2 Parametros de adiposidad y peso corporal en el modelo BATIF1RKO. (A) Imagenes
representativas de RMN de animales LoxP/LoxP y BATIGF1RKO de 3 meses de edad y en una
situacion basal. (B) Cuantificacion de las imagenes de RMN representada en porcentaje de masa
grasa respecto a la masa total de animales LoxP/LoxP (n=3) y BATIGF1RKO (n=3). (C) Histograma del
peso corporal en animales LoxP/LoxP (n=13) y BATIGF1RKO (n=16). Los resultados se expresaron
como media = SEM.

Tras el sacrificio de los animales, se extrajo el tejido adiposo marrén interescapular
(iBAT) junto con cuatro compartimentos del tejido adiposo blanco que se
denominaron segun su localizacion: inguinal (iWAT), epididimal o gonadal (eWAT),
mesentérico (MWAT) y retroperitoneal (r'WAT). Posteriormente, estos tejidos fueron
procesados para su estudio proteico relacionado con la dinamica mitocondrial.

130




Respecto al iBAT, los resultados revelaron una disminucioén significativa del ratio
formado entre las isoformas corta (S-OPA-1) y larga (L-OPA-1) de la proteina de
fusion OPA-1 enelgrupo carente de IGF-1R comparado con los animales LoxP/LoxP
(Figura 4.3), lo que indicd un posible incremento de la elongacion o fusion
mitocondrial debido a que las isoformas largas de OPA-1 se han relacionado
previamente con este proceso (Duvezin-Caubet et al., 2006) estando posiblemente
asociado con el ligero aumento observado en la expresion de la proteina de fusion
MFN-2 en el grupo BATIGF1RKO. Por ultimo, se observé un incremento en la
expresion de la proteina HADHA, localizada en la matriz mitocondrial, que sugiri6
un mayor contenido mitocondrial cuando se comparaba el modelo BATIGF1RKO
con el grupo control (Figura 4.3).
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Figura 4.3 Analisis proteico de la dinamica mitocondrial en el iBAT del modelo BATIGF1RKO en
una situacion basal. Izquierda, inmunoblots representativos en homogeneizado de iBAT en
animales LoxP/LoxP (n=2) y BATIGF1RKO (n=7). Derecha, cuantificacién de la expresion de las
proteinas mitocondriales seleccionadas. Se empled B-actina como control de carga. Los resultados
se expresaron como media * SEM. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de
dos colas y muestras desapareadas, y se representd como * = p < 0,05y ** = p < 0,01 vs. ratones
LoxP/LoxP.

El estudio proteico de los compartimentos de grasa blanca arroj6é una disminucion
de laexpresionde la proteina de fusion MFN-2 en el grupo BATIGF1RKO, siendo mas
significativa en la localizacion inguinal o iWAT (Figura 4.4A). Este resultado junto
con el ligero aumento del ratio S-OPA-1/L-OPA-1, que funciona como un indicador
de la fision mitocondrial, podria sefnalar una predisposicién al estado fragmentado
en las mitocondrias de dicho compartimento en el modelo murino comparado con
el grupo LoxP/LoxP (Figura 4.4A). Ademas, es el Unico tejido adiposo blanco que
presentd un descenso significativo en la expresiéon de la proteina de contenido
mitocondrial HADHA (Figura 4.4A). Por otro lado, el analisis de eWAT mostrd un
incremento significativo de la expresién de esta proteinarelacionada con el niumero
mitocondrial (HADHA) (Figura 4.4B), y que también pudo observarse como
tendencia en los compartimentos rWAT (Figura 4.4C) y mWAT (Figura 4.4D).
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Figura 4.4 Analisis proteico de la dinamica mitocondrial en los compartimentos de WAT del
modelo BATIGF1RKO en una situacion basal. lzquierda, inmunoblots representativos en
homogeneizados de (A) iWAT, (B) eWAT, (C) rWAT y (D) mWAT en ratones control y en el modelo
BATIGF1RKO. Derecha, cuantificacion de la expresion de las proteinas mitocondriales
seleccionadas en (A) iWAT, (B) eWAT, (C) rWAT y (D) mWAT en animales LoxP/LoxP (n=2 en Ay B,
n=1en CyD)yBATIGF1RKO (n=7 en Ay B, n=3en CyD). Se empled B-actina como control de carga.
Los resultados se expresaron como media + SEM. La significacion estadistica se evalud por la
prueba t-Student de dos colas y muestras desapareadas en (A) y (B), y se representd como * = p <
0,05 vs. ratones LoxP/LoxP.
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4.1.2 Capacidad termogénicay estudio proteico en el modelo
BATIGF1RKO tras la exposicion al frio

Una vez caracterizado el modelo BATIGF1RKO a nivel glucémico, de adiposidad y
analizado su estado mitocondrial en el érgano adiposo respecto a la dinamica
mitocondrial en una situacion basal, se formaron nuevos grupos de animales para
su estudio termogénico. Para ello, tras 3 dias en termoneutralidad (30°C), se
expusieron al frio (4°C) durante 12 horas y, posteriormente, fueron sacrificados




para evaluar la expresion proteica de los mecanismos relacionados con la
termogénesis adaptativa.

El analisis de las temperaturas corporales durante la exposicién al frio revelé una
peor respuesta adaptativa durante las 4 primeras horas del experimento en los
ratones knock-out comparada con la del grupo control. Sin embargo, pasadas las
5 horas, el modelo BATIGF1RKO consiguié adaptarse termogénicamente utilizando
el grupo LoxP/LoxP como referencia e, incluso, presenté una mayor temperatura
corporal significativa al final del experimento (Figura 4.5A). Por otro lado, no se
encontraron diferencias en el tamafo de los iBAT extraidos entre ambos grupos
(Figura 4.5B y 4.5C). Este retraso termogénico observado podria indicar que la
capacidad termogénica del modelo BATIGF1RKO no depende exclusivamente del
mecanismo primario de la termogénesis adaptativa basado en el desacoplamiento
de la mitocondria mediante la accién de UCP-1y que este grupo animal presentaria
un tejido adiposo marrdn funcional.
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Figura 4.5 Adaptacion termogénica del modelo BATIGF1RKO. (A) Representacion grafica de las
temperaturas corporales durante las 12 horas de exposicion al frio en animales LoxP/LoxP (n=9) y
en el modelo BATIGF1RKO (n=10). (B) Histograma del peso en miligramos (mg) del depdsito
interescapular del tejido adiposo marron (iBAT) en el grupo control (n=3) y en el grupo knock-out
(n=8). (C) Representacion grafica del peso de iBAT corregido por el peso corporal. Los resultados se
expresaron como media + SEM. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos
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colas y muestras desapareadas, y se representd como * = p < 0,05y *** = p < 0,001 vs. ratones
LoxP/LoxP.

Tras el sacrificio de estos animales, se procedid al analisis de la expresién proteica
de varios parametros termogénicos junto con aquellos relacionados con la
dinamica mitocondrial. En primer lugar, se estimd el numero de adipocitos
ubicados en el iBAT mediante el contaje de los nucleos tenidos en la tincién de
hematoxilina/eosina. Tras llevar a cabo esta aproximacién, el nimero estimado de
células en este tejido no diferia entre ambos grupos de animales (Figura 4.6).
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Figura 4.6 Aproximacion del numero de células en iBAT en el grupo control y en el modelo
BATIGF1RKO tras la exposicion al frio. (A) Imagenes representativas de la tincién de
hematoxilina/eosina de iBAT de animales controly el modelo knock-out. (B) Histograma del nimero
estimado de células localizadas en iBAT del grupo control (n=7) y del grupo BATIGF1RKO (n=9). Los
resultados se expresaron como media + SEM.

Al analizar la activacion del mecanismo termogénico candnico, UCP1-
dependiente, se determiné un aumento de la expresién de UCP-1 en los grupos
expuestos al frio cuando se comparaban con los controles de ambos grupos que
permanecieron en termoneutralidad (30°C) (Figura 4.7B). No obstante, los datos
mostraron un ligero incremento en la expresion de esta proteina en el iBAT de los
animales BATIGF1RKO cuando se compard con el grupo LoxP/LoxP tras la
exposicion prolongada al frio (Figura 4.7D). Este incremento de la expresion de la
proteina desacoplante UCP-1 podria explicar la mejora adaptativa de la
termogénesis del modelo BATIGF1RKO determinada al final de la exposicion al frio
y comparada con el grupo control pero no el retraso observado en la adaptacién
térmica.
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Figura 4.7 Activacion de la termogénesis adaptativa mediante el mecanismo canonico de UCP-
1 en el modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de UCP-1 en
homogeneizados de iBAT en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (B) Cuantificacion de la expresién
de UCP-1 enelgrupo control expuesto a 4°C (n=7), grupo BATIGF1RKO expuesto a 4°C (n=12), grupo
LoxP/LoxP a 30°C (n=1) y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1). Se empled a-tubulina como control de
carga. (C) Imagenes representativas de inmunohistoquimica de UCP-1 en iBAT del grupo control
expuesto al frio y del modelo BATIGF1RKO. (D) Cuantificacion de las imagenes de
inmunohistoquimica de UCP-1 en animales LoxP/LoxP (n=7) y knock-out (n=12). Los resultados se
expresaron como media + SEM. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos
colasy muestras desapareadas, y se representé como ** = p <0,01 vs. ratones LoxP/LoxP 4°C.

Puesto que no se encontraron diferencias en el tamano y el numero de adipocitos
de iBAT entre el grupo control y el modelo BATIGF1RKO expuesto al frio, se evalué
el contenido mitocondrial en dicho depésito de grasa parda. El analisis revelé un
aumento significativo en la expresion de la proteina de matriz mitocondrial HADHA
y una ligera tendencia positiva en la proteina de membrana externa mitocondrial
TOMM-20 (Figura 4.8B), que se corroboré con la expresién in situ de TOMM-20 en
iBAT del modelo BATIGF1RKO (Figura 4.8D). Esto podria apuntar a un alto
contenido mitocondrial en el grupo carente de IGF-1R comparado con los animales
LoxP/LoxP, que también se asociaria con el aumento observado de UCP-1.
Ademas, estos datos reflejan un incremento de la expresion de TOMM-20 en los
grupos expuestos al frio y, debido a su localizacién en la membrana externa
mitocondrial, podria revelar un alto nimero de mitocondrias en este depdsito ante
una situacién a 4°C. Previamente se ha descrito que el frio activa la biogénesis
mitocondrial (Cardanho-Ramos & Morais, 2021), lo que explicaria este aumento en
el niumero mitocondrial.
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Figura 4.8 Estudio proteico del contenido mitocondrial en el modelo BATIGF1RKO tras la
exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de HADHA y TOMM-20 en homogeneizados de
iBAT en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (B) Cuantificacion de la expresidon de ambas proteinas en
el grupo control expuesto a 4°C (n=8), grupo BATIGF1RKO expuesto a 4°C (n=12), grupo LoxP/LoxP
a 30°C (n=1) y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1). Se empled B-actina como control de carga. (C)
Imagenes representativas de inmunohistoquimica de TOMM-20 en iBAT del grupo control y del
modelo BATIGF1RKO expuestos al frio. (D) Cuantificacién de las imagenes de inmunohistoquimica
de TOMM-20 en animales LoxP/LoxP (n=7) y knock-out (n=9). Los resultados se expresaron como
media = SEM. La significacidn estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colas y muestras
desapareadas, y se representd como ** = p < 0,01 vs. ratones LoxP/LoxP 4°C.

Por ultimo, se evalué la lipodlisis en el tejido adiposo marron del modelo
BATIGF1RKO para vislumbrar la utilizacion de acidos grasos en el proceso
termogénico. Para ello, se analizé la expresién proteica in situ de PLIN-1, una
perilipina que forma una monocapa alrededor de las gotas lipidicas e inhibe la
accion de las lipasas. La inmunohistoquimica de esta proteina en iBAT revelé una
disminucién de su expresion en el modelo BATIGF1RKO comparado con el grupo
control (Figura 4.9B), lo que estaria indicando una activacion de la lipdlisis de este
tejido. Esto se confirmo tras la tincion de Oil Red-O, que mostré una disminucion
significativa del porcentaje del area tefnida, lo que se determiné como un menor
contenido lipidico en el grupo knock-out comparado con los animales control
(Figura 4.9D). Todos estos resultados se explicarian por un incremento en la
actividad lipolitica en el iBAT del modelo BATIGF1RKO.
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Figura 4.9 Evaluacion de la actividad lipolitica en el modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al
frio. (A) Imagenes representativas de la inmunohistoquimica de PLIN-1 en el iBAT de animales
controly el grupo BATIGF1RKO. (B) Cuantificacién de las imagenes de inmunohistoquimica de PLIN-
1 en el grupo control expuesto a 4°C (n=7) y el grupo BATIGF1RKO expuesto a 4°C (n=12). (C)
Imagenes representativas de la tincion Oil Red-O, marcaje de lipidos, en iBAT del grupo control
expuesto al frio y del modelo BATIGF1RKO. (D) Cuantificacién de las imagenes de la tincion de Oil
Red-O en animales LoxP/LoxP (n=7) y knock-out (n=10). Los resultados se expresaron como media
+ SEM. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colas y muestras
desapareadas, y se representé como **=p < 0,01y *** =p < 0,001 vs. ratones LoxP/LoxP 4°C.

4.1.3 Analisis del estado y respiracion mitocondrial del
modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al frio

Puesto que el objetivo de esta tesis doctoral ha sido evaluar la contribucion de la
dinamica mitocondrial en la adaptacidon termogénica de ratones para poder
sugerirla como una nueva diana terapéutica contra la obesidad, se analiz6 el perfil
mitocondrial del modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al frio estudiada en el
apartado 4.1.2.

El estudio de la expresion proteica de la dinamica mostré un incremento
significativo del ratio formado por p-DRP-1 y DRP-1, indicador de la fisidn
mitocondrial puesto que esta proteina ubicada en la membrana externa
mitocondrial debe ser fosforilada para la activaciéon de este proceso, en los
animales BATIGF1RKO comparado con el grupo LoxP/LoxP, ambos expuestos a 4°C
(Figura 4.10B). Ademas, esto se corroboré mediante un marcaje in situ de la forma
fosforilada de DRP-1 por inmunohistoquimica que determindé un aumento
significativo de la expresion de dicha proteina en el grupo carente de IGF-1R a 4°C
(Figura 4.10D). Todo ello podria indicar un estado fisionado de las mitocondrias en
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Figura 4.10 Analisis proteico de la dinamica mitocondrial en el modelo BATIGF1RKO tras la
exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de las proteinas de fusion MFN-1, MFN-2 y OPA-
1, y de la proteina de fisién mitocondrial DRP-1y su forma activada p-DRP-1 en homogeneizados de
iBAT en animales LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (B) Cuantificacion de la expresion de dichas proteinas
en el grupo control expuesto a 4°C (n=7), grupo BATIGF1RKO expuesto a 4°C (n=12), grupo
LoxP/LoxP a 30°C (n=1) y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1). Se empleod B-actina y a-tubulina como
controles de carga. (C) Imagenes representativas de inmunohistoquimica de p-DRP-1 en iBAT del
grupo control y del modelo BATIGF1RKO expuestos al frio. (D) Cuantificaciéon de las imagenes de
inmunohistoquimica de p-DRP-1 en animales LoxP/LoxP (n=7)y knock-out (n=12). Los resultados se
expresaron como media + SEM. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos
colas y muestras desapareadas, y se representé como * = p < 0,05y ** = p < 0,01 vs. ratones
LoxP/LoxP 4°C.

Por otro lado, la expresidon de las proteinas de fusiéon MFN-1 y MFN-2 no indico
ningun cambio entre los grupos controly BATIGF1RKO (Figura 4.10B). No obstante,
en el grupo knock-out en termoneutralidad se observd un incremento de la
expresion de todas las proteinas involucradas en la dinamica mitocondrial cuando
se comparo con los animales control en la misma situacion de 30°C (Figura 4.10B)
que podria relacionarse con el aumento del contenido mitocondrial descrito en el
apartado 4.1.2, Figura 4.8.

Para comprobar el estado fisionado de las mitocondrias advertido durante el
analisis proteico, se tomaron imagenes de microscopia electronica de iBAT del
modelo BATIGF1RKO junto con el grupo control que habian sido expuestos al frio
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durante 12 horas (Figura 4.11A). Gracias a la cuantificacidon de dichas imagenes,
se observo unincremento en el numero de mitocondrias asi como un descenso del
tamano de estos organulos en el grupo carente de IGF-1R cuando se comparaba
con los animales LoxP/LoxP (Figura 4.11B y 4.11C). Estos resultados indican que
las mitocondrias presentaron formas mas pequefasyredondeadas caracteristicas
del estado fisionado en el modelo BATIGF1RKO, que coincide con los datos
previamente indicados de aumento en la expresion de p-DRP-1.
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Figura 4.11 Estudio mitocondrial en el modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al frio. (A)
Imagenes representativas de microscopia electronica tomadas de iBAT pertenecientes al grupo
BATIGF1RKO y al grupo control. (B) Cuantificacion del nimero de mitocondrias en fotografias de
microscopia electrénica del grupo control expuesto a 4°C (n=4) y del grupo BATIGF1RKO expuesto
a 4°C (n=4). (C) Cuantificacion del tamafio mitocondrial en um? en fotografias de microscopia
electrénica del grupo control expuesto a 4°C (n=4) y del grupo BATIGF1RKO expuesto a 4°C (n=4).
Los resultados se expresaron como media + SEM. La significacion estadistica se evalud por la
prueba t-Student de dos colas y muestras desapareadas, y se representdé como ** p< 0,01y ***p <
0,001 vs. ratones LoxP/LoxP 4°C.

Puesto que existen evidencias de que la plasticidad mitocondrial esta asociada a
la disponibilidad bioenergética, asi como al gasto energético (Liesa & Shirihai,
2013), se evalud la respiracion mitocondrial de mitocondrias aisladas de iBAT en el
modelo BATIGF1RKO, asi como en el grupo LoxP/LoxP tras 12 horas de exposicion
al frio.

Los resultados de la respirometria de alta resolucidon por O2k-Oroboros mostraron
un incremento significativo de la respiracion basal (Figura 4.12A, grafico izquierdo)
gue se reveld como una tendencia a la alza tras su correccion por la respiracion
maxima debido al Complejo IV (Figura 4.12A, grafico derecho), de las mitocondrias
aisladas en el modelo BATIGF1RKO comparado con el grupo control.
Posteriormente, se afadid succinato como sustrato para activar la respiracion del
Complejo Il de la cadena de transporte de electrones y tras la medida, se inhibid la
actividad de UCP-1 mediante la adicion del nucledtido de purina ADP. Esta
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activacion del Complejo Il resultdé en un aumento significativo de la respiracion en
el modelo BATIGF1RKO comparado con el grupo control tanto con UCP-1 activa
como cuando esta inhibida (Figura 4.12B).

Sin embargo, en los animales LoxP/LoxP aparecié un aumento significativo de la
respiracion cuando UCP-1 se encontrabainhibida, lo que cabia esperar puesto que
esta proteina desacopla la cadena de transporte de electrones impidiendo la
generacion de ATP; pero en el grupo knock-out, se observé lo contrario, un ligero
descenso de larespiracion cuando UCP-1 estaba inhibida que podria ser explicado
por la baja n de este experimento (Figura 4.12B, grafico derecho). A continuacion,
se evalud la capacidad maxima respiratoria del modelo BATIGF1RKO tras la
exposicion al frio cuyos datos determinaron una mayor capacidad en este modelo
comparado con el grupo control (Figura 4.12C).
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Figura 4.12 Respiracion mitocondrial del modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al frio. (A)
Histogramas de respiracion basal en pmol/s corregidos por los mg de proteina obtenidos de la
cantidad mitocondrial (izquierda) y normalizado con respecto a la respiracion maxima (derecha) en
ratones LoxP/LoxP (n=3) y animales BATIGF1RKO (n=2). (B) Representacion grafica de la respiracion
total por los Complejo I y Il de CTE en pmol/s corregidos por los mg de proteina obtenidos de la
cantidad mitocondrial (izquierda) y normalizado con respecto a la respiracion maxima (derecha) en
ratones LoxP/LoxP (n=2) y animales BATIGF1RKO (n=3). (C) Histograma de respiracion maxima
obtenida tras la activacion completa del Complejo IV de CTE en el grupo control (n=3) y en el modelo
BATIGF1RKO (n=3). Los resultados se expresaron como media = SEM. La significacion estadistica
se evalué por la prueba t-Student de dos colas y muestras desapareadas, y se representé como **
p <0,01 vs. ratones LoxP/LoxP 4°C y ## p < 0,01 vs. Ratones LoxP/LoxP 4°C UCP-1 activa.

4.1.4 Estudio del mecanismo de control mitocondrial
mitofagia en el modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al frio

Estudios previos han demostrado que existe una relacion entre la mitofagia y la
dinamica mitocondrial (Twig et al., 2008), asi como entre este mecanismo de
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control de calidad y la adaptaciéon termogénica de ratones (Wikstrom et al., 2014).
Por ello, se analizé la expresidn proteica de este proceso selectivo de autofagia
para determinar su grado de activacion tras la exposicion al frio en el modelo
BATIGF1RKO. Pese a no encontrar ninguna diferencia significativa entre los grupos
controly BATIGF1RKO a 4°C en cuanto a la expresion de las proteinas involucradas
en la via mitofagica PINK-1/Parkina, se observé un aumento de la expresion de
Parkina en los animales expuestos al frio comparado con aquellos mantenidos en
termoneutralidad (Figura 4.13B). Esto podria indicar una activacion de la mitofagia
promovida por la sefalizaciéon B-adrenérgica del frio.
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Figura 4.13 Analisis proteico de la mitofagia en el modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al frio.
(A) Inmunoblot representativo de las proteinas implicadas en la via mitofagica PINK-1/Parkinay en
la fase final de la autofagia (p62 y LC3B-IlI) en homogeneizados de iBAT en ratones LoxP/LoxP y
BATIGF1RKO. (B) Cuantificacién de la expresidon de dichas proteinas en el grupo control expuesto a
49C (n=7), grupo BATIGF1RKO expuesto a 4°C (n=12), grupo LoxP/LoxP a 30°C (n=1) y grupo
BATIGF1RKO a 30°C (n=1). Se empleod B-actinay a-tubulina como controles de carga. Los resultados
se expresaron como media * SEM.

Para dilucidar el papel de la mitofagia en la termogénesis adaptativa del modelo
murino BATIGF1RKO, se administraron intraperitonealmente 30 mg/kg/12 horas de
cloroquina (CQ) durante 3 dias en animales control y BATIGF1RKO de 3 meses de
edad que posteriormente fueron expuestos al frio (4°C) o mantenidos en
termoneutralidad (30°C). Como control se utilizé suero salino en la misma dosis.
La cloroquina es un compuesto capaz de penetrar selectivamente dentro de los
lisosomas, aumentando su pH interior, lo que conduce a una inhibicién de la fusién
entre los lisosomas y los autofagosomas, bloqueando el flujo autofagico e
impidiendo la degradacion proteica lisosomal.

En cuanto a la adaptacidén termogénica, la curva de frio mostré una ligera
disminucién de temperaturas en el grupo control tratado con cloroquina mientras
que los ratones carentes de IGF-1R presentaron un comportamiento similar
independientemente de la administracién de la cloroquina (Figura 4.14A). El
analisis proteico indicé una ligera disminucién de la expresién de UCP-1, asi como
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de la proteina de contenido mitocondrial HADHA, en el modelo BATIGF1RKO
expuesto al frio tratado con cloroquina comparado con los ratones sin tratar
(Figura 4.14C). Ademas, se observd un ligero aumento de dichas expresiones en
los animales expuestos al frio comparado con aquellos que estuvieron en
termoneutralidad. No obstante, en el caso del grupo control mantenido en
termoneutralidad sin cloroquina sugirié un incremento en la expresion de dichas
proteinas al compararse con el resto de los animales en termoneutralidad y se
identificé una pequena disminuciéon en la expresion de UCP-1 y HADHA en los
animales LoxP/LoxP tratados con cloroquina a 30°C comparado con este grupo
control en termoneutralidad (Figura 4.14C).
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Figura 4.14 Estudio del papel de la mitofagia en la termogénesis adaptativa del modelo
BATIGF1RKO. (A) Representacién grafica de las temperaturas corporales durante las 12 horas de
exposicion al frio en animales LoxP/LoxP sin tratar (n=1), LoxP/LoxP tratados con 30mg/kg/12 horas
de cloroquina (CQ) durante 3 dias (n=2), en el modelo BATIGF1RKO sin tratar (n=1) y BATIGF1RKO
tratados con 30mg/kg/12 horas de cloroquina (CQ) durante 3 dias (n=2). (B) Inmunoblot
representativo de UCP-1y HADHA en homogeneizados de iBAT de ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO
sin tratar y tratados con 30mg/kg/12 horas de cloroquina (CQ) durante 3 dias, expuestos al frio o
mantenidos en termoneutralidad. (B) Cuantificacion de la expresion de UCP-1y HADHA en el grupo
control sin tratar (n=1), tratado con 30mg/kg/12 horas de cloroquina (CQ) durante 3 dias (n=2), en el
grupo BATIGF1RKO sin tratar (n=1) y tratado con 30mg/kg/12 horas de cloroquina (CQ) durante 3
dias (n=2). Se empled a-tubulina como control de carga. Los resultados se expresaron como media
+ SEM.

Asimismo, se examind la dindamica mitocondrial en este experimento con
cloroquina para esclarecer como afecta la mitofagia al estado mitocondrial. Los
resultados presentaron un posible incremento en la expresion de las proteinas de
fusiéon MFN-1y MFN-2 en el grupo LoxP/LoxP tratado con cloroquina y expuesto al
frio comparado con su grupo control (sin tratar y 4°C), al igual que en los grupos
complementarios del modelo BATIGF1RKO (Figura 4.15B). Sin embargo, el ratio S-
OPA-1/L-OPA-1, que suele indicar un estado fisionado, se observé incrementado
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en los animales tratados con cloroquina al compararlos con sus grupos controles,
tanto en los animales LoxP/LoxP como BATIGF1RKO (Figura 4.15B). Ademas, se
observo una notable disminucion del ratio de fisiéon p-DRP1/DRP1 en los mismos
ratones tratados con cloroquina y expuestos al frio (Figura 4.15B). Todo ello, y
considerando OPA-1 como una proteina de fusién, podria sugerir un estado
fusionado de las mitocondrias en los grupos tratados con cloroquina y expuestos
al frio.

De manera similar a lo que ocurria con la expresion de UCP-1 y HADHA, el grupo
LoxP/LoxP sin tratar y mantenido en termoneutralidad mostré un posible
incremento en la expresion de las proteinas MFN-1y MFN-2, asi como en el ratio S-
OPA-1/L-OPA-1, comparado con el grupo tratado con cloroquina y con el modelo
BATIGF1RKO sin tratar, ambos en termoneutralidad (Figura 4.15B).
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Figura 4.15 Analisis proteico de la dinamica mitocondrial en el modelo BATIGF1RKO tras el
tratamiento con cloroquina (CQ) y después de la exposicion al frio o de la situacion en
termoneutralidad. (A) Inmunoblot representativo de las proteinas de fusion MFN-1, MFN-2 y OPA-
1, y de la proteina de fisién mitocondrial DRP-1y su forma activada p-DRP-1 en homogeneizados de
iBAT en animales LoxP/LoxP sin tratar (n=1), LoxP/LoxP tratados con 30mg/kg/12 horas de
cloroquina (CQ) durante 3 dias (n=2), en el modelo BATIGF1RKO sin tratar (n=1) y BATIGF1RKO
tratados con 30mg/kg/12 horas de cloroquina (CQ) durante 3 dias (n=2). (B) Cuantificacion de la
expresion de dichas proteinas en LoxP/LoxP sin tratar (n=1), LoxP/LoxP tratados con 30mg/kg/12
horas de cloroquina (CQ) durante 3 dias (n=2), en el modelo BATIGF1RKO sin tratar (n=1) y
BATIGF1RKO tratados con 30mg/kg/12 horas de cloroquina (CQ) durante 3 dias (n=2). Se empled B-
actina como control de carga. Los resultados se expresaron como media + SEM.

Por ultimo, se evalud la expresion proteica de diferentes marcadores de mitofagia.
En general, el analisis mostro una posible activacion de la mitofagia debido a la
exposicion al frio puesto que se observd un incremento de la expresion de PINK-1,
Parkina y la forma lipidada de LC3B (LC3B-Il) en los grupos expuestos al frio
comparados con aquellos mantenidos a 30°C (Figura 4.16B). Ademas, el
tratamiento con cloroquina aumenté los niveles de expresidon de estos marcadores
mitofagicos en los ratones expuestos al frio comparados con su grupo control
(Figura 4.16B), lo que podria indicar una activacion de este mecanismo de control
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de calidad durante la exposicién al frio para poder renovar las mitocondrias
dafadas y mantener un pool sano de las mismas.
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Figura 4.16 Analisis proteico de la mitofagia en el modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al frio.
(A) Inmunoblot representativo de las proteinas implicadas en la via mitofagica PINK-1/Parkinay en
la fase final de la autofagia (LC3B-IlI) en homogeneizados de iBAT en animales LoxP/LoxP sin tratar
(n=1), LoxP/LoxP tratados con 30mg/kg/12 horas de cloroquina (CQ) durante 3 dias (n=2), en el
modelo BATIGF1RKO sin tratar (n=1) y BATIGF1RKO tratados con 30mg/kg/12 horas de cloroquina
(CQ) durante 3 dias (n=2). (B) Cuantificacion de la expresién de dichas proteinas en el grupo control
sin tratar (n=1), tratados con 30mg/kg/12 horas de cloroquina (CQ) durante 3 dias (n=2), en el
modelo BATIGF1RKO sin tratar (n=1) y tratados con 30mg/kg/12 horas de cloroquina (CQ) durante 3
dias (n=2). Se empleé B-actina y a-tubulina como controles de carga. Los resultados se expresaron

como media = SEM.
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4.1.5 Proceso de browning o marronizacion en los
compartimentos de tejido adiposo blanco en el modelo
BATIGF1RKO tras la exposicion al frio

En los ultimos afnos, gracias a los estudios realizados sobre nuevos mecanismos
de generacion de calor, se ha demostrado que la expresion de UCP-1 en los
adipocitos blancos no es necesaria para ser considerados células beige (Kazak et
al., 2015), lo que quiere decir que existen adipocitos de esta clase denominados
UCP-1(-). Asimismo, puesto que el proceso de browning implica una remodelacién
del tejido adiposo blanco, es légico pensar que la mitocondria juega un papel
fundamental en esta plasticidad.

Por ello, una vez comprobada la contribucién de la dindmica mitocondrial en la
funcién termogénica del tejido adiposo marrén en el modelo de ratén BATIGF1RKO,
se evalué el grado de browning en los diferentes compartimentos adiposos blancos
(IWAT, eWAT, mWAT y rWAT) para valorar la relacion de este proceso con la
plasticidad mitocondrial.

Primero, se analizé la regidon inguinal del tejido adiposo blanco (iWAT) ya que es
conocida por ser el compartimento blanco con una mayor capacidad de
marronizacién debido a la induccidn de la expresién de UCP-1 tras un estimulo B-
adrenérgico como es el frio (Sakers et al., 2022). Como cabia esperar, la expresion
de esta proteina desacoplante se determiné como variaba en los diferentes ratones
expuestos al frio, asi como en los grupos que se encontraban en termoneutralidad
(Figura4.17A), lo que demostro la heterogeneidad del proceso UCP-1* browning en
el tejido adiposo blanco. Ademas, se evalud el contenido mitocondrial en este
compartimento tras la activacion de la termogénesis que mostréo una ligera
disminucién en la expresién de HADHA en el modelo BATIGF1RKO a 4°C
comparado con su grupo control en frio (Figura 4.17C). Esta disminucion se
correlaciona con los datos obtenidos de iWAT del ratén knock-out en la situacion
basal que fueron mostrados en el apartado 4.1.1, Figura 4.4A, pudiendo indicar asi
un menor contenido mitocondrial global en este depdsito de grasa blanca en el
modelo BATIGF1RKO. Asimismo, se advirtio un descenso de dicha expresion
cuando se compararon los grupos a 4°C con aquellos a 30°C (Figura 4.17C).
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Figura 4.17 Estudio proteico de la activacion termogénica y de contenido mitocondrial en iWAT
del modelo BATIGF1RKO tras la exposicién al frio. (A) Inmunoblot representativo de UCP-1 en
homogeneizados de iWAT en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (B) Inmunoblot representativo de
HADHA en homogeneizados de iWAT en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (C) Cuantificacién de la
expresion de HADHA en el grupo control expuesto a 4°C (n=3), grupo BATIGF1RKO expuesto a 4°C
(n=4), grupo LoxP/LoxP a 30°C (n=1) y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1). Se empled a-tubulina y B-
actina como controles de carga. Los resultados se expresaron como media + SEM.

A continuacioén, se valoré el estado mitocondrial a través del andlisis proteico de
los parametros de dinamica en este mismo compartimento. Los resultados
mostraron un ligero descenso en la expresidn de las proteinas de fusion MFN-1,
MFN-2 y OPA-1 en el iWAT perteneciente al modelo BATIGF1RKO cuando fue
comparado con el grupo control tras la exposicién al frio (Figura 4.18B), lo que
avalaria la reduccion del contenido mitocondrial propuesta por la disminucién de
la expresion de HADHA (Figura 4.17C). Ademas, se determind una disminucion
significativa en el ratio de fisién p-DRP-1/DRP-1 en el grupo carente de IGF-1R a 4°C
comparado con su control sugiriendo una forma mas fusionada de las
mitocondrias en iWAT de este modelo de raton (Figura 4.18B).

Por ultimo, se estudié el grado de activacion del mecanismo de eliminacion
mitocondrial por la via PINK-1/Parkina en el iWAT del modelo BATIGF1RKO a 4°C.
El analisis proteico determind un incremento significativo en la expresiéon de
Parkina y un ligero aumento en PINK-1 en el grupo knock-out comparado con los
animales LoxP/LoxP (Figura 4.18D). Esto podria indicar una activacién de la
mitofagia acrecentada en iWAT del modelo BATIGF1RKO tras la exposicién al frio,
hecho que sucede también al comparar los grupos a 4°C y a 30°C senalando el frio
como estimulo de la mitofagia.
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Figura 4.18 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en iWAT del modelo
BATIGF1RKO tras la exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de proteinas de dindmica
mitocondrial en homogeneizados de iWAT en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (B) Cuantificacién
de la expresion de dichas proteinas en el grupo control expuesto a 4°C (n=3), grupo BATIGF1RKO
expuesto a 4°C (n=4), grupo LoxP/LoxP a 30°C (n=1) y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1). (C)
Inmunoblot representativo de proteinas involucradas en la mitofagia en homogeneizados de iWAT
en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (B) Cuantificacion de la expresion de dichas proteinas en el
grupo control expuesto a 4°C (n=3), grupo BATIGF1RKO expuesto a 4°C (n=4), grupo LoxP/LoxP a
30°C (n=1) y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1). Se empled B-actina y a-tubulina como controles de
carga. La significacion estadistica se evalué por la prueba t-Student de dos colas y muestras
desapareadas, y se representé como * p < 0,05 vs. ratones LoxP/LoxP 4°C.

Respecto al compartimento epididimal de grasa blanca (eWAT), descrito en la
bibliografia como un tejido con poca capacidad de beiging (Rosen & Spiegelman,
2014), no se detectaron niveles de expresion de UCP-1 en ambos grupos expuestos
al frio ni en aquellos mantenidos en termoneutralidad (Figura 4.19A). Al igual que
en iWAT, se evalu6 el contenido mitocondrial que no revelé cambios significativos
en la expresion de HADHA (Figura 4.19C), posiblemente indicando la misma
cantidad de estos organulos en eWAT del modelo BATIGF1RKO.
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Figura 4.19 Estudio proteico de la activaciéon termogénicay de contenido mitocondrial en eWAT
del modelo BATIGF1RKO tras la exposicién al frio. (A) Inmunoblot representativo de UCP-1 en
homogeneizados de eWAT en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (B) Inmunoblot representativo de
HADHA en homogeneizados de eWAT en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (C) Cuantificacién de la
expresion de HADHA en el grupo control expuesto a 4°C (n=2), grupo BATIGF1RKO expuesto a 4°C
(n=4), grupo LoxP/LoxP a 30°C (n=1) y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1). Se empled a-tubulina como
control de carga. Los resultados se expresaron como media + SEM.

El estudio del estado mitocondrial mostré un aumento significativo de la expresion
de la proteina de fusién MFN-1, pero no de MFN-2, al igual que se observé dicho
incremento en el ratio de fision p-DRP-1/DRP-1 en el grupo BATIGF1RKO expuesto
al frio comparado con su grupo control (Figura 4.20B). Este paradigma podria
explicarse por la existencia de un balance en la dinamica mitocondrial en el que las
mitocondrias poseerian formas mixtas entre fusionadas y fisionadas en el modelo
murino BATIGF1RKO. Ademas, se determind un aumento muy significativo en la
expresion de la proteina mitofagica Parkina en los ratones carentes de IGF-1R
comparado con los animales LoxP/LoxP a 4°C (Figura 4.20D), lo que podria indicar
elinicio de la activacion de este mecanismo de control de calidad mitocondrial que
apoyarian el balance sugerido previamente.
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Figura 4.20 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en eWAT del modelo
BATIGF1RKO tras la exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de proteinas de dindmica
mitocondrial en homogeneizados de eWAT en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (B) Cuantificacién
de la expresion de dichas proteinas en el grupo control expuesto a 4°C (n=3), grupo BATIGF1RKO
expuesto a 4°C (n=4), grupo LoxP/LoxP a 30°C (n=1) y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1). (C)
Inmunoblot representativo de proteinas involucradas en la mitofagia en homogeneizados de e WAT
en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (B) Cuantificacion de la expresion de dichas proteinas en el
grupo control expuesto a 4°C (n=3), grupo BATIGF1RKO expuesto a 4°C (n=3), grupo LoxP/LoxP a
30°C (n=1) y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1). Se empled B-actina y a-tubulina como controles de
carga. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colas y muestras
desapareadas, y se representé como * p < 0,05y *** p < 0,001 vs. ratones LoxP/LoxP 4°C.

A continuacién, se examind la regién retroperitoneal del tejido adiposo blanco
(rWAT) en el modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al frio. Este compartimento
presenta una gran proporcion de clusteres de adipocitos beige en roedores (Rosen
& Spiegelman, 2014). Al igual que sucedi6 en iWAT, se observd una expresion de
UCP-1 heterogénea que se mostré mas acrecentada en el grupo knock-out
comparado con los animales LoxP/LoxP expuesto al frio (Figura 4.21B). Sin
embargo, la expresién de la proteina de matriz mitocondrial HADHA no mostré
ninguna diferencia entre ambos grupos (Figura 4.21D). Estos resultados apoyarian
la activacion del proceso UCP-1(+) de browning en el modelo BATIGF1RKO a 4°C.
Esta marronizacion ha sido descrita previamente en este depdsito retroperitoneal
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Figura 4.21 Estudio proteico de la activacion termogénica y de contenido mitocondrial en rWAT
del modelo BATIGF1RKO tras la exposicién al frio. (A) Inmunoblot representativo de UCP-1 en
homogeneizados de rWAT en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (B) Cuantificacion de la expresién
de UCP-1 en el grupo control expuesto a 4°C (n=3), grupo BATIGF1RKO expuesto a 4°C (n=4), grupo
LoxP/LoxP a 30°C (n=1)y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1). (C) Inmunoblot representativo de HADHA
en homogeneizados de rWAT en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (D) Cuantificacion de la
expresion de HADHA en el grupo control expuesto a 4°C (n=3), grupo BATIGF1RKO expuesto a 4°C
(n=4), grupo LoxP/LoxP a 30°C (n=1) y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1). Se empled a-tubulina como
control de carga. Los resultados se expresaron como media + SEM.

El analisis proteico de los parametros de dinamica mitocondrial y mitofagia reveld
una disminucion significativa del ratio de fision p-DRP-1/DRP-1 en el grupo
BATIGF1RKO expuesto a 4°C comparado con el grupo control (Figura 4.22B).
Ademas, este descenso en la fision mitocondrial quedd mas marcado por el ligero
aumento de la expresion de MFN-2. Por otro lado, en el estudio mitofagico se
observdé un aumento significativo de la expresién de PINK-1 en los animales
BATIGF1RKO cuando eran comparados con los LoxP/LoxP en la situacion de frio, y
junto con el ligero aumento de la expresion de Parkina también percibido (Figura
4.22D), podria sefialar una activacion de este mecanismo de control mitocondrial
mostrando asi su fase inicial del proceso.
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Figura 4.22 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en rWAT del modelo
BATIGF1RKO tras la exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de proteinas de dindamica
mitocondrial en homogeneizados de rWAT en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (B) Cuantificaciéon
de la expresion de dichas proteinas en el grupo control expuesto a 4°C (n=3), grupo BATIGF1RKO
expuesto a 4°C (n=4), grupo LoxP/LoxP a 30°C (n=1) y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1). (C)
Inmunoblot representativo de proteinas involucradas en la mitofagia en homogeneizados de rWAT
en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (B) Cuantificacién de la expresidon de dichas proteinas en el
grupo control expuesto a 4°C (n=3), grupo BATIGF1RKO expuesto a 4°C (n=4), grupo LoxP/LoxP a
30°C (n=1) y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1). Se empled B-actina y a-tubulina como controles de
carga. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colas y muestras
desapareadas, y se representdé como * p < 0,05 vs. Ratones LoxP/LoxP 4°C.

Posteriormente, se evaluo el papel de la dinamica mitocondrial en el proceso de
browning del compartimento mesénterico del tejido adiposo blanco (mWAT) en el
modelo BATIGF1RKO expuesto al frio. Respecto a la marronizacion, parece que, si
el proceso esté activo, no es dependiente de la expresidon de UCP-1 puesto que el
analisis proteico no mostré expresion de esta proteina ni en los animales carentes
de IGF-1R ni en aquellos con el gen floxeado a 4°C (Figura 4.233). Tampoco se
observé ningun cambio en el parametro de contenido mitocondrial indicado por la
expresion de la proteina de matriz HADHA en ambos grupos expuestos al frio
(Figura 4.23C).
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Figura 4.23 Estudio proteico de la activacion termogénica y de contenido mitocondrial en
mWAT del modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de UCP-
1en homogeneizados de mWAT en ratones LoxP/LoxPy BATIGF1RKO. (B) Inmunoblot representativo
de HADHA en homogeneizados de mWAT en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (C) Cuantificacion
de la expresion de HADHA en el grupo control expuesto a 4°C (n=3), grupo BATIGF1RKO expuesto a
4°C (n=4), grupo LoxP/LoxP a 30°C (n=1) y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1). Se empled a-tubulinay
B-actina como controles de carga. Los resultados se expresaron como media = SEM.

Enrelacion con la plasticidad mitocondrial, el estudio proteico mostré un descenso
casi significativo en la expresion de MFN-1 en el modelo BATIGF1RKO comparado
con el grupo control expuesto al frio (Figura 4.24B). No obstante, los resultados
obtenidos no sugirieron ninguna forma preferente de la mitocondria lo que podria
sefialar a un balance en la dinamica mitocondrial.
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Figura 4.24 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial en mWAT del modelo BATIGF1RKO
tras la exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de proteinas de dindmica mitocondrial en
homogeneizados de mWAT en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO. (B) Cuantificacion de la expresion
de dichas proteinas en el grupo control expuesto a 4°C (n=3), grupo BATIGF1RKO expuesto a 4°C
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(n=4), grupo LoxP/LoxP a 30°C (n=1) y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1). Se empled B-actina como
control de carga. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colas y
muestras desapareadas vs. ratones LoxP/LoxP 4°C.

Por ultimo, se evalu6 de manera aproximada la lipdlisis en todos los
compartimentos de tejido adiposo blanco mediante la expresion de HSL, lipasa
sensible a hormonas. Sélo en la regién inguinal se observd una ligera disminucion
de esta expresion en el grupo BATIGF1RKO expuesto al frio comparado con su
grupo control (Figura 4.25A). Sin embargo, el resto de los compartimentos no
mostraron ninguna diferencia entre los animales knock-out y LoxP/LoxP (Figura
4.25), lo que podria indicar que la lipdlisis no se encuentra mas activa en el modelo
murino BATIGF1RKO. En cualquier caso, seria necesario determinar la expresiéon de
la forma activa de esta proteina: p-HSL.
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Figura 4.25 Estudio proteico aproximado de la lipélisis en WAT del modelo BATIGF1RKO tras la
exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de HSL en homogeneizados de iWAT en ratones
LoxP/LoxP y BATIGF1RKO (arriba); y cuantificacion de la expresién de dicha proteina en el grupo
control expuesto a 4°C (n=3), grupo BATIGF1RKO expuesto a 4°C (n=4), grupo LoxP/LoxP a 30°C
(n=1) y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1) (abajo). (B) Inmunoblot representativo de HSL en
homogeneizados de eWAT en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO (arriba); y cuantificacién de la
expresion de dicha proteina en el grupo control expuesto a 4°C (n=3), grupo BATIGF1RKO expuesto
a 4°C (n=4), grupo LoxP/LoxP a 30°C (n=1)y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1) (abajo). (C) Inmunoblot
representativo de HSL en homogeneizados de rWAT en ratones LoxP/LoxP y BATIGF1RKO (arriba); y
cuantificacion de la expresion de dicha proteina en el grupo control expuesto a 4°C (n=3), grupo
BATIGF1RKO expuesto a 4°C (n=4), grupo LoxP/LoxP a 30°C (n=1) y grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1)
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(abajo). (D) Inmunoblot representativo de HSL en homogeneizados de mWAT en ratones LoxP/LoxP
y BATIGF1RKO (arriba); y cuantificacidon de la expresidon de dicha proteina en el grupo control
expuesto a 4°C (n=3), grupo BATIGF1RKO expuesto a 4°C (n=4), grupo LoxP/LoxP a 30°C (n=1)y
grupo BATIGF1RKO a 30°C (n=1) (abajo). Se empled B-actina como control de carga.
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4.2 CONTRIBUCION DE LA FUSION MITOCONDRIAL
EN LA TERMOGENESIS ADAPTATIVA

Como hemos podido observar previamente en el apartado 4.1, la dindamica
mitocondrial desempefa un papel en la termogénesis adaptativa promoviendo el
estado fisionado de las mitocondrias en el modelo BATIGF1RKO. Para comprobar
dicho papel y gracias a la colaboracion del Prof. Dr. Antonio Zorzano del Instituto
de Investigaciones Biomédicas de Barcelona (IRB), se generaron dos modelos
murinos carentes de diferentes proteinas de fusién especificamente en el tejido
adiposo marrén: BATOPA1KO, knock-out de la proteina de fusion interna OPA-1;y
BATMFN1KO, de la proteina de fusiéon externa MFN-1. De esta manera, se
determiné la importancia de la fusion mitocondrial durante la termogénesis
adaptativa y si la fision mitocondrial es determinante para que este proceso de
termorregulacion tenga lugar.

Durante estos estudios, se utilizaron ratones macho LoxP/LoxP y pertenecientes a
los modelos knock-out: BATOPA1KO y BATMFN1KO, con una edad aproximada de
5 meses puesto que se considerd que en este periodo los animales presentaban
depdsitos de grasa blanca mas desarrollados y el tejido adiposo marrén era
plenamente funcional. Asi, se pudo examinar la contribucién que podria tener la
dindmica mitocondrial en el proceso de browning ante esta pérdida de expresién
de dichas proteinas de fusion en el tejido adiposo marrén.

4.2.1 Perfilglucidicoy analisis de la grasa corporal del modelo
BATOPA1KO

En primer lugar, se evalud el perfil glucidico del modelo carente de OPA-1
especificamente en el tejido adiposo marrén (BATOPA1KO) para identificar si la
fusién mitocondrial regula la homeostasis glucidica. Los resultados no mostraron
ninguna diferencia entre el grupo control y el modelo knock-out (Figura 4.26)
aunque si que se observd una ligera resistencia a insulina en los animales
BATOPA1KO mayor que en los controles (Figura 4.26B).

300 - 100 -
250 A 1 50
3200 - T
B \\ £ w0 3 T
£ <
< 150 s - s \+
s e~ g .|
(=] = it}
> 100 - o
5]
20 A
50
o o
o 30 60" 90 120° o 15 30 50
TIME (min) TIME (min)
—a—LoXP/LoXP BATOPA1KO —+—LoXP/LOXP BATOPALKO

Figura 4.26 Perfil glucidico basal del modelo BATOPA1KO. Curvas obtenidas de los (A) test de
tolerancia a glucosa (GTT) representada en mg/dL de glucosa en sangre y (B) test de tolerancia a
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insulina (ITT) representada en porcentaje (%) en animales LoxP/LoxP (n=5) y BATOPA1KO (n=5). Los
resultados se expresaron como media + SEM.

Posteriormente, se analizd la cantidad de grasa corporal que presentaba el modelo
BATOPA1KO donde se determind una disminucidn significativa del porcentaje de
grasa en los ratones carentes de OPA-1 comparados con el grupo control (Figura
4.27B) sin ningun cambio en el peso corporal en estos animales (Figura 4.27C).
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Figura 4.27 Parametros de adiposidad y peso corporal en el modelo BATIF1RKO. (A) Imagenes
representativas de RMN de animales LoxP/LoxP y BATOPA1KO de 5 meses de edad y en una
situacion basal. (B) Cuantificacion de las imagenes de RMN representada en porcentaje de masa
grasa respecto a la masa total de animales LoxP/LoxP (n=2) y BATOPA1KO (n=4). (C) Histograma del
peso corporal en animales LoxP/LoxP (n=4) y BATOPA1KO (n=8). Los resultados se expresaron como
media = SEM. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colas y muestras
desapareadas, y se representé como *** p < 0,001 vs. ratones LoxP/LoxP.

4.2.2 Capacidad termogénicay estudio proteico en el
modelo BATOPA1KO tras la exposicion al frio

A continuacién, se realizé un experimento de exposicién al frio (4°C) durante 12
horas para determinar la capacidad de adaptacion del modelo BATOPA1KO. Lo
primero que se detectd fue una temperatura basal significativamente mas alta en
los animales LoxP/LoxP comparado con el grupo knock-out (Figura 4.28A). Sin
embargo, la adaptacion termogénica de ambos grupos siguié la misma tendencia,
sin mostrar ninguna diferencia entre si (Figura 4.28A), indicando asi la posibilidad
de que la carencia de OPA-1 en el tejido adiposo marrén no altera la capacidad
termogénica de los ratones. Asimismo, tras el sacrificio de los ratones, se analizd
el tamano del BAT interescapular (iBAT) que evidencio un incremento de peso en el
tejido perteneciente al modelo BATOPA1KO, lo que sugirid la existencia de una
hipertrofia de iBAT (Figura 4.28B y 4.28C).
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Figura 4.28 Adaptacion termogénica del modelo BATOPA1KO. (A) Representacion grafica de las
temperaturas corporales durante las 12 horas de exposicion al frio en animales LoxP/LoxP (n=5) y
en el modelo BATOPA1KO (n=13). (B) Histograma del peso en miligramos (mg) del depdsito
interescapular del tejido adiposo marrén (iBAT) en el grupo control (n=3) y en el grupo knock-out
(n=7). (C) Representacion grafica del peso de iBAT corregido por el peso corporal. Los resultados se
expresaron como media + SEM. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos
colas y muestras desapareadas, y se representé como * = p < 0,05y ** = p < 0,01 vs. ratones
LoxP/LoxP.

El estudio de la morfologia de iBAT no reveld ninguna diferencia entre los animales
carentes de OPA-1 en el tejido adiposo marrény el grupo control (Figura 4.29B). De
igual modo, la proteina termogénica UCP-1 no mostré cambios de expresion entre
ambos grupos estudiados (Figura 4.30).
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Figura 4.29 Aproximacion del nimero de células en iBAT en el grupo control y en el modelo
BATOPA1KO tras la exposicion al frio. (A) Imagenes representativas de la tincion de
hematoxilina/eosina de iBAT de animales controly el modelo knock-out. (B) Histograma del nimero
estimado de células localizadas en iBAT del grupo control (n=3) y del grupo BATOPA1KO (n=5). Los
resultados se expresaron como media + SEM.
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Figura 4.30 Activacion de la termogénesis adaptativa mediante el mecanismo canénico de
UCP-1en el modelo BATOPA1KO tras la exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de UCP-
1 en homogeneizados de iBAT en ratones LoxP/LoxP y BATOPA1KO. (B) Cuantificacion de la
expresion de UCP-1 en el grupo control (n=3) y grupo BATOPA1KO (n=5). Se empled a-tubulina como
control de carga. (C) Imagenes representativas de inmunohistoquimica de UCP-1 en iBAT del grupo
control y del modelo BATOPA1KO. (D) Cuantificacion de las imagenes de inmunohistoquimica de
UCP-1 en animales LoxP/LoxP (n=3) y knock-out (n=5). Los resultados se expresaron como media +
SEM.

Por dltimo, se analiz6 el contenido mitocondrial mediante la expresion proteica de
los marcadores mitocondriales HADHA y TOMM-20. Estos resultados indicaron un
ligero aumento de la expresién de ambas proteinas en los ratones carentes de OPA-
1 en el tejido adiposo marrdn que no resulto significativo (Figura 4.31B). Ademas,
la inmunohistoquimica de TOMM-20 en iBAT tampoco mostré ninguna diferencia
entre ambos grupos (Figura 4.31D).
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Figura 4.31 Estudio proteico del contenido mitocondrial en el modelo BATOPA1KO tras la
exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de HADHA y TOMM-20 en homogeneizados de
iBAT en ratones LoxP/LoxP y BATOPA1KO. (B) Cuantificacion de la expresidén de ambas proteinas en
el grupo control (n=3) y el grupo BATOPA1KO (n=5). Se empled a-tubulina como control de carga. (C)
Imagenes representativas de inmunohistoquimica de TOMM-20 en iBAT del grupo control y del
modelo BATOPA1KO expuestos al frio. (D) Cuantificacion de las imagenes de inmunohistoquimica
de TOMM-20 en animales LoxP/LoxP (n=3) y knock-out (n=5). Los resultados se expresaron como
media = SEM.

4.2.3 Analisis del estado mitocondrial y del mecanismo de
control mitocondrial mitofagia en el modelo BATOPA1KO tras la
exposicion al frio

Puesto que el objetivo principal de esta tesis fue valorar si la dinamica mitocondrial
puede actuar como un mecanismo adicional en la termogénesis adaptativa, se
realizé el estudio de la plasticidad mitocondrial. El analisis de la expresion proteica
de los marcadores de dindmica mitocondrial no mostro diferencias entre el modelo
BATOPA1KO vy el grupo control expuesto al frio (Figura 4.32B). No obstante, se
observé una tendencia de disminucién de todos los parametros en el grupo knock-
out (Figura 4.32B). De este modo, y puesto que en las imagenes tomadas por
microscopia electréonica no se pudieron examinar el numero, las formas e interior
de las mitocondrias no se pudo determinar el estado mitocondrial de iBAT en el
modelo BATOPA1KO tras la exposicién al frio, asi como el papel de OPA-1 en la
integridad de las crestas mitocondriales.

A continuacion, el estudio proteico de las proteinas involucradas en el mecanismo
de eliminacion mitocondrial via PINK-1/Parkina determind un incremento
significativo en la expresion de PINK-1 en los animales carentes de OPA-1
comparados con los LoxP/LoxP (Figura 4.32D). Asimismo, existié un ligero
aumento de la expresiéon de laforma lipidada de la proteina autofagica LC3B (LC3B-
II) en el modelo BATOPA1KO (Figura 4.32D). Esta quinasa PINK-1 es conocida por
su papeliniciador en la cascada de sefnalizacién de este tipo de mitofagia mientras
que LC3B-Il se encuentra unida a la membrana lipidica que rodea a la mitocondria
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dafiada previamente marcada por colas de poliubiquitinas, por lo que estos
resultados podrian indicar una activacidon de la mitofagia en el iBAT del modelo

BATOPA1KO expuesto al frio.
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Figura 4.32 Analisis proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en el modelo BATOPA1KO
tras la exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de las proteinas de fusion MFN-1, MFN-2y
OPA-1, y de la proteina de fision mitocondrial DRP-1 y su forma activada p-DRP-1 en
homogeneizados de iBAT en animales LoxP/LoxP y BATOPA1KO. (B) Cuantificacién de la expresion
de dichas proteinas en el grupo control (n=3) y grupo BATOPA1KO (n=5). (C) Inmunoblot
representativo de las proteinas implicadas en la via mitofagica PINK-1/Parkina y en la fase final de
la autofagia (LC3B-Il) en homogeneizados de iBAT en ratones LoxP/LoxP y BATOPA1KO. (D)
Cuantificacion de la expresion de dichas proteinas en el grupo control (n=3) y grupo BATOPA1KO
(n=5). Se empled B-actinay a-tubulina como controles de carga. Los resultados se expresaron como
media * SEM. Se empled B-actina y a-tubulina como controles de carga. Los resultados se
expresaron como media + SEM. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos
colasy muestras desapareadas, y se representé como ** = p < 0,01 vs. ratones LoxP/LoxP.




4.2.4 Proceso de browning o marronizacion en los
compartimentos de tejido adiposo blanco en el modelo
BATOPA1KO tras la exposicion al frio

Alno poder determinar cambios en la dinamica mitocondrial en el iBAT del modelo
BATOPA1KO, se evaluaron los compartimentos inguinal (iWAT) y epididimal (e WAT)
de grasa blanca de los mismos grupos de animales expuestos durante 12 horas al
frio.

En primer lugar, se analizé la expresion de UCP-1 y de diferentes marcadores
mitocondriales en la regidon subcutanea o inguinal del tejido adiposo blanco (iWAT)
ya que este compartimento presenta un browning UCP-1(+) (Sakers et al., 2022).
Este estudio no arrojé diferencias entre el grupo carente de OPA-1 y el control
(Figura 4.33). Sin embargo, se observd un ligero aumento en la expresion de la
proteina de matriz mitocondrial HADHA en los animales knock-out comparados
con los animales LoxP/LoxP (Figura 4.33C).
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Figura 4.33 Estudio proteico de la activacion termogénica y de contenido mitocondrial en iWAT
del modelo BATOPA1KO tras la exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de UCP-1 en
homogeneizados de iWAT en ratones LoxP/LoxP y BATOPA1KO. (B) Inmunoblot representativo de
HADHA y TOMM-20 en homogeneizados de iWAT en ratones LoxP/LoxP y BATOPA1KO. (C)
Cuantificacion de la expresion de HADHA y TOMM-20 proteinas en el grupo control (n=3) y grupo
BATOPA1KO (n=5). Se empled a-tubulina como control de carga. Los resultados se expresaron
como media = SEM.

Sin embargo, los resultados obtenidos del analisis de la dinamica mitocondrial y
mitofagia revelaron un aumento significativo de la expresiéon de la proteina de
fusiéon MFN-2 en iWAT del modelo BATOPA1KO comparado con el grupo control,
ambos expuestos al frio (Figura 4.34B). Ademas, este dato junto con la ligera
disminucién de la proteina de fision DRP-1 percibida (Figura 4.34B), podria indicar
un incremento del estado fusionado de las mitocondrias pertenecientes a iWAT de
los animales knock-out tras la exposicion al frio.
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Figura 4.34 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en iWAT del modelo
BATOPA1KO tras la exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de proteinas de dindmica
mitocondrial en homogeneizados de iWAT en ratones LoxP/LoxP y BATOPA1KO. (B) Cuantificaciéon
de la expresion de dichas proteinas en el grupo control (n=3) y el grupo BATOPA1KO (n=5). (C)
Inmunoblot representativo de proteinas involucradas en la mitofagia en homogeneizados de iWAT
en ratones LoxP/LoxP y BATOPA1KO. (B) Cuantificaciéon de la expresidon de dichas proteinas en el
grupo control (n=3) y el grupo BATOPA1KO (n=5). Se empled B-actina y a-tubulina como controles
de carga. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colas y muestras
desapareadas, y se representé como * p < 0,05 vs. ratones LoxP/LoxP.

Por otro lado, se estudi6 el proceso de marronizacion en la regién epididimal del
tejido adiposo blanco (eWAT) de dichos animales expuestos al frio. Debido a que
se ha descrito en la bibliografia que este compartimento puede sufrir un browning
independiente de la expresion de UCP-1 (Sakers et al., 2022), se examino también
la proteinainvolucrada en la biogénesis mitocondrial PGC-1a. Este analisis mostré
un aumento en la expresién de PGC-1a al igual que un incremento significativo de
HADHA en el modelo BATOPA1KO comparado con el grupo control expuesto al frio
(Figura 4.35B y 4.35D), sefalando asi la posibilidad de una marronizacién en este
tejido.
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Figura 4.35 Estudio proteico de la activacion termogénica, biogénesis mitocondrial y de
contenido mitocondrial en eWAT del modelo BATOPA1KO tras la exposiciéon al frio. (A)
Inmunoblot representativo de UCP-1y PGC-1a en homogeneizados de eWAT en ratones LoxP/LoxP
y BATOPA1KO. (B) Cuantificacion de la expresion de PGC-1 aen el grupo control (n=3) y en el modelo
BATOPA1KO (n=5). (C) Inmunoblot representativo de HADHA y TOMM-20 en homogeneizados de
eWAT en ratones LoxP/LoxP y BATOPA1KO. (D) Cuantificacion de la expresidon de dichas proteinas
en el grupo control (n=3) y el grupo BATOPA1KO (n=5). Se empled a-tubulina como control de carga.
La significacion estadistica se evalué por la prueba t-Student de dos colas y muestras
desapareadas, y se representé como * p < 0,05 vs. ratones LoxP/LoxP.

Posteriormente, se evalué la dinamica mitocondrial y mitofagia del compartimento
epididimal blanco (eWAT) tras la exposicion al frio. Los resultados obtenidos del
analisis proteico no revelaron ninguna diferencia entre los animales LoxP/LoxP y
knock-out en cuanto a la plasticidad mitocondrial (Figura 4.36B), de igual modo
gue no mostraron cambios sobre la actividad de la mitofagia aunque se observo
una ligera disminucién de la expresion de LC3B-Il (Figura 4.36D). Por ello, no se
pudo determinar el estado mitocondrial de eWAT en el modelo BATOPA1KO tras la
exposicién al frio.
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Figura 4.36 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en eWAT del modelo
BATOPA1KO tras la exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de proteinas de dindmica
mitocondrial en homogeneizados de eWAT en ratones LoxP/LoxP y BATOPA1KO. (B) Cuantificacién
de la expresion de dichas proteinas en el grupo control (n=3) y el grupo BATOPA1KO (n=5). (C)
Inmunoblot representativo de proteinas involucradas en la mitofagia en homogeneizados de eWAT
en ratones LoxP/LoxP y BATOPA1KO. (D) Cuantificacion de la expresion de dichas proteinas en el
grupo control (n=3) y el grupo BATOPA1KO (n=5). Se empled B-actina y a-tubulina como controles
de carga.

4.2.5 Evaluacion de la activacion prolongada Vvia
farmacoldgica de la termogénesis adaptativa en el modelo
BATOPA1KO

Se ha descrito en la bibliografia que el 6érgano adiposo presenta receptores B3-
adrenérgicos que pueden estimular una respuesta termogénica a través del
sistema nervioso simpatico (Cao et al., 2004) y, ademas, se ha visto que promueve
el proceso de browning en los compartimentos de grasa blanca (Loncar, Afzelius &
Cannon, 1988; Wangetal., 2013). Asimismo, estudios recientes sobre la accion del
agonista B3-adrenérgico CL-376243 han mostrado un aumento en la actividad
metabolica de iBAT tras la estimulacion adrenérgica cronica, indicando su uso
como un estimulo similar al frio (Labbé et al., 2016).
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Como hemos observado previamente en el apartado 4.2.2, el modelo BATOPA1KO
se adapta en el estimulo del frio durante un periodo de 12 horas. Puesto que esta
duracién se puede considerar como una situacidon aguda, se examino el papel de
OPA-1 en una termogénesis adaptativa inducida farmacolégicamente prolongada
en el tiempo. Para ello, se utilizé el mismo modelo animal carente de la proteina de
fusion interna OPA-1 especificamente en el tejido adiposo marréon (BATOPA1KO) a
una edad de 5 meses. Durante los 14 dias previos al sacrificio, se administro
intraperitonealmente el agonista B3-adrenérgico CL-376243 a una dosis de 1
mg/kg/diay se uso suero salino como control del tratamiento.

El primer tejido examinado en este experimento fue el tejido adiposo marrén
interescapular (iBAT). En el analisis proteico de la activacién termogénica y del
contenido mitocondrial se observé un ligero aumento de la expresion de UCP-1 en
el modelo BATOPA1KO tratado con CL-316243 comparado con el control sin tratar,
efecto que no sucedid en los animales LoxP/LoxP (Figura 4.37B). Igualmente, se
determiné un incremento significativo de la proteina de membrana externa
mitocondrial TOMM-20 y un ligero aumento de la expresion de HADHA en el grupo
knock-out tratado con CL-316243 comparado con los animales knock-out con
suero salino (Figura 4.37D). Sin embargo, los datos mostraron una disminucién
significativa en la expresion de TOMM-20 del grupo BATOPA1KO comparado con el
grupo control, ambos sin tratar (Figura 4.37D).
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Figura 4.37 Estudio proteico de la activacidon termogénica y de contenido mitocondrial en iBAT
del modelo BATOPA1KO tras el tratamiento con el agonista B3-adrenérgico CL-316243. (A)
Inmunoblot representativo de UCP-1 en homogeneizados de iBAT en ratones LoxP/LoxP sin tratar
(n=2), tratados con CL-316243 (n=2), ratones BATOPA1KO sin tratar (n=2) y tratados con CL-316243
(n=2). (B) Cuantificacion de la expresion de UCP-1 en el grupo control sin tratar (n=2), grupo control
tratado con CL-316243 (n=2), en el modelo BATOPA1KO sin tratar (n=2) y tratado con CL-316243
(n=2). (C) Inmunoblot representativo de HADHAy TOMM-20 en homogeneizados de iBAT en ratones
sin tratar (n=2), tratados con CL-316243 (n=2), ratones BATOPA1KO sin tratar (n=2) y tratados con
CL-316243 (n=2). (D) Cuantificacion de la expresion de dichas proteinas en el grupo control sin tratar
(n=2), grupo control tratado con CL-316243 (n=2), en el modelo BATOPA1KO sin tratar (n=2) y tratado
con CL-316243 (n=2). Se empled a-tubulina como control de carga. La significacion estadistica se
evalué por la prueba t-Student de dos colas y muestras desapareadas, y se representé como * p <
0,05 vs. ratones LoxP/LoxP Saliney # p < 0,05 vs. ratones BATOPA1KO Saline.
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A continuacion, se analizé el efecto del agonista B3-adrenérgico CL-376243 en el
estado mitocondrialy la activacion de la mitofagia del iBAT perteneciente al modelo
BATOPA1KO. Los resultados determinaron una disminucién significativa de los
marcadores de fusion MFN-1 y MFN-2 que se acompafné de un incremento
altamente significativo de la proteina de fisién p-DRP-1 en el modelo BATOPA1KO
comparado con el grupo LoxP/LoxP de manera basal, es decir, sin el tratamiento
con el agonista (Figura 4.38B). Al tratar los animales knock-out con CL-316243, se
observd un ligero aumento en la expresion de las mitofusinas, siendo
practicamente significativo en el caso de MFN-2, y un descenso significativo en la
expresion de p-DRP-1 cuando se compardé con el grupo BATOPA1KO tratado con
suero salino (Figura 4.38B). No obstante, existié una ligera disminucién de todos
los parametros de dinamica mitocondrial en el grupo control tratado con CL-
316243 comparado con el grupo LoxP/LoxP sin tratar, siendo mas clara en la
expresion de MFN-1 (Figura 4.38B).

Respecto al estudio proteico del mecanismo de control mitocondrial, parecio
incrementarse la expresion de los marcadores mitofagicos PINK-1 y Parkina, al
igual que se observd un aumento significativo de la expresion de la proteina
adaptadora p62 involucrada en la autofagia en el modelo BATOPA1KO cuando fue
tratado con el agonista B3-adrenérgico comparado con los ratones knock-out sin
tratar (Figura 4.38 D). Esta tendencia a la alta de los marcadores mitofagicos se
advirtié en el grupo control tratado con CL-316243 comparado con los animales sin
tratar (Figura 4.38D). Ademas, al comparar los grupos tratados con suero salino,
tanto control como el carente de OPA-1, se percibio un ligero descenso de la
expresion de todos los marcadores mito- y autofagicos siendo significativo este en
la expresién de p62 (Figura 4.38D).

Para dilucidar el estado mitocondrial del iBAT tras la estimulacién B3-adrenérgica
con CL-316243, se tomaron imagenes de microscopia electronica. Este estudio
indico un ligero aumento en el nUmero de mitocondrias de los grupos tratados con
el agonista B3-adrenérgico pero no se observaron diferencias entre los animales
LoxP/LoxP y el modelo BATOPA1KO (Figura 4.39B), lo que podria indicar que la
mitofagia no se encuentra sobreestimulada tras el tratamiento con el agonista en
el modelo BATOPA1KO comparado con el grupo control. Asimismo, se determind
un aumento del tamano de las mitocondrias en los animales carentes de OPA-1
comparados con LoxP/LoxP, viéndose incrementada el area mitocondrial cuando
eran tratados con CL-316243 (Figura 4.39C). Estos datos combinados con los
obtenidos del analisis proteico de dinamica mitocondrial sugieren un estado
fisionado en el modelo BATOPA1KO de manera basal que, tras el tratamiento con
el agonista B3-adrenérgico CL-316243, se produce una elongacién o aumento del
tamano de las mitocondrias. Es decir, la fusidon mitocondrial se ve favorecida por la
accion B3-adrenérgica cuando OPA-1 no esta presente. Nuevamente, la calidad de
las imagenes tomadas no permitié el analisis de las crestas mitocondriales.
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Figura 4.38 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en iBAT del modelo
BATOPA1KO tras el tratamiento con el agonista B3-adrenérgico CL-316243. (A) Inmunoblot
representativo de proteinas de dinamica mitocondrial en homogeneizados de iBAT en ratones
LoxP/LoxP y BATOPA1KO, tratados con CL-316243 y con suero salino. (B) Cuantificacion de la
expresion de dichas proteinas en el grupo control sin tratar (n=2), tratado con CL-316243 (n=2),
grupo BATOPA1KO sin tratar (n=2) y tratado con CL-316243 (n=2). (C) Inmunoblot representativo de
proteinas involucradas en la mitofagia en homogeneizados de iBAT en ratones LoxP/LoxP y
BATOPA1KO, tratados con CL-316243 y con suero salino. (D) Cuantificacion de la expresion de
dichas proteinas en el grupo control sin tratar (n=2), tratado con CL-316243 (n=2), grupo
BATOPA1KO sin tratar (n=2) y tratado con CL-316243 (n=2). Se empleé B-actina y a-tubulina como
controles de carga. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colas y
muestras desapareadas, y se representé como * =p <0,05, **=p <0,01y *** p< 0,001 vs. ratones
LoxP/LoxP Saline; y #p <0,05y p =0,0552 vs. ratones BATOPA1KO Saline.
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Figura 4.39 Estudio mitocondrial en el modelo BATOPA1KO tras el tratamiento con el agonista
B3-adrenérgico CL-316243. (A) Imagenes representativas de microscopia electronica tomadas de
iBAT pertenecientes al grupo control tratado con suero salinoy CL-316243, y al grupo BATOPA1KO
tratado con suero salinoy CL-316243. (B) Cuantificacion del niumero de mitocondrias en fotografias
de microscopia electrénica del grupo control sin tratar (n=2), tratado con CL-316243 (n=2), grupo
BATOPA1KO sin tratar (n=2) y tratado con CL-316243 (n=2). (C) Cuantificacion del tamafio de
mitocondrias en pm? en fotografias de microscopia electrénica del grupo control sin tratar (n=2),
tratado con CL-316243 (n=2), grupo BATOPA1KO sin tratar (n=2) y tratado con CL-316243 (n=2). Los
resultados se expresaron como media * SEM. Los resultados se expresaron como media + SEM. La
significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colas y muestras desapareadas,
y se representé como *** p < 0,001 vs. ratones LoxP/LoxP Saline; ## p < 0,01 vs. ratones BATOPA1KO
Saline; y $$$ p < 0,001 vs. ratones LoxP/LoxP CL-316243.

Por ultimo, se evalud la actividad lipolitica presente en iBAT del modelo
BATOPA1KO tras la estimulacion del tejido con el agonista 3-adrenérgico CL-
316243. Para ello, se determind la acumulacidon de lipidos mediante la tincidon de
Oil Red-0O, lo que mostré una disminucién significativa del area tefiida con esta
técnica en los grupos tratados con el agonista, tanto en animales LoxP/LoxP como
knock-out (Figura 4.40B), lo que sugirié una activacion de la lipdlisis favorecida por
la accién del B3-adrenérgico CL-316243. No obstante, la acumulacién de lipidos
fue significativamente mayor en el modelo BATOPA1KO comparado con el grupo
control, ambos tratados con el agonista (Figura 4.40B), indicando asi la posibilidad
de que OPA-1 sea necesaria para el correcto funcionamiento de la lipdlisis.
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Figura 4.40 Evaluacion de la actividad lipolitica en el modelo BATIGF1RKO tras el tratamiento
con el agonista B3-adrenérgico CL-316243. (A) Imagenes representativas de la tincion Oil Red-O,
marcaje de lipidos, en iBAT del grupo control LoxP/LoxP tratado con suero salinoy CL-316243, y del
grupo BATOPA1KO tratado con suero salino y CL-316243. (B) Cuantificacién de las imagenes de la
tincion de Oil Red-O en animales LoxP/LoxP sin tratar (n=2), tratados con CL-316243 (n=2), animales
BATOPA1KO sin tratar (n=2) y tratados con CL-316243 (n=2). Los resultados se expresaron como
media + SEM. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colas y muestras
desapareadas, y se representé como ** p <0,01 vs. ratones LoxP/LoxP Saline; ## p <0,01 vs. ratones
BATOPA1KO Saline; y $ p < 0,05 vs. ratones LoxP/LoxP CL-316243.

A continuacion, y puesto que el agonista f3-adrenérgico CL-316243 promueve el
proceso de browning en los tejidos adiposos blancos (Labbé et al., 2016), se analizé
el compartimento inguinal (iWAT) del modelo BATOPA1KO tras el tratamiento con
este estimulo termogénico. Los datos obtenidos evidenciaron un proceso de
marronizacién dependiente de UCP-1 en los animales tratados con CL-316243
(Figura 4.41B), que se acompané de un aumento significativo en la expresién de la
proteina mitocondrial HADHA en los mismos grupos (Figura 4.41D). Este
incremento significativo también se observd en la expresion de TOMM-20 en el
modelo BATOPA1KO tratado con el agonista B3-adrenérgico cuando se comparé
con el grupo control también tratado con CL-316243 y los animales BATOPA1KO
sin tratar (Figura 4.41D).
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Figura 4.41 Estudio proteico de la activacion termogénica y de contenido mitocondrial en iWAT
del modelo BATOPA1KO tras el tratamiento con el agonista B3-adrenérgico CL-316243. (A)
Inmunoblot representativo de UCP-1 en homogeneizados de iWAT en ratones LoxP/LoxP tratados
con suero salinoy CL-316243, y en ratones BATOPA1KO tratado scon suero salinoy CL-316243. (B)
Cuantificacién de la expresién de UCP-1 en animales LoxP/LoxP sin tratar (n=2), tratados con CL-
316243 (n=2), animales BATOPA1KO sin tratar (n=2) y tratados con CL-316243 (n=2). (C) Inmunoblot
representativo de HADHA y TOMM-20 en homogeneizados de iWAT en ratones LoxP/LoxP tratados
con suero salinoy CL-316243, y en ratones BATOPA1KO tratado scon suero salinoy CL-316243. (D)
Cuantificacién de la expresion de HADHA y TOMM-20 en animales LoxP/LoxP sin tratar (n=2),
tratados con CL-316243 (n=2), animales BATOPA1KO sin tratar (n=2) y tratados con CL-316243
(n=2). Se empled a-tubulina como control de carga. Los resultados se expresaron como media +
SEM. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colas y muestras
desapareadas, y se representé como *** p < 0,001 vs. ratones LoxP/LoxP Saline; # p < 0,05y ### p <
0,001 vs. ratones BATOPA1KO Saline; y $ p <0,05 vs. ratones LoxP/LoxP CL-316243.

Respecto al estudio de la dinamica mitocondrial en iWAT, el tratamiento con el
agonista B3-adrenérgico CL-316243 mostré un incremento de todos los
marcadores mitocondriales en ambos grupos (Figura 4.42B) y parecié promoverse
un estado fusionado de las mitocondrias debido al aumento significativo de las
proteinas de fusién en el grupo BATOPA1KO tratado con CL-316243 comparado
con los animales BATOPA1KO sin tratar (Figura 4.42B). Por otro lado, no se
encontraron diferencias entre todos los grupos estudiados en el analisis proteico
de la mito- y autofagia (Figura 4.42D). No obstante, en el grupo LoxP/LoxP tratado
con el agonista B3-adrenérgico se determind un incremento significativo de la
expresion de la forma lipidada de LC3B cuando se comparé con los animales
control sin tratar (Figura 4.42D).
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Figura 4.42 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en iWAT del modelo
BATOPA1KO tras el tratamiento con el agonista B3-adrenérgico CL-316243. (A) Inmunoblot
representativo de las proteinas implicadas en la fusién mitocondrial en homogeneizados de iIWAT
enratones LoxP/LoxP tratados con suero salinoy CL-316243, y en ratones BATOPA1KO tratado scon
suero salino y CL-316243. (B) Cuantificacion de la expresion de dichas proteinas en animales
LoxP/LoxP sin tratar (n=2), tratados con CL-316243 (n=2), animales BATOPA1KO sin tratar (n=2) y
tratados con CL-316243 (n=2). (C) Inmunoblot representativo de los marcadores de mitofagia en
homogeneizados de iWAT en ratones LoxP/LoxP tratados con suero salinoy CL-316243, y en ratones
BATOPA1KO tratado scon suero salino y CL-316243. (D) Cuantificacién de la expresion de dichas
proteinas en animales LoxP/LoxP sin tratar (n=2), tratados con CL-316243 (n=2), animales
BATOPA1KO sin tratar (n=2) y tratados con CL-316243 (n=2). Se empled B-actinay a-tubulina como
controles de carga. Los resultados se expresaron como media * SEM. La significacion estadistica
se evalué por la prueba t-Student de dos colas y muestras desapareadas, y se representé como * p
<0,05y ** p <0,01 vs. ratones LoxP/LoxP Saline; # p < 0,05y ## p < 0,01 vs. ratones BATOPA1KO
Saline; y $ p < 0,05 vs. ratones LoxP/LoxP CL-316243.
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4.2.6 Efectodeladelecion de MFN1 en la termogénesis
adaptativa: estudio preliminar

Para finalizar, se generd6 el modelo carente de MFN-1 especificamente en el tejido
adiposo marrén (BATMFN1KQO) para continuar con el estudio de la contribucién de
la fusion mitocondrial en la termogénesis adaptativa. En este caso, se utilizaron
machos de una edad aproximada de 5 meses que posteriormente fueron expuestos
al frio durante 12 horas.

En primer lugar, se evalué el perfil glucidico de dichos animales para determinar si
la delecion de MFN1 en BAT alteraba la homeostasis glucidica. Los resultados
mostraron una menor sensibilidad a glucosa que no fue significativa (Figura 4.43A)
y una ligera resistencia a insulina en el modelo BATMFN1KO comparado con el
grupo control (Figura 4.43B).
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Figura 4.43 Perfil glucidico basal del modelo BATMFN1KO. Curvas obtenidas de los (A) test de
tolerancia a glucosa (GTT) representada en mg/dL de glucosa en sangre y (B) test de tolerancia a
insulina (ITT) representada en porcentaje (%) en animales LoxP/LoxP (n=6) y BATMFN1KO (n=4). Los
resultados se expresaron como media * SEM. Los resultados se expresaron como media + SEM. La
significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colas y muestras desapareadas,
y se representé como p = 0,0649 vs. ratones LoxP/LoxP.

A continuacion, el modelo BATMFN1KO se expuso al frio (4°C) durante 12 horas
para determinar la capacidad de adaptacién termogénica que este presenta. Pese
a que el modelo BATMFN1KO mostré una temperatura basal significativamente
mas alta que el grupo control, este disminuyd su temperatura corporal tras el
trascurso de las 5 primeras horas y la mantuvo alrededor de 33°C hasta el final del
experimento (Figura 4.44A). Cuando se comparé con la adaptacion termogénica
de los ratones LoxP/LoxP, los animales carentes de MFN-1 evidenciaron una
temperatura significativamente mas baja (Figura 4.44A), sugiriendo que la delecion
de MFN-1 provoca una peor adaptacion al frio.

Asimismo, no se encontraron diferencias entre los pesos corporales de ambos
grupos (Figura 4.44B) aunque si una ligera disminuciéon del tamafio de iBAT en el
modelo BATMFN1KO comparado con los animales LoxP/LoxP (Figura 4.44C y
4.44D), que podria relacionarse con el empeoramiento de la adaptacion
termogénica del modelo knock-out.
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Figura 4.44 Adaptacion termogénica del modelo BATMFN1KO. (A) Representacion grafica de las
temperaturas corporales durante las 12 horas de exposicion al frio en animales LoxP/LoxP (n=6) y
en el modelo BATMFN1KO (n=4). (B) Histograma del peso corporal en gramos (g) del grupo controly
elmodelo BATMFN1KO. (C) Histograma del peso en miligramos (mg) del depdsito interescapular del
tejido adiposo marréon (iBAT) en el grupo control (n=6) y en el grupo knock-out (n=4). (D)
Representacion grafica del peso de iBAT corregido por el peso corporal. Los resultados se
expresaron como media = SEM. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos
colas y muestras desapareadas, y se representé como * = p < 0,05 vs. ratones LoxP/LoxP.

El estudio proteico preliminar de la activacion de la termogénesis mediada por
UCP-1 junto con el analisis del contenido mitocondrial sugirié un tenue aumento
de la expresion de ambas proteinas (Figura 4.45B y 4.45D). Por otro lado, la
expresion de las proteinas involucradas en la fusion mitocondrial (MFN-2 y OPA-1)
se observo ligeramente incrementada en el modelo BATMFN1KO comparado con
los animales LoxP/LoxP, lo que se acompané de un leve descenso en la expresion
de la proteina de fision p-DRP-1 (Figura 4.46B). Ademas, los marcadores de
mitofagia PINK-1 y Parkina también mostraron un ligero aumento en su expresion
en el raton knock-out comparado con los animales LoxP/LoxP (Figura 4.46D).

Puesto que el numero de ratones por grupo no es el adecuado, no se pueden sacar
conclusiones claras de dicho experimento.
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Figura 4.45 Estudio proteico de la activacion termogénicay del contenido mitocondrial en iBAT
del modelo BATMFN1KO tras la exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de UCP-1 en
homogeneizados de iBAT en ratones LoxP/LoxP y BATMFN1KO. (B) Cuantificacion de la expresion de
UCP-1 en el grupo control (n=6) y en el modelo BATMFN1KO (n=1). (C) Inmunoblot representativo de
HADHA en homogeneizados de iBAT en ratones LoxP/LoxP y BATMFN1KO. (D) Cuantificacién de la
expresidon de dichas proteinas en el grupo control (n=6) y el grupo BATMF1KO (n=1). Se empled a-
tubulinay B-actina como controles de carga. Los resultados se expresaron como media + SEM.
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Figura 4.46 Estudio proteico de la dinamica mitocondrial y mitofagia en iBAT del modelo
BATMFN1KO tras la exposicion al frio. (A) Inmunoblot representativo de las proteinas implicadas
en la dindmica mitocondrial en homogeneizados de iBAT en ratones LoxP/LoxP y BATMFN1KO. (B)
Cuantificacién de la expresion de dichas proteinas en el grupo control (n=6) y en el modelo
BATMFN1KO (n=1). (C) Inmunoblot representativo de las proteinas involucradas en la mitofagia en
homogeneizados de iBAT en ratones LoxP/LoxP y BATMFN1KO. (D) Cuantificacidon de la expresion
de dichas proteinas en el grupo control (n=6) y el grupo BATMF1KO (n=1). Se empled a-tubulinay B-
actina como controles de carga. Los resultados se expresaron como media = SEM.
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4.3 EVALUACION DE DIFERENTES COMPUESTOS
DESACOPLANTES MITOCONDRIALES COMO
NUEVOS ACTIVADORES SUGERIDOS DE UCP-1

En los ultimos anos se ha demostrado que la generacién de calor mediada por la
proteina desacoplante UCP-1 no es el Unico mecanismo termogénico en BAT
aungue se considera el candnico en el mantenimiento de la homeotermia (Sakers
et al., 2022). De esta manera, es importante comprender por completo el método
de accion de UCP-1 para la busqueda de nuevos procesos que contribuyan en la
termogénesis adaptativa y que puedan ser utilizados como dianas terapéuticas
debido a que los tratamientos basados en la activacion de dicha proteina no han
resultado ser seguros.

En este proyecto, se utilizaron mitocondrias aisladas de ratones knock-out de
manera constitutiva de UCP-1 (UCP1-KO) y que fueron comparadas con las
correspondientes aisladas de los animales wild-type (WT). Con este modelo, se
examiné hasta qué punto la presencia de UCP-1 afectaba a la respuesta
termogénica de estas mitocondrias ante la accién de diferentes agentes
desacoplantes, tales como la carbonilcianida-4trifluorometoxifenilhidrazona
(FCCP) y el 2,4-dinitrofenol (DNP).

Recientemente, se ha propuesto que tanto FCCP como DNP funcionan a través de
la activacion de UCP-1 pero esta teoria sélo se ha basado mediante la realizacion
de la técnica de patch-clamp (Bertholet et al., 2022). Para establecer que esto
explica realmente el proceso de desacoplamiento clasico inducido por estas
moléculas, se valoré realizar de nuevo comparaciones directas entre mitocondrias
de grasa parda de ratones WT que expresan UCP-1 y de ratones con UCP-1
inactivada. Ya se habian realizado algunos experimentos de este tipo con FCCP en
el laboratorio del Prof. Dr. Jan Nedergaard y la Prof. Dra. Barbara Cannon en el
instituto Wenner-Gren de la Universidad de Estocolmo (Suecia), lo que demostro la
viabilidad de abordar esta cuestion con este método, pero no se habiaindagado en
el mecanismo de accion del DNP y si este funciona de forma similar al FCCP.

Con este estudio, se espera poder avanzar en la comprension de la funcion de la
UCP-1, con implicaciones en cuestiones como la termogénesis inducida por la
dietay, portanto, en el intento de retrasar el desarrollo de obesidad.

Para ello, se realizaron varios estudios en paralelo sobre la respiracion de
mitocondrias aisladas del modelo murino UCP1-KO de una edad aproximada a 7-9
semanas y mantenidos en 21°C durante una semana. Primero, se determinaron
diferentes parametros que miden la cantidad y calidad en el aislamiento
mitocondrial. Estos resultados mostraron un aumento en el tamafio de los
depdsitos de tejido adiposo marrén (BAT) en el grupo knock-out comparado con los
animales WT (Figura 4.47A) y se determiné que el rendimiento del aislamiento
mitocondrial fue mayor en el modelo UCP1-KO comparado con el grupo control
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(Figura 4.47B). Por ultimo, no se encontraron cambios en la concentracion
mitocondrial en la grasa parda comparando ambos grupos de ratones (Figura
4.47C). Todo ello demostré una hipertrofia del tejido adiposo marrén ante la
ausencia de UCP-1 en el tejido adiposo marrdn que no conllevaba una pérdida de
mitocondrias.
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Figura 4.47 Parametros de calidad mitocondrial en el modelo UCP1-KO. (A) Histograma de peso
en mg de todos los depdsitos de grasa parda en animales wild-type (n=13) y UCP1-KO (n=10). (B)
Histograma representativo del rendimiento del aislamiento mitocondrial en pg en animales wild-
type (n=13) y UCP1-KO (n=10). (C) Histograma de la concentracién de mitocondrias por peso de
tejido adiposo marrén en animales wild-type (n=13) y UCP1-KO (n=10). Los resultados se expresaron
como media = SEM. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colasy
muestras desapareadas, y se representé como ** p < 0,01 vs. ratones WT.

4.3.1 Accion dependiente de UCP-1 de oleato en la
respiracion mitocondrialy el potencial de membrana

Los acidos grasos de cadena larga son los activadores alostéricos mas aceptados
de UCP-1 y se ha propuesto un modelo de activacién en el que estos compiten
directamente por el sitio de unién con los nucledtidos de purina desplazandolos 'y
provocando el cambio de conformacién activo de UCP-1 (Shabalina et al., 2004).
Para este estudio, se valoro la accién del oleato en la respiracidon de mitocondrias
aisladas de grasa parda como control de dependencia de la actividad de UCP-1. ElL
oleato es un anidn de acido graso C18 monoinsaturado de cadena larga, y la base
conjugada del acido oleico que surge como consecuencia de la desprotonacién del
grupo del acido carboxilico. En estos experimentos se utilizo oleato sédico (Figura
4.48D).

Los datos de respiracion mitocondrial mostraron que la actividad del oleato era
dependiente de UCP-1 puesto que la respiracion maxima se alcanzaba antes en el
grupo WT que en los animales UCP1-KO (Figura 4.48A y 4.48B). Ademas, se
observd un desplazamiento de la accion de este &cido graso cuando la
concentracion de GDP era mayor en los ratones WT y, por tanto, la inhibicion de
UCP-1 era mas eficaz (Figura 4.48C).

Comparativamente, las mitocondrias aisladas de los animales WT presentaron una
mayor sensibilidad al oleato, en relacién con el diferencial de la respiracion
mitocondrial tras la inhibicion de UCP-1 por GDP, que el grupo UCP1-KO (Figura
4.49A). Igualmente, la respiraciéon disminuyé significativamente en el grupo WT
cuando se inhibia la UCP-1 con una concentracién mas alta de GDP (3mM) (Figura
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4.49B) y se mantuvo en las mitocondrias aisladas de los ratones UCP1-KO
independientemente de la adicién de GDP, ya queno expresan UCP-1 (Figura
4.49C). Todo esto remarcaria la competencia directa con los nucleétidos de purina
por el sitio de unién de UCP-1 que presentan los acidos grasos de cadena larga.
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Figura 4.48 Respiracion de mitocondrias aisladas en el modelo UCP1-KO ante el estimulo del
acido graso oleato. (A) Grafica representativa obtenida del respirdmetro Oroboros-O2k del grupo
WT ante la accion del oleato, a la izquierda con una concentracion baja (1 mM) del inhibidor de
actividad de UCP-1 GDP y a la derecha a una concentraciéon mas alta (3mM). (B) Grafica
representativa obtenida del respirdmetro Oroboros-O2k del grupo KO ante la accion del oleato, a la
izquierda con una concentracion baja (1 mM) delinhibidor de actividad de UCP-1 GDPy a la derecha
a una concentracion mas alta (3mM). (C) Representacion grafica de la respiraciéon mitocondrial
segun la accién del oleato en animales wild-type y UCP1-KO. (D) Estructura molecular del oleato
sodico.

Respecto al potencial de membrana, se advirtié un aumento mas rapido de la
fluorescencia indicativa del voltaje en las mitocondrias aisladas de los ratones WT
cuando laconcentracion de GDP era mas baja (Figura 4.50C, grafico izquierdo). Sin
embargo, en los animales UCP1-KO no se percibid ningun cambio entre la adicion
de GDP 1 mMy 3 mM (Figura 4.50C, grafico derecho).

Cuando se compararon ambos grupos genéticos, se determind una
despolarizacion de membrana mas marcaday rapida en las mitocondrias aisladas
de los animales WT que en los ratones UCP1-KO (Figura 4.51A). Esta
despolarizacion del grupo WT se definidé como significativamente mas gradual
cuando la concentracion de GDP era mayor (Figura 4.51B) pero equivalente en el
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grupo UCP1-KO independiente de [GDP] (Figura 4.51C). Los cambios observados
en el potencial de membrana ante el estimulo del acido graso oleato apoyaron la
dependencia de la actividad UCP-1 para su mecanismo de accién y su
competencia con los nucleétidos de purina por el sitio de unién en la proteina
desacoplante.
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Figura 4.49 Respiracion de mitocondrias aisladas en el modelo UCP1-KO y el grupo WT ante el
estimulo del acido graso oleato. (A) Representacion grafica del diferencial de respiraciéon del grupo
WT (n=5) y el modelo UCP1-KO (n=6) ante la accién del oleato, con una concentracién baja (1 mM)
del inhibidor de actividad de UCP-1 GDP. (B) Representacioén grafica del diferencial de respiracién
del grupo WT ante la accidn del oleato, con una concentracion de GDP 1 mM (n=5) y una mas alta
de GDP 3 mM (n=4). (C) Representacidén grafica del diferencial de respiracién del modelo UCP1-KO
ante la accion del oleato, con una concentracion de GDP 1 mM (n=6) y una mas alta de GDP 3 mM
(n=4). Los resultados se expresaron como media * SEM. La significacion estadistica se evalu6 por
la prueba t-Student de dos colas y muestras desapareadas, y se representé como * p <0,05; ** p <
0,01y *** p<0,001vs. ratones KO GDP 1 mMen Ay vs. ratones WT GDP 3 mM en B.
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Figura 4.50 Evaluacion del potencial de membrana de mitocondrias aisladas en el modelo
UCP1-KO ante el estimulo del acido graso oleato. (A) Grafica representativa obtenida del
respirometro Oroboros-O2k del grupo WT ante la accion del oleato, a la izquierda con una
concentracién baja (1 mM) del inhibidor de actividad de UCP-1 GDP y a la derecha a una
concentracidon mas alta (3mM). (B) Gréafica representativa obtenida del respirémetro Oroboros-0O2k
del grupo KO ante la accion del oleato, a la izquierda con una concentracién baja (1 mM) del
inhibidor de actividad de UCP-1 GDP y a la derecha a una concentracién mas alta (3mM). (C)
Representacién grafica del voltaje relativo de la fluorescencia emitida por la accion del oleato en

animales wild-type y UCP1-KO.
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Figura 4.51 Evaluacion del potencial de membrana de mitocondrias aisladas en el modelo
UCP1-KO y el grupo WT ante el estimulo del acido graso oleato. (A) Representacion grafica del
potencial de membrana en mV del grupo WT (n=6) y el modelo UCP1-KO (n=6) ante la accién del
oleato, con una concentracion baja (1 mM) del inhibidor de actividad de UCP-1 GDP. (B)
Representacién grafica del potencial de membrana en mV del grupo WT ante la accién del oleato,
con una concentracion de GDP 1 mM (n=6) y una mas alta de GDP 3 mM (n=6). (C) Representacion
del potencial de membrana en mV del modelo UCP1-KO ante la accién del oleato, con una
concentracion de GDP 1 mM (n=6) y una mas alta de GDP 3 mM (n=6). Los resultados se expresaron
como media = SEM. La significacion estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colas 'y
muestras desapareadas, y se representé como * p < 0,05; ** p < 0,01y *** p<0,001 vs. ratones WT
GDP 1 mM.

4.3.2 Acciéon independiente de UCP-1 de FCCP en la
respiracion mitocondrialy el potencial de membrana

El carbonilcianida-4trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) es un ionéforo o portador
de iones movil que entra en la mitocondria en su forma protonada, disipando asi el
gradiente electroquimico formado durante la respiracion, para salir posteriormente
como un anion (Figura 4.52D). Este proceso puede repetirse millones de veces, de
modo que una cantidad minuscula de FCCP puede catalizar el movimiento de
enormes cantidades de protonesy un exceso de este puede suponer una inhibicién
de la actividad de la cadena respiratoria (Masaki et al., 2000).

En esta tesis doctoral se comprobo la dependencia del FCCP por la activacion de
UCP-1 mediante estudios de respiracion y potencial mitocondriales como los que
se llevaron a cabo con el oleato. Primero, los resultados de la respiracion de
mitocondrias aisladas de BAT de los animales WT aligual que de aquellas extraidas
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del grupo UCP1-KO no mostraron diferencias en cuanto a la inhibicién de UCP-1
por GDP (Figura 4.52A y 4.52B). Ademas, se obtuvieron representaciones graficas
de la valoracion del FCCP, asi como respiraciones maximas similares en ambos
grupos (Figura 4.52C).

GDP 1 mM
Mal/Pyr/OctCar  mitos FCCP titration GDP 3 mM
MalPyr/OctCamitos 0 GLFCCP 0.25m+1141 +1 +1 41 1 Mo+ Ala 4665 . 5’3 “MalPyi/OctCamios 0GOIFCCP 028m411tat +1 41 41 41— 41 41 ' 324 800 é‘:‘—g
@
600 £ 600 55,
400 : = 400 :" %
200 O E 200 0 E,
y y . 0 g= . ‘ . 0 <
) 2:15 2:20 2:25 2:30 ) 2:15 2:20 2:25 2:30 =
0:30 [h:min] 0:30 [h:min]
GDP 1 mM
Mal/Pyr/OctCar mitos [FCCP titration GDP 3 mM
MalPyr/OctC 203 0.FCCP § Zaet et et Eot o1 77 on a5t . ~MalPy/OctCarmm————ritos 0FCCP 0 25n+1 1141 +1 +1 #1  +1 + An 0622 &=
MalPyr/OctCar mi et 1 i O S 8005-51
600 §E 600 g«g
400 0 S 400 © 3
‘ ‘ 2000 & 2000 §
. ; i ; L by @= \ . : : . =ty &=
2:20 2:25 2:30 2:35 2:40 - 2:20 2:25 2:30 2:35 2:40
0:30 [h:min] 0:30 [h:min]
e WT GDP 1mM = KO GDP 1 mM
w—— WT GDP 3 mM w— KO GDP 3 mM
300 300+ FCCP | i N
AR |(|3|
v.-g 250 '.-g 250 " ‘ H )\
2004 2004 ‘ F N\N/ c
£ < | SN
€ 150 £ 150 )\
o 100 o 100 FF Y
g 2
£ 50 £ 504
0 T Ll T L 0 T T L T
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Time, min Time, min

Figura 4.52 Respiracion de mitocondrias aisladas en el modelo UCP1-KO ante el estimulo de
FCCP. (A) Grafica representativa obtenida del respirémetro Oroboros-O2k del grupo WT ante la
acciénde FCCP, alaizquierda con una concentraciéon baja (1 mM) delinhibidor de actividad de UCP-
1 GDPy a la derecha a una concentracion mas alta (3mM). (B) Grafica representativa obtenida del
respirémetro Oroboros-O2k del grupo KO ante la accién de FCCP, a la izquierda con una
concentracion baja (1 mM) del inhibidor de actividad de UCP-1 GDP y a la derecha a una
concentracidon mas alta (3mM). (C) Representacion gréafica de la respiracién mitocondrial segun la
accion de FCCP en animales wild-type y UCP1-KO. (D) Estructura molecular de FCCP.

Cuando se comparo¢ la respiracion de las mitocondrias aisladas del grupo WT con
el modelo UCP1-KO, tampoco se observaron diferencias entre ambos grupos
(Figura 4.53). Asimismo, el estudio del potencial de membrana tampoco reveld
diferencias entre los grupos ni una accidn dependiente de la inhibicion de UCP-1
por GDP (Figura 4.54 y Figura 4.55). Esto demostraria el efecto independiente de la
activacion de UCP-1 que muestra el desacoplante FCCP y no una accidn
dependiente como sugiere Bertholet et al., 2022.
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Figura 4.53 Respiracion de mitocondrias aisladas en el modelo UCP1-KO y el grupo WT ante el
estimulo de FCCP. (A) Representacion grafica del diferencial de respiracion del grupo WT (n=5) y el
modelo UCP1-KO (n=5) ante la accién de FCCP, con una concentracién baja (1 mM) delinhibidor de
actividad de UCP-1 GDP. (B) Representacion grafica del diferencial de respiracién del grupo WT ante
la accion de FCCP, con una concentracién de GDP 1 mM (n=5) y una mas alta de GDP 3 mM (n=5).
(C) Representacion grafica del diferencial de respiracion del modelo UCP1-KO ante la accién del
oleato, con unaconcentracion de GDP 1 mM (n=5)y una mas alta de GDP 3 mM (n=5). Los resultados
se expresaron como media * SEM.
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Figura 4.54 Evaluacion del potencial de membrana de mitocondrias aisladas en el modelo
UCP1-KO ante el estimulo de FCCP. (A) Grafica representativa obtenida del respirémetro
Oroboros-0O2k del grupo WT ante la acciéon de FCCP, a la izquierda con una concentracién baja (1
mM) del inhibidor de actividad de UCP-1 GDP y a la derecha a una concentracién mas alta (3mM).
(B) Grafica representativa obtenida del respirémetro Oroboros-O2k del grupo KO ante la accion de




FCCP, a la izquierda con una concentracién baja (1 mM) del inhibidor de actividad de UCP-1 GDPy
a la derecha a una concentracion mas alta (3mM).
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Figura 4.55 Evaluacion del potencial de membrana de mitocondrias aisladas en el modelo
UCP1-KO y el grupo WT ante el estimulo de FCCP. (A) Representacion grafica del potencial de
membrana en mV del grupo WT (n=6) y el modelo UCP1-KO (n=6) ante la accion de FCCP, con una
concentracién baja (1 mM) delinhibidor de actividad de UCP-1 GDP. (B) Representacion grafica del
potencialde membrana en mV del grupo WT ante la acciéon de FCCP, con una concentracion de GDP
1 mM (n=6) y una mas alta de GDP 3 mM (n=6). (C) Representacién del potencial de membrana en
mV del modelo UCP1-KO ante la accién de FCCP, con una concentracién de GDP 1 mM (n=6) y una
mas alta de GDP 3 mM (n=6). Los resultados se expresaron como media * SEM. La significacion
estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colas y muestras desapareadas, y se
representé como * p < 0,05 vs. ratones GDP 1 mM.

4.3.3 Accion parcialmente dependiente de UCP-1 de DNP en
la respiracion mitocondrial y el potencial de membrana

En los afios 30, el 2,4-dinitrofenol (DNP) se anunciaba como una pildora dietética
eficaz (Tainter, Cutting & Stockton, 1934) puesto que desacopla el transporte de
electrones de la sintesis de ATP y permite una oxidacion rapida de los sustratos, lo
que favorece la movilizacién de los hidratos de carbono y las grasas. Como la
energia se pierde en forma de calor, no se fomenta la biosintesis y la pérdida de
peso es muy notable. Sin embargo, aparecieron muchas complicaciones cardiacas
con el tratamiento e, incluso, llegd a provocar la muerte de varios pacientes
(Racker, 1976).

Para establecer si el DNP (Figura 4.56D) funciona a través de la activacién de UCP-
1, como se ha propuesto recientemente (Bertholet et al., 2022), se realizaron los
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mismos experimentos descritos previamente. En cuanto a la respiracion de las
mitocondrias aisladas del grupo WT, se observé un ligero descenso cuando la
inhibicion de UCP-1 era mas fuerte (GDP 3mM) (Figura 4.56C, gréafico izquierdo),
pero la respiracion maximay la curva obtenida de la valoraciéon de FCCP en el grupo
WT fue similar en los animales UCP1-KO, en cuyo caso la concentracion de GDP no
vario la accion del desacoplante (Figura 4.56C, grafico derecho).
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Figura 4.56 Respiracion de mitocondrias aisladas en el modelo UCP1-KO ante el estimulo de
DNP. (A) Gréfica representativa obtenida del respirémetro Oroboros-O2k del grupo WT ante la
accién de DNP, alaizquierda con una concentracién baja (1 mM) delinhibidor de actividad de UCP-
1 GDPy a la derecha a una concentracion mas alta (3mM). (B) Grafica representativa obtenida del
respirometro Oroboros-O2k del grupo KO ante la accién de DNP, a la izquierda con una
concentracién baja (1 mM) del inhibidor de actividad de UCP-1 GDP y a la derecha a una
concentracion mas alta (3mM). (C) Representacion gréafica de la respiracion mitocondrial segun la
accion de DNP en animales wild-type y UCP1-KO. (D) Estructura molecular de DNP.

Cuando se compard la respiracion de las mitocondrias aisladas de BAT entre
ambos grupos, no se encontraron diferencias (Figura 4.57A). No obstante, como
cabia esperar por los resultados obtenidos previamente (Figura 4.56), se percibid
un ligero descenso en la respiracion del grupo WT cuando se adiciond GDP 3 mM,
lo que supuso una mayor inhibicion de UCP-1 (Figura 4.57B).
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Figura 4.57 Respiracion de mitocondrias aisladas en el modelo UCP1-KO y el grupo WT ante el
estimulo de DNP. (A) Representacidn grafica del diferencial de respiraciéon del grupo WT (n=12) y el
modelo UCP1-KO (n=7) ante la acciéon de DNP, con una concentracion baja (1 mM) del inhibidor de
actividad de UCP-1 GDP. (B) Representacion grafica del diferencial de respiracién del grupo WT ante
la accion de DNP, con una concentraciéon de GDP 1 mM (n=12) y una mas alta de GDP 3 mM (n=10).
(C) Representacion grafica del diferencial de respiraciéon del modelo UCP1-KO ante la accién del
DNP, con una concentracién de GDP 1 mM (n=7) y una mas alta de GDP 3 mM (n=7). Los resultados
se expresaron como media * SEM.

Respecto al potencial de membrana, los datos obtenidos mostraron un ligero
descenso en la polarizacion de membrana del grupo UCP1-KO comparado con las
mitocondrias aisladas de los animales WT (Figura 4.58). Este descenso se hizo mas
notable tras el analisis de la fluorescencia emitida y su posterior conversiéon en mV
(Figura 4.59A). Asimismo, este mismo efecto observado con elDNP, con respecto
alpotencial de membrana de las mitocondrias aisladas, se observd con la
concentracion de GDP mas alta en los ratones WT y, por tanto, con una inhibicion
casi completa de UCP-1 (Figura 4.59B). No obstante, la despolarizacion de
membrana se consideré similar cuando UCP-1 no se expresaba
independientemente de la concentracién de GDP anadida (Figura 4.59C).

Paraevaluar sirealmente laaccion de DNP es dependiente de la activacién de UCP-
1, se examinaron los resultados obtenidos del desacoplante dependiente
previamente descrito. Asi, no se encontraron diferencias en la conducta de las
mitocondrias aisladas, ni en la respiraciéon ni en el potencial, entre el efecto de
oleato y DNP cuando se comparaban los grupos WT y UCP1-KO (Figura 4.60). No
obstante, se determind un comportamiento similar ante diferentes grados de
inhibicion de UCP-1 por GDP, a una concentracion mas alta (3 mM) se observo una
disminucién de la respiracion mitocondrial y una despolarizacién de membrana
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que fueron significativamente mas marcadas cuando se valoraba el oleato (Figura
4.61).
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Figura 4.58 Evaluacion del potencial de membrana de mitocondrias aisladas en el modelo
UCP1-KO ante el estimulo de DNP. (A) Grafica representativa obtenida del respirémetro Oroboros-
O2k del grupo WT ante la accidon de DNP, a la izquierda con una concentracién baja (1 mM) del
inhibidor de actividad de UCP-1 GDP y a la derecha a una concentracion mas alta (3mM). (B) Grafica
representativa obtenida del respirdmetro Oroboros-O2k del grupo KO ante la accién de DNP, a la
izquierda con una concentracion baja (1 mM) delinhibidor de actividad de UCP-1 GDPy ala derecha
a una concentracion mas alta (3mM).
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Figura 4.59 Evaluacion del potencial de membrana de mitocondrias aisladas en el modelo
UCP1-KO y el grupo WT ante el estimulo de DNP. (A) Representacion grafica del potencial de
membrana en mV del grupo WT (n=7) y el modelo UCP1-KO (n=3) ante la accion de DNP, con una




concentracion baja (1 mM) del inhibidor de actividad de UCP-1 GDP. (B) Representacion grafica del
potencial de membrana en mV del grupo WT ante la accion de DNP, con una concentracion de GDP
1 mM (n=7) y una mas alta de GDP 3 mM (n=7). (C) Representacioén del potencial de membrana en
mV del modelo UCP1-KO ante la accidn de DNP, con una concentracién de GDP 1 mM (n=3) y una
mas alta de GDP 3 mM (n=3). Los resultados se expresaron como media * SEM. La significacion
estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colas y muestras desapareadas, y se
representé como * p < 0,05 vs. ratones WT GDP 1 mM.
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Figura 4.60 Estudio comparativo de respiracion y potencial de membrana de mitocondrias
aisladas en el modelo UCP1-KO y el grupo WT ante el estimulo dependiente de UCP-1 oleato
para determinar el mecanismo de accion de DNP. (A) Representacién grafica de la respiracion
mitocondrial del grupo WT (n=5) y el modelo UCP1-KO (n=6) ante la accidon del oleato (izquierda), y
del grupo WT (n=7) y el modelo UCP1-KO (n=3) ante la accion de DNP (derecha), con una
concentracion baja (1 mM) del inhibidor de actividad de UCP-1 GDP. (B) Representacion grafica del
potencial de membrana en mV del grupo WT y UCP1-KO ante la accién de oleato (izquierda), y del
grupo WT y UCP1-KO ante la accidon de DNP (derecha), con una concentracion de GDP 1 mM. Los
resultados se expresaron como media + SEM. La significacidn estadistica se evalué por la prueba t-
Student de dos colas y muestras desapareadas, y se representd como * p < 0,05y ** p < 0,01 vs.
ratones KO en Ay WT en B.
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Figura 4.61 Estudio comparativo de respiracion y potencial de membrana de mitocondrias
aisladas en el grupo WT ante el estimulo dependiente de UCP-1 oleato a diferentes
concentraciones de GDP para determinar el mecanismo de accion de DNP. (A) Representacion
grafica de la respiracién mitocondrial del grupo WT ante la accién del oleato en un ambiente con
GDP 1 mM (n=7) y con GDP 3 mM (n=6) (izquierda), y del grupo WT ante la accién de DNP con GDP 1
mM (n=7) y con GDP 3 mM (n=7) (derecha). (B) Representacion grafica del potencial de membrana
en mV del grupo WT ante la accidn del oleato en un ambiente con GDP 1 mM (n=7)y con GDP 3 mM
(n=6) (izquierda), y del grupo WT ante la acciéon de DNP con GDP 1 mM (n=7) y con GDP 3 mM (n=7)
(derecha). Los resultados se expresaron como media = SEM. La significacidn estadistica se evalud
por la prueba t-Student de dos colas y muestras desapareadas, y se representé como * p < 0,05; **
p <0,01y***p<0,001vs. ratones WT GDP 3 mMen Ay WT GDP 1TmM en B.

Este estudio mitocondrial revelé que la accion del desacoplante DNP es
parcialmente dependiente de la activacion de UCP-1 siempre que esta proteina se
exprese puesto que ante la ausencia de UCP-1 se comportara como un
desacoplante independiente como FCCP, llegando a ser igual de potente (Figura
4.62). Esto conlleva a pensar que DNP no tiene un efecto activador de UCP-1.
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Figura 4.62 Respiracion mitocondrialy despolarizacién de membrana de mitocondrias aisladas
en el grupo WT y el modelo UCP1-KO ante diferentes desacoplantes. (A) Histograma de la
respiracion mitocondrial basal (Mal/Pyr/OctCar) del grupo WT (n=12) y del grupo UCP1-KO (n=11);
la respiracion obtenida de la inhibicién de UCP-1 (GDP) del grupo WT (n=12) y del grupo UCP1-KO
(n=11); la respiraciéon maxima por FCCP del grupo WT (n=7) y del grupo UCP1-KO (n=5); y la
respiracion maxima por DNP del grupo WT (n=12) y del grupo UCP1-KO (n=9). (B) Histograma del
potencial de membrana basal (Mal/Pyr/OctCar) del grupo WT (n=13) y del grupo UCP1-KO (n=9); el
potencial obtenido de la inhibicién de UCP-1 (GDP) del grupo WT (n=13) y del grupo UCP1-KO (n=9);
la maxima despolarizaciéon de membrana por FCCP del grupo WT (n=7) y del grupo UCP1-KO (n=6);
y la maxima despolarizacion de membrana por DNP del grupo WT (n=6) y del grupo UCP1-KO (n=3).
Los resultados se expresaron como media * SEM.

4.3.4 Efecto de metil-B-ciclodextrina (MBCD) en larespiracion
de mitocondrias aisladas

Las ciclodextrinas son una familia de oligosacaridos ciclicos, formados por un
anillo macrociclico de subunidades de glucosa unidas por enlaces a-1,4
glucosidicos, y se producen a partir del almidén mediante conversidon enzimatica.
Con un interior hidréfobo y un exterior hidrofilo, las ciclodextrinas forman
complejos con compuestos hidréfobos. Se han utilizado para administrar diversos
farmacos, como hidrocortisona, prostaglandina, nitroglicerina y cloranfenicol
puesto que confiere solubilidad y estabilidad a estos farmacos (Pitha et al., 1988).

Estudios previos en ratones indicaron que la delecion del colesterol mitocondrial,
que es el principal componente de los microdominios de tipo balsa o mDRMs, por
metil-B-ciclodextrina (MBCD) perjudicaba la bioenergética mitocondrial
(Ziolkowski et al., 2010). Sin embargo, existen diversos articulos que utilizan esta
ciclodextrina para mejorar la capacidad respiratoria con el precedente de que
elimina los acidos grasos presentes en la mitocondria y ofrece un analisis mas
viable de la respiracion mitocondrial puesto que limita su efecto en UCP-1
(Bertholet et al., 2022).

Porello, se analizé elefecto de MBCD en la respiracion de las mitocondrias aisladas
de los grupos WT y UCP1-KO mediante la técnica proporcionada por el
respirometro Oroboros O2k. Se observo que en un medio con MBCD la capacidad
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respiratoria disminuia en los animales WT y UCP1-KO tanto durante la valoracion
del desacoplante DNP como FCCP. No obstante, la respiraciéon basal no se veia
alterada por el medio (Figura 4.63A y 4.63B). Asimismo, la respiraciéon maxima
obtenida por estos desacoplantes se mostré reducida significativamente en el
grupo WT en presencia de MBCD cuando se comparaba con un medio de
respiracion normal (Figura 4.63C), dato observado previamente tras la primera
adicion de DNP y FCCP. Estos resultados apoyan la conclusion obtenida de
Ziolkowski et al., 2010 y recalcan la importancia de seleccionar un buen
componente para el analisis fiable de la respiracién mitocondrial.
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Figura 4.63 Respiracion mitocondrial de mitocondrias aisladas en el grupo WT y el modelo
UCP1-KO en un medio con MBCD. (A) Representacion grafica de la respiracion mitocondrial segun
la accion de DNP en animales wild-type y UCP1-KO en un medio con MBCD. (B) Representacion
grafica de la respiracion mitocondrial segun la accién de FCCP en animales wild-type y UCP1-KO en
un medio con MBCD. (C) Histograma de la respiracién mitocondrial basal (Substrate) del grupo WT
en un medio normal (n=7)y con MBCD (n=7); la respiraciéon obtenida de lainhibicién de UCP-1 (GDP)
del grupo WT en un medio normal (n=4) y con MBCD (n=4); la respiracion maxima por DNP del grupo
WT en un medio normal (n=5) y con MBCD (n=4); y la respiracion maxima por FCCP del grupo WT en
un medio normal (n=2) y con MBCD (n=2). Los resultados se expresaron como media * SEM. La
significaciéon estadistica se evalud por la prueba t-Student de dos colas y muestras desapareadas,
y se representé como *** p < 0,001 vs. ratones WT.
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DISCUSION

“Nada en la vida es para ser temido,

es solo para ser comprendido.

Ahora es el momento de entender mas
de modo que podamos temer menos.”

Marie Curie

Fisicay quimica






La obesidad es una patologia multifactorial caracterizada por una acumulacioén
excesiva de grasa en el organismo y cuyo desarrollo comienza por un desequilibrio
en el balance energético, siendo mayor el almacenaje de energia que el gasto. En
los ultimos anos, la prevalencia de la obesidad junto con las complicaciones
asociadas a esta patologia se ha visto incrementada en todo el mundo, alcanzando
casiun 30% en Europa (OMS, 2022). De este modo, dicha enfermedad supone una
carga importante a nivel individual y poblacional puesto que afecta a la calidad de
vida asi como a la productividad socioeconémica de un pais.

Los enfoques terapéuticos actuales basados en cambios en el estilo de vida y/o
tratamientos farmacoldgicos no aportan beneficios a largo plazo (Heymsfield &
Wadden, 2017), lo que favorece la busqueda de nuevas estrategias para el
tratamiento y la prevencion de la obesidad.

Eltejido adiposo marrdon o grasa parda (BAT) es ampliamente conocido por su papel
fundamental en la termogénesis adaptativa. La abundante cantidad de
mitocondrias permite a este tejido la generacién de calor ya sea por el
desacoplamiento de la cadena respiratoria por la accién de UCP-1 o por otros
mecanismos independientes de esta proteina desacoplante como el ciclo de la
creatina o del calcio (Sakers et al., 2022). Es por ello por lo que han aumentado
exponencialmente los estudios que relacionan la activacién del tejido adiposo
marrdén, y su consecuente generacién de calor, con una mejora en el gasto
energético (Singh et al., 2021; Ouellet et al., 2012).

Esta tesis doctoral se ha centrado en el estudio del papel de la dinamica
mitocondrial en la termogénesis adaptativa, haciendo hincapié en la importancia
de la plasticidad mitocondrial en la activacion del tejido adiposo marrén. Los
adipocitos marrones activos son capaces de pasar por una transicion temporal de
alta a baja eficiencia bioenergética durante la cual la energia obtenida de la
oxidacién de nutrientes se destina casi por completo a la generacion de calor (Liesa
& Shirihai, 2013). Los cambios en la disponibilidad de nutrientes y la demanda de
energia pueden favorecer formas especificas en la arquitectura de las
mitocondrias. Una situacion de mayor eficiencia energética como es la restriccion
energética promovera el estado elongado o fusionado de este organulo, mientras
que la escisidon en mitocondrias mas pequefias sera el resultado de una eficiencia
energética reducida como sucede en la obesidad o situaciones de exceso de
nutrientes. Es importante recalcar que este Ultimo escenario esta acompafnado de
una respiracion desacoplada (Liesa & Shirihai, 2013).

Estudios in vivo previos de nuestro laboratorio han demostrado que el receptor de
IGF-1 (IGF-1R) no es esencial para el desarrollo del tejido adiposo marrdn,
posiblemente por la presencia del receptor de insulina (IR) o la activacién de un
mecanismo compensatorio dependiente de los niveles circulantes de IGF-1, los
cuales se vieron aumentados en el modelo carente de IGF-1R (Viana-Huete et al.,
2016). Ademas, se determind una ligera afectacion de la funcién termogénica en el
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modelo BATIGF1RKO siendo mas clara en las primeras horas del experimento de
exposicion al frio durante 12 horas (Viana-Huete et al., 2016).

Puesto que se habia descrito esta ligera inadaptacion al comienzo de la exposicién
al frio en el modelo BATIGF1RKO y no se habia explorado previamente la
homeostasis mitocondrial del BAT, nuestro proyecto se enfocd en el estudio del
proceso de dinamica mitocondrial en este modelo. En una situacién basal, en la
que los animales se encontraban a 23°C, existi6 un aumento de las formas
elongadas de las mitocondrias en el BAT del modelo BATIGF1RKO, asi como un
incremento de la masa mitocondrial. Estos resultados podrian indicar que la
delecién de IGF-1R afecta de algun modo a la red mitocondrial de BAT promoviendo
un estado de un mayor rendimiento energético (Liesa & Shirihai, 2013).

Al igual que sucedia en el estudio de caracterizacion del modelo BATIGF1RKO
(Viana-Huete et al., 2016), estos animales presentaron una ligera afectacion en su
adaptacion termogénica durante las 4 primeras horas de la exposicién al frio. Sin
embargo, se determind una mejora en la respuesta termogénica en el modelo
BATIGF1RKO puesto que desde las 5 horas hasta las 12 horas su curva de respuesta
al frio se mantuvo estable, llegando a alcanzar incluso temperaturas corporales
mas altas al final del experimento que el grupo control. Los resultados del anélisis
de expresién de la proteina desacoplante UCP-1, considerada como la via candnica
de la termogénesis adaptativa, mostraron un ligero incremento en el modelo
BATIGF1RKO que no explicaba integramente la mejora en la adaptacion al frio.

En los adipocitos, el proceso predominante de liberacién de acidos grasos libres,
generalmente los que son de cadena larga, es a través de la lipdlisis dependiente
de la proteina kinasa A (PKA), pudiendo ser activada por la exposicion al frio
(Chouchani & Kajimura, 2019). Los datos obtenidos del estudio de este proceso en
BAT del modelo BATIGF1RKO mostraron un aumento en la actividad lipolitica en los
animales carentes de IGF-1R tras la exposicion al frio, indicando el uso de acidos
grasos como fuente de energia en estas células. El andlisis de la respiracion de las
mitocondrias aisladas de BAT de los animales carentes de IGF-1R expuestos al frio
determiné una respiracidon basal y maxima mas alta en este grupo de ratones,
reforzando asi los resultados de la lipdlisis observados. Asimismo, en las
mitocondrias aisladas del modelo BATIGF1RKO no existié una disminucion de la
tasa respiratoria cuando UCP-1 se inhibié por la adicién de ADP. Esto sugirio la
existencia de un mecanismo compensatorio independiente de UCP-1 que
probablemente se activa ante la imposibilidad de la adaptacidon termogénicay que
explicaria la demora temporal observada en esta.

Para dilucidar y profundizar en este mecanismo implicado en la mejora
termogénica del modelo BATIGF1RKO, se evalud el estado de la red mitocondrial a
través del estudio de la dinamica mitocondrial, asi como el proceso involucrado en
el mantenimiento de la poblacién sana de las mitocondrias denominado mitofagia.
Trabajos previos en nuestro laboratorio describieron una disminucién de los
parametros de fision mitocondrial en un modelo carente de IGF-1R e IR




especificamente en BAT (modelo BATIGFIRDKO), cuya caracteristica principal es la
atrofia severa de BAT y su consecuente fallo en la adaptacién termogénica (Viana-
Huete et al., 2018). Los datos recogidos en esta tesis doctoral han mostrado un
aumento del nimero de mitocondrias, siendo significativamente de menor tamano
y acompafnado de un incremento en la expresion de la proteina activa p-DRP-1 en el
BAT de los animales carentes de IGF-1R expuestos al frio, lo que corrobora un
desequilibrio en el balance a favor de la fision mitocondrial. En este sentido, los
animales con alteraciones negativas en la termogénesis estan asociados con un
impedimento del proceso de division o escision mitocondrial mientras que aquellos
ratones capaces de adaptarse correctamente al frio presentan un incremento de la
fision mitocondrial, ratificando el papel de la dinamica mitocondrial en la
termogénesis adaptativa.

Es necesaria la activaciéon de un proceso de degradacidn selectivo de mitocondrias
eficiente para mantener una buena homeostasis mitocondrial. Esta mitofagia esta
estrechamente relacionada con el ciclo mitocondrial, mas especificamente con la
fision, de tal manera que cuando una mitocondria se escinde, sus mitocondrias
hijas presentaran diferentes potenciales de membrana: una de ellas se encontrara
ligeramente despolarizada y la célula considerarda que no es funcional. Las
mitocondrias dafadas no podran volver a conectarse con la red al no poder
fusionarse con ninguna otra mitocondria y seran degradadas por este mecanismo.
En este contexto, el bloqueo del flujo autofagico tras la administracién de la
cloroquina, mostré unincremento de todos los pardmetros proteicos implicados en
la eliminacién de mitocondrias danadas cuando los animales habian sido
expuestos al frio, aunque no se determinaron diferencias entre el grupo control y el
modelo BATIGF1RKO. Asi, estos resultados demostraron que el frio actia como un
estimulo en la activaciéon de la mitofagia, hecho que ya se habia comprobado en
trabajos anteriores (Lu et al., 2018). Sorprendentemente, cuando la autofagia
estaba impedida por la accién de la cloroquina en la situacion de frio existié un
aumento en los marcadores proteicos de fusion mitocondrial que, junto al
descenso drastico de la expresion de p-DRP-1, sugirieron un estado elongado en las
mitocondrias. Previamente en la literatura se ha descrito que MFN-2 esta asociada
a la mitofagia (Chen & Dorn, 2013; Ashraf & Kumar, 2022), lo que encajaria con los
resultados obtenidos relacionados con la administracion de cloroquina. Esto, a su
vez, iria en consonancia con la teoria de que la fusién podria funcionar como un
mecanismo protector en la eliminacidon de mitocondrias durante situaciones que
favorecen el desacoplamiento de la cadena respiratoria y una despolarizacion de
membrana, como sucederia en la exposicion al frio. Por desgracia, el numero de
animales utilizados en el experimento con cloroquina no es el adecuado debido a
factores externos que afectaron la generacion de nuevos ratones, lo que nos
dificulta la busqueda de diferencias entre el modelo BATIGF1RKO y el grupo control.

Un proceso ampliamente estudiado en los ultimos anos es el browning o beiging,
por el cual aparecen adipocitos termogénicos transitorios (células beige) ante
diferentes estimulos como la exposicion al frio o la activacidon B-adrenérgica del
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sistema nervioso simpatico (Sakers et al., 2022). Asimismo, se sabe que este
proceso puede ser dependiente o no de UCP-1, lo que dificulta en gran medida su
estudio, no siendo el objetivo principal del trabajo. Investigaciones en adipocitos
beige humanos han relacionado la fragmentacion mitocondrial con la actividad de
UCP-1, de tal forma que la delecién parcial de DRP-1 disminuye la respiracion
desacoplada (Pisani et al., 2018). Tras la demostracion de que la dinamica
mitocondrial, ademas de ser imprescindible en la plasticidad de estos organulos,
tiene otra funcién relacionada con el mantenimiento de una buena termogénesis
adaptativa a través de BAT en roedores, esta tesis doctoral exploré el efecto del
browning en la dinamica de diferentes regiones de tejido adiposo blanco (WAT).
Nuestros resultados corroboraron un incremento de la fusién mitocondrial en los
compartimentos inguinal y retroperitoneal de WAT del modelo BATIGF1RKO tras la
exposicion al frio que iba acompanado de un aumento en los marcadores
mitofagicos PINK-1 y Parkina. Ademas, el tejido retroperitoneal mostré un aumento
significativo de UCP-1 en el modelo BATIGF1RKO, sugiriendo una mayor capacidad
de marronizacion en este area. El conjunto de estos datos indica que las regiones
que presentan un proceso de browning UCP-1(+), inguinaly retroperitoneal, tienden
a la elongacion de sus mitocondrias favoreciéndose el acoplamiento y la
generacion de ATP. De esta manera, UCP-1 se encontraria desacoplando la cadena
respiratoria sin ocasionar la degradacion inmediata de estos organulos y
manteniendo un equilibrio en el ciclo mitocondrial ante la situacién de frio. Como
resultado final, estos compartimentos de WAT estarian contribuyendo a la
termogénesis del modelo BATIGF1RKO, lo que explica también la demora en la
adaptacion.

Para esclarecer el papel de la fusidon mitocondrial en la termogénesis y examinar su
funciéon protectora en situaciones que favorecen el dafio mitocondrial como la
exposicion al frio, se estudiaron las deleciones especificas en BAT de dos proteinas
de fusion: OPA-1 y MFN-1.

En relacion con el modelo BATOPA1KO, carente de la proteina de fusion interna
OPA-1, se determind una buena adaptacion termogénica que fue similar a la que se
observo en el grupo control durante las 4 primeras horas de la exposicion al frio,
pero mas estable pasado ese periodo de tiempo. Curiosamente, estos animales
mostraron un descenso en el porcentaje de grasa corporal que estuvo acompafnado
de un aumento de la masa de BAT interescapular sin cambios en la expresion de
UCP-1. Un estudio previo en el cual generaron el mismo modelo animal determiné
un mayor numero de gotas uniloculares, caracteristicas de los adipocitos blancos,
en el BAT del modelo en una situacion basal (Pereira et al., 2021), sugiriendo un
proceso de blanqueamiento o whitening de los adipocitos marrones carentes de
OPA-1 en BAT. Esto concuerda con nuestros resultados indicando que este
mecanismo promueve el aumento de la masa de BAT observada en nuestro modelo
BATOPA1KO. Al igual que en nuestro estudio, observaron una reduccién en el
porcentaje de masa grasa total mientras que la masa magra aumenté en los ratones
carentes de OPA-1 de 20 semanas/5 meses de edad (Pereira et al., 2021) que podia




ser explicado por la activaciéon del pardeamiento de los adipocitos blancos y su
consecuente pérdida de grasa en los tejidos adiposos blancos. Curiosamente, la
delecién de OPA-1 afecta a la lipdlisis de BAT, de tal manera que tras la activacion
farmacoldgica de la termogénesis por CL-316243 la cantidad de lipidos en el
modelo BATOPA1KO es mayor que en el grupo control, coincidiendo con la
estimulacion del blanqueamiento adipocitico previamente mencionado.

No obstante, el analisis proteico del estado mitocondrial no arrojé ningtin dato claro
en nuestro modelo animal BATOPA1KO expuesto al frio. Probablemente, esto fue a
consecuencia de que las imagenes tomadas por microscopia electréonica no
permitieron examinar la morfologia de las mitocondrias, asicomo no se llevo a cabo
larespirometria de las mitocondrias aisladas de estos animales al sufrir retrasos en
la generacién de nuevos animales BATOPA1KO. Pese a eso, el estudio
ultraestructural de las mitocondrias aisladas de los animales carentes de OPA-1 de
Pereira et al., 2021 mostré mitocondrias mas fragmentadas cuyas crestas se
encontraron estructuralmente alteradas, y también estos organulos presentaron
una disfuncién bioenergética, recalcando el papel de OPA-1 en la integridad de las
crestas y, consecuentemente, en la respiracion mitocondrial.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos del modelo BATOPA1KO tras la exposicién
al frio, los ratones fueron tratados con el agonista B3-adrenérgico CL-316243
durante 14 dias puesto que estimula la respuesta termogénica a través del sistema
nervioso simpatico y favorece un incremento en la actividad metabdlica de BAT
(Cao et al., 2004; Labbé et al., 2016). Asi, obtuvimos una situacién prolongada de
termogénesis activa. En este modelo animal no se encontraron diferencias
significativas en la expresion de UCP-1 en BAT entre el grupo tratado y sin tratar,
aunque existio una tendencia al alza en aquellos a los que se les administré el CL-
316243. Este hecho era esperable ya que previamente durante la exposicion al frio
tampoco hubo cambios en su expresion. Por otro lado, la fision mitocondrial estaba
favorecida en el modelo BATOPA1KO en la situacién basal, dato previamente
observado en la bibliografia donde se determind una fragmentacién de
mitocondrias ocasionada por la delecion de OPA-1 en BAT (Pereira et al., 2021), y
tras el tratamiento con el agonista B3-adrenérgico los parametros de fusidn
aumentaron considerablemente impidiendo la fision. De esta forma, la
administracién de CL-316243 promueve un estado bioenergéticamente mas
eficiente en BAT en el modelo BATOPA1KO, apoyando la fusién mitocondrial como
un mecanismo protector del dano ocasionado durante la termogénesis adaptativa.

Respecto al estudio proteico de las regiones de tejido adiposo blanco mas
abundantes en el ratén, la evaluacion de browning condujo a la observacidon de un
incremento de la masa mitocondrial en la grasa subcutanea (iWAT) y visceral
(eWAT), que en el ultimo caso estuvo acompanada por un aumento del factor de
biogénesis mitocondrial PGC-1a, en el modelo BATOPA1KO expuesto al frio. A falta
del analisis histolégico de dichos compartimentos, previamente se ha postulado
que la delecion de OPA-1 en BAT promueve la inervacion simpatica de WAT
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conduciendo a una activacién del pardeamiento de los adipocitos blancos como
mecanismo compensatorio de la disfuncién mitocondrial presente en los animales
knock-out (Pereira et al., 2021). Por ello, el mantenimiento de la temperatura
corporal durante la exposiciéon al frio del modelo BATOPA1KO podria
correlacionarse con el proceso de marronizacién de los compartimentos inguinaly
epididimal de grasa blanca.

En consonancia con la activaciéon del browning en WAT del modelo BATOPA1KO tras
la exposicion al frio, nuestros resultados enfocados en el estudio de una
termogénesis activa prolongada en el tiempo por la administracién del agonista 33-
adrenérgico CL-316243 determinaron un incremento significativo tanto en la
expresion de UPC-1 como de marcadores mitocondriales en el iWAT del modelo
BATOPA1KO comparado con el grupo control. Esto iria en el mismo sentido a lo
descrito anteriormente de que la regidon subcutanea presenta un proceso de
pardeamiento mas activo debido a la delecion de OPA-1. Asimismo, el estudio
proteico de la dinamica mitocondrial reveld en estos animales una predisposicion
mas clara a mitocondrias elongadas sugiriendo asi mayor generacion de ATP y
favoreciendo el acoplamiento de la respiracién mitocondrial.

En conjunto, nuestros datos y los del grupo de Dale Abel (Pereira et al., 2021)
sugieren que la mejora del equilibrio energético y de la termorregulacion observada
en los ratones BATOPA1KO se produce independientemente de la activacion
termogénica candnica de BAT.

Unavez observado el efecto de la delecién de OPA-1 en BAT y laimplicacién de esta
proteina de fusién en la termogénesis adaptativa, se evalud la participacion de
MFN-1 en este proceso mediante la generacion del modelo BATMFN1KO. La
delecion de MFN-1 en el tejido adiposo marrdn ha sido previamente estudiada en
poca profundidad debido a la determinacidn de que no afectaba a la funcionalidad
de BAT en una exposicion al frio de 5 horas de duracién (Boutant et al., 2017). No
obstante, en este estudio previo concluyeron que MFN-2, de la misma familia de
proteinas de fusiéon que MFN-1, juega un papel directo en las interacciones
mitocondria-gotas lipidicas completamente necesario para la correcta actividad
termogénica del tejido adiposo marrén (Boutant et al., 2017). Nuestros resultados
determinaron una inadaptacion termogénica pasadas las 5 horas en el modelo
BATMFN1KO, que van en concordancia con el estudio de Boutant et al., 2017. En
nuestro estudio preliminar y puesto que el numero de ratones por grupo no es el
adecuado, no se pueden sacar conclusiones claras de dicho experimento, pero
probablemente la fisidon no se vea favorecida, lo que no permite su adaptacién al
frio. Ademas, posiblemente la delecién de MFN-1 promueva la mitofagia para el
aclaramiento de las mitocondrias dafiadas.

Enrelacidon con los resultados obtenidos en el modelo UCP1-KO para la evaluacioén
de ladependenciade UCP-1 en la accién de algunos desacoplantes como FCCP, se
llegd a la conclusidon de que, aunque Bertholet et al., 2022 muestra datos muy
convincentes de que UCP-1 esta implicada en la accién de FCCP en estudios de




patch-clamp de mitoplastos de grasa parda, estos no son traducibles a efectos
directos sobre la termogénesis inducida por este desacoplante. De este modo, se
podria sugerir que la falta de diferencia de potencial de membrana entre los tipos
mitocondriales WTy KO se debe a un aumento del transportador de nucleétidos de
adenina (AAC) en las mitocondrias UCP1-KO (Shabalina et al., 2006), pero los
resultados sobre la inactividad de los nucledtidos hacen que esta sugerencia sea
poco probable.

Asimismo, no se puede determinar a partir de los experimentos clasicos aqui
mostrados si el FCCP o el DNP en otras mitocondrias no pertenecientes a la grasa
parda actuan a través de AAC. Sin embargo, podemos generalizar a partir de
nuestras observaciones que la comparacion entre los estudios clasicos de
termogénesis en mitocondrias y los realizados por Bertholet et al., 2022 mediante
la técnica patch-clamp demuestran que los resultados de los estudios con este
ultimo procedimiento no pueden trasladarse sin reservas a los estudios
mitocondriales clasicos. Es por ello por lo que el concepto defendido por Bertholet
et al., 2022 de que el efecto de FCCP y DNP depende de UCP-1, mas
especificamente de AAC, no se corrobora con los datos obtenidos en esta tesis
doctoral. Contodo, la accion de DNP en la respiracién mitocondrial de los animales
WT indic6 una cierta dependencia a la actividad de UCP-1. Cuando esta proteina se
encontraba fuertemente inhibida por concentraciones mas altas de GDP, la
respiracion aparecio disminuida, efecto que no se determind en las mitocondrias
aisladas del modelo UCP1-KO.

Ademas, se ha sugerido que el mecanismo de accién de FCCP y DNP ha sido hasta
ahora sustancialmente malinterpretado y que el mecanismo de accion dominante
de los desacoplantes quimicos es a través de la activacién UCP-1y AAC (Bertholet
et al., 2022). Debido a nuestros resultados de respiracién en el modelo UCP1-KO
tras el desacoplamiento mitocondrial por FCCP y DNP, se considera prematuro
renunciar al concepto clasico de que estos desacoplantes quimicos actuan en las
mitocondrias de forma independiente a UCP-1 y/o AAC.

Los niveles fisioldgicos de acidos grasos libres alteran la conformacién de UCP-1
sobre la cinética de unién del analogo de nucledétido inhibidor GDP a las
mitocondrias aisladas de BAT provenientes de rata (Divakaruni, Humphrey & Brand,
2012), de esta manera el oleatoy el GDP mostraron una cinética de tipo competitiva
para el control de la respiracion de las mitocondrias aisladas de BAT en raton
considerandose el oleato como un antagonista del efecto de GDP. No obstante, la
accion del oleato depende de la actividad de UCP-1 como mostré el estudio en el
modelo UCP1-KO donde existié un considerable retraso en el desacoplamiento por
este acido graso en la respiracion de las mitocondrial aisladas de los animales
knock-out. Asimismo, en relacidon con la accién mas paulatina del oleato en la
respiracion en el modelo UCP1-KO o en presencia de altas concentraciones de
GDP, indicé el mismo efecto en el potencial de membrana, despolarizandola mas
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rapidamente en presencia de UCP-1 y correlacionandose con la actividad de esta
proteina desacoplante.

Por ultimo, el uso de compuestos que disminuyen las concentraciones de acidos
grasos libres en la célula o cuyo efecto es eliminar el colesterol mitocondrial en
estudios de respiracion (Bertholet et al.,, 2022) perjudican la obtencién de
resultados reales como hemos mostrado en el andlisis de la acciéon de la
ciclodextrina MBCD. Este compuesto no solo afecta a la respiracion maxima de
estos organulos, sino que también deteriora la funcidon mitocondrial. Estos datos
obtenidos en esta tesis doctoral apoyan la conclusién obtenida de Ziolkowski et al.,
2010 de que la delecidon del colesterol perjudica la bioenergética mitocondrial, y
recalcan la importancia de seleccionar un buen componente para el andalisis fiable
de la respiracidon mitocondrial.




CONCLUSIONES

“Un pais sin investigacion es un pais sin desarrollo.”
Margarita Salas

Bioquimica






En base a los estudios realizados y los resultados obtenidos en la presente tesis
doctoral, se puede concluir lo siguiente:

1.

El modelo BATIGF1RKO presenta una mejor adaptacién termogénica que va
acompafnada de un ligero aumento en la expresion de la proteina
desacoplante UCP-1 asi como de un incremento de la masa mitocondrial.
Asimismo, existe un aumento en la lipdlisis del tejido adiposo marrén del
modelo BATIGF1RKO tras la exposicion al frio durante 12 horas,
considerandose un proceso fundamental en la adaptacién termogénica.

La fision mitocondrial se ve incrementada en el tejido adiposo marrén del
modelo BATIGF1RKO tras la exposicién al frio durante 12 horas, pudiéndose
relacionarse asi con la mejor adaptacidon termogénica observada
previamente. A su vez, las mitocondrias aisladas del tejido adiposo marrén
del modelo BATIGF1RKO expuesto al frio exhiben una respiraciéon basal y
maxima mas alta que el grupo control, y su respiracion global no se ve
alterada cuando UCP-1 se encuentra inhibida.

La mitofagia parece jugar un papel fundamental en el mantenimiento de la
poblacidon sana de mitocondrias durante la exposicion al frio en el tejido
adiposo marrén del modelo BATIGF1RKO. Nuestros datos sugieren que
cuando se impide el flujo autofagico por la accién de la cloroquina, se
promueve la fusidon mitocondrial como mecanismo protector.

El proceso de browning podria estar especialmente estimulado en los
compartimentos inguinal y retroperitoneal de tejido adiposo blanco en
relacion con la expresion de UCP-1 en los ratones carentes de IGF-1R tras la
exposicion al frio. Ante esta situacion, se favorece la fusidon mitocondrial en
estas regiones de grasa blanca en dichos animales.

El modelo BATOPA1KO muestra menor porcentaje de grasa por masa total
sin afectar a la homeostasis glucidica ni al peso corporal. Asimismo, la
delecion de OPA-1 especificamente en el tejido adiposo marrdn en ratones
no altera la adaptacion termogénica de dichos animales y promueve una
hipertrofia del tejido adiposo marron como mecanismo compensatorio.

El tratamiento farmacolégico con el f3-adrenérgico CL-316243 sugiere un
incremento en la expresion de UCP-1 y puede favorecer la fusién
mitocondrial en el tejido adiposo marrén del modelo BATOPA1KO, que
exhibié una tendencia al estado fisionado cuando no era tratado con este
farmaco. Ademas, este tratamiento aumenta ligeramente el nimero de
mitocondrias.

La lipdlisis se ve favorecida tras el tratamiento con el B3-adrenérgico CL-
316243 en el tejido adiposo marrdn. No obstante, la delecion de OPA-1 en el
tejido adiposo marrdn impide el correcto funcionamiento de la lipdlisis en
dicho tejido.
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8. La delecién de la proteina de fusiéon MFN-1 en el tejido adiposo marrén de
ratones parece promover un empeoramiento de la sensibilidad a glucosay
una adaptacion termogénica inadecuada al frio. Dicha severa inadaptacién
alfrio sugiere que la fusidn previa de las mitocondrias es condicién sine qua
non para que la fisidon tenga lugar.

9. El oleato presenta una accion dependiente de UCP-1, que a su vez se ve
regulada por la cantidad de UCP-1 activa. Sin embargo, la accién de los
desacoplantes FCCP y DNP se produce incluso cuando UCP-1 no se
expresa, aunque en el caso del DNP puede actuar a través de ella cuando se
encuentra presente. Ademas, el DNP es un desacoplante igual de potente
que el FCCP.

CONCLUSION FINAL

La dinamica mitocondrial juega un papel fundamental en la termogénesis
adaptativa, considerandose la fision mitocondrial como un mecanismo
generador de calor durante la exposicion al frio mientras que la fusion
mitocondrial desempefa una funcion protectora del dafio ocasionado en el
mantenimiento de la temperatura corporal, contribuyendo asi a la propia
termorregulacion del organismo.

Ademas, algunos de los agentes desacoplantes mitocondriales mas potentes
como el FCCP y el DNP actuan sin necesidad de que UCP-1 se encuentre
activa, lo que resalta la importancia de los mecanismos independientes de
UCP-1 en la termogénesis adaptativa.
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