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INTRODUCCION

1. OBESIDAD

La obesidad es una enfermedad crénica multifactorial, resultado de la interaccion
entre factores de tipo genético-hereditarios y ambientales (alimentacion, actividad fisica,
etc.) (Marti et al.,, 2008; FESNAD-SEEDO, 2011). Esta patologia se define como una
alteracion metabdlica, caracterizada por una acumulacién excesiva de tejido adiposo, que
aparece como consecuencia de un balance energético positivo mantenido en el tiempo

(Seagle et al., 2009).

En 2014 segun datos de la OMS, alrededor del 13% de la poblacién mundial adulta
era obesa. Esta pandemia es directamente responsable del marcado incremento de la
prevalencia mundial de diabetes tipo 2 (DM2) (Zachary et al., 2000) y se asocia a
enfermedades cardiovasculares (Kenchaiah et al., 2002) y ciertos tipos de cancer
(Renehan et al., 2008). Muchas de las comorbilidades de la obesidad son reflejadas en el
conocido como sindrome metabdlico (SM) que consiste en la asociacion de un conjunto
de alteraciones metabdlicas y vasculares, entre las que destacan la resistencia insulinica
(RI), la hipertensién arterial, la dislipemia, bajos niveles sanguineos de lipoproteinas de

alta densidad (HDL) y la obesidad abdominal (Luengo-Fernandez et al., 2005).
2. BALANCE ENERGETICO

La energia se obtiene exclusivamente a través del consumo de alimentos mientras
gue el gasto metabdlico responde a diversos factores como el mantenimiento de la
temperatura corporal, la homeostasis interna, la actividad fisica o los largos periodos de
gestacion y lactancia. Para que esta energia pueda estar disponible en el momento
requerido, se ha desarrollado el tejido adiposo que mantiene y moviliza reservas de
energia en forma de triglicéridos (TG). Este tejido se comporta con mucha plasticidad
permitiendo un almacenamiento energético casi ilimitado entre los diversos depdsitos

localizados a lo largo del cuerpo (Wells, 2012).

Este balance se altera cuando de manera constante la ingesta caldrica excede el

gasto energético. Este exceso de energia se almacena como grasa corporal en los
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adipocitos, que crecen y/o aumentan en numero, provocando los problemas clinicos
asociados con la obesidad, bien por el peso de la masa extra o bien por el aumento de
secrecion de acidos grasos (AG) libres, péptidos y otras adipoquinas (Alvarez-Castro et al.,
2011). Se produce entonces un desequilibrio atribuido a cambios en el control de la
ingesta y el gasto energético, a la eficiencia en la utilizacion de la energia a través de
modificaciones en la termogénesis, a la adipogénesis o a la combinacion de todos ellos

(Palou et al., 2000).

El balance energético de una persona esta regulado por distintos factores, entre
los que destaca el sistema nervioso central (SNC), fundamentalmente a nivel del
hipotalamo, a partir de sefiales neuroendocrinas centrales y periféricas que informan
sobre las reservas energéticas y el estado nutricional (Luengo et al., 2010). Todas ellas
tienen efecto sobre el apetito, la saciedad, la frecuencia de ingesta, el tamafio de las
porciones ingeridas, el proceso de asimilacion de los alimentos por el tubo digestivo y el

gasto energético (Badman et al., 2005).

3. REGULACION DE LA INGESTA

Esta compleja regulacidon se lleva a cabo mediante sistemas orexigénicos, que
promueven el apetito y el consumo de alimentos favoreciendo un balance energético
positivo, mientras que por otro lado, estan los sistemas anorexigénicos que promueven la
saciedad limitando el consumo de alimentos y activando sistemas de consumo energético
que favorecen un balance energético negativo (Redinger, 2009). En el control de la
ingesta pueden diferenciarse dos sistemas de regulacion, uno a corto plazo y otro a largo

plazo.
3.1 Sistema de regulacion a corto plazo

El sistema de regulacién a corto plazo actia modulando las sefiales de
saciedad, que engloban toda una serie de estimulos mecdnicos, quimicos y
hormonales (Badman et al., 2005). El SNC recibe informacidn sensorial, procedente
de estimulos mecdnicos que informan sobre el grado de distension del tubo digestivo
y la cantidad de alimento ingerido, y estimulos quimicos, que aportan informacion

sobre la composicion nutricional del mismo.
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3.2 Sistema de regulacion a largo plazo

El sistema de regulacion a largo plazo se basa en las sefiales de adiposidad, las
cuales son proporcionales al tamafio de las reservas energéticas en forma de grasa.
Estas sefiales interactian con los circuitos neurales catabdlicos y anabdlicos,
causando un cambio en la sensibilidad del cerebro a las sefiales de saciedad (Woods,
2005). Las principales sefiales implicadas en este proceso son sintetizadas por el
pancreas (insulina) y el tejido adiposo (leptina) (Palou et al., 2004), que son
transportadas hasta sus respectivos receptores ubicados en el hipotalamo. Cuando la
insulina y leptina se distribuyen de tal modo que aumentan su actividad en el
cerebro, se consume menos comida, y cuando la accién de estas hormonas

disminuye, la ingesta aumenta (Schwartz et al., 2000).

3.2.1 Pancreas

El pancreas es una glandula mixta compuesta por elementos de
naturaleza exocrina (98%) y endocrina. La porcién exocrina produce enzimas
implicadas en la digestion, mientras que la parte endocrina esta formada por una
serie de cumulos celulares, los islotes de Langerhans, conformados por tres tipos
celulares distintos: células a que expresan y secretan glucagén, células
secretoras de insulina y amilina y células & que secretan somatostatina (Cuenca,

2006).

3.2.1.1 Insulina

La insulina es una hormona polipeptidica formada por 51 aminoacidos
(aa), producida y secretada por las células B de los islotes de Langerhans del
pancreas. Es la principal hormona anabdlica y anticatabdlica en el ser humano
y se secreta inmediatamente tras la ingesta de alimentos en funcién de los
niveles de nutrientes, especialmente glucosa y aa, de la activacién del sistema
parasimpatico, asi como de los niveles de las hormonas incretinas (Salehi et
al., 2006). Sus principales efectos metabdlicos afectan al musculo, al tejido

adiposo y al higado (Zierath et al., 2000).
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En el misculo esquelético, la insulina estimula la captacidn de glucosa
para la sintesis de glucdgeno, la captacién de aa para su incorporacion a
proteinas y la captacién transcelular de acidos grasos no esterificados (AGNE)
estimulando la sintesis de TG. El tejido adiposo es un drgano de sintesis muy
activo, en el que la insulina por un lado favorece la lipogénesis (sintesis de
triglicéridos) y por otro lado, conduce a una disminucion en la liberacién de
AGNE (Scherer et al., 2011). La insulina también estd involucrada en el
mantenimiento de la homeostasis que asegura una oferta de sustratos

energéticos a los tejidos mds importantes.

En situaciones de obesidad y/o diabetes se presenta Rl, que se define
como un defecto en la accidon de la insulina que provoca un aumento de la
misma para mantener la glucemia en un rango normal (Alberti et al., 2009). La
RI conlleva la inhibicién del efecto antilipolitico de la insulina en el tejido
adiposo, lo que resulta en una disminucién de los AG libres y su acumulacion
en diferentes tejidos (Savage et al., 2007). Se cree que este defecto en el
tejido adiposo aparece por la combinacién de varios factores: la secrecién
elevada de adipopoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6), los bajos niveles de
adiponectina, las alteraciones que se producen a nivel de los receptores de
insulina y las alteraciones en la expresion génica de los transportadores de
glucosa insulino-sensibles. Esta situacion favorece la lipdlisis de los TG
almacenados en el tejido adiposo y conlleva un aumento de la liberacion de
AG libres y de proteinas (Aranceta et al., 2003). La saturacién de la capacidad
del tejido adiposo para almacenar AG libres, origina la migracién de lipidos a
tejidos periféricos como el musculo esquelético y cardiaco (Williams et al.,
2007), el higado (Nakamura et al., 2009) y las células B pancreaticas (Salgin et
al., 2012), donde se depositan y producen lipotoxicidad. Esta lipotoxicidad da
lugar a Rl en el musculo y el higado porque los AG interfieren con la sefial de
insulina, los transportadores de glucosa y la captacién de la misma,
obstruyendo el metabolismo de la glucosa y produciendo intolerancia a la
glucosa con hiperglucemia (Coker et al., 2009). El pancreas segrega entonces

mas insulina y con el tiempo esta hiperactividad de las células B puede dar
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lugar a una disfuncién de las mismas, que junto al efecto lipotdxico de los AG
libres y la consiguiente muerte de las células B derivard en DM2 (Wang et al.,
2011). Dado que con el tiempo, la Rl ademds de en los adipocitos, se produce
también en el tejido muscular esquelético, en el higado y en el hipotalamo, el

proceso se vuelve sistémico (Kopelman, 2000).
3.2.2 Tejido adiposo

El tejido adiposo ya no es considerado un tejido inerte que almacena
grasa, sino que es un Organo metabdlicamente dindmico donde ademads de
almacenarse la energia de forma primaria, se sintetizan compuestos
biolégicamente activos como las hormonas, que regulan la homeostasis
metabodlica (Ottaviani et al, 2011). Este tejido dindmico se compone
principalmente de adipocitos, que le confieren la mayoria de sus propiedades y
de forma secundaria de células sanguineas, células endoteliales, fibroblastos, etc.
(Ahima et al., 2000; Saely et al., 2012). Dependiendo de su ubicacidn, este tejido
presenta diferente capacidad de secrecion de adipocitoquinas y distinta cantidad
de adipocitos, células sanguineas y células del sistema inmune (Trzeciak-Ryczek
et al., 2011). El estudio del tejido adiposo como érgano endocrino se produjo
tras la identificacion de la leptina que producia obesidad y DM2 en ratones

homocigotos deficientes para el gen de la leptina (ob) (Zhang et al., 1994).
3.2.2.1 Leptina

La leptina es una proteina de 167 aa producida sobre todo por el tejido
adiposo blanco (TAB) aunque en cantidades menores también se produce en
el tejido muscular esquelético, placenta y estdmago (Strader et al., 2005). Los
niveles plasmaticos de esta adipoquina aumentan en proporcion al nimero y
tamafio de los adipocitos, siendo un fiel reflejo del status energético del

individuo.

La leptina atraviesa la barrera hematoencefalica mediante un sistema
saturable 'y es reconocida por las neuronas hipotaldmicas vy

extrahipotaldmicas, en especial las del nucleo arcuato hipotaldmico (Tartaglia,
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1997). La activacion de sus receptores en esta area provoca una disminucién
en la ingesta y un aumento en el gasto energético (Yu et al., 2012), por lo que
se penso que podria ser una buena candidata para disminuir el peso corporal.
Tanto en humanos como en animales, se ha observado que con la
administracion de leptina se producia una disminuciéon del peso corporal
(Almanza-Pérez et al., 2008). Sin embargo, en la gran mayoria de los casos de
obesidad y en dietas altas en grasa se genera hiperleptinemia, provocando
una obstruccién funcional de la hormona, que culmina en resistencia a la
leptina (RL) lo que provoca una mayor ingesta y desarrollo de obesidad (Wang

et al., 2005).

La leptina también puede actuar como un modulador de la respuesta
inmune (Hekerman et al.,, 2007) ya que normalmente participa como
citoquina antiinflamatoria, exhibiendo efectos directos sobre los monocitos y
al incrementar la expresion y liberacion de la citoquina antiinflamatoria IL-1
(Meier et al., 2002). Sin embargo, cuando existe un estado de RL, actia como
una citoquina proinflamatoria generandose el estado inflamatorio crénico,

caracteristico de la diabetes y obesidad.

La interaccién entre la leptina y la insulina ha sido ampliamente
explorada debido principalmente a la coexistencia de estados de Rl y RL en
individuos obesos, asi como a la asociacion entre la obesidad y la diabetes. Se
sabe que entre la leptina e insulina existe una perfecta homeostasis ya que se
regulan mutuamente (Morioka et al., 2007). Asi, la leptina inhibe Ia
produccién de insulina en las células B del pancreas (Seufert, 2004), mientras
gue la insulina estimula la produccién de leptina en el tejido adiposo. Sin
embargo, en un estado de RL caracterizado por hiperleptinemia, se pierde la
homeostasis entre estas moléculas, de tal manera que la leptina deja de
inhibir la produccién de insulina en el pancreas, conduciendo a una fase de
hiperinsulinemia y resistencia a esta hormona. Este fendmeno de RL puede
ser debido a fallos en la sefializacién o en su paso a través de la barrera
hematoencefdlica (Kershaw et al., 2004) y esta asociado, entre otras cosas,

con elevados niveles del supresor de la sefializacion de citoquinas 3 (SOCS3)
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(De Backer et al., 2010). La leptina también juega un papel importante en el
control de otras funciones fisioldgicas como la reproduccion, la angiogénesis,

la remodelacién 6seay la funcién cardiovascular.

3.2.2.2. Clasificacion del tejido adiposo

El tejido adiposo se puede clasificar en TAB, tejido adiposo pardo o

marron (TAP) y tejido adiposo beis.

TAB estd ampliamente distribuido por todo el organismo (Moreno et
al., 2002; Pérez-Miguelsanz et al., 2010), se considera el principal reservorio
energético del organismo y posee toda la maquinaria necesaria para sintetizar
AG, almacenar TG en periodos de abundancia energética y a movilizarlos en
caso de déficit caldrico (Harwood, 2012). Ademas sintetiza hormonas y
moléculas bioactivas como la leptina y adiponectina. Este tipo de tejido
adiposo aumenta notablemente en la obesidad debido a la hipertrofia e

hiperplasia de los adipocitos (Palomer et al., 2005).

En humanos, los adipocitos marrones son muy abundantes en recién
nacidos, mientras que en adultos se ha descubierto recientemente su
existencia, casi exclusiva en la zona cervical (Moreno et al., 2002; Pérez-
Miguelsanz et al., 2010). Son los responsables de |la termogénesis adaptativa o
calor producido en respuesta a la exposicion al frio (Klingenspor, 2003) o a
una dieta hipercaldrica (Lowell et al., 2003). La termogénesis es regulada
mayoritariamente por la estimulacién del sistema nervioso simpatico vy
constituye un componente importante en el gasto energético total. Los
adipocitos del TAP presentan una gran cantidad de mitocondrias donde se
lleva a cabo la fosforilacion oxidativa que da lugar a la produccién de calor
(Cinti, 2005); estas mitocondrias presentan una maquinaria modificada que
usa los AG almacenados para la generacion de calor (termogénesis) mediante

la activacion de la proteina desacopladora tipo 1 (UCP-1) (Monckeberg, 2011).

Mas recientemente se ha descrito un tercer tipo de adipocito que

parece ser una transicion entre el adipocito blanco y marréon que se denomind
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adipocito beis (Seale et al., 2008; Ishibashi et al., 2010; Petrovic et al., 2010).
Tienen un color intermedio y unas propiedades termogénicas intermedias
entre la grasa blanca y parda y se encuentra disperso a nivel subcutaneo
proximo a la columna vertebral (Wu et al., 2012). Para explicar el origen de
estos adipocitos, se acufid el término browning para referirse a un fenédmeno
gue, en presencia de factores como el péptido fibronectina tipo Il con 5
dominios (FNDC5)/irisina, permitiria a los adipocitos blancos del TAB llevar a
cabo la termogénesis y la adquisicion de caracteristicas similares a las de los
adipocitos marrones. También se comprobd que la induccion de este
fenédmeno de browning podria servir de proteccion frente a la diabetes y la

obesidad inducida por la dieta (Wu et al., 2012).

4. FNDC5/IRISINA

El mejor tratamiento para la obesidad es el cambio del estilo de vida,
especialmente en la dieta y en la actividad fisica (Hawley et al., 2014; Strasser, 2012).
Recientemente se ha demostrado que durante o inmediatamente después de hacer
ejercicio fisico, el musculo esquelético pone en circulacion varias mioquinas que pueden
influir en la produccion de citoquinas y en el metabolismo. El coactivador-1a del receptor
activado de proliferaciéon de peroxisomas (PGC-1a) se expresa en el tejido muscular
esquelético de manera diferencial, induciendo la biogénesis mitocondrial y la expresion
de enzimas oxidativas en diferentes tipos celulares (Handschin et al., 2008). Por esto, el
musculo esquelético puede considerarse también un érgano endocrino (Pedersen et al.,

2007; Pedersen, 2012).

En enero de 2012, Bostrém y sus colaboradores demostraron que el tejido
muscular desencadenaba un complejo proceso iniciado con un incremento de la
expresion de PGC-1a, que actuaba sobre diversos genes de los miocitos provocando un
aumento en la expresion de una proteina de membrana denominada FNDC5, que por un
posterior proceso de protedlisis daba lugar a una pequefia proteina que se liberaba al
torrente circulatorio: la irisina (Bostrom et al., 2012). Para ensayar los efectos de esta
proteina in vivo el grupo de Spiegelman sobreexpresd FNDC5 en el higado de ratones de

la cepa C57BL/6, concluyendo que el aumento de FNDC5 circulante podria aumentar el
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gasto energético, reducir el peso corporal y mejorar la Rl inducida por la dieta (Bostrém et

al., 2012).

Estudios in vitro, demostraron que al afiadir esta hormona a adipocitos de tejido
adiposo blanco subcutdneo (TAS) durante las primeras etapas de su desarrollo, estos se
transformaban en células beis incrementando su actividad termogénica (Moreno-
Navarrete et al., 2013; Hofman et al., 2014). Las evidencias también sugieren una funcion
antidiabética que mejora la homeostasis de la glucosa (Hojlund et al., 2012; Zhang et al.,
2013), una asociacion inversa de la concentracién de irisina con el contenido en grasa del
higado (Zhang et al., 2013) y una correlacion positiva con la folistatina, un péptido que
regula el crecimiento muscular (Vamvini et al., 2013). Se estudiaron ratones transgénicos
gue sobreexpresaban PGC-la en el musculo y se demostrd la resistencia de estos
animales a la diabetes y a la obesidad relacionada con la edad. El estudio se centré en los
genes encargados de la termogénesis y en los implicados en el desarrollo del TAP,
descubriendo que en el tejido adiposo subcutdneo (TABs) de estos ratones aparecian
unos adipocitos marrones, que sobreexpresaban acido ribonucleico mensajero (ARNm) de
UCP-1, propio del TAP. Este mismo resultado se observo al someter a ratones normales a

distintos tipos de ejercicio durante 3 semanas. (Bostréom et al., 2012).

Ademas de ser una mioquina, distintos experimentos con ratas demostraron que
la irisina también es una adipoquina, puesto que se libera en el TAB. Se sugirid que la
proporcion de secrecidn de irisina por el tejido muscular/adiposo dependia de la situacion
fisioldgica del individuo. EI musculo seria el encargado en el ejercicio fisico mientras que
TAB seria el responsable de los niveles elevados de irisina en situaciones de IMC alterados
como en la obesidad (Roca-Rivada et al., 2013). Diversos experimentos también
demostraron que la pérdida de peso tanto por restriccion caldrica como por cirugia
baridtrica, disminuia los niveles circulantes de irisina y volvian a aumentar al recuperar su

peso original (Crujeiras et al., 2014).

Desde su descubrimiento, la funcién de la irisina ha sido muy controvertida
llegando a cuestionarse incluso su existencia. Sin embargo, hace unos meses se demostré
no solo su existencia, gracias a la espectrometria de masas, sino también que sus niveles

estan en el rango de la actividad biolégica (Jedrychowski et al., 2015). Las diferencias
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obtenidas en los niveles de esta hormona por distintos investigadores, podrian ser
debidas tanto a los distintos métodos usados, como a la falta de eficacia de los ensayos
por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) existentes. En relacién a la funcién de la
irisina, muchos investigadores apoyan un papel beneficioso de la misma en relacion a la
diabetes, obesidad, etc., mientras que otros apoyan un papel contrario (Chen et al.,

2015).
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OBJETIVOS

En un intento de esclarecer una relacién entre la irisina y el status metabdlico, se llevaron
a cabo distintos experimentos de metabolismo alterado, en los que se analizaron los
niveles de expresién de FNDC5 en tejidos implicados en el metabolismo energético. Los

objetivos concretos planteados fueron los siguientes:

1. Estudiar los niveles de expresion de FNDC5 en distintos tejidos de rata.

2. Inducir diabetes tipo | a ratas macho adultas con la administracion de alloxan.

3. Controlar los niveles de glucosa, con inyecciones de insulina, de parte de las ratas

tratadas con alloxan.

4. Analizar los niveles de expresion de ARNm de FNDC5 en TAB (visceral (TABv),
inguinal (TABi) y epididimal (TABe)), TAP, musculo esquelético e hipotalamo de las

ratas obtenidas en los puntos 1y 2.

5. Administrar leptina de forma intraperitoneal (IP) a ratas macho adultas y analizar los
niveles de expresién de ARNm de FNDC5 en TAB (TABv, TABi y TABe), TAP, musculo

esquelético e hipotalamo.

6. Comprobar la actividad termogénica de la irisina en la linea celular 3T3-L1

(preadipocitos).

11
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MATERIAL Y METODOS

1. TECNICAS EXPERIMENTALES
1.1 Animales de experimentacion

Los estudios se realizaron utilizando ratas macho Rattus norvegicus de la
cepa Wistar (Figura 1), de 9 semanas de edad y un peso promedio de 200 g
compradas a Harlan Laboratories (Barcelona). Los animales se mantuvieron en el
animalario de la unidad de cirugia experimental del Complejo Hospitalario
Universitario de A Corufia (CHUAC), a una temperatura estable de 25°C vy
fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad. Las ratas estuvieron en jaulas de

macrolén (policarbonato), con comida y agua ad libitum.

’
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Figura 1. Rata Wistar, cepa utilizada en este trabajo.

El experimento fue revisado y aprobado por los comités de bioética de la
Universidad de Corufia (UDC) y el CHUAC de acuerdo con la Normativa de la Unidn

Europea para el uso de animales de experimentacion.
1.1.1 Modelos animales

1.1.1.1 Modelo de ratas Wistar diabéticas

En un intento de esclarecer si existe una relacion entre la diabetes, los
niveles de insulina/glucosa vy la irisina, se indujo experimentalmente diabetes
en un grupo de ratas normales y posteriormente se trataron con insulina

parte de esos animales para normalizar sus niveles de glucosa en sangre.

12



Material y métodos

Para inducir experimentalmente la diabetes, las ratas se trataron con
alloxan (Sigma Aldrich) que destruye selectivamente las células P
pancreaticas. Asi se administraron (IP) (Figura 2) 130 mg de alloxan/kg de
peso corporal a cada animal y al cabo de 10 dias, cuando la diabetes estaba
plenamente establecida, se dividieron en dos grupos: 9 ratas que continuaron
sin tratamiento y 10 a las que se les administré insulina humana de accion
prolongada (Insulatard Flexpen) segin necesidad, mediante una inyeccién
subcutanea (Figura 3A) para controlar los niveles de glucosa. La glucosa se
midié en la vena caudal con un glucémetro StatStrip Xpress (Nova Biomedical)

(Figura 3B). Durante el experimento se registraron diariamente los valores de

ingesta, peso corporal y glucosa.

Figura 3. Lugar y forma de administrar inyeccion subcutdnea de insulina (A). Lugar y forma de medir
los niveles de glucosa en la vena caudal (B).
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Como grupo control se utilizaron 8 animales sin tratar con alloxan y
gue fueron inyectados IP con una solucidn salina isotdnica (Fresenius Kabi),
mientras el resto de los animales estaban siendo tratados con alloxan e
insulina. De la misma manera, al grupo de ratas diabéticas sin tratamiento se

les inyectd salino, cuando a las demas se les suministraba insulina.

1.1.1.2. Tratamiento con leptina

Se usé un modelo de ratas tratadas con leptina debido a la importancia
de esta hormona en la regulacidon del balance energético y su implicacién en el
desarrollo de la obesidad. Para comprobar si la leptina ejerce algun efecto
sobre los niveles de expresién de FNDC5 y/o los niveles circulantes de irisina,
6 ratas fueron tratadas con inyecciones IP de salino, hasta que 14 hy 2 h
antes del sacrificio, se les administré leptina de forma IP (ProSpec, 1 mg/kg
de peso corporal) (Figura 2). Durante todo el experimento se registraron

diariamente los valores de ingesta y peso corporal.

Como grupo control se utilizaron 8 animales de las mismas
caracteristicas y sometidos a las mismas condiciones, pero tratados

exclusivamente con solucidn salina.

1.2 Extraccion y localizacion de los tejidos extraidos

El experimento tuvo una duracién total de 25 dias y al término del estudio, las

ratas fueron sacrificadas por decapitacidon. Se recogidé sangre troncal, se analizaron

los niveles de glucosa y se extrajeron cuidadosamente todos los tejidos para evitar

posibles contaminaciones. La sangre se recogio en tubos BD Vacutainer® SST™ para

suero con gel separador, se centrifugaron y se recogid el suero, que junto con los

tejidos extraidos se guardd a -80°C hasta su uso.

Se extrajeron los siguientes tejidos:

Hipotalamo completo
Tejido muscular esquelético, concretamente el gastrocnemio, situado en la pata

del animal, con mayoria de fibras tipo Il (glucoliticas rapidas).
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- TAP que se extrajo de la region subcutanea del drea supraclavicular.
- TAB que se recogid de tres localizaciones distintas: grasa blanca epididimal TABe
asociada a los testiculos y al epididimo, TABv localizada alrededor de las visceras

y TABi situada bajo la piel de las ingles.

1.3 Experimentos con linea celular 3T3-L1

Linea celular derivada de la establecida en 1962 (Todaro, 1963) y obtenida a
partir de tejido embrionario de ratones de la cepa Swiss. Presenta una morfologia
tipo fibroblasto (Figura 4A) y pueden diferenciarse a adipocitos maduros en las

condiciones adecuadas.

Las células se cultivaron en placas de cultivo p-100 (Nunclon) en 8 ml de
medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco con poca glucosa (DMEM/F-12)
(Gibco) suplementado con 10% suero bovino fetal (SBF), 100 u/ml de penicilina
(Invitrogen) y 100 u/ml de estreptomicina (Invitrogen). Las células se levantaron con
Tripsina (Sigma), se centrifugaron, se contaron con una cdmara de Neubauer y se
pusieron 50.000 células por pocillo. Se usaron dos placas multipocillo de 12 con 1,5
ml de medio y se incubaron hasta llegar a la confluencia. Para la diferenciacion se
siguio el protocolo descrito por Zebish (Zebish et al., 2012). El medio de cultivo fue
suplementado con 4,17 mg/ml de insulina, 1 mg/ml de dexametasona, 10 mg/ml de
IBMX, 1 mg/ml de rosiglitazona, 10% SBF y 1% penicilina/estreptomicina (P/S) y se
incubaron las células durante 48 h. Pasado este tiempo, durante los siguientes 7 dias,
el DMEM/F-12 fue suplementado con 4,17 mg/ml de insulina, y se cambié el medio

cada dos dias para asi conseguir los adipocitos diferenciados (Figura 4B, 4C).
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Figura 4. Linea celular 3T3-L1 utilizada para comprobar la capacidad termogénica de la irisina en TAB.
Células en fase de crecimiento con morfologia tipo fibroblasto (A). Adipocitos ya diferenciados (B).
Detalle de la acumulacidn de lipidos en células 3T3-L1 (C).

1.4 Efecto de la irisina sobre la capacidad termogénica del tejido adiposo blanco.

Pasado este tiempo, se realizé un pequefio experimento para comprobar la
capacidad de browning de la irisina usando dos marcas comerciales y dos
concentraciones distintas. Para ello, los pocillos de estas placas se dividieron en
varios grupos: un grupo control sin irisina, un segundo grupo al que se les afadid
irisina 0,16 M (Phoenix), un tercero con irisina 0,16 M (Adipogen) y el cuarto grupo

con el doble de concentracién de irisina, 0,32 M (Adipogen).
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2. METODOS ANALITICOS
2.1 Inmunoensayo enzimatico (ELISA) para irisina

El ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una
enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto
inmunoldgica como enzimatica. Asi, mediante la adicidon de un substrato especifico la
enzima producira un color observable a simple vista y cuantificable mediante el uso

de un espectrofotémetro o un colorimetro.

Los niveles circulantes de irisina se determinaron en el plasma sanguineo de
ratas utilizando para ello un kit comercial de ELISA (lIrisin, Recombinant, Phoenix
Pharmaceuticals, Inc.). Como paso previo se realizaron diluciones 1:1 y 1:5, ambas

utilizando como diluyente el proporcionado por el kit.

El protocolo seguido fue el especificado por el fabricante. La cuantificacién se
realizdé a 450 nm en un lector de placas Sunrise (Tecan) con el software de analisis

Magellan.

2.2 Estudios de expresion de ARNm: Reaccion en cadena de la polimerasa

cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR).

Los puntos incluidos en este epigrafe se realizaron con cada uno de los tejidos

extraidos de las 33 ratas y con las células.
2.2.1 Extraccion ARN: Método del Trizol

La extraccion de ARN total se realizd mediante el uso de Trizol® Reagent
(Invitrogen). Este reactivo combina fenol con isotiacinato de guanidina para
inhibir inmediata y efectivamente la actividad ARNasa. Aproximadamente 0.1 g
de tejido almacenado a -80°C se introdujo en un tubo con 1 ml de Trizol y dos
bolas de circonio, para ser homogeneizado mecanicamente en el Mixer Mil 200
(Retsch) durante 5-20 min (dependiendo de la dureza del tejido, por e;j.

hipotalamo=5min, musculo=20min).
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Tras la homogeneizacién, las muestras de grasa y musculo se
centrifugaron a 12000 g durante 5 minutos a 4°C para eliminar el exceso de grasa
y posibles restos no homogenizados y se recogid el sobrenadante en un tubo

limpio (este paso se omitid en el hipotalamo).

Se afiadieron 200 pl de cloroformo por cada ml de Trizol, se agité el tubo
con ayuda del vortex y se incubd a temperatura ambiente durante 2-3 minutos
hasta ver bien dos capas diferenciadas (la fase inferior (organica) que contiene el
ADN vy restos de proteinas desnaturalizadas y la superior (acuosa) donde esta el

ARN).

Posteriormente se centrifugd a 12000 g durante 15 minutos a 4°C, se
recogio el sobrenadante en otro tubo nuevo con cuidado de no tocar la interfase

blanquecina (proteinas).

Se anadieron 500 ul de isopropanol por cada ml de Trizol y se incubd
durante 30-60 min a -20°C. A continuacidn, se centrifugaron a 12000 g durante
10 min a 4°C. Se elimind el sobrenadante por decantacién con cuidado de no
arrastrar el precipitado y posteriormente se afiadid 1 ml de etanol al 75%. Se
centrifugd a 7500 g durante 5 minutos a 4°C, se elimind el sobrenadante
decantando el tubo sin arrastrar el precipitado. Una vez seco, se resuspendio el

precipitado en 25-50 pl de H,O libre de ADNasas y ARNasas segun el tamaiio.
2.2.2 Cuantificacion y calidad del ARN

El ARN extraido se analizd con un espectrofotémetro Nanodrop-NA-1000
para conocer la concentracion y pureza de cada muestra. De esta manera,
posteriormente se pudieron diluir las muestras, para dejarlas a todas con la

misma concentracion de ARN.

Para conocer la integridad de las muestras se usd una electroforesis en
gel de agarosa. El gel se realizé disolviendo 1-1,5 g de agarosa en 100 ml de TBE y

anadiendo 10 ul de SyBR Safe. Tras su solidificacidn se afiadié en cada pocillo 2 pl
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ARN, 3 ul tampdén de carga 6x y 10 pl de agua. Cuando se completd la

electroforesis, el gel se expuso a luz UV en una camara LAS-3000 (Fujifilm).
2.2.3 Tratamiento con ADNasas

Se realizd el tratamiento con ADNasas para eliminar posibles
contaminaciones con ADN gendmico, siguiendo las instrucciones del
comerciante. Para este tratamiento se preparé una mezcla con un 1l de
tampon, 1 pl de ADNasa | y 8 ul del ARN a una concentracién conocida y se
incubd en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems®)

durante 40 minutos a 37°C.

Tras este tiempo se afiadié 1 ul del reactivo de inactivacion de ADNasas y

se incubd 10 minutos a 65°C en un termobloque (Peqglab Biotechnologie GmbH).
2.2.4 Reaccidén en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT)

La RT es una reaccion en la que la hebra de ARN es retrotranscrita en ADN

complementario (ADNc) usando una enzima llamada transcriptasa inversa.

Se prepard una mezcla de 6 pl de tampdn de retrotranscripcion 5x, 6 pl
de mezcla de dNTPs, 1,5 ul de MgCl,, 0,17 V de Random Primer, 0,25 Rnasa out,
2 pl de RTMMLYV y 4,08 pl de H,0. Ademas de las 33 muestras, se incluyd una
muestra de todos los ARNs (F1), para posteriormente realizar con ella una recta
de eficiencia y dos controles negativos: RT- (blanco de retrotranscripcién) y
gendmico— (blanco de gendmico). A cada una de las 33 muestras se le afiadieron
20 pl de mezcla y 10 pl de ARN (1pg), mientras que el RT- fue sin ARN vy el

gendmico- sin la transcriptasa inversa.

Esto se colocd en el termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems®) con el programa: 95 minutos a 37°C/ 15 minutos a 42°C/ 5 minutos

a 95°C y finalmente 4°C hasta la recogida de las muestras.

2.2.5 gRT-PCR
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La gRT-PCR es una variante de la PCR convencional utilizada para

amplificar y simultaneamente cuantificar el ADNc obtenido de la RT.

Se utilizaron placas de 96 pocillos y en cada uno de los pocillos se
anadieron 2 pl de ADNc y 15 pl de una mezcla compuesta por 8,5 pl de Master

Mix (Roche), 0,136 ul de cebadores y 6,4 ul de agua.

Se sell6 la placa con un adhesivo optico y se introdujo en un
termociclador Light cycler 480 Il (Roche). Se estudié la expresion del HPRT como
gen control para usar de referencia y como gen de estudio se seleccioné FNDC5.
Los valores de expresidn relativa del gen de interés se calcularon en base al gen

de referencia siguiendo el método de Pfaffl (Pfaffl, 2001).

2.3 Analisis estadistico

En primer lugar se calcularon las medias y desviaciones estandar (DS) de cada

grupo.

En todos los casos, el criterio para establecer la significacidn estadistica fue de
p<0,05 y se determind por la prueba de la t-student (experimentos con dos grupos) y
el test de andlisis de la varianza (ANOVA) de una sola via con el test de Tukey post-

hoc (experimentos con mas de dos grupos y una variable).

El andlisis estadistico y las graficas se crearon con el programa SigmaPlot

versién 11.0 (Alemania).
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RESULTADOS

1. BARRIDO DE LA EXPRESION DE ARNm DE FNDC5 EN DISTINTOS TEJIDOS

Teniendo en cuenta que la funcién de FNDC5/irisina sigue siendo
practicamente desconocida y que hasta ahora ningun estudio describié en que
tejidos se expresa esta proteina, se decidié realizar un barrido de la expresion del
ARNm de FNDC5 en distintos tejidos de rata adulta para ver si los resultados nos

proporcionaban alguna informacion (Figura 5).

Los resultados obtenidos fueron muy interesantes puesto que demuestran
gue este gen se expresa a niveles muy altos en todas las areas cerebrales analizadas,
sugiriendo que tiene algun tipo de funcidn a nivel central. Por otra parte, los niveles
de expresién a nivel muscular también fueron muy altos tanto en musculo cardiaco
como esquelético. Teniendo en cuenta los resultados observados en la Figura 5, este
gen también podria estar implicado en el sistema reproductor, puesto que existen
altos niveles de expresion en la hipdfisis, ovarios, testiculos y placenta, pero
evidentemente son necesarios muchos mas estudios para poder confirmar estos
indicios. En el TAP también existe una expresién considerablemente alta de este gen,
como cabria esperar si esta implicado en el browning y se activa por PGC-1a como
sugieren estudios previos. Por ultimo, aunque inferiores a los tejidos vya
mencionados, los niveles de expresion génica de FNDC5 también son altos en todos
los depdsitos de TAB estudiados, apuntando también una posible funciéon en este
tejido. En el resto de tejidos analizados la expresion del gen fue inexistente o

residual.
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Figura 5. Perfil de expresién del gen FNDC5 en diferentes tejidos de rata adulta. Se selecciond un

grupo de tejidos de ratas macho y hembra (ovario y placenta) para estudiar la expresion del ARNm de
FNDC5 usando qRT-PCR.

2. CARACTERIZACION DE MODELOS ANIMALES EN DIFERENTES SITUACIONES
FISIOLOGICAS.

2.1 Evolucion peso corporal en ambos modelos.

Durante los 25 dias que duro el experimento, se controld el peso corporal de
los animales (Figura 6). Se observé que el grupo control y el de leptina seguian un
mismo patron, aumentando una media de 612 gramos diarios. Se puede ver que tras
la inyeccién IP de alloxdn, las ratas diabéticas aumentaron muy poco de peso, pero
una vez que se iniciaron los tratamientos con insulina, a partir del dia 17, las ratas
tratadas mostraron un incremento del peso corporal similar al grupo control,

llegando a ser comparables los pesos al final del experimento.
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Figura 6. Variacion del peso corporal en los modelos animales establecidos (gramos). Los
datos se presentan como la media + DS de cada grupo (Control= 8, Alloxan= 9,
Alloxan+Insulina= 10 y Leptina= 6).

2.2 Variacion de los niveles de glucosa en el modelo de ratas diabéticas.

Con el modelo de ratas Wistar diabéticas se comprobd la gran diferencia
existente en los niveles de glucosa tras la administracion de insulina (Figura 7). Las
ratas diabéticas sin tratamiento mostraron unos valores muy elevados de glucosa,
todas por encima de los 200 mg/ml, punto de corte que se establecié para
considerarlas diabéticas, mientras que tras la administracion de insulina estos
bajaron rapidamente alcanzando valores de glucosa normales (90+20 mg/dl) tras 8

dias de tratamiento.
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Figura 7. Variacidn de los niveles de glucosa (mg/%ll?sen el grupo de ratas diabéticas tratadas con
insulina y ratas diabéticas sin tratar a partir del dia 17 en el que se empieza a administrar insulina.
Los datos se presentan como la media + DS de cada grupo (Alloxan= 9, Alloxan+insulina= 10). Las
diferencias estadisticamente significativas se indican *p<0,05

3. ESTUDIO DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE ARNm
3.1 Visualizacion integridad de las muestras

Tras la extraccion y cuantificacion del ARN se realizd una electroforesis en gel
de agarosa para conocer la integridad de las muestras de rata en cada uno de los
tejidos. Aqui presentamos una imagen representativa de los resultados obtenidos
(Figura 8). Si en algun caso la integridad del ARN no era adecuada se repetia la
extraccion antes de proceder a la RT de las muestras (ej. ultimo pocillo de esta

imagen).
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Figura 8. Gel de agarosa al 1,5% visualizado en una cdmara LAS-3000 (Fujifilm) en el que se puede

observar la integridad del ARN extraido.

3.2 Expresion de ARNm de FNDC5 en modelo de ratas diabéticas
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Dada la relacion de la diabetes con la obesidad y su elevada prevalencia, se
utiliza un modelo de ratas diabéticas y sus correspondientes controles sanos. Este
modelo constd de un grupo de ratas diabéticas sin tratamiento, otro de ratas
diabéticas a las que se les inyectd insulina, para paliar en la medida de lo posible los

efectos de la enfermedad y un tercer grupo control.

Los datos obtenidos mediante gRT-PCR (Figura 9) muestran diferencias
estadisticamente significativas entre el control y el grupo diabético sin tratamiento en
los niveles de ARNm de SOCS3 hipotalamico, usado como control positivo en ratas
diabéticas puesto que la administracion de insulina aumenta los niveles de SOCS3 en
este tejido (Figura 9A) y de FNDC5 en todos los tejidos analizados: hipotalamo (Figura
9B), musculo (Figura 9C), TAP (Figura 9D), TABe (Figura 9E), TABv (Figura 9F) y TABi
(Figura 9G).
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Figura 9. Niveles de expresion en modelo de diabetes de ARNm (% sobre el control) de SOCS3 en
hipotadlamo (A) y FNDC5 en hipotalamo (B), musculo (C), TAP (D), TABe (E), TABv (F) y TAPi (G). Los datos
obtenidos se presentan como la media = DS de cada grupo (control= 8, allox= 9, allox+ins= 10), donde

elgrupo control es el 100%. ANOVA de una via con un test Tuckey post hoc. Diferentes letras sobre las
barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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Se puede observar que la diabetes provocéd un descenso de los niveles de
expresion de ARNm de SOCS3 hipotaldmico (Figura 9A) y FNDC5 en el musculo (Figura
9C) y TAP (Figura 9D), efecto revertido por el tratamiento con insulina. En cambio, en
los tres depdsitos de TAB estudiados (Figura 9E, 9F y 9G) el tratamiento con alloxan
provoco un aumento de la expresion de ARNm de FNDC5, y aunque el tratamiento con
insulina no siempre devolvié los valores a la normalidad (Figura 9F y 9G), si que se

palid ese incremento.

3.3 Expresion de ARNm de FNDC5 en modelo tratamiento con leptina

En la Figura 10 se puede observar el impacto que tuvo el tratamiento con
leptina en los niveles de ARNm de FNDC5 respecto al control. La administracion de
leptina provocd un aumento estadisticamente significativo en los valores de ARNm
hipotaldmico para SOCS3 (Figura 10A), lo que demuestra que el tratamiento con
leptina funciond correctamente. La relacién de SOCS3 con la leptina estd
ampliamente estudiada, se sabe que aumenta sus niveles, tanto a nivel de expresion
génica como proteica, tras administraciones agudas o cronicas, es por ello que suele

usarse como control positivo en tratamientos con leptina.

A nivel de FNDC5 se puede observar que el tratamiento con leptina provocé
efectos distintos a nivel central y periférico. Mientras que a nivel hipotalamico los
niveles de  ARNm aumentaron (Figura 10B) a nivel periférico disminuyeron tanto en
musculo (Figura 10C), como en TAP (Figura 10D) y TAB (Figura 10E, 10F, 11G), si bien

las diferencias no fueron siempre estadisticamente significativas.
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Figura 10. Niveles de expresién de ARNm (% sobre el control) tras tratamientos con leptina en los niveles
de expresion de ARNm de SOCS3 en hipotdlamo (A) y FNDC5 en hipotalamo (B), musculo (C), TAP (D),
TABe (E), TABv (F) y TAPi (G). Los datos se presentan como la media + DS de cada uno (control=8,
leptina=6), donde el grupo control es el 100%. t de student en el que las diferencias estadisticamente
significativas se indican *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

4. EFECTO DE LA IRISINA SOBRE LA CAPACIDAD TERMOGENICA DEL TAB.

Para estudiar la supuesta actividad termogénica de la irisina se trataron adipocitos
maduros con irisina procedente de dos casas comerciales distintas y posteriormente se
analizaron los niveles de ARNm de UCP-1 en estas células (Figura 11), puesto que es una

proteina con alta expresion en el TAP pero no en el TAB.

El andlisis de estos resultados no mostréd diferencias estadisticamente
significativas entre las células control y las células tratadas con irisina
independientemente de la dosis y la casa comercial utilizada, si bien si se observé un
ligero incremento en los valores de ARNm de UCP-1 en las células tratadas con irisina

procedente de la casa comercial Adipogen.
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Figura 11. Niveles de expresion de ARNm de UCP-1 (% sobre el control) en adipoctios maduros tras ser

tratados con irisina de la casa comercial Phoenix y Adipogen durante 5 dias. Los datos se presentan como la
media + DS de cada grupo (control= sin irisina, Phoenix=0,16M, Adipogen= 0,16M y 0,32M), donde el grupo
control es el 100%. ANOVA de una via con un test Tuckey post hoc, un valor de p<0,05 se considerd

estadisticamente significativo.

5. CARACTERIZACION DE LA PRESENCIA DE IRISINA EN SUERO DE ANIMALES BAJO
DIFERENTES CONDICIONES FISIOLOGICAS O PATOLOGICAS.

Los niveles de irisina circulante fueron evaluados mediante la técnica de ELISA en
muestras de suero procedentes de los diferentes modelos animales previamente
establecidos. En este estudio se observd que en las ratas diabéticas existe un pequefio
descenso en los niveles de irisina circulante que no son estadisticamente significativos
con respecto a los controles, pero si con relacion a las ratas diabéticas tratadas con
insulina, datos que sugieren un efecto de la insulina sobre los niveles de irisina (Figura
12A). Por otra parte, el tratamiento con leptina provoco un descenso considerable en los

niveles de irisina en sangre (Figura 12B).
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Figura 12. Niveles circulantes de irisina en suero en el modelo de ratas didbeticas (A) y tras tratamientos
con leptina (B). Los datos se presentan como la media + DS de cada grupo (control= 8, allox= 9,
allox+ins= 10 y leptina= 6). ANOVA de una via con un test Tuckey post hoc en el que diferentes letras
sobre las barras indican diferencias estadisticamente signifcativas (A) y t de student (B) en el que las
diferencias significativas se indican *p<0,05.
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DISCUSION

Ademas de su papel tradicional como depdsito de energia, el TAB se considera
actualmente un activo érgano endocrino que produce y secreta una gran cantidad de
factores a la circulacion, las adipoquinas, que participan en la regulacidon del metabolismo
energético global del organismo (Adamczak et al., 2013). De la misma forma, el tejido
muscular esquelético, también ha adquirido el status de érgano endocrino, capaz de
expresar y secretar las mioquinas relacionandolo, entre otras cosas, con la regulacién de
la homeostasis de la glucosa y su implicacidn en el desarrollo de la inflamacién crénica
sistémica propia de estados de obesidad. Diversos estudios aseguran la existencia de una
comunicacidn directa entre estos tejidos, describiendo numerosas proteinas con funcién
tanto de adipoquina como de mioquina (Argiles et al., 2005; Trayhurn et al. 2011), que se
consideran importantes para estudios futuros de las enfermedades endocrinas

relacionadas con la obesidad o la inactividad fisica (Walsh, 2009; Turer et al., 2012).

Bostrom vy sus colaboradores demostraron que el tejido muscular desecadena un
proceso que se inicia con un incremento de la expresiéon de PGC-1a, que a su vez actla
sobre genes de las células musculares provocando un aumento en la expresién de una
proteina denominada FNDC5, que por un posterior proceso de proteolisis, da lugar a una
pequefia proteina que se libera al torrente circulatorio: la irisina, que puede actuar en el

TAB activando la termogénesis (Bostrém et al., 2012).

Bajo este contexto y dada la gran expectacion generada a partir de la
identificacion de la FNDC5/irisina, en el presente trabajo se intentd caracterizar tanto los
niveles circulantes de esta proteina como los niveles de ARNm de FNDC5, con el uso de
modelos animales que emulan diferentes situaciones fisioldgicas y metabdlicas como la

diabetes o el tratamiento con leptina.

Lo primero que llevamos a cabo fue un estudio de los niveles de expresién de
ARNm de FNDC5 en distintos tejidos de rata adulta, obteniendo los resultados de
expresion mas altos en todos los tejidos del SNC analizados, lo que sugiere que la
irisina/FNDC5 debe tener algln tipo de funcidén en este sistema. Estos resultados se ven

apoyados por el trabajo de Wrann y colaboradores, en el que demostraron que la ruta
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PGC-1a-FNDC5/irisina se activa por el ejercicio en el hipocampo de ratones y que esto
provoca un programa génico neuroprotectivo, relacionando de este modo la
irisina/FNDC5 con la mejora cognitiva que se sabe que provoca el ejercicio (Wrann et al.,

2013).

También observamos niveles de expresidon altos en todo el eje neuroendocrino
relacionado con el sistema reproductor: hipotalamo, hipdfisis, testiculos, ovarios vy
plancenta, sugiriendo una implicacion de FNDC5/irisina en la reproduccion, si bien hasta
el momento los Unicos datos disponibles son aquellos que relacionan los niveles de irisina
en el cordéon umbilical con la diabetes gestacional y el tamano de los recién nacidos
[Yuksel et al., 2014; Baka et al., 2015; Joung et al., 2015]. Un tercer grupo de tejidos en los
gue observamos altos niveles de expresiéon de FNDC5 son aquellos relacionados con el
balance energético: musculo, TAP y TAB. En base a estos resultados y a estudios previos
(Bostrém et al., 2012; Roca-Rivada et al., 2013), seleccionamos para este estudio los
tejidos que muestran una expresion elevada de FNDC5 y que ademas estan relacionados
con la regulacion de la homeostasis energética y con la Rl y la RL: el hipotalamo, por ser el
centro regulador del balance energético (Morton, 2007) y érgano muy importante en las
rutas de sefializacion de la insulina y la leptina (Yu et al., 2012), el musculo esquelético
(gastrocnemio), por ser uno de los encargados de secretar y expresar esta proteina y uno
de los lugares donde la Rl se hace mas patente (Bostrém et al., 2012; Handschin et al.,
2008;), el TAP por su funcidn en la termogénesis adaptativa y el fendmeno del browning
(Cinti, 2005), fendmeno que se describié que es capaz de llevar a cabo la irisina (Bostrém
et al., 2012; Wu et al.,, 2012), y los tres depdsitos de TAB, que también son muy
importantes en la Rl (Palomer et al., 2005) y segun estudios previos actian como

secretores de la irisina (Roca-Rivada et al., 2013).

Tras la induccién de diabetes a las ratas, los niveles de expresién del ARNm de
FNDC5 disminuyeron en hipotdlamo, musculo y TAP. Asimismo, también se observé un
descenso en los niveles circulantes de irisina, aunque dicho descenso no llegd a ser
significativo. Estos resultados coinciden con investigaciones anteriores que observaron
niveles inferiores de irisina en pacientes con DM2 (Choi et al., 2013; Moreno-Navarrete et
al., 2013). De manera contraria, en el TAB, independientemente de la localizacién del

depdsito, los valores de expresion de ARNm de FNDC5 aumentan drasticamente en los
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animales diabéticos respecto al control. Nuestros datos sugieren que los niveles de irisina
en plasma son un balance entre lo que secreta el tejido muscular esquelético, que
atendiendo a los niveles de expresién de FNDC5 parece disminir con la diabetes
descontrolada, y lo que se secreta en el TAB, que parece aumentar por la ausencia de
insulina. Ademads autores previos sugirieron que el TAB es el responsable de expresar la
irisina en situaciones de metabolismo alterado (Roca-Rivada et al. 2013). Sin embargo,
hay que tener en cuenta que aunque el TAB aumente mucho la secrecion de
FNDC5/irisina durante la diabetes tipo |, este estado provoca un descenso muy
importante en la cantidad de depdsitos grasos, algo claramente visible en nuestras ratas
diabéticas no tratadas y que previamente habian observado otros autores (Crujeiras et
al., 2015). Trabajos previos encontraron descensos de los niveles de irisina en el suero
con la diabetes mucho mds acusados que los que nosotros observamos (Choi et al., 2013).
Esta falta de concordancia puede deberse a que los ELISA todavia no son lo
suficientemente precisos para la deteccidon de la irisina, tal como apuntaron estudios
previos (Pardo et al., 2014). De igual forma, con la destruccién de las células B del
pancreas, no existe insulina en estos animales y se produce la Rl propia de patologias
endocrinas como la diabetes y obesidad. La expresién de ARNm de FNDC5 se revierte tras
el tratamiento con insulina en todos los tejidos, con la Unica excepcion del hipotalamo, y
también aumentan los niveles de irisina en plasma, volviendo a asemejarse a lo
observado en los animales control. Estos resultados sugieren una correlacién entre la
insulina y la irisina y que los niveles de esta ultima corresponden a un balance entre lo
secretado por el TAB y el musculo esquelético. Todos estos datos apuntan a un posible
papel de la irisina en estados que implican alteraciones en la homeostasis de la glucosa, lo

cual coincide con resultados de otros trabajos (Sesti et al., 2014).

Trabajos anteriores han sugerido una posible relacidn entre irisina y leptina ya que
sus respectivos niveles se encontraron asociados en humanos y ratas (Moreno-Navarrete
et al., 2013) y ademas la leptina aumenta la expresion de ARNm de PGC-1a (Yasari et al.,
2009). Con la administracidon de leptina se observé un incremento de los niveles de
expresion de ARNm de FNDC5 en el hipotdlamo, mientras que en el resto de tejidos
analizados los niveles de expresion disminuyeron. En los niveles circulantes de irisina en

suero, también se observd una disminucion tras la administracion de leptina. Estos datos
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sugieren que tanto los niveles de expresion de ARNm de FNDC5 como los niveles
circulantes de irisina son modulados por la leptina, y que el efecto que esta hormona

provoca a nivel central y periférico son opuestos.

También se analizd el posible efecto del browning sobre el TAB mediante la
adicién de irisina a adipocitos diferenciados en sus primeras etapas de desarrollo. Con
esta prueba no se obtuvieron los resultados esperados, ya que no se pudo concluir un
incremento estadisticamente significativo de la expresién de UCP-1 tras el tratamiento
con irisina como se evidenciaba en otros trabajos (Bostrom et al., 2012; Wu et al., 2012).
A pesar de que las dosis utilizadas eran equivalentes a esos estudios, estos resultados
podrian deberse a que la irisina usada en este trabajo es comercial, mientras que en los
trabajos antes mencionados es irisina recombinante sintetizada por ellos mismos. Tal vez
con la irisina utilizada en este estudio necesitemos una mayor concentracién para ver
diferencias. Por lo tanto, no podemos descartar la implicacion de la irisina en el
fendmeno del browning, pero serian necesarios otros estudios con un rango de dosis mas

amplio y otros tiempos de exposicion.

En conjunto nuestros resultados sugieren que la irisina/FNDC5 tiene diferentes
funciones a nivel central y periférico y que estd regulada por hormonas como la insulina y
la leptina. También muestran que los niveles de expresion de FNDC5/irisina van en
concordancia con los valores encontrados de irisina circulante, teniendo en cuenta que
estos ultimos son un balance entre lo secreado por el musculo y el TAB segun el estado
metabdlico. Sin embargo, son necesarios mas estudios para demostrar las funciones

concretas de la irisina y su forma de regulacion.
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CONCLUSIONES

1. El barrido realizado en la expresidn de FNDC5 en distintos tejidos de rata sugiere que la
irisina/FNDC5 puede poseer funciones en el SNC, en los érganos relacionados con el
sistema reproductor y en aquellos tejidos periféricos relacionados con el balance

energético.

2. La administracion de alloxan provocé diabetes tipo | en las ratas, induciendo valores de

glucosa superiores a 200 mg/ml.

3. El tratamiento con insulina normalizd los valores de glucosa propios de la diabetes,

devolviéndolos a su rango normal.

4. Tras la induccién de diabetes, los niveles de expresion de ARNm de FNDC5
disminuyeron en hipotdlamo, musculo y TAP y aumentaron en TAB apoyando la idea de
que es el tejido responsable de producir FNDC5/irisina en situaciones de metabolismo
alterado. De la misma forma, se encontré una correlaciéon positiva entre la irisina y la

insulina.

5. La leptina tiene efectos contrarios en los niveles de expresién de ARNm de FNDC5 en el
SNC y en los tejidos periféricos, observandose una correlacién directamente proporcional
entre los niveles de expresién de ARNm en los tejidos periféricos y la irisina circulante en

las ratas tratadas, evidenciando que la leptina modula los niveles de irisina.

6. A las dosis utilizadas, la irisina comercial no parece estar implicada en la capacidad

termogénica de los adipocitos maduros.
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