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RESUMEN

Sorll se ha descrito como un importante factor de riesgo para la enfermedad de Alzheimer.
Estudios recientes de GWAS también han asociado Sor/l con obesidad en humanos y en modelos de
raton, y se sabe que es un importante regulador negativo de la termogénesis, lo que sugiere que este
receptor puede desempefiar un papel en la regulacion del metabolismo. RbI parece ser esencial en el
mantenimiento de la capacidad adipogénica y en la diferenciacion a adipocitos blancos, también actia
como un modulador negativo de la diferenciacion de adipocitos marrones. Con el fin de comprobar si
la expresion de Sorl/l y Rbl se alteran en condiciones de estrés metabolico y durante el fenomeno de
browning, y si podria existir una relacién entre la expresion de ambos genes, se analizaron sus niveles
de expresion en diferentes modelos de estrés metabolico en ratas y una linea celular de preadipocitos
de ratén, antes y después de su diferenciacion tanto a adipocitos blancos como beige. Los resultados
muestran que tanto el ayuno como la diabetes tipo I disminuyen los niveles de expresion de Sorl]
tanto en tejido adiposo blanco como pardo, y que es necesario un descenso en la expresion de Sorll y
un aumento en la expresion de RbI para que se produzca la diferenciacion de preadipocitos a
adipocitos maduros.

RESUMO

Sorll describiuse coma un importante factor de risco para a enfermidade de Alzheimer. Estudos
recentes de GWAS tamén asociaron Sor/l con obesidade en humanos e modelos de rato, e sabese que
¢ un importante regulador negativo da termoxénese, 0 que suxire que este receptor pode xogar un
papel na regulacion do metabolismo. RbI parece ser esencial no mantemento da capacidade
adipoxénica e na diferenciacion a adipocitos brancos, tamén actia coma un modulador negativo da
diferenciacion de adipocitos marrdns. Coa fin de comprobar se a expresion de Sor/l e RbI se altera en
condicions de estrés metabolico e durante o fendmeno de browning, e se poderia existir unha relacion
entre a expresion de ambos xenes, analizdronse os seus niveis de expresion en diferentes modelos de
estrés metabdlico en ratas e nunha lifa celular de preadipocitos de rato, antes ¢ despois da sua
diferenciacion tanto a adipocitos brancos coma beige. Os resultados amosan que tanto o xaxin coma a
diabetes tipo I diminten os niveis de expresion de Sor/l tanto en tecido adiposo branco coma pardo, e
que € necesario un descenso na expresion de Sor// e un aumento na expresion de Rb/ para que se
produza a diferenciacién de preadipocitos a adipocitos maduros.

SUMMARY

Sorll has been described as an important risk factor for Alzheimer's disease. Recent studies of
GWAS have also associated Sor/l with obesity in human and mouse models, and it is known that is a
significant negative regulator of thermogenesis suggesting that this receptor may play a role in
regulating metabolism. RbI appears to be essential in the maintenance of adipogenic capacity and in
differentiation to white adipocytes, it also acts as a negative modulator of the differentiation of brown
adipocytes. In order to check whether the expression of Sor// and RbI are altered under conditions of
metabolic stress and during the browning process, and if there could be a relationship between the
expression of both genes, it was analyzed the expression levels in different models of metabolic stress
in rats and a mouse preadipocyte cell line, before and after its differentiation to both white and beige
adipocytes. The results show that both fasting and type 1 diabetes decrease Sor/l expression levels in
brown and white adipose tissue, and that a decrease in Sor/l expression and an increase in Rbl
expression is required for differentiation of preadipocytes into mature adipocytes.



INTRODUCCION

1. Obesidad

La obesidad se define como una acumulacion excesiva de grasa, resultado de un
desbalance en la ingesta de energia en comparacion con el gasto. Las formas graves de la
enfermedad presentan mayor probabilidad de tener una base predominantemente genética y
posiblemente poligénica'. Tanto la prevalencia de la obesidad como del sobrepeso han sufrido
un aumento considerable a nivel mundial en las tltimas décadas. Seglin datos proporcionados
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el nimero de personas con sobrepeso y/u
obesidad practicamente se duplicé entre los afios 1980 y 2014. Mientras que en los afios
ochenta la obesidad y el sobrepeso eran un problema exclusivo de los paises mas ricos,
actualmente los paises en vias de desarrollo presentan el mismo problema (Figura 1), por ello
en la actualidad, la obesidad se considera una epidemia de impacto global, generando un
grave problema de salud publica por la gran cantidad de comorbilidades asociadas que
presenta®> 3. La obesidad afecta tanto a nifios como a adultos pero es especialmente
preocupante la obesidad infantil. En 2014, 41 millones de nifios menores de cinco afios tenian
sobrepeso o eran obesos*. Los nifios y adolescentes obesos tienen mas posibilidades de ser
obesos en la edad adulta que aquellos que no lo fueron. Se calcula que aproximadamente el
55% de los nifios que son obesos también lo serdn durante su adolescencia y alrededor del
80% de los adolescentes obesos seguiran siéndolo como adultos’. Estos datos hacen que sea

prioritaria tanto la bisqueda del origen de esta patologia como de un tratamiento efectivo®.

Diferentes factores como la reduccion de la actividad fisica, malos habitos alimenticios y
diferentes circunstancias socioecondmicas han conducido a la epidemia de la obesidad en las
ultimas décadas. Existen evidencias de que esta epidemia se estd estabilizando en algunas
poblaciones, pero la prevalencia de sobrepeso se mantiene elevada en muchos paises 7. El
aumento de la prevalencia de sobrepeso y obesidad, a pesar de que actualmente los paises en
vias de desarrollo también lo presentan, estd asociado con un mayor nivel de ingresos de los
paises, siendo ésta mas del doble en paises con ingresos medios y altos que en paises con
bajos ingresos (Figura 1)?. En Espafia, la prevalencia estimada de sobrepeso en 2015 en la
poblacion adulta (25-64 afios) fue del 39,3% mientras que la de la obesidad general fue del
21,6% (22,8% entre los varones y 20,5% entre las mujeres), y se observo que aumentaba con
la edad. La prevalencia de obesidad abdominal se estimé un 33,4%, mayor entre las mujeres

que entre los varones y también se observo que aumentaba con la edad®.
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Figura 1. Prevalencia de la obesidad en 2014 de hombres y mujeres mayores de 18 afios (estimaciones
estandarizadas por edad). Modificada de la OMS*.

1.1. Balance energético
El equilibrio energético es aquel que se establece entre la ingesta y el gasto. Cuando la
ingesta calorica supera al gasto, el exceso de energia se almacena en forma de triacilglicéridos
(TAGs) en el tejido adiposo. Mantener estable el peso corporal depende de que, a lo largo del
tiempo, la ingesta calorica sea igual al gasto energético, que es el resultado de la combinacion
del metabolismo basal, la termogénesis y la actividad fisica. Minimas desviaciones en el
balance energético, del orden del 1-2% de la ingesta caldrica diaria, pueden suponer grandes

cambios a largo plazo en el peso corporal®.

1. 1. 1. Regulacion hormonal

Para que todos estos procesos se puedan regular adecuadamente es necesaria una
coordinacion y comunicacion entre los tejidos periféricos y el sistema nervioso central (SNC).
El cerebro integra multiples sefiales metabdlicas desde la periferia transmitidas a través de
nutrientes, sefiales gastrointestinales de saciedad y hormonas relacionadas con la adiposidad.
En funciéon de la informacion recibida, los centros reguladores del SNC, mediante sefiales
eferentes, modulan aspectos del metabolismo tales como la ingesta caldrica, el gasto
energético, la secrecion de insulina, la produccidn de glucosa hepdtica y el metabolismo de la

glucosa y acidos grasos en el tejido adiposo y el musculo esquelético'”.

Las barreras cerebrales tales como la barrera hematoencefilica (BHE), la barrera

hematocefalorraquidea y las barreras taniticas, son interfaces reguladoras criticas en esta



comunicacion. Las células que forman estas barreras estdn altamente especializadas en
restringir la difusion no regulada de macromoléculas entre la sangre y el SNC, regulan
selectivamente el transporte de nutrientes circulantes y las sefiales hormonales que son

esenciales para mantener las funciones normales del SNC!,

Entre las hormonas alteradas durante la obesidad y que regulan la ingesta se encuentran
entre otras: la insulina, hormona secretada por las células 3 del pancreas que actia sobre el
cerebro para modular el metabolismo hepatico de la glucosa; la leptina, hormona producida
por los adipocitos y con un alto poder anorexigénico y con un papel importante en el control
del metabolismo de la glucosa; la adiponectina, hormona sintetizada por el tejido adiposo que
participa en el metabolismo de la glucosa y los acidos grasos y la ghrelina, hormona secretada

por el estomago durante el ayuno y que promueve la ingesta'”.

Las interacciones altamente coordinadas entre el cerebro y los dérganos metabdlicos
periféricos son criticas para el mantenimiento de la energia y la homeostasis de la glucosa, por
ello, las sefiales defectuosas entre el cerebro y los drganos periféricos contribuyen al
desarrollo de la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 (DM2)"'°. En individuos obesos se han
descrito cambios patolégicos en la BHE que pueden incluso conducir a cambios patoldgicos
adicionales en el SNC, como la neuroinflamacion y el deterioro cognitivo, procesos que

previamente se habian observado durante la obesidad!!.

Estudios recientes muestran que la disfuncidon en el sistema de control homeostatico
también puede estar influenciada por los quimicos que interrumpen el metabolismo (MDCs),
clase particular de quimicos, como ftalatos y contaminantes orgdnicos persistentes, que
afectan a la homeostasis energética y a multiples mecanismos endocrinos modificando la
expresion génica y la biosintesis de enzimas clave, hormonas y adipoquinas esenciales en el
control de la homeostasis energética. Los MDC también pueden regular la ingesta y el
metabolismo actuando a diferentes niveles, como la secrecion de péptidos intestinales,

regulacion de niveles de neuropéptidos hipotalamicos y liberacion de insulina'?,

1.2. Factores genéticos y epigenéticos
Los patrones y distribucion de la obesidad tanto dentro, como entre poblaciones
étnicamente diversas, que viven en ambientes similares y contrastados, sugieren que algunos
grupos étnicos presentan una mayor susceptibilidad a padecer obesidad que otros, pudiendo
deberse a que poseen una carga genética que les hace susceptibles a un mayor

almacenamiento de grasa" °. Mas de 150 variantes genéticas comunes se han podido asociar



con medidas de composicidén corporal, aunque el impacto individual de cada una de estas
variantes ha resultado ser minimo’. Entre estas variantes identificadas gracias a los estudios
de metaanalisis, podemos destacar el gen que codifica para la proteina asociada a la obesidad
y a la grasa corporal (FTO). Existen pruebas epidemiologicas de las interacciones entre las
variantes comunes de este gen, el estilo de vida y la obesidad'*'*. No obstante, la mayor parte
de los datos provienen de estudios transversales y las relaciones temporales no estan claras.
Existen otros estudios en varios /oci comunes que apoyan las interacciones entre gen y estilo
de vida pero la evidencia es mucho menor que en el caso de FTOY. Sin embargo, la magnitud

de los efectos de estos genes es insuficiente para trasladar estos datos a la clinica.

Los cambios epigenéticos son cambios en el genoma que no afectan a los nucleotidos,
consisten en modificaciones quimicas como la metilacion del ADN y la acetilacion de
histonas, entre otras. Los cambios epigenéticos, en particular en los patrones alterados de
metilacion del ADN, podrian identificarse como biomarcadores del balance energético y
mediadores de la interaccion gen - medio ambiente en la obesidad!'®. Se han realizado
diferentes estudios de asociacion del epigenoma y se han identificado un panel de loci
genéticos en los que los niveles de metilacion difieren significativamente entre los individuos
obesos y no obesos’. Ademés, estudios llevados a cabo en pares de gemelos monocigdticos
con discordancia para la obesidad, sugieren que las influencias epigenéticas son muy
importantes en la regulacidon del balance energético y por tanto en el mantenimiento del peso

corporal’.

1.3. Complicaciones asociadas a la obesidad
Las consecuencias de la obesidad para la salud son muchas y de diferente tipo, desde
riesgo de muerte prematura, a varias patologias no mortales pero que empeoran la calidad de
vida tales como: DM2, cancer, hipertension, enfermedades cardiovasculares, pulmonares y de

la vesicula biliar, osteoartritis y problemas psicosociales?.

El desarrollo de la DM?2 esté4 fuertemente asociado con la obesidad y el sobrepeso, tanto
en hombres como en mujeres y en todos los grupos étnicos. Aproximadamente el 50% de los
diabéticos de este tipo son obesos?.

El incremento de peso y la resistencia a la insulina preceden, normalmente, al inicio de la
diabetes. Diversos estudios han indicado que la DM2 se desarrolla cuando la produccién de
insulina por las células B pancreaticas ya no puede satisfacer las demandas impuestas por el

aumento de la resistencia a la insulinal.



Actualmente, la obesidad estd considerada como una inflamacién crénica de grado bajo,
puesto que la resistencia a la insulina en los tejidos hepaticos, musculares y adiposos aumenta
el nivel de las citoquinas proinflamatorias y disminuye el de las citoquinas anti-
inflamatorias'®. La obesidad viene acompaiiada de cantidades elevadas de 4cidos grasos libres
circulantes (AGLs), que generan estrés oxidativo promoviendo la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) a un mayor nivel que el de su eliminacion contribuyendo con ello
a la aparicion y mantenimiento de la resistencia a la insulina®. Una dieta elevada en grasas se
asocia con una disminucidn en los niveles hepaticos del antioxidante glutation (GSH) y la
reduccion de la actividad de las enzimas antioxidantes, mientras que aumenta la actividad de
otras enzimas que producen ROS, como la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH). En el musculo esquelético, los marcadores del estrés oxidativo también se ven
aumentados por una dieta rica en grasa que conduce a un aumento de la resistencia periférica
a la insulina en relacién con el almacenamiento de grasa ectdpica en el musculo. Con el
tiempo el pancreas se agota y el nivel de glucosa en sangre empieza a aumentar ya que no se
produce suficiente insulina para superar la resistencia. Cuando se produce la hiperglucemia,
su efecto toxico (glucotoxicidad) sobre las células de los islotes exacerba el problema. En

consecuencia, el aumento de AGLs causa lipotoxicidad®.

2. Tejido adiposo
El tejido adiposo es un érgano metabdlico y endocrino esencial, complejo y muy activo.
Se trata de un regulador critico de la homeostasis de la energia sistémica que actia como
depdsito caldrico y organo endocrino’. Estd formado por adipocitos, tejido conectivo,
nervioso, células estromovasculares e inmunes. Estos componentes funcionan como una
unidad integrada ya que estdn implicados en la coordinacidon de una variedad de procesos

bioldgicos que incluyen metabolismo energético, funcion neuroendocrina e inmune'.

El tejido adiposo expresa y secreta factores con importantes funciones endocrinas como
la leptina, adiponectina, otras citoquinas, componentes del complemento inhibidor-1 del
activador del plasmindgeno, proteinas del sistema renina-angiotensina y resistina. Las
citoquinas producidas por el tejido graso se conocen como adipoquinas y actian tanto a nivel
local (autocrino/paracrino) como sistémico (endocrino)!. Muchas proteinas secretadas se
derivan de la fraccidn no adipocitaria del tejido adiposo. Ademads de estas sefiales eferentes, el
tejido adiposo expresa numerosos receptores que le permiten responder a las sefiales aferentes
de los sistemas hormonales asi como del SNC. La funcién endocrina del tejido adiposo se

acentia debido a las consecuencias metabdlicas adversas del exceso y la deficiencia de este



tejido ya que en condiciones de exceso de nutrientes los almacena en forma de lipidos

mientras que en condiciones de déficit suministra nutrientes a otros tejidos mediante
lipdlisis!®20,

2.1. Tipos de tejido adiposo
Tanto en humanos como en roedores, hay dos tipos principales de tejido adiposo, el
tejido adiposo blanco (TAB) y el tejido adiposo pardo (TAP). Anatomicamente, el TAB
comprende dos depdsitos principales, el subcutaneo (TAS) y el visceral (TAV) que se sitiia

alrededor de los 6rganos internos (Figura 2)*'.
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Figura 2. Disposicion y funciones de los diferentes tipos de tejido adiposo en humanos (A) y roedores (B).
Modificada de?°.

La localizacién del tejido adiposo es de especial relevancia, puesto que, mientras que el
TAV (y TAS abdominal) se asocia con caracteristicas del sindrome metabdlico, la
acumulacion de grasa en los depdsitos subcutaneos gluteo-femorales pueden ser protectores

contra cargas mecanicas, asi como reserva durante tiempos de escasez de alimentos? .

El TAB y el TAP son diferentes tanto morfoldgicamente como en sus funciones, que
practicamente son antagonicas. Mientras que el TAB estd formado por una gran gota lipidica
y esta especificamente disefiado para almacenar energia®, el TAP participa en la termogénesis

mediante la oxidacidn de lipidos y su color pardo es debido a su alta densidad mitocondrial,



esencial para la generaciéon de calor. Se caracteriza, ademas de por sus abundantes

mitocondrias, por presentar gotas lipidicas multiloculares y rica vascularizacion®®2!,

El TAP se observa con facilidad en roedores tanto adultos como en crias. Inicialmente, se
propuso que en humanos solo estaba presente en recién nacidos y que se reemplazaba
gradualmente por TAB con el envejecimiento; sin embargo, estudios recientes demuestran
que el TAP es viable y funcional en adultos humanos y se observa principalmente en la region

supraclavicular, del cuello y a lo largo de la columna vertebral®® %,

El TAP se especializa en la generacidon de calor mas que en la sintesis de ATP porque
presenta una alta expresion de la proteina desacopladora de tipo 1 (UCP1), la cual desacopla
la fosforilacion oxidativa de la sintesis de ATP, dando como resultado la produccién de calor

protegiendo al organismo de la hipotermia®® %,

Recientemente se describi6 un tercer tipo de adipocito que se denomind adipocito que
parece ser una transicion entre el adipocito blanco y el adipocito pardo o marron*-26, Estos
adipocitos presentan muchas propiedades de los adipocitos marrones pero con origenes de
desarrollo completamente independientes. Los adipocitos pardos comparten el mismo origen
que las células musculares, es decir derivan de los precursores con factor miogénico 5
(myf5), son myf5 positivos (myf5+), mientras que los adipocitos beige derivan de los
precursores myf5 negativos (myf5-) y positivos, al igual que los adipocitos blancos que tienen

ambos origenes (Figura 3)*.

El tejido adiposo expresa altos niveles de receptores de tipo B-adrenérgicos que median
la lipdlisis inducida por el frio y ademas mejoran la captacion de lipidos para la produccion de
calor y la biogénesis mitocondrial®®. La sefializacion B-adrenérgica en el TAP activa la
expresion de la proteina la coactivadora del receptor activado por el proliferador de
peroxisomas (PGC-la), que estimula la expresion de genes mitocondriales y de UCP1%.
Tanto la exposicion al frio, como la estimulacidon B-adrenérgica o la exposicion a ciertas
hormonas como el factor 21 de crecimiento de fibroblastos (FGF21) y la irisina provocan que
grandes cantidades de lipidos del TAB fluyan hacia el TAP; se produce un fendmeno de
transdiferenciacion conocido como browning, en el cual adipocitos blancos acaban
transformandose en adipocitos pardos. Se ha observado que la administracién farmacologica

de FGF21 en ratén induce browning en el TAB inguinal y perirrenal, evidenciado por el

aumento de la expresion de genes termogénicos y el aspecto histologico del aumento de
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adipocitos marrones®. También se ha observado en ratones que la irisina actia sobre los

adipocitos blancos subcutaneos para inducir browning®.
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Figura 3. Origen de los adipocitos. Modificada de?*.

2.2. Formacion y diferenciacion del tejido adiposo

El tejido adiposo es una entidad tisular que puede variar mediante hipertrofia
(agrandamiento de los adipocitos) e hiperplasia (aumento del nimero de adipocitos)"?°. La
hipertrofia y la hiperplasia de los adipocitos estdn reguladas por factores ambientales y
genéticos. Sin embargo, todavia no se conoce exactamente cémo estos dos modos de
expansion del tejido adiposo son controlados a nivel molecular. Tanto las cantidades de TAS
como de TAV estdn marcadamente aumentadas en humanos obesos. En condiciones
fisiopatologicas como la obesidad, la remodelacion del tejido adiposo puede inducir la
desregulacidon de citoquinas, hormonas y metabolitos derivados del tejido adiposo, lo que

provoca estrés y trastornos en los 6rganos metab6licos?.

Aunque también ocurre hiperplasia, el aumento de la cantidad de TAB se debe
principalmente a la hipertrofia de los adipocitos y muchos estudios sugieren que esta
hipertrofia resulta en una funcidén anormal de los adipocitos que conduce a resistencia a la
insulina®®. Para la expansion hiperplasica del tejido adiposo, las células precursoras de
adipocitos deben diferenciarse en adipocitos, este proceso esta regulado por diversos factores

de transcripcion y hormonas. La regulaciéon de la induccion y el mantenimiento de la
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adipogénesis esta mediada por distintos genes, entre los que podemos destacar el receptor
gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PPARy), un regulador clave de la
adipogénesis, la familia de proteinas CCAAT (C/EBPs) que son factores de transcripcion que
promueven la expresion de cierto genes pro-adipogénicos al unirse a sus promotores, la
proteina de unién a elemento regulador de esteroles 1c¢ (SREBPIc) es otro factor clave de
transcripcion que estimula la expresion de genes que codifican proteinas implicadas en la
lipogénesis de novo, incluyendo la acetil-CoA carboxilasa (ACC), la 4cido graso sintasa
(FAS) y la acil-CoA deshidrogenasa (ACAD) de acidos grasos saturados. Otras sefiales
extracelulares, incluyendo proteinas morfogénicas dseas (BMPs) y factores de crecimiento
similares a la insulina, modulan la diferenciacion adipocitaria. Sin embargo, los mecanismos
moleculares de la adipogénesis in vivo en condiciones normales y de obesidad siguen sin estar

claros??!,

3. Sorll

El gen Sor/l también denominado SORLA, SorLA, SorLA-1, LRI1I, LRP9, gp250 o
Cllorf32 es el gen que codifica el receptor relacionado con sortilina 1 (sortilin related
receptor 1). Sorll es un receptor de clasificacion intracelular que transporta proteinas entre la
red trans-Golgi (RTG), superficie celular y endosomas en neuronas y otros tipos celulares.
Dirigiendo asi proteinas de carga, tales como fosfatasas, quinasas, y receptores de
sefializacidn a su correcta ubicacion en el interior de la célula. La actividad de Sorll garantiza
la funcién adecuada de las células y tejidos y la disfuncion de este receptor esta relacionada

con enfermedades como la aterosclerosis, el Alzheimer y la obesidad®.

Sorll pertenece a la familia de genes del receptor de lipoproteinas de baja densidad
(LDLR) pero contiene elementos estructurales que no se habian encontrado en otros
miembros de esta familia, por esto se planted que estos elementos pudiesen conferir
especificidad Unica en interacciones moleculares con otras proteinas. A pesar de que Sorll
parece tener funciones distintas del metabolismo de las lipoproteinas, abunda en tejidos con
metabolismo activo del colesterol, como el cerebro, higado y glandulas suprarrenales. Las
propiedades mas interesantes que presentaba Sorll cuando se descubrid, ya que planteaban la
posibilidad de que esta nueva proteina cumpliese funciones bioldgicas significativas, eran su
alta expresion en el cerebro, ausencia de regulacion por estrégenos y colesterol y elevado

grado de conservacion estructural entre especies’!.
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3.1. Sorll y Alzheimer

Debido a la alta expresion de Sor/l en el cerebro y su compleja via de sefializacidn en las
neuronas, se han llevado a cabo estudios con el objetivo de identificar su relevancia en la
fisiologia cerebral. Estos estudios han puesto de manifiesto la importancia de Sorll en el
control de los procesos amiloideogénicos en el cerebro y su relacion como un factor de riesgo

para la enfermedad de Alzheimer (EA)%.

La desintegracion proteolitica de la proteina precursora amiloide (PPA) en péptidos B-
amiloides (AP), es la causa molecular de la EA*. De forma natural PPA se divide en varios
fragmentos proteoliticos, incluyendo los AP. Los AP, en particular AB42, se consideran los
principales responsables de los procesos neurodegenerativos, ya que presentan tendencia a
agregarse a oligdmeros neurotoxicos y placas seniles, caracteristicas patoldgicas causantes de

la disfuncidn neuronal y pérdida celular en pacientes con EA%.

Sorll controla el trafico y el procesamiento de PPA, interactiia con distintos conjuntos de
adaptadores citosolicos para el movimiento anterogrado y retrogrado de PPA entre la RTG y
los endosomas tempranos, restringiendo asi el suministro del precursor a los compartimientos
endociticos que favorecen la ruptura amiloidogénica. La sobreexpresion de Sorl/l en las
células genera una reduccion en la formacion de AP, mientras que, la pérdida de expresion
aumenta la produccion de AP y deposicion de placa senil, evidenciando una funcion
protectora de Sorll frente a la progresion de EA, ya que reduce la carga amiloidogénica y

retrasa la progresion de la neurodegeneracion®: 32,

Investigaciones recientes, como la realizada por Davis y colaboradores, sugieren que
existe una relacion entre la DM2 y la EA. Estos estudios demuestran que existen cambios
fisiopatologicos comunes y vias de sefializacién como la ruta de sefializacion de la insulina,
seflales de estrés neuronal y vias inflamatorias que relacionan las dos patologias. Por esta
razon, algunos investigadores propusieron el término "diabetes tipo 3" para la EA, debido a
las caracteristicas moleculares que comparten con la diabetes mellitus tipo 1 (DM1) y la
resistencia a la insulina asociada con déficit de memoria y deterioro cognitivo en personas

mayores334,

Se ha observado que una elevada ingesta de carbohidratos y acidos grasos insaturados,
baja ingesta de antioxidantes y falta de ejercicio fisico causan estrés oxidativo en el cerebro,
lo que conduce en una disminucién cognitiva. Investigaciones sobre la DM2 sugieren una

relacion entre el metabolismo alterado de la glucosa y la sefializacion de la insulina con la EA.
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Clinicamente se ha observado que los pacientes con EA presentan una disminucion
significativa de la tasa de metabolismo de la glucosa, especialmente en zonas del cerebro
donde tiene lugar el procesamiento de la memoria y el aprendizaje. Estas disminuciones
ocurren en el envejecimiento normal, pero en las personas que presentan riesgo de EA

comienzan a una edad mas temprana y declinan de una forma mas agresiva’.

Asimismo, se han llevado a cabo estudios sobre la obesidad como factor de riesgo para la
EA, en ellos se ha demostrado que la obesidad a mediana edad se asocia con un mayor riesgo
de demencia y EA. Las proteinas y hormonas secretadas por los adipocitos y las citoquinas
inflamatorias podrian explicar la asociacion entre la obesidad y el aumento del riesgo de

demencia®*.

3.2. Sorll y Obesidad

Se identifico el papel del receptor Sorll en el control del movimiento de lipidos en el
tejido adiposo. Especificamente, Sorll facilita la expresion funcional del receptor de insulina
(RI) favoreciendo la sefializacién de la misma. Actia como un factor de clasificacion que
redirige las moléculas del RI internalizadas hacia la superficie celular, previniendo asi el
catabolismo lisosomal del RI y reforzando la recepcidon de la sefial de insulina en el tejido

adiposo?.

Para comprobar esto, Schmidt y colaboradores generaron ratones knockout para Sorll, es
decir, genéticamente deficientes para este receptor, y otros ratones que presentaban una
sobreexpresion de Sorll sélo en tejido adiposo. Observaron que los ratones knockout
presentaban un defecto en la acumulacion de tejido adiposo mientras que los ratones con
sobreexpresion de Sor/l presentaban obesidad, este efecto ya era evidente en ratones con una
dieta normal, pero se exacerbd cuando los animales fueron alimentados con dieta alta en
grasa®.

La sobreexpresion de Sor/l en el tejido adiposo bloquea la hidrélisis de TAGs a AGLs y
favorece la deposicion de grasa. Por el contrario, la inactivacion de Sor// acelera la liberacion
de AGLs a partir de TAGs y protege a los ratones de la obesidad inducida por la dieta. En
humanos se observd una correlacidn clara entre el indice de masa corporal (IMC) y los niveles

de expresion tanto génica como proteica para Sor/! en tejido adiposo visceral?.

Recientemente, Whittle y colaboradores, utilizando ratones knockout para Sorll
describieron un papel para la forma soluble de Sorll en el control de la termogénesis. Los

datos obtenidos en este estudio demuestran un papel de Sorll como regulador negativo de la
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termogénesis actuando a través de la via de BMP/Smad, Sorll se une a los receptores de BMP
y suprime la sefializacién termogénica a través de la supresion de la fosforilacion de la
proteina Smad, una proteina que actia como segundo mensajero, en el tejido adiposo para
suprimir la activaciéon de la maquinaria termogénica e inhibir la transcripcion de los
principales genes termogénicos. Los ratones que carecen de Sor// muestran una proteccion
contra la obesidad inducida por la dieta debido a un fenotipo hipermetabdlico y browning del

TAB, facilitado por la expresion de genes termogénicos en depositos de TAB,

Por lo tanto, Sorll actia como un regulador metabdlico, que funciona para mantener el
equilibrio adecuado entre el almacenamiento y la oxidacion de lipidos en respuesta a las
condiciones ambientales cambiantes, particularmente cuando la actividad termogénica se

incrementa. Este mecanismo podria ser utilizado para terapias contra la obesidad®.

4. Rb1
Rb1, el gen del retinoblastoma, fue el primer gen supresor tumoral reconocido, codifica
la proteina del retinoblastoma (pRb), un regulador central del ciclo celular necesario en varios
procesos celulares, incluyendo apoptosis y diferenciacion celular en miocitos esqueléticos,

osteoblastos y adipocitos®.

Se ha descrito que, la expresion y actividad de RbI parecen ser esenciales para el
mantenimiento de la capacidad adipogénica/lipogénica del tejido adiposo tanto en ratones
como en humanos. En ratones se ha descrito como esencial en la diferenciacion de los
adipocitos blancos y como un modulador negativo de la diferenciacion de adipocitos
marrones, observandose browning en depositos de grasa blanca cuando Rb/ es inactivado. En
humanos tanto la expresion de RbI como la actividad de pRb se asociaron negativamente con
el IMC y la resistencia a la insulina, mientras que se asocid positivamente con la expresion de

genes adipogénicos tanto en TAV como en TAS*.

5. Relacion entre Sorll y Rb1
Durante el afio 2016, Petrov y colaboradores observaron que los ratones Rb'-
presentaban un descenso en la expresion de Sor/1*’. Ademas, también se sabe que tanto Rb/
como Sorll reprimen la termogénesis y el proceso de browning y tanto los ratones knockout

para Sorll como para Rb1 son resistentes a la obesidad inducida por la dieta %357,

Hasta la fecha no se tiene constancia de si realmente los genes Sorll y Rbl estan

relacionados entre ellos de forma directa, ni de como estdn regulados en relacion con
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hormonas como la leptina, procesos como la resistencia a la insulina o enfermedades

metabolicas como la diabetes o la obesidad.

17



OBJETIVOS

Teniendo en cuenta los estudios publicados en el ultimo afio que demuestran que Sorll
esta asociado con la obesidad, termogénesis y resistencia a la insulina y dada la importancia
de este gen en el sistema nervioso central (por ejemplo, surelacidon con el Alzheimer), nuestro
objetivo general fue comprobar si la expresion génica de Sor/l estd alterada en distintos
modelos de estrés metabdlico, tanto a nivel central como periférico y observar si los valores
de este gen cambian durante el fendmeno de browning en una linea celular de preadipocitos.
Ademas, dado que RbI se ha descrito como esencial en la diferenciacion de los adipocitos
blancos vy, al igual que Sorl/l, es un modulador negativo de la diferenciacion de adipocitos
marrones, y su ausencia previene el desarrollo de la obesidad, quisimos comprobar si su

patrén de expresion es similar al que presenta Sor/1.
Para ello, nos planteamos una serie de objetivos especificos:

1. Estudiar si la restriccion caldrica y la dieta alta en grasa a largo plazo
modifican la expresion génica de Sorll y RbI en ratas tanto a nivel central como

periférico.

2. Estudiar en ratas, si el tratamiento a corto plazo con leptina y la diabetes tipo |

alteran la expresion génica de Sorll y RbI a nivel periférico.

3. Estudiar la expresion génica de Sor/l y RbI en un modelo de preadipocitos de
ratones cuando se induce el proceso de diferenciacion tanto a adipocitos blancos como

pardos.
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MATERIALES Y METODOS
1. Modelo in vivo

1.1. Animales
El experimento fue revisado y aprobado por los comités de bioética de la Universidade
da Coruiia (UDC) y el Complejo Hospitalario Universitario de A Coruiia (CHUAC) de

acuerdo con la Normativa de la Unién Europea para el uso de animales de experimentacion.

1.2. Modelo experimental

Debido a la duracion del trabajo de fin de master, y al tiempo de obtencidn de alguno de
los modelos utilizados en este estudio, las muestras de los modelos animales fueron
proporcionadas por el grupo de investigacion Fisiopatologia Endocrina, Nutricional y Médica

(FENM), grupo en el que se realizd este trabajo.

El modelo animal se llevd a cabo en el animalario de la unidad de cirugia experimental

del CHUAC, en condiciones estdndar de alojamiento.

Los estudios se realizaron utilizando ratas macho (Rattus norvegicus) de la cepa Wistar.
Se llevaron a cabo diferentes modelos animales, definidos detalladamente en *. En resumen,

los modelos son:

- Realizacién de dos modelos opuestos, uno de ellos “imitando” a la anorexia
nerviosa y el otro a la obesidad, a través de alteraciones en la dieta de ratas machos desde
el dia del destete (21 dias) hasta la etapa adulta (4 meses de edad). El modelo de anorexia
nerviosa, que presenta alta sensibilidad tanto a la insulina como a la leptina, se consiguid
con una restriccion caldrica cronica. Mientras que el modelo de obesidad, con resistencia a
la insulina y a la leptina, se obtuvo alimentando a las ratas con dieta alta en grasa.

- Modelo en el que se sometieron a las ratas a 48 horas de ayuno.

- Modelo experimental de diabetes inducida por un tratamiento con alloxan
(destruye las células B-pancredticas) y posterior normalizacion de sus niveles de glucosa
mediante tratamiento con insulina.

- Un modelo de ratas tratadas con leptina, dada su importancia en el balance

energético y en el desarrollo de resistencia a la misma que se produce durante la obesidad.
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2. Modelo in vitro

2.1. Linea celular 3T3-L1

Para llevar a cabo los experimentos in vitro, se utilizd la linea celular de fibroblastos de
raton de la cepa Swiss 3T3-L1 (ZenBio). Estos fibroblastos se considera un modelo de
preadipocitos, puesto que en presencia de ciertas hormonas/fArmacos se diferencian a

adipocitos maduros*!.

Los preadipocitos 3T3-L1 fueron cultivados siguiendo el protocolo de Suenaga®. Las
células se cultivaron en placas de cultivo de 100 mm didmetro (Corning) en 10 ml de medio
de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco), suplementado con un 10 % de
Calf serum, 100 U/ml de penicilina (Gibco) y 100 pg/ml de estreptomicina (Gibco).

Una vez obtenido el nimero suficiente de células para llevar a cabo los experimentos, se
levantaron con Tripsina (0,5 % Trypsin-EDTA (10x) Gibco) diluida al 80% en suero salino
(Fresenius kabi), se centrifugaron a 156 g durante 5 min a temperatura ambiente, se contaron
con una cdmara de Neubauer y se sembraron 80000 células/pocillo en placas multipocillo de
12 (Thermo Scientific) con 1,5 ml de medio y se incubaron hasta llegar a la confluencia total.

Se usaron un total de cuatro placas para llevar a cabo el experimento completo.

2.2. Diferenciacion de células 3T3-L1

Una vez que las células estuvieron confluentes se procedio al paso de diferenciacion de
las mismas, bien hacia adipocitos blancos o pardos dependiendo de los distintos tratamientos.
Para la diferenciacion se sigui6 el protocolo descrito por Zebisch*' con ligeras

modificaciones.

A las 48 horas de alcanzar el 100% de confluencia (dia 0), se afiadidé el medio de
diferenciaciéon: DMEM F-12, suero fetal bovino (FBS) al 10%, penicilina/estreptomicina
(P/S) al 1%, insulina (1 pg/ml), dexametasona (0,25 uM) e 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX;
0,5 mM). Tras 48 horas (dia 2) se retirdé el medio de diferenciacion y se afiadié medio de
mantenimiento I (DMEM F-12, FBS al 10%, P/S al 1% e insulina (1 pg/mL)). Este medio se

mantuvo durante 48 horas y se procedid a iniciar los tratamientos (dia 4).

2.3. Tratamientos
Para el ensayo se emplearon 8 condiciones, células 100% confluentes sin diferenciar y 7
tratamientos distintos en células diferenciadas. El cronograma de la diferenciaciéon y de los

tratamientos se muestra en la Figura 4.
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Una parte de las células se mantuvo sin diferenciar frente a las demas, que se

diferenciaron mediante tratamientos con insulina, rosiglitazona y 3-isobutil-1-metilxantina

(IBMX), para ver si el proceso de adipogénesis genera variacion en la expresion de Sorll y

Para estudiar la posible implicacion de Sorll y RbI en el proceso de browning o

termogénesis se trataron las células con triyodotironina (T3), adrenalina y forskolina,

inductores de browning que dirigen los adipocitos blancos hacia adipocitos pardos, para

después estudiar los niveles de expresion de estos genes y de UCPI, CIDEA 'y PPARy, genes

marcadores de browning.
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Figura 4. Cronograma y tratamientos utilizados en la linea celular 3T3-L1.

Las condiciones son:

—  Tratamiento I: Insulina (1pg/mL); imprescindible para la lipogénesis de novo.

—  Tratamiento II: Insulina (1pg/mL), T3 (50 nM), rosiglitazona (2 uM) e IBMX
(0,5 mM). T3 induce browning en los adipocitos; la rosiglitazona es un agonista de
PPARy, que es un marcador de adipogénesis; IBMX, que aumenta los niveles de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) activando la proteina quinasa A (PKA) y
aumentando la diferenciacion a adipocitos maduros.

—  Tratamiento III: tratamiento II y adrenalina (1 puM). La adrenalina activa los
receptores [ adrenérgicos, por lo tanto favorece el fendmeno de browning, ademas
potencia la accion de T3. Tratamiento con forskolina: a la mitad de las células se las tratd
con forskolina durante 4 h (10 uM), aumentando de este modo la cantidad de AMPc y la

respuesta termogénica.
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3. Disefio y testado de cebadores de Sorlly Rb1

Para poder realizar este trabajo primeramente se disefiaron y testaron los cebadores
adecuados para el estudio de expresion génica mediante la técnica de PCR en tiempo real. Los
cebadores usados en este estudio (ver ANEXO I, Tabla 1) fueron disefiados usando dos

algoritmos informaticos gratuitos y disponibles a través de internet:

- https://www.ncbi.nlm.nih.eov/tools/primer-blast/

- https://www.eurofinsgenomics.eu/en/dna-rna-oligonucleotides/optimised-

application-oligos/pcr-gper-primer.aspx

4. Extraccion de ARN Yy realizacion de PCRs

El ARN total se extrajo mediante TRIzol (/nvitrogen) siguiendo las especificaciones del
fabricante. La integridad y la calidad/concentracién del ARN se determinaron mediante geles
de agarosa y el espectofotdmetro NanoDrop ND-100 (Thermo Scientific), respectivamente.

Una vez que obtuvimos el ARN se siguieron estos pasos:

- Preparacion de la mezcla de retro-transcripcion (RT) para convertir el ARN en
ADN complementario (ANEXO 1. Tabla 2). A cada muestra se afiadieron 20 pl de la
mezcla y 1pg de ARN (a una concentracion de 100 ng/pl).

- Realizacién de la RT en el termociclador GenedAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems) siguiendo el protocolo especificado en la Tabla 3 (ANEXO I). Una
vez finalizada la RT el ADN complementario obtenido se diluyd en 70ul de agua.

Preparacion de la mezcla para llevar a cabo la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real de modo cuantitativo (qRT-PCR). Se utilizaron placas de 96
pocillos (Roche) y en cada pocillo se afiadid 2 ul de ADN complementario y 15 pl de la
mezcla especificada en la Tabla 4 del ANEXO L

- Realizacién de la qRT-PCR en el termociclador Lightcycle® Instrument 480
System (Roche) siguiendo el protocolo especificado en la Tabla 5 (ANEXO I).

Tanto en los modelos in vivo como in vitro se utilizaron genes control que no vieron
alterada su expresion génica por los tratamientos: HPRT o S11. Los valores de expresion
relativa del gen de interés se calcularon en base al gen de referencia siguiendo el método de

Pfaffl®.
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5. Analisis estadistico

Se calcularon las medias y el error estandar (ES) de cada uno de los grupos. Se establecio
la significacion estadistica con un p-valor < 0,05 y se determin6 por la prueba de la t-Student
(experimentos con dos grupos) y el test de andlisis de la varianza (ANOVA) de una sola via o
de dos vias, con el test de Tukey posthoc (experimentos con mas de dos grupos y una o dos

variables). El andlisis estadistico y las graficas se crearon con el programa SigmaPlot versidon

11.0.
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RESULTADOS

1. Testado de cebadores

Los cebadores fueron testados para saber si amplificaban el fragmento correcto. Para
ello, tras la realizacion de las PCRs, se realizd una electroforesis en gel de agarosa con el
producto obtenido en las mismas para comprobar que el tamafio del amplicon era el adecuado
(Figura 5). También se calcul6 la eficiencia de los cebadores, para ello se hicieron diluciones
seriadas de cDNA, y posteriormente se llevd a cabo una PCR. Se representd la expresion
obtenida para las distintas diluciones y se ajustaron a una recta. La eficiencia de los primers se
calcul6 usando la siguiente formula: Eficiencia = (10¢Vpendiente delarecta) _ 1) x 100, Finalmente,
cuando se determind que el tamafio del amplicén y la eficiencia eran correctos se envid el
producto de la PCR a secuenciar. Una vez que se comprobd que todos los cebadores

funcionaban adecuadamente se procedid con el resto del proyecto.

500 pb

200 pb
100 pb

CIDEA PGCI RB1 SORLI UCPI
96 pb 8lpb  90pb 133pb 123pb

Figura 5. Ejemplo del uso del gel de agarosa para comprobar el tamafio del amplicon durante el testado de
cebadores.

2. Modelo in vivo

2.1. Modelo de restriccion caldrica y dieta alta en grasa a largo plazo
Para comprobar que los 3 meses de restriccidon caldrica y dieta alta en grasa fueron
suficientes, se analizd mediante resonancia magnética nuclear (RMN) el porcentaje de masa
grasa, y también se calcul6 la ganancia de peso corporal. Como puede observarse en la Figura
6, los tratamientos funcionaron correctamente creando tanto ratas obesas, como ratas con un

porcentaje de masa grasa inferior al normal.

En la Figura 7 podemos ver la expresidon génica de Sor/! tras tres meses con dieta alta en
grasa o restriccidn calérica. En la Figura 7A, se puede ver que la expresion de Sor/l en el
tejido adiposo pardo aumenta en los animales tratados con dieta alta en grasa, justo lo
contrario que ocurre con el tejido adiposo blanco que aumenta con la restriccidon caldrica
(Figuras 7B-7D). A nivel central, en el hipotdlamo, se observa que la expresion génica de

Sorll disminuye en los animales sometidos a restriccion caldrica (Figura 7E).
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Figura 6. Antropometria del modelo de restriccion caldrica y dieta alta en grasa a largo plazo. Los datos se
muestran como media + EE de cada grupo, donde al grupo control (DN) se le asigno el valor del 100% y el resto de los
grupos se refirieron a este control. Diferentes letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05). Restriccion caldrica (RC); dieta normal (DN); dieta alta en grasa. (DAG) durante 3 meses desde el dia del destete.
ANOVA de una via con un test de Tukey post hoc, n= 10.
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Figura 7. Niveles de expresion de ARNm, de Sorll en TAP (A), TAE (B), TAS (C), TAV (D) e hipotalamo (E) tras
tres meses de restriccion calorica o dieta alta en grasa. Los datos se muestran como media + EE de cada grupo, donde al

grupo control (DN) se le asigno el valor del 100% y el resto de los grupos se refirieron a este control. Diferentes letras sobre
las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Restriccion caldrica (RC); dieta normal (DN); dieta
alta en grasa. (DAG) durante 3 meses desde el dia del destete. ANOVA de una via con un test de Tukey post hoc, n=10.

Para estudiar si podria existir algun tipo de relacion entre Sor/l y RbI, estudiamos los
niveles de expresion génica de Rb/ en los mismos animales que antes y observamos que en el
TAP, al igual que sucede para Sorl/l, la expresion génica de Rh/ aumenta con dieta alta en
grasa cronica (Figura 8A). En el tejido adiposo blanco las tendencias fueron contrarias en

Sorll y Rb1, si bien en RbI no se observaron diferencias estadisticamente significativas para

TAS y TAV (Figura 8C-8D).
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Figura 8. Niveles de expresion de ARNm, de Rb1 en TAP (A), TAE (B), TAS (C), TAV (D) e hipotilamo (E) tras
tres meses de restriccion calérica o dieta alta en grasa. Los datos se muestran como media + EE de cada grupo, donde al
grupo control (DN) se le asignd el valor del 100% y el resto de los grupos se refirieron a este control. Diferentes letras sobre
las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Restriccion caldrica (RC); dieta normal (DN); dieta
alta en grasa (DAG) durante 3 meses desde el dia del destete. ANOVA de una via con un test de Tukey post hoc,n= 10.

2.2. Modelo de ayuno

Tras 48h de ayuno se observd un descenso en la expresion de Sor/l y RbI en tejido

adiposo blanco (Figura 9B y Figura 10B, respectivamente) y un descenso en la expresion de

Sorll en tejido adiposo pardo (Figura 9A), mientras que, la expresion de Rb/ disminuyd en

hipotalamo (Figura 10C).
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Figura 9. Niveles de expresion de ARNm, de Sorll en TAP (A), TAE (B) e hipotilamo (C) en un modelo de ayuno
de 48 horas. Los datos se muestran como media + EE de cada grupo, donde al grupo control (alimentacion) se le asignd el

valor del 100% y el otro grupo se refirié a este control. Diferentes letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05). Prueba t-Student. Alimentacién n= 8 y ayuno n= 6.
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Figura 10. Niveles de expresion de ARNm, de Rb1 en TAP (A), TAE (B) e hipotialamo (C) en un modelo de ayuno
de 48 horas. Los datos se muestran como media + EE de cada grupo, donde al grupo control (alimentacion) se le asigno el
valor del 100% y el otro grupo se refirid a este control. Diferentes letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05). Prueba t-Student. Alimentacién n= 8 y ayuno n= 6.

2.3. Modelo de diabetes inducida con alloxan
En este modelo experimental se indujo diabetes en las ratas mediante el tratamiento con
alloxan y posteriormente se normalizaron sus niveles de glucosa mediante un tratamiento con
insulina. Para comprobar que el tratamiento con alloxan funcioné adecuadamente y provocod
diabetes, se analizaron los niveles de glucosa en sangre (Figura 11), donde pudimos
comprobar la eficacia del tratamiento puesto que en todos los animales tratados los niveles de

glucosa en sangre fueron superiores a 250 mg/dl.

Glucosa
500 - b
i
400 A
E 300 1
E a
200 A
a 1
100 7 -
0

Salino Allox  Allox+insul
Figura 11. Concentracion de glucosa en sangre en el modelo de diabetes inducida con alloxan. Los datos se
muestran como media = EE de cada grupo, donde al grupo control (salino) se le asignd el valor del 100% y el resto de los

grupos se refirieron a este control. Diferentes letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05). ANOVA de una via con un test de Tukey post hoc, n= 8 (salino), n=9 (allox) y n=10 (allox + insulina).

En la Figura 12 se puede ver que la expresion de Sor/l disminuye en los animales
tratados con alloxan en todos los tejidos estudiados, efecto que es revertido por el tratamiento
con insulina. Para estudiar si existe algun tipo de relacidn entre Sor/l y RbI, estudiamos los
niveles de expresion génica de RbI en los mismos animales (Figura 13). En este caso sélo
observamos un descenso en los niveles de Rb/ en el tejido adiposo visceral tras el tratamiento
con alloxan, efecto que es parcialmente revertido por el tratamiento con insulina (Figura
13D). Por otra parte, se observd que el tratamiento con insulina provoco un aumento en la

expresion de este gen en el tejido adiposo pardo (Figura 13A).
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Figura 12. Niveles de expresion de ARNm, de Soril en TAP (A), TAE (B), TAV (C) y TAS (D), tras el
tratamiento con salino, alloxan y alloxan mas insulina. Los datos se muestran como media + EE de cada grupo, donde al
grupo control (salino) se le asignd el valor del 100% y el resto de los grupos se refirieron a este control. Diferentes letras

sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). ANOVA de una via con un test de Tukey post
hoc, n= 8§ (salino), n=9 (allox) y n=10 (allox + insulina).
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Figura 13. Niveles de expresion de ARNm, de RbI en TAP (A), TAE (B), TAV (C) y TAS (D), tras el tratamiento
con salino, alloxan y alloxan mas insulina. Los datos se muestran como media + EE de cada grupo, donde al grupo control
(salino) se le asignd el valor del 100% y el resto de los grupos se refirieron a este control. Diferentes letras sobre las barras

indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). ANOVA de una via con un test de Tukey post hoc, n= 8
(salino), n=9 (allox) y n=10 (allox + insulina).
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24. Modelo de ratas tratadas con leptina
El tratamiento con leptina, no provoco diferencias estadisticamente significativas en la

expresion de Sor/] en ninguno de los tejidos analizados (Figura 14).
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Figura 14. Niveles de expresion de ARNm, de Sorll en TAP (A), TAE (B), TAV (C) y TAS (D), tras un
tratamiento con salino o leptina intraperitoneal durante 2 dias. 1 inyeccion cada dia. Los datos se muestran como media
+ EE de cada grupo, donde al grupo control (salino) se le asignd el valor del 100% y el resto de los grupos se refirieron a este
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Figura 15. Niveles de expresion de ARNm, de RbI en TAP (A), TAE (B), TAV (C) y TAS (D), tras el tratamiento
con salino o leptina intraperitoneal durante 2 dias. 1 inyeccion cada dia. Los datos se muestran como media + EE de cada
grupo, donde al grupo control (salino) se le asignd el valor del 100% y el resto de los grupos se refirieron a este control. *(p <
0,05). Prueba t-Student. Salino n=8 y leptina n=6.



Esta misma situacion se observo cuando estudiamos los niveles de expresion de Rb/ con
excepcion del tejido adiposo subcutdneo, donde se observo un incremento tras el tratamiento
con leptina (Figura 15C) y del tejido adiposo visceral, donde se observo un descenso de la

expresion tras el tratamiento con leptina (Figura 15D).

3.  Modelo in vitro
Se tomaron fotografias de células sin diferenciar y tras los tratamientos I, I y III (Figura
16). Se observa una clara diferencia entre las células sin diferenciar (Figura 16A) que
presentan una morfologia fibroblastica, y ausencia de lipidos, y las células diferenciadas
(Figura 16B, C, D) en las que los adipocitos adquieren forma redondeada y presentan gran
cantidad de lipidos.

Figura 16. Linea celular 3T3-L1. Células sin diferenciar 100 % confluentes (A), tratamiento I (B), tratamiento II (C)
y tratamiento III (D). Microscopio Nikon Eclipse TS 100 con cdmara Microscopia Digital XM Full HD Camera (XM
Family). Sansung BWC-1602 (200x).

Las células que fueron tratadas solo con insulina tras la retirada del medio de
diferenciacion (tratamiento I, Figura 16B) muestran grandes vacuolas lipidicas esféricas,
mientras que en las células con tratamiento II y III (Figura 16C-D, respectivamente) el tamafio
de los lipidos disminuye, siendo esta disminucién mas acusada en el tratamiento III (Figura

16D).
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En la Figura 17 se muestran los resultados obtenidos en la expresion tanto de marcadores
de browning, como de adipogénesis en el experimento con células 3T3-L1. Como era de
esperar, los niveles de expresion de PPARy (Figura 17E) aumentan en todos los grupos tras la
diferenciacion, todos los tratamientos indujeron el fenomeno de adipogénesis, que fue mucho
mas marcada en el tratamiento I, coincidiendo con las fotografias de microscopia (Figura 16)
donde se observa que el tratamiento I es el que provoca unas caracteristicas mas tipicas de
adipocito blanco, como gran cantidad de lipidos y forma redondeada. En las células tratadas
solo con insulina se observa una disminucion en la expresion de PPARy cuando se tratan con

forskolina, mientras que, en los otros dos tratamientos la expresion se ve aumentada.

En todos los grupos se observa un aumento de la expresion de UCPI (Figura 17A) tras el
tratamiento con forskolina, aumento mucho mas acusado en el tratamiento I. La expresion de
CIDEA (Figura 17B) presenta un gran aumento en las células tratadas tinicamente con
insulina tras la diferenciacion con respeto a las demas, en este caso se observa variacion
significativa cuando se afiade forskolina en todos los tratamientos, disminuyendo en el

tratamiento con insulina y aumentando en los otros dos tratamientos.

La expresion de Sorll esta representada en la Figura 17C, en general podemos decir que
su expresion disminuye tras el proceso de diferenciacion, si bien las diferencias no son
estadisticamente significativas en todos los grupos, debido a que la variabilidad es muy
grande y necesitariamos hacer mas experimentos para aumentar el tamafio muestral. Por el
contrario, la expresion de RbI (Figura 17D) aumenta de forma estadisticamente significativa

con el proceso de adipogénesis.
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Figura 17. Modelo de 3T3-L1. Expresion de UCPI (A), CIDEA (B), SORLI (C), RbI (D) y PPARg (E). Los datos
se muestran como media + EE de cada grupo, donde al grupo control (sin diferenciar) se le asignd el valor del 100% vy el
resto de los grupos se refirieron a este control. Diferentes letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05). *, estadisticamente significativo con respecto al mismo grupo pero sin forskolina. Ins, nsulina; Ros,
rosiglitazona: Ad, adrenalina. ANOVA de dos vias con un test de Tukey post hoc, n=12.
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DISCUSION

Durante los ultimos afios el nimero de personas que padecen obesidad ha aumentado
considerablemente a nivel mundial, afectando tanto a paises ricos como a paises en vias de
desarrollo, convirtiéndose en una epidemia de impacto global que trae consigo un elevado
nimero de comorbilidades asociadas®?. Por ello, es de especial importancia tratar de conocer
las causas que estan implicadas en el desarrollo y mantenimiento de la misma para poder

encontrar una terapia en el futuro.

El hecho de que algunos grupos étnicos presentan una mayor susceptibilidad a padecer
obesidad que otros, llevd a pensar que poseen una carga genética que les hace mas
susceptibles a desarrollar obesidad" °. Las alteraciones genéticas Unicas con herencia
mendeliana representan menos del 5% de las alteraciones no sindromicas de los casos graves
de desarrollo temprano de la obesidad, incluyendo mutaciones en el gen de la leptina o de su
receptor, asi como en el receptor 4 de las melanocortinas, que son las causas mas comunes de
la obesidad monogénica. También se han identificado alteraciones genéticas, gendmicas y
epigenéticas en formas sindromicas de la obesidad, como el sindrome de Bardet-Biedl, el
sindrome de Prader-Willi o el sindrome de Beckwith-Wiedemann*. Sin embargo, la obesidad
generalmente se considera un trastorno multifactorial con alta heredabilidad (50 - 75%),
probablemente mayor en los casos de inicio temprano. Hasta la fecha, multiples estudios han
tratado de dilucidar los factores genéticos que contribuyen a la etiopatogenia de la obesidad .
Gracias al estudio de metaanalisis gendmicos (GWAS), se descubrieron mas de 150 variantes
genéticas que presentan asociaciones con medidas de composicion corporal y determinados
pardmetros relacionados con el peso corporal. Sin embargo, la fraccion de la varianza del

IMC explicado por estos estudios se estima que ronda Gnicamente un 2%.%,

En los ultimos afios ha emergido la relacion de Sor/l con la obesidad. Se ha observado
que este receptor promueve la inhibicion de la lipolisis dependiente de insulina en los
adipocitos, tanto bloqueando la hidrélisis de TAGs, como mediante su accidn sobre el
receptor de insulina aumentando la sefializacion de la misma, demostrando de este modo una
implicacion de Sorll con comorbilidades asociadas a la obesidad, tales como la resistencia a
la insulina®. Puesto que Sorll favorece la sefializacion de insulina en tejido adiposo blanco?,
los altos niveles que observamos en la expresion de este gen en este tejido en ratas sometidas
a restriccidn calorica cronica, podrian ayudar a explicar porque estos animales presentan una
mayor sensibilidad a insulina. Por otra parte, como la sobreexpresion de Sorl/l en el tejido

adiposo bloquea la hidrdlisis de TAGs a AGLs%, esto podria ayudar a mantener los depositos
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de grasa en situaciones de déficit energético crénico. Sin embargo, nuestros resultados
plantean diversas dudas para las que serian necesarios mas estudios y experimentos, pero que
dada la duracion de este trabajo fue imposible completar. Cuando sometimos a las ratas a un
ayuno agudo de dos dias, observamos un descenso en la expresion de Sor/l tanto en tejido
adiposo blanco, como en tejido adiposo pardo, tal y como habian descrito previamente
Whittle y colaboradores en un estudio del afio 2015%. Estos hechos aportan informacion muy
relevante en relacion a la regulacion de la expresion de este gen, puesto que parece
comportarse de forma contraria cuando las ratas se someten a restriccion calorica crénica o a
un ayuno agudo. Por otra parte, el hecho de que los niveles de expresion de Sor/l no
aumenten con DAG en el tejido adiposo blanco, o incluso lleguen a disminuir en depdsitos
como el visceral, parece contrario a los resultados obtenidos previamente por otros autores
que observaron que los niveles de Sor/l en tejido adiposo blanco subcutineo y epididimal se
correlacionaban positivamente con el peso de los ratones®” y que la expresion de Sor/l en
tejido adiposo visceral en humanos se correlaciona positivamente con el IMC ?°. Esta
diferencia en los resultados podria deberse por una parte al uso de distintas especies para
llevar a cabo los experimentos, o podria deberse a los distintos grados de obesidad en los
estudios realizados, puesto que en humanos sélo observaron un aumento estadisticamente
significativo en los niveles de ARNm de Sorll en aquellas personas que presentaban un IMC
superior a 40 y que se corresponde con un porcentaje de masa grasa probablemente muy
superior al de los animales obesos de este estudio (= 20% de su peso corporal). Sin embargo,
existe otra explicacion que nosotros creemos mas plausible. Durante el afio 2016, Berk et al®
demostraron que los niveles circulantes de Sorll, realmente no tienen una correlacién con la
circunferencia de la cintura o con el IMC (ambos indicadores directos de la obesidad), sino
que sus niveles estaban directamente relacionados con la cantidad de hemoglobina glicosilada
(es decir con la diabetes) y con la cantidad de colesterol que no es de tipo lipoproteina de alta
densidad (HDL). Si tenemos en cuenta que tanto la diabetes tipo II como los niveles de
colesterol de tipo no-HDL, aumentan gradualmente con la obesidad, esto podria explicar
porque tanto los niveles circulantes de Sorll como sus niveles de expresion a nivel adiposo se
encontraron aumentados en estudios con pacientes/animales obesos, pero sin embargo en este
trabajo de fin de master no obtenemos tales resultados, puesto que el tratamiento con DAG
durante 3 meses provocé cierta resistencia a la insulina pero sin que las ratas llegasen a

desarrollar diabetes.
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Cuando tratamos ratas con alloxan, generamos ratas diabéticas por destruccidon de sus
células B-pancredticas, y lo que observamos fue un descenso en los niveles de expresion de
Sorll en todos los depodsitos de tejido adiposo blanco estudiados, estos resultados podrian
deberse a que una de las funciones de Sor/l es favorecer la sensibilidad de la insulina puesto
que en su presencia, actlia sobre su receptor translocandolo hacia la membrana de la célula,
pero en este modelo los niveles de insulina son practicamente indetectables. Sin embargo,
debe tenerse en cuenta que las ratas tratadas con alloxan pierden mucho peso, ya que sus
células son incapaces de internalizar la glucosa de la dieta, y cuando vuelven a tener insulina
disponible al ser capaces de asimilar la glucosa de la dieta recuperan su peso normal; por ello,
no podemos descartar que los efectos vistos en este experimento no sean directos de la falta
de insulina, sino de la “desnutriciéon” que provocd este modelo donde los animales perdieron
casi la totalidad de su masa grasa (datos no mostrados), por ello, en un futuro, deberian
hacerse mas experimentos con otros modelos de diabetes menos agresivos para separar los
resultados provocados por la insulina (o su carencia) y aquellos debidos a la pérdida de grasa

corporal.

La relacion entre Sor/l y sefializacidn de insulina no es la Unica relacion encontrada hasta
el momento entre Sor/l y fendmenos asociados a la obesidad y al metabolismo energético.
Whittle y colaboradores demostraron que la forma soluble de Sorl/l suprime la termogénesis
en el tejido adiposo pardo de una forma auténoma en las células, y que ratones que carecen de
este gen estan protegidos contra la obesidad inducida por la dieta debido a un aumento en el
browning del tejido adiposo blanco y el hipermetabolismo®. Esto podria explicar los
resultados obtenidos en el modelo de ratas sometidas a dieta alta en grasa, en el que, el
aumento observado en la expresion de Sor/l en tejido adiposo pardo, podria contribuir al
descenso que se observa en la termogénesis durante la obesidad* sin embargo, para clarificar
bien este punto seria muy importante analizar en todos nuestros modelos los niveles de Sorl1
circulante, y sobre todo, saber qué tejido es el principal contribuyente a estos niveles
circulantes, y si la forma soluble de Sorll actlia de manera autocrina, paracrina y/o endocrina;

cuestiones todas ellas que continllan sin esclarecerse.

Hasta la fecha no se ha descrito ninguna relacidn directa entre Sor/l y Rb1, sin embargo,
Petrov y colaboradores publicaron en 2016 un trabajo en el que observaron que los ratones
con RbI parcialmente inactivado, ratones Rb1*~, presentaban un descenso en la expresion de
Sorl1*". Estos ratones también presentaban una mayor expresion de genes relacionados con la

termogénesis, ya que RbI, al igual que Sor/l, reprime la termogénesis y el proceso de
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browning, hecho que explica por qué tanto los ratones knockout para Sorll como para Rbl
son resistentes a la obesidad’® %3¢, Sin embargo, estos datos no son suficientes para
determinar si existe realmente una relacion entre las rutas metabolicas de ambos genes. Por
ello, en este trabajo inicialmente se llevd a cabo el estudio de la expresion de estos genes en
modelos de rata con obesidad, restriccidn caldrica y tratamientos hormonales como la leptina
y farmacoldgicos que simulan diabetes, y en una linea celular de preadipocitos de raton sin
diferenciar y diferenciados a los que se les indujo el proceso de browning. Posteriormente se
compard la expresion de ambos genes para estudiar si presentaban un patrén de
comportamiento igual, contrario o sin ningin tipo de asociacidon en busca de una posible
relacion entre ellos. Sin embargo, los modelos animales no arrojaron mucha informacion al
respecto. Cuando analizamos la expresion de Sor/l y RbI en las células sometidas a los
diferentes tratamientos encontramos que, cuando se produce la diferenciacién de
preadipocitos a adipocitos maduros, presentan patrones de expresidon opuestos, es decir, la
expresion de Sor/l disminuye tras la diferenciacidn, siendo muy baja en adipocitos maduros,
mientras que, la expresion de Rb/ aumenta en todos los tratamientos con respecto a las células
no diferenciadas, siendo este aumento mucho mas acusado en aquellas células donde los
marcadores de adipogénesis también son mas elevados. Teniendo en cuenta que los
fibroblastos embrionarios de raton y la linea celular 3T3-L1 que carecen del gen Rb/ son
incapaces de experimentar diferenciacion adipocitaria en respuesta al tratamiento con
inductores adipogénicos estandar®® y los resultados obtenidos en este estudio, parece claro que
se necesita un aumento en la expresion de Rbh/ para que se lleve a cabo la adipogénesis y por
lo tanto la formacion de adipocitos maduros, tanto a blancos como marrones, si bien parece
que valores de expresion superiores durante la diferenciacidon favorecen la formacion de
adipocitos blancos, puesto que el tratamiento con forskolina, que aumenta los marcadores de
browning, disminuye los niveles de Rb1, algo que coincide perfectamente con el hecho de que
este gen actue como un regulador negativo de la termogénesis. Sin embargo, teniendo en
cuenta nuestros resultados, el hecho de que Sor/l/ actie como un regulador negativo del
browning, parece estar mas relacionado con el hecho de que no se puede producir la

diferenciacion de los preadipocitos, que con la diferenciacion a un tipo de adipocito u otro.

También analizamos a nivel central la expresidon de Sor/l ya que existen estudios que
relacionan la expresion de este gen con el Alzheimer® y actualmente, existen investigaciones

que plantean por sus caracteristicas similares, una relacion entre el Alzheimer y la diabetes,

36



llegando incluso a proponer denominar el Alzheimer como diabetes tipo III**. Ademas, se
sabe que tanto la obesidad como un déficit en la expresion de Sor/l son factores de riesgo
para el Alzheimer®. Sin embargo, nosotros observamos que una restriccion caldrica cronica
(que en teoria ayudaria a prevenir enfermedades como el Alzheimer), provoca un descenso en
los niveles de expresion de ARNm de Sorll a nivel hipotalamico (y con ello, en teoria, un
mayor riesgo de desarrollar Alzheimer). Esto podria deberse a que el hipotdlamo, aun siendo
muy importante como regulador del metabolismo energético, no es especialmente relevante
en el Alzheimer, pero fue la Unica region cerebral con la que contabamos para la realizacion
del presente trabajo. Por ello, estos datos no son suficientes para entender lo que ocurre a
nivel central y seria necesario analizar no sélo hipotdlamo, sino también otras partes del

cerebro que tienen una mayor relacion con el Alzheimer, como la corteza cerebral®’.

En conclusion, teniendo en cuenta tantos los datos obtenidos en los modelos in vivo ¢ in
vitro, podemos decir que tanto la expresion de Sor/l se ven modificadas por la dieta a nivel
central y periférico, que la diabetes tipo I disminuye la expresion de Sor/] en el tejido adiposo
blanco, y que el descenso de la expresion de Sorl/l junto con el aumento de la expresion de

Rb1 son necesarios para la diferenciacion a adipocitos maduros tanto blancos como pardos.
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CONCLUSIONES

1.

La restriccion calorica y la dieta alta en grasa a largo plazo modifican la expresion

génica de Sorll y Rb1 a nivel periférico, y de Sor/l a nivel central.

La diabetes tipo I inducida con alloxan provoca una disminucion en la expresion
de Sorll, disminucién que se ve corregida con el tratamiento de insulina, pero
debido a las alteraciones que se producen en la masa grasa corporal no se puede

descartar que los efectos se deban a estas alteraciones y no a la diabetes en si.

Tanto Sorll como RbI parecen ser reguladores criticos en el proceso de
diferenciacion de adipocitos, necesitandose un descenso en la expresion de Sor/l 'y
un aumento en RbI para que se produzca el paso de preadipocito a adipocito

maduro.
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ANEXO 1

Tabla 1. Secuencia de los cebadores utilizados en este estudio.

Gen Secuencia sentido (5"----3") Secuencia antisentido (5'----3") N° Acceso
Sorll rata AACACCTGTCTTCGCAACCA CCGGAACTGAGTGTCTGCAT NM_053519.1
Sorll raton TCGGCTTCCAGTGTCAGAAC AGAGTAGTCCCCGCAGTCAT NM_011436.3
RbI rata TGCGCTTTGACATCGAAGGA TGGAATTTGGACTCCGCTGG NM_017045.1
RbI ratén TGCATGGCTTTCAGATTCACC AGAGGACAAGCAGGTTCAAGG NM_009029.2
UCPI raton  ACTGCCACACCTCCAGTCATT CTTTGCCTCACTCAGGATTGG NM_009463.3
CIDEA ratbn AAACCATGACCGAAGTAGCC AGGCCAGTTGTGATGACTAAGAC NM_007702.2

PPARy raton GGTGTGATCTTAACTGCCGGA ACCTGATGGCATTGTGAGACA NM_001127330.2

Tabla 2. Mezcla de la RT.

Mezcla de la RT Volumen/pocillo (ul)

Buffer 5x First Strand (Invitrogen) 6

dNTPs (Thermo Scientific) 6
MgCl, (Ambion) 1,5
Cebadores de RT (Invitrogen) 0,17
Rnase Out (Invitrogen) 0,25
RT-M-MLV (Invitrogen) 1,5
H,O0 estéril (Sigma) 4,58
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Tabla 3. Programa de la RT.

Etapa

Temperatura (°C)

Tiempo (min)

Retrotranscripcion

Desnaturalizacion

Enfriamiento

37

4

95

95

15

Tabla 4. Mezcla de la qRT-PCR.

Mezcla de la qRT-PCR

Volumen/pocillo (nl)

PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems)

8,5
Cebador Forward (Invitrogen) 0,068
Cebador Reverse (Invitrogen) 0,068
H,0 estéril (Sigma) 64
Tabla 5. Etapas de la qRT-PCR.
Etapa Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (s)
Incubacion 1 95 600
95 600
Amplificacion 40 60 45
72 4
Enfriamiento 40 10
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porque un afio mas has estado ahi a mi lado cada dia, para lo bueno y lo no tan bueno, siendo
uno de mis mayores pilares, aunque ahora nuestros caminos se bifurquen un poco y no
sepamos qué hacer con nuestras vidas, si algo sé es que no te vas librar de esta pesada tan
facilmente. Y por ultimo y no menos importante, unas gracias enormes a mi novio Sergio, por
soportar mi estrés, mi mal humor y mi agobio siempre con una sonrisa y por estar ahi dia a dia

diciéndome: tu puedes.
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