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Abreviatures

Acacea: gen codificant per a 1’acetil-CoA carboxilasa a.
AGRP: Peptid relacionat amb la proteina agouti.
AMPc: monofosfat d’adenina ciclic.

aP2: proteina d’unid a acids grassos.

ARC: nucli arcuat.

ATP: trifosfat d’adenina.

BMI: index de massa corporal.

C/EBP: CCAAT/ proteina d’uni6 a enhancer (amplificador).
CART: transcrit regulat per cocaina i amfetamina.
CCK: colecistocinina.

CO-1i IV: subunitats [ 1 IV de la citocrom oxidasa.
CRE: element de resposta a AMPc.

CREB: proteines d’unio a elements de resposta a I’AMPc.
CREF: factor alliberador de corticotropina.

CT-1: cardiotropina 1.

DM1: diabetis mellitus tipus 1.

DM2: diabetis mellitus tipus 2.

DMH: hipotalem dorsomedial.

ERK: cinasa regulada per senyal extracel-lular.
FADH,: dinucleotid de flavina 1 adenina.

Fasn: gen codificant per a I’acid gras sintasa.

GDP: difosfat de guanidina.

GLP1: peptid similar al glucago 1.

HDL: lipoproteina d’alta densitat.

HSL: lipasa sensible a hormona.

ICV: intracerebroventricular.

IGF: factor de creixement de la insulina

IGFBP: proteina d’uni6 a IGF.

IL-6/11/12: interleucina 6/11/12.
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IRS: substrat del receptor de la insulina.
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LDL: lipoproteina de baixa densitat.
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LPL: lipoproteina lipasa.

MC3R /MC4R: receptor ¥ de la melanocortina.

MCH: hormona concentradora de melanina.
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NA: noradrenalina.

NAc: nucli accumbens.
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NO: oxid nitric.

NPY: neuropeptid Y.

NTS: nucli del tracte solitari.

Ob: gen codificant per a la leptina.

OB-R: receptor de la leptina.

OB-Rb: forma llarga del receptor de la leptina.

ODC: rata obesa induida mitjancant dieta de cafeteria.

PC1: prohormona convertasa 1.

PDX-1: proteina homeobox pancreatica/duodenal 1.
PGCla: coactivador de PPARY la.

PKA: proteina cinasa A

POMC: proopiomelanocortina.

PPAR: receptor activador de la proliferacio de peroxisomes.

PPRE: element de resposta a PPAR.
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PTP: fosfotirosina fosfatasa.

PVN: nucli paraventricular.

RAAS: sistema renina-angiotensina-aldosterona
RAR: receptor de I’acid retinoic 11-trans.
RARE: element de resposta a I’acid retinoic.
RNA: acid ribonucleic.

ROS: especies reactives de 1’oxigen.

RXR: receptor de 1’acid retinoic 9-cis.

RZL.: rata Zucker lean.

RZ0: rata Zucker fa/fa.

SNC: sistema nervids central.

SNS: sistema nervids simpatic.

SOCS3: supressor del senyal de citocines 3.
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TG: triglicerids.

TH: hormona tiroidal.

TNFa: factor de necrosi tumoral a.
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1. L’OBESITAT

L’obesitat, tal 1 com descriuen els estudis realitzats per la WHO (World
Health Organization), ha esdevingut una pandémia de proporcions
alarmants, més de 1000 milions d’adults pateixen sobrepes 1 250 milions
son clinicament obesos [1]. A més aquesta patologia és la que causa més
malalts cronics 1 minusvalies.

El progressiu augment en el consum de dietes amb un alt contingut caloric,
juntament amb la disminuci6 de [Dactivitat fisica, tan present en les
societats industrialitzades, ha triplicat el nombre de casos d’obesitat des
dels anys 80. Pero I’obesitat no queda restringida a les zones meés
desenvolupades del planeta, ans al contrari, son els paisos en vies de
desenvolupament els que estan augmentant més rapidament el seu nombre
d’afectats.

L’obesitat és doncs, un problema global, que el composen multiples factors
com els economics, els socials 1, evidentment, factors sanitaris. En
conseqiiencia es fa imperatiu trobar solucions a aquesta epidémia, que
incloguin tots aquests factors.

Aquesta tesi pretén fer un cop d’ull a la fisiopatologia de I’obesitat, i
centrar-se en [’estudi del mecanisme d’accido del tungstat sodic, una
substancia que recentment s’ha demostrat eficag en la lluita contra

I’obesitat [2].

1.1.ETIOLOGIA MULTIFACTORIAL DE L’OBESITAT

L’aparicio de I’obesitat és el resultat d’interaccions entre factors genetics,
ambientals, psicoldgics, socials 1 culturals que condueixen a un desequilibri

energetic 1, en conseqiiéncia, a una excessiva acumulacio de greix. La
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contribucid relativa de cada factor ha estat estudiada intensament 1, malgrat
que les diferéncies genetiques son de vital importancia, esta ampliament
acceptat que son els factors ambientals 1 els de comportament els

responsables principals de 1’actual epidémia d’obesitat.

Gens

Sindromes monogéniques Gens de susceptibilitat

S &

OBESITAT

Taxa metabolica @ : : % Factors culturals

Activitat fisica Ingesta d’aliments

Factors ambientals

Figura 1. Factors implicats en el desenvolupament de 1’obesitat (figura traduida de
P.G. Kopelman [3])

1.1.1. Factors genétics

La vessant genctica ha estat fonamental en el recent aven¢ que s’ha
realitzat en el camp de la regulaci6 del pes corporal. La majoria de
mutacions detectades en rosegadors, que es segreguen com a trets
mendelians, han estat clonades 1 han permes la identificacid6 de mutacions
homologues que, en humans, son responsables del desenvolupament de

I’obesitat. Aquestes mutacions han permes descriure o ampliar el
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coneixement de certes vies bioquimiques implicades en la regulacié de la

homeostasi energética.

La percepcido actual de D’obesitat, molt influenciada per estereotips
populars, fa que aquesta sigui considerada com a un problema de golafreria
1 una manca de voluntat. Aix0 evidencia la importancia dels factors
ambientals 1 psicologics en la patologia. No obstant, la importancia en
I’etiopatogeénia de 1’obesitat de certs factors genetics dins d’un context
ambiental determinat, esta ja, fora de tot dubte [4]. La contribuci6 genctica
en el desenvolupament de ’obesitat es fonamenta en diverses observacions
1 determinacions realitzades en individus amb diversos vincles familiars 1
de conducta. Aquestes observacions han descrit 1’existencia de families
amb predominanga d’obesitat [5]. A més, s’ha observat una major
concordanca de [I’index de massa corporal (BMI) entre bessons
monozigotics que entre dizigotics que comparteixen ambients similars [4,
6]. Fins 1 tot, s’ha determinat que el BMI de fills adoptats es relaciona
linealment amb el dels pares biologics, inclis quan no hi ha contacte
directe entre ells, 1 en canvi no hi ha relaci6 amb el dels pares adoptius,
amb els que comparteixen habits alimentaris 1 estil de vida [7]. Aquestes
evidencies, juntament amb d’altres, han permes estimar 1’heretabilitat de
I’obesitat en un 50-90% [4]. No obstant, I’augment desmesurat de 1’obesitat
en els darrers anys, demostra que la relacio entre la patologia 1 la genetica
¢s més complexa, 1 que es fa evident la preséncia de quelcom més que els
parametres genetics. Les evidencies indiquen que [’obesitat és una
patologia oligogenica, que pot ser modulada per multiples gens que
estableixen una complexa xarxa de comunicacid entre ells i amb factors
ambientals, com poden ser la dieta 1 I’activitat fisica entre d’altres [8].
Aquestes conclusions es reafirmen en les observacions realitzades en

rosegadors, on l‘efecte del background genétic sobre 1’adipositat en
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resposta a dietes hipercaloriques €s superior al que s’observa al comparar
diferents backgrounds genétics sotmesos a una dieta d’igual contingut
caloric, és a dir, que les diferéncies d’adipositat en soques congeniques
s’incrementen amb les aportacions caloriques de les dietes, indicant les
relacions entre I’ambient i els gens [4].

A banda de les sindromes de rara prevalenca associades a 1’obesitat
(Prader-Willi, Bardet-Bield, Alstrom o Coehn, entre d’altres), les
influéncies genétiques semblen actuar, en la immensa majoria de casos, a
través de gens de susceptibilitat. Aquests gens poden conferir una
predisposici6 a patir la malaltia, perd no sén, ni essencials, ni suficients per
desenvolupar-la. Els estudis de Bouchard [9] realitzats en germans bessons,
recolzen aquesta hipotesi, suggerint 1’existencia d’una susceptibilitat
genetica a desenvolupar ’obesitat sota unes circumstancies ambientals
concretes.

Durant els darrers anys s’han dut a terme nombrosos estudis amb 1’objectiu
d’identificar la base genética d’aquesta predisposicidé 1 determinar gens
candidats. En aquest sentit, I’aven¢ més espectacular ha estat el
descobriment del gen ob i del seu producte, la leptina. La hipotesi
immediata, que postulava que 1’obesitat humana podria ser producte d’una
deficiencia d’aquesta proteina, va ser truncada en comprovar-se que
I’obesitat humana transcorre amb elevades concentracions d’aquesta
hormona [10]. Tot 1 haver estat identificat el gen ob en humans, les
alteracions genétiques d’aquest gen son extremadament rares [11, 12], 1
causen un fenotip d’hiperfagia, hipogonadisme i obesitat morbida. La cerca
d’una hipotesi per tal d’explicar els elevats valors de leptina en humans
obesos, va permetre descobrir el gen codificador del receptor de la leptina
(Lepr) [13]. La mutaci6é d’aquest gen també s’ha descrit excepcionalment
[14], causant un fenotip similar al descrit per la deficiéncia de la leptina.

Altres mutacions monogeniques descrites en humans, que causen obesitat,
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son les mutacions sobre els gens de POMC [15] 1 de PC1 [16], ambdues
amb pocs casos descrits, 1 sobre el gen del MC4R, aquest ultim forga més
prevalent, ja que es detecta entre el 3 1 el 5 % d’individus amb obesitat
morbida [17-19].

Els gens candidats exposats codifiquen, majoritariament, per proteines
implicades en la regulacid de la ingesta a través del sistema de la leptina 1
de la via de la melanocortina. Les vies de regulacio del pes corporal
descrites a partir de les formes monogeniques d’obesitat, han permes el
desenvolupament de noves aproximacions terapeutiques. Aixi ho demostra,
per exemple, I’éxit de D’administraci6 de leptina en pacients amb
deficiéncia en aquesta hormona [20]. Malgrat tot, les mutacions
comentades Unicament poden explicar un percentatge infim de la
prevalenca de 1’obesitat. En la majoria de casos, el desenvolupament de
I’obesitat obeeix a una rad poligénica, on la combinaci6 d’aquests i/o altres
gens, conjuntament amb factors ambientals, incrementa la susceptibilitat a
desenvolupar obesitat a través de diferents mecanismes. Son diversos els
gens que han estat associats amb alteracions de la taxa metabolica, el

metabolisme lipidic, la funci6 de I’adipdcit, la termogenesi i/0 la ingesta.

1.1.2. Factors ambientals

Pero, com ¢€s que el genoma huma conté una bateria genica tan amplia que
permet una acumulacié de greix que esdevé excessiva i, fins 1 tot,
patologica?. La resposta pot estar en la teoria del gen estalviador (thrifty
gene) formulada per Neel [21]. En ella, es suggereix que la gran capacitat
d’emmagatzemar energia en forma de greix és un mecanisme de defensa
que hauria facilitat la supervivencia dels nostres antecessors en els primers
temps de la preséncia humana a la terra. La successié de diversos periodes

en el que I’aliment escassejava, va afavorir la supervivéncia d’aquells
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individus que eren capacos d’emmagatzemar més eficientment les calories
ingerides durant periodes d’excés d’aliments, en detriment d’aquells
individus desproveits d’aquesta capacitat. Aquestes époques de fam s’han
repetit periodicament durant la historia de la humanitat, fent possible la
seleccid6 d’una raca amb un alt potencial d’emmagatzemar energia.
Desafortunadament, dos successos claus en la historia recent han fet
manifestar la tendéncia a desenvolupar obesitat en aquesta raca
seleccionada. Per una banda, la revolucid industrial, on els humans van
desenvolupar maquines capaces de realitzar les tasques que fins aquell
moment feien els homes, causant una disminucié important de la despesa
energetica diaria. En segon lloc, 1 més recentment, la globalitzacio de la
cultura occidental, caracteritzada per un facil accés a dietes d’elevada
palatabilitat 1 d’alt contingut caloric, 1 per una vocacio sedentaria activitats
ludiques dominades per la televisio 1 pels ordinadors [22]. Tot aix0 ha
provocat que I’avantatge genctica que ens aportava el “gen estalviador”
s’hagi tornat en contra fent que allo que en principi era un caracter genctic

adaptatiu, hagi deixat de ser-ho [23, 24].

1.2.CRITERIS PER LA DEFINICIO D’OBESITAT:

L’obesitat es defineix com un excés en la acumulacio de teixit adipos. El
greix corporal ¢€s dificil de mesurar, no obstant, s’han establert diversos
indexs que correlacionen 1’obesitat amb parametres antropometrics i/0
fisics. El fet de que aquests indexs hagin estat elaborats a partir d’estudis
realitzats en poblacions caucasianes, en major o menor mesura limiten el
seu us en certs grups €tnics [25, 26]. No obstant, 1’inassolible cost de les

determinacions rutinaries del greix corporal mitjangant técniques com la
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tomografia o la ressonancia magnetica [27, 28], fan d’aquests index les
eines més utils en la practica clinica.

L’obesitat, el pes, 1’algada 1 el contingut de teixit adipds son parametres
continus, 1 en conseqiiencia, ¢s dificil determinar el punt on comencga el
sobrepés o 1’obesitat, i identificar els individus o grups amb risc de
morbiditat 1 els casos on cal la intervencio clinica. Per tant és util establir
classificacions a partir de valors discrets dels indexs d’obesitat. En aquesta
linia, la WHO 1 el NIH (National Institutes of Health), han proposat uns
criteris de classificacid del sobrepes en funcid del BMI (Body Mass Index)

aplicables a adults de qualsevol edat i sexe [29] [taula 1].

- BMI: es defineix com la relacio entre el pes 1 1’algada al quadrat. Aquest
¢s I’index més emprat per la seva facilitat de calcul 1 la bona correlacié

amb la proporcio de teixit adipds [30].

BMI = pes (Kg) / Al¢ada (m)’

S’han descrit estretes relacions entre el BMI 1 la incidéncia de certes
malalties croniques causades per I’excés de greix, com la diabetis mellitus
tipus 2, hipertensio, malalties coronaries 1 osteoartritis [31-33]. Aquestes
relacions son aproximadament lineals per a valors de BMI menors de 30
(Kg/m®), perd el risc de patir aquestes malalties s’incrementen molt en

persones amb BMI superior a 30, independentment del genere [3].
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Taula 1: Definicié dels diferents graus de sobrepes (adaptat de Kopelman

PG [3])

BMI Classificacio Descripcio
(Kg/m?) WHO popular
<18.5 Pes insuficient Prim
18.5-24.9 Normopes Normal, saludable
25.0-299 | Sobrepes grau 1 Sobrepes
30.0-39.9 | Sobrepes grau 2 Obesitat
>40.0 Sobrepes grau 3 | Obesitat morbida

Aquest index presenta altres inconvenients a més de les diferéncies
poblacionals abans esmentades. Les mesures en les que es basa el BMI no
distingeixen entre la massa greixosa 1 la massa magre, aix0 provoca
interpretacions equivocades en certes patologies on la relacié de teixits es
desvia dels parametres normals, com lesions de la medul-la espinal [34],
patologies relacionades amb [’alteracié de la densitat ossia [35] o la
dismorfia muscular, més popularment coneguda com complex d’Adonis o

vigorexia [36].

- Circumferéncia de la cintura: és la mesura, en centimetres, de la
circumferencia del cos a 1’algada del punt mig entre el final de les costelles
1 la part superior de la pelvis. Determina principalment el greix abdominal,
1 es correlaciona bé amb el risc de malaltia coronaria, hipertensio, diabetis
mellitus tipus 2 i els nivells de lipids en sang [37, 38]. Aquesta mesura
presenta com a major complicacio, la diferent distribucid del greix entre
generes, €s per aixo, que s han d’establir punts de tall diferents entre homes

1 dones per definir el risc de complicacions metaboliques. S’ha determinat
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que amb una circumferencia igual o superior a 94 cm, en el cas dels homes,
1 de 80 cm en les dones, s’arriba al nivell 1 en el risc a patir malalties
metaboliques. En mesures superiors a 102 cm en homes 1 88 cm en dones
s’arriba al nivell 2. El nivell 1 indica risc potencial de patir malalties
coronaries, mentre que al nivell 2 s’han d’iniciar accions terapéutiques.

Aquest index també presenta I’inconvenient de no mesurar amb precisio el

greix intrabdominal.

- Relacio entre el perimetre de la cintura i del maluc: Aquest index
permet establir 1’existéncia d’obesitat intrabdominal, presenta una alta
correlacio amb el BMI [39, 40] 1 s’ha correlacionat amb complicacions

metaboliques independents del sobrepes o obesitat [38, 41].

- Plecs cutanis: Aquest index s’obté del valor mesurat, en centimetres, amb
I’ajut de calipers en els plecs subescapulars, suprailiacs, del biceps 1 del
triceps. Aquesta mesura, presenta com a principal desavantatge els
problemes d’homogeneitzacid de mesures entre els diferents observadors, a

més de no donar informacio sobre el greix intrabdominal ni intramuscular.

- Bioimpedancia: Aquesta mesura es basa en el principi que la massa
magra ¢s millor conductor del corrent eléctric que el greix. Amb aquesta
tecnica es mesura la impedancia o resisténcia al pas d’un corrent de baix
voltatge aplicat en les extremitats del cos, 1 mitjancant equacions
empiriques, es pot estimar el contingut de greix corporal en funcié de la
impedancia [42]. Aquest index no presenta massa avantatges respecte les
mesures antropomeétriques, ja que tampoc mesura directament el teixit

adip0s.
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Existeixen altres métodes menys comuns o que s’esta determinant la seva
correlaci6 amb I’obesitat. Aquests son: la mesura del volum abdominal

[37], el desplacament d’aire [43] o la ultrasonografia [44].

1.3.ESTUDIS EPIDEMIOLOGICS

Per definir 1’obesitat com a pandémia i com a problema de salut publica
capdavanter, només cal que ens fixem en la seva evoluci6 en els darrers
anys, 1 en el fet que la malaltia es troba estesa tant en paisos industrialitzats
com en paisos en vies de desenvolupament. Es calcula que entre el 50 1 el

60% de la poblacio pateix sobrepes o obesitat [45].

Als Estats Units de Nord-América, les quotes de sobrepés 1 obesitat s’alcen
fins al 60% en adults 1 el 30% en infants 1 adolescents [46]. Les morts
relacionades amb aquesta patologia ascendeixen anualment a 300 000,
esdevenint una de les primeres causes de mortalitat en aquest pais. El cost
anual relacionat amb la malaltia s’ha estimat que ascendeix a 117 000
milions de dolars, el que representa entre un 5% 1 un 7% dels costos medics
totals dels Estats Units de Nord-Ameérica [47]. Totes aquestes dades
conjuntament amb ’evidéncia de la progressio de la malaltia, fan esdevenir
aquest pais el paradigma de I’obesitat.

Els estudis NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey)
[48, 49] han recollit dades antropometriques a nivell dels Estat Units de
Nord-Ameérica durant els anys 1960-2002. En ells s’observa que, als darrers
quaranta anys, s’ha produit un increment progressiu tant de pes corporal
com de BMI en tota la poblacio, accelerant-se 1’increment en les dues
ultimes décades. També s’ha constatat que no hi ha diferéncies de
tendeéncies entre sexes, entre rangs d’edats ni tampoc entre grups €tnics [45,

50]. Aixi doncs, la mitja de pes entre els nord-americans ha incrementat un
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14% en el cas dels homes 1 un 17% en les dones, arribant a nivells de BMI
de 27.9 1 28.2 respectivament [50, 51].

A nivell mundial, la WHO ha desenvolupat un projecte per monitoritzar el
risc de malaltia cardiovascular, 1’estudi MONICA (Multinational
MONItoring of trends and determinants in CArdiovascular disease).
Aquest estudi ha estat util per determinar els valors d’obesitat a nivell
mundial en els anomenats paisos desenvolupats. Les dades que recull
aquest estudi descriuen el comportament de 1’obesitat entre els anys 1980 1
1995 en persones d’edat compresa entre els 35 1 64 anys. L’estudi presenta
uns nivell menors d’obesitat que als Estats Units de Nord-America. No
obstant lluny de mantenir-se aquests nivells, existeix la mateixa tendéncia a
I’increment del pes 1 del BMI que al pais nord-america. Aixi doncs, Regne
Unit presenta un percentatge de poblacié adulta obesa del 24%, Espanya 1
Alemanya del 14.5% , 1 Italia, Franga 1 Suécia presenten nivells menors
amb un 7%. Si considerem conjuntament 1’obesitat i el sobrepes, la major
prevalenca s’observa a Grecia, Espanya, Alemanya i1 Regne Unit amb
valors al voltant del 35%, afectant més a les dones que als homes [52-54].
Pero I’augment de la prevalenca de 1’obesitat no és exclusiu dels paisos
desenvolupats,ja que €s als paisos considerats en vies de desenvolupament
on s’esta registrant un major augment en la incideéncia de la malaltia [Fig.
2] 1 esta esdevenint un important problema sanitari [3, 55, 56]. L’estudi
dels components de la dieta en aquests paisos, son reveladors de la causa de
I’augment de [’obesitat, ja que existeixen correlacions positives entre
I’increment de consum de greixos, de carbohidrats i de volum total de
ingesta amb el BMI [57]. A nivell d’Espanya les dades més recents que es
disposen son del 2001, resultants dels estudis realitzats per la SEEDO
(Sociedad Espariola para el Estudio de la Obesidad) [58], d’ells es despren
que el 45,0 % dels homes i el 32,3 % de les dones presenten sobrepés,

mentre que el 13.4% dels homes i el 15.7% de les dones son obesos.
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Resulta també alarmant I’increment de la incidéncia en 1’obesitat infantil,
que ha passat de ser del 5% al 1984 al 15% actual.

Obesitat Sobrepés Sobrepés Obesitat

Europa C

Orient mitja D

América A -

America B

Europa B

Sud-est Asiatic B e ——
Europa A 7

Ameérica D
Africa E

Orient mitja B —

Pacific Oest A
Pacific Oest B

Sud-est Asiatic A Q B 6\
Africa D -:l

T T T T I T T 1

80 60 40 20 0 20 40 60 80

Figura 2. Estimaci6 de la prevalenga d’obesitat en persones d’edat compresa entre 45
1 49 anys en diferents zones del mon. L’estudi ha inclos un total de 191 paisos. Per
il-lustrar la naturalesa de cada regid, els tres paisos de major poblacié s’especifiquen
en la segiient llista: Africa D: Nigéria, Algéria i Ghana. Africa E: Etiopia, Congo i
Sud-africa. Ameérica A: Estat Units de Nord-Ameérica, Canada i Cuba. América B:
Brasil, Mexic 1 Colombia América D: Pertu, Equador 1 Guatemala. Orient mitja B:
Iran, Emirats Arabs i Arabia Saudita. Orient mitia D: Pakistan, Egipte i Sudan.
Europa A: Alemanya, Franca 1 Regne Unit. Europa B: Turquia, Polonia i
Uzbekistan. Europa C: Russia, Ucraina i Kazakhstan. Sud-est asiatic B: Indongesia,
Tailandia 1 Sri Lanka. Sud-est asiatic D: India, Bangladesh, and Myanmar. Pacific
oest A: Japo, Australia i Singapur. Pacific oest B: Xina, Vietnam i Filipines. (Adaptat
de James P.T. [55])

1.4.PATOLOGIES ASSOCIADES A L’OBESITAT

L’obesitat esdevé clinicament important pel fet de ser un condicionant de la
salut del pacient 1 per associar-se amb diverses patologies de pronostic
greu. Aquestes patologies associades a I’obesitat poden estar causades pels
canvis metabolics vinculats a 1’excés d’adipositat, o per 1’increment

d’adipositat per se. L’obesitat pot afectar a la majoria dels organs, des del
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cervell fins a les extremitats inferiors, causant multiples alteracions

cliniques.

Resisténcia a la insulina i diabetis mellitus tipus 2:

La relaci6 entre I’obesitat 1 la resisténcia a la insulina s’ha descrit en tots
els grups etnics. La insulina i I’adipocit estableixen una estreta relacid, per
una banda, 1’adipocit €s un dels tipus cel-lulars de I’organisme amb major
resposta a aquesta hormona, per ’altre, la insulina regula processos claus
de la biologia de 1’adipocit: promou la diferenciacié dels preadipocits a
adipocits, estimula la lipogénesi 1 inhibeix la lipolisis [59]. La resisténcia a
la insulina es defineix com un decrement en 1’efecte de la insulina enfront
el metabolisme, I’emmagatzemament 1 la captacid6 de glucosa. Aquesta
patologia es caracteritza per una disminucié de la captacidé de glucosa en
muscul 1 en teixit adipds, a més d’una fallida en la supressio de la secrecid
de glucosa hepatica [60-64]. El greix intrabdominal esta relacionat més
fortament amb la resisténcia a la insulina que el greix subcutani [65]. Aix0
es degut a una major secrecido d’adipocitocines 1 d’acids grassos per part
dels diposits de greix intrabdominal. S’han descrit relacions entre certes
adipocitocines 1 el descens de sensibilitat a la insulina en muscul 1 en fetge.
De fet, s’ha descrit que TNF-a redueix 1’accié de la insulina en muscul
[66], 1 que els acids grassos alliberats pels adipocits incrementen la
resisténcia a la insulina en fetge i muscul mitjangant mecanismes que
afecten a la senyalitzaci6 intracel-lular de la insulina [67]. A més s’ha
observat que I’adiponectina, que provocaria una millora en la sensibilitat a
la insulina [68], veu disminuits els seus nivells circulants en pacients
obesos [69, 70]. En I’'informe presentat pel National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Panel III [71, 72], es defineixen els criteris que

s’han de complir per diagnosticar resisténcia a la insulina. El diagnostic €s
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positiu per la resisténcia a la insulina, quan es donen alhora tres o més dels

seglients criteris:

HOMES DONES
Circumferéncia de la cintura >102 cm >88 cm
Concentracio colesterol-HDL <40 mg/dl <50 mg/dl
Concentracio triglicérids > 150 mg/dl
Concentracio de glucosa en deju > 110 mg/dl
Pressio sanguinia >130/>85 mm Hg

En el cas dels obesos, aquest valors son comuns en la majoria de casos,

evidenciant la relacid existent entre 1’obesitat 1 la resisténcia a la insulina.

En els estadis inicial de la resisténcia a la insulina, el pancrees és capag de
respondre a aquest conjunt d’anomalies produint més insulina, 1 assolint el
que s’anomena estat d’hiperinsulinémia compensatoria [3]. Tanmateix,
aquesta sobrecarrega secretora acaba per provocar la fallida de la cel-lula
pancreatica i I’aparici6 de diabetis de tipus 2 (DM?2), que representa el 90%
dels individus diabétics, 1 afecta a la majoria d’obesos. Per una altre banda,
I’obesitat s’ha reconegut com a factor de risc per desenvolupar diabetis [73,
74], 1 malgrat que no tots els obesos desenvolupen la malaltia, s’ha associat
I’augment de la prevalenga d’obesitat amb I’augment de la prevalenca de la

diabetis [75].
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Dislipemia:

La dislipemia es defineix com I’alteraci6 de la taxa hematica dels lipids
Les anomalies en el perfil lipidic observades en I’obesitat, principalment en
I’obesitat central, consisteixen en 1’augment dels nivells circulants de
triglicerids 1 de colesterol, a més de I’augment del nombre de particules de
VLDL i LDL 1 una disminuci6 de les HDL [73, 76, 77]. El primer defecte
causat per [’obesitat en el metabolisme lipidic, sembla ser la
sobreproduccié de VLDL en fetge, causada per la disminucio de la
capacitat de la insulina per reduir la secrecid de glucosa i dels NEFA en el
teixit adipds. Paral-lelament a aquesta sobreproduccid, es redueix
I’aclariment de lipoproteines riques en TG, per una disminucié de
’activitat de la lipoproteina lipasa (LPL) [78] que provoca la disminucio de
la transferéncia d’apolipoproteines 1 fosfolipids dels TG, reduint els nivells
de HDL. Un altre punt clau en la regulacio dels nivells de lipids en sang €s
el receptor de LDL, responsable de I’aclariment de les particules VLDL, 1
que, en pacients obesos, es troba parcialment desactivat. A resultes
d’aquests processos el perfil lipidic dels obesos esdevé aterogen 1 es
correlaciona amb risc de malaltia cardiovascular [79] i de resisténcia a la

insulina [78].

Hipertensio

La hipertensio €s la patologia associada a 1’obesitat més coneguda, tot 1 que
els mecanismes concrets que lliguen ambdues patologies encara no s’han
aconseguit descriure. S’ha demostrat 1’existéncia d’una associaci6 lineal
entre el BMI 1 el percentatge de gent amb hipertensid arterial [49]. El
percentatge d’hipertensos entre la poblacidé obesa es situa al voltant d’un
35% [80]. En dones, aquesta correlacid es fa més evident, arribant a
multiplicar-se per quatre el risc de patir hipertensié en dones amb BMI >

30 mg/Kg’ respecte les dones amb BMI de 21 mg/Kg® [81]. S’han observat
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alteracions a nivell hemodinamic en la hipertensio lligada a obesitat, son
I’increment del volum intravascular i la resisténcia vascular periférica,
aquesta ultima conseqiliencia de la incapacitat que té 1’organisme de donar
resposta a 1’increment del volum intravascular. L’increment d’aquest
volum, tal 1 com mostren els estudis realitzats en diferents models animals,
podria estar causat per alteracions a nivell renal que provocarien alteracions
en la natraria [82, 83]. El sistema renina—angiotensina—aldosterona
(RAAS), en pacients obesos, s’ha observat hiperactivat [84], suggerint un
plausible paper clau del RAAS en la hipertensio lligada a I’obesitat. A més,
no es pot deixar de banda la predisposicio genética dels individus a patir
aquestes alteracions, que sembla rellevant,tal 1 com suggereix el fet de que
no tots els hipertensos siguin obesos 1 que s’observi una alta prevalenca

d’hipertensi6 entre els membres d’una mateixa familia [24].

Malalties coronaries

L’obesitat s’ha relacionat amb diverses anomalies del cor. En un estudi
realitzat en la poblacid6 nord-americana s’ha observat un increment
significatiu en la prevalenca de malalties coronaries, diabetis, hipertensio 1
hipercolesterolémia amb 1’increment del pes corporal en qualsevol geénere,
grup etnic 1 grup socioeconomic [85]. La infiltracid de greix en el miocardi,
la hipertrofia ventricular dreta, I’excés de greix epicardic, ’augment de la
pressio del ventricle dret 1 les anomalies en la funcidé ventricular, son
alteracions de 1’estructura i la funci6 cardiaca recurrents en pacients amb
un historial de llarga durada d’obesitat [86]. L’obesitat també pot ser
causant d’aritmies 1 d’intervals perllongats de QT, que son factors que
predisposen a la mort sobtada [87]. En casos d’obesitat morbida s’ha
demostrat que, tot i tenir una capacitat cardiopulmonar normal, la capacitat

per realitzar esforgos fisics esta reduida respecte els individus prims [88].
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Alteracions renals

Les disfuncions renals associades a 1’obesitat inclouen canvis del ronyo6 a
nivell morfologic 1 estructural. La glomerulomegalia i la glomerulesclerosi
s’han associat no tan sols amb obesitat, sind6 també amb el sobrepés [24,
89]. Les adaptacions funcionals més importants del ronyd en una situacioé
d’obesitat son ’augment de la filtracié glomerular, 1’increment del flux
sanguini al rony¢ 1 la hipertrofia renal. L obesitat té els mateixos efectes
que la diabetis sobre el rony6, amb una fase inicial de hiperfiltracié
glomerular seguida de microalbuminuria. A aquesta fase I’hi segueix una
fallida progressiva de la filtracido glomerular i un augment en 1’excrecio
d’albamina que desemboca en proteintria 1 en certs casos en una fallida
renal [90]. Aixo suggereix que la hiperfiltracié glomerular ¢és la causa

principal de la glomerulopatia relacionada amb 1’obesitat [91].

Hiperuricémia:

La hiperuricémia s’observa freqlientment en pacients obesos degut a una
sobreproduccid d’acid tric 1 una deficient excrecid renal lligada a la sintesi
d’acids grassos a fetge [92]. També s’ha proposat la hiperinsulinémia com
un factor que contribueix a aquesta anomalia, mitjangant una disminucio en
’eficiencia excretora del ronyo, que limita 1’aclariment de I’acid uric. S’ha
descrit que amb millores en la resisténcia a la insulina causades per dietes
hipocaloriques o per farmacs que augmenten la sensibilitat de la insulina, la
concentracié en sang d’acid tric en pacients obesos 1 hipertensos es redueix

[93, 94].

Cancer
Les evidencies de I’existencia d’algun tipus de relacid causal entre
I’obesitat 1 certs tipus de cancer augmenten amb la publicacié de nous

estudis. Els estudis realitzats per Calle 1 col-laboradors [95, 96] sobre una
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poblacio superior a 900 000 individus a Nord-Ameérica i amb un seguiment
de 16 anys, mostren clarament que 1’obesitat augmenta el risc de patir
qualsevol tipus de cancer, 1 augmenta la mortalitat en alguns tipus
especifics de cancer com de ronyo, colon, recte [97], pit (en dones
postmenopausiques) [98], ovari, pancrees [99], prostata i endometri [100].
Estudis en altres poblacions mostren resultats similars [101]. En els estudis
de Moore 1 col-laboradors [102], s’ha observat que el grau d’obesitat
central és el millor indicatiu de risc de cancer de colon, el que implica la
distribucio de greix corporal com a element a tenir en compte a [’hora de
fer ’estudi de la relaci6 entre obesitat 1 cancer. EI mecanisme que relaciona
I’obesitat amb el cancer encara no s’ha arribat a dilucidar, no obstant hi ha
diverses hipotesis que relacionen ambdos patologies a traveés de processos
inflamatoris, estrés oxidatiu i resisténcia a la insulina. L’IGF1 (insulin-like
growth factor) es troba en el centre d’aquestes hipotesis, ja que nivells
elevats d’IGF1 s’han associat amb diversos tipus de cancer (pit, ovari,
prostata 1 bufeta) [103]. L’obesitat central 1 la insulina promouen I’augment
1 Pactivacio d’IGF1, que, en estats de sobrenutricio, promou la proliferacio
cel-lular 1 inhibeix ’apoptosi [104]. Tot i que no hi ha increments d’IGF1
en pacients amb un BMI elevat, els investigadors accepten que hi ha una
major proporcido d’IGF1 lliure capag de promoure la diferenciacio cel-lular
[105]. Augments en la proteina IGFBP-3, que uneix IGF1 impedint la seva
uni6 al receptor i per tant la seva activitat proliferativa, s’han mostrat

eficagos en la prevencid de diversos tipus de cancers [106, 107].

Alteracions respiratories

Es freqiient la disfuncid pulmonar en pacients obesos que desemboca en un
menor volum de reserva expiratori degut a diposits de greix subcutanis que
causen alteracions en la musculatura pulmonar. Els pacients obesos

tendeixen a ventilar exclusivament els camps aeris superiors el que provoca
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episodis de disminucid de la concentracié d’oxigen en sang (hipoxémia) i
d’increment de la concentracié de dioxid de carboni (hipercapnia). En
pacients amb un BMI molt alt, a més s’uneixen problemes
d’hipoventilacio, el que provoca el desenvolupament del sindrome de
Pickwick, caracteritzat per hipersomnoléncia dilirna en persones obeses
[24, 108]. Una alteracié for¢a comu entre els obesos €s 1’apnea obstructiva
de la son, de fet la prevalenga de 1’apnea en pacients obesos és del 40%, 1
arriba al 98% en obesos morbids [109, 110]. La causa d’aquesta anomalia
escau en que els pacients tenen diposits de greix adjacents a la faringe, al
paladar 1 a la ivula, el que provoca I’estenosi de la via nasofaringia [111].
També hi ha una implicacié del SNC, ja que decau la seva activitat durant
certes fases del son provocant la disminuci6 del to muscular del diafragma,

contribuint al col-lapse de les vies respiratories [24].

Malalties osteoarticulars

Limitacions en la funcié locomotora, com la pérdua de flexibilitat 1 el dolor
articular, aixi com 1’osteoartritis, han estat relacionades amb [’obesitat
[112-114]. Si bé, moltes d’aquestes alteracions es localitzen en les
articulacions de les extremitats inferiors (coxofemoral, genoll 1 turmell) 1 en
les intervertebrals, que son responsables de suportar el pes del cos en major
mesura, també s’han observat en d’altres articulacions que no han de
suportar pes, suggerint la presencia d’altres mecanismes de 1’obesitat que

alteren el cartilag i el metabolisme ossi independentment del pes.

Complicacions psicologiques

Els prejudicis 1 la discriminacid contra els obesos persisteix, tot i
I’increment mundial de la prevalenca d’obesitat 1 el coneixement del
component genetic. La causa d’aquestes actituds negatives es troben en la

idealitzaci6 d’un fisic prim en la nostra cultura [115-117], 1 una de les
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conseqiiencies €és 1’estrés cronic de les persones que pateixen obesitat. No
obstant, 1’assumpcidé de que 1’obesitat esta fortament relacionada amb
trastorns psicologics 1 emocionals, no esta totalment acceptada entre la
comunitat cientifica per la manca de mostres representatives de la societat,
de I'ts d’eines de validacidé clinica, de definicions poc concretes de
sobrepes 1 obesitat, aixi com la utilitzacid de grups controls inadequats en
els primers estudis realitzats [115, 118, 119]; a més d’altres evidéncies,
com que a la majoria dels pacients obesos no se’ls diagnostica depressio
[120], dificulten 1’acceptacid6 de [ID’existencia de complicacions
psicologiques associades a 1’obesitat. S’han realitzat noves generacions
d’estudis en els que s’ha intentat relacionar els aspectes psicologics amb
I’obesitat [49, 121-127], pero el problema de I’heterogeneitat en la
personalitat dels pacients obesos esdevé un escull que, de moment, no s’ha
aconseguit eludir. Les conclusions d’aquests darrers estudis, a falta de fer-
ne més 1 millors, han determinat una relacié entre 1’obesitat i depressid en
dones, essent la depressio en 1’edat adolescent la desencadenant de
I’obesitat en posteriors etapes de la vida adulta [126]. En homes obesos no
s’estableix cap relacio entre el BMI 1 la depressio, en canvi, en dones
obeses la depressid €s un 37% superior que en dones primes. Aquesta
difereéncia en la incidencia de transtorns psicologics entre generes, s’explica
per la major pressid social que reben les dones per assolir els canons
estetics actuals, 1 no per una relacio causal amb I’obesitat, que encara no

s’ha demostrat empiricament.

1.5.TRACTAMENT DE L’OBESITAT

La disminuci6 de pes en pacients obesos millora, i fins 1 tot elimina les
patologies associades a 1’obesitat [128]. Un objectiu realista en el

tractament contra I’obesitat es basa en aconseguir una disminuci6 d’entre el
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51¢e 10 % del pes corporal en un periode de 6 a 12 mesos, seguit d’un
control a llarg termini per mantenir el pes aconseguit. Els tractaments no
farmacologics inclouen terapies de conducta, exercici fisic 1 dieta.
L’objectiu d’aquestes terapies de conducta consisteix en inculcar al pacient
una se¢rie de canvis en 1’estil de vida beneficiosos per al bon
desenvolupament del programa de tractament [129]. L’activitat fisica és un
component fonamental en qualsevol programa de disminucié o
manteniment del pes corporal. La intensitat de 1’activitat fisica s’ha de
regular en funci6 de les capacitats del pacient, pero el punt de major
incidéncia és 1’assiduitat en la seva practica. S’ha de tenir en compte que el
tractament de 1’obesitat mitjangant I’activitat fisica provoca un increment
de la ingesta com a resposta compensatoria del desequilibri en el balang
energetic. Aix0 provoca una eficacia relativa en la pérdua de pes en
periodes d’activitat fisica moderada 1 perllongats [130], 1, en conseqiiencia,
es recomana l’associacié de dietes hipocaloriques a 1’exercici. Aquestes
dietes hipocaloriques, han de garantir D’equilibri dels micro 1 dels
macronutrients, 1 per tant cal que aquestes estiguin dissenyades per
especialistes que 1’adeqiiin a les necessitats de cada pacients

El tractament farmacologic de I’obesitat esdevé necessari en aquells casos
en els que els canvis en Pestil de vida, amb increment de 1’activitat fisica 1
la reduccid de la ingesta calorica, no esdevé satisfactori, o no provoca una
perdua de pes sostinguda, causant, en conseqiiencia, un guany després d’un
determinat temps.

Actualment es disposa de dos farmacs amb llicencia pel tractament de

I’obesitat.

Orlistat (Xenical)
L’orlistat és un derivat de la lipostatina aillada de la bacteria Streptomyces

toxytincini, que actua com inhibidor de lipases intestinals bloquejant el
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centre actiu d’aquestes, evitant la hidrolisi dels TG a acids grassos 1
monoglicérids, que son molécules capaces de ser absorbides a nivell
intestinal. Aixi doncs, 1’orlistat causa un descens del 30% en 1’absorcid
intestinal de lipids [131, 132]. Els efectes secundaris descrits per a aquest
farmac inclouen diarrees, incontinéncia fecal, dolor abdominal i1 elevat
contingut lipidic fecal. A més, s’ha descrit un increment en la hiperfagia,
com a conseqiiencia de I’increment en [’alliberacid de colecistocinina
(CCK) [133]. Associat a la malabsorcié causada pel farmac, els pacients
també disminueixen ’absorcid de vitamines liposolubles (vitamines A, D,
E i1 K), per la qual cosa, normalment s’associa una suplementaci6 de la
dieta amb vitamines al tractament.

El tractament amb orlistat s’ha mostrat eficag en pacients obesos, ja que
aquests perden un 10,3 % de pes corporal en un any, mentre que els tractats
amb placebo només redueixen el pes corporal un 6,3 % [134]. La pérdua de
pes causada pel tractament s’observa que €s significativa després de quatre

anys de tractament.

Sibutramina (Meridia, Reductil)

La sibutramina és una [-fenetilamina que actuant sobre receptors
monoamingrgics inhibeix la recaptacid de serotonina 1 noradrenalina [135,
136]. Aquesta inhibici6 provoca una disminucid6 de la ingesta en els
pacients tractats [137] i1 causa un increment en la termogénesi [136]. Els
efectes secundaris descrits per aquest farmac inclouen alteracions
cardiovasculars com [’increment en la pressio sistolica 1 diastolica,
increment del ritme cardiac, taquicardia, palpitacions 1 vasodilatacié. El
tractament amb sibutramina en pacients obesos causa una baixada de pes
corporal durant els sis primers mesos (11,3 Kg), seguida d’un lleuger guany
de pes durant els 12 mesos segiients, perd menor que els pacients tractats

amb placebo [138].
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A més d’aquests dos farmacs, n’hi ha un altre que esta en fase clinica III,
amb unes molt bones perspectives, €és el rimonabant (Acomplia,
SR141716). Aquest farmac €s una neuroquinina antagonista i selectiva del
receptor endocannabinoid CB1, responsable de la reduccié de la ingesta, de
la sensacidé de gana i del pes corporal [139-142]. Els resultats descrits en
I’estudi RIO, mostren una reduccio6 del pes corporal de 8,2 Kg en 1 any, el
que representa una perdua significativament superior a la del grup tractat
amb placebo que ¢és de 5,8 Kg en el mateix periode [143]. La millora
d’aquest farmac respecte als altres dos anteriorment descrits, és que 1’efecte
reductor de pes continua 9 mesos després d’arribar a 1’estabilitzacid, un

periode superior al de I’orlistat 1 la sibutramina.

1.6.MODELS EXPERIMENTALS D’OBESITAT

Els models experimentals d’obesitat han esdevingut una eina essencial per
a I’estudi d’aquesta patologia. La seva utilitzacio ha permes aprofundir en
el coneixement dels diferents aspectes de la malaltia, alhora que realitzar
aproximacions dificilment viables en humans. Actualment existeixen
multiples models d’obesitat, cadascun d’ells amb determinades
caracteristiques utils per a 1’abordatge d’objectius concrets. A grans trets,
els models experimentals d’obesitat es poden classificar en genctics o en
induits per dieta. A continuacio es detallen algunes de les caracteristiques

més rellevants d’aquests models d’experimentacidé emprats en recerca.

1.6.1. Models genétics d’obesitat

Ratoli ob/ob: Aquest model experimental es va descobrir ’any 1949 al

Jackson Laboratory (Maine, EEUU). Els ratolins presenten una mutacio
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autosoOmica recessiva en el gen ob, la qual provoca pertorbacions
neuroendocrines que els hi confereixen una capacitat conversio de I’energia
en greix inusualment eficient. Al 1994 es va caracteritzar que aquesta
mutacio corresponia al gen de la leptina [144]. En els ratolins homozigots,
aquesta mutacid produeix obesitat, resisténcia a la insulina a nivell hepatic 1
muscular a partir de la 4* setmana d’edat, 1 hiperglicémia transitoria entre la
8 1 la 12* setmana, que es reverteix a conseqiiencia d’una hiperplasia i
hipertrofia compensatoria de la cel-lula B pancreatica entre les setmanes 12
1 16 [145]. A més presenten intolerancia a la glucosa, infertilitat, defectes
en la regulacid6 de la temperatura corporal, hiperfagia 1 disregulacid
d’enzims glicolitics 1 gluconeogenics. Els ratolins heterozigots, ob/+ 1 els

+/+, no desenvolupen aquestes anomalies.

Ratoli db/db: 1la mutacido db (diabetes), de caracter autosomic recessiu
provoca, com a resultat final, el truncament de la isoforma llarga del
receptor de la leptina [146]. Aquesta alteracio evita la transduccid correcta
del senyal a través d’aquest receptor. El fenotip del ratoli db/db es
caracteritza per hiperfagia, aparicidé prematura d’obesitat, resisténcia a la
insulina 1 hiperleptinémia. La severitat d’aquestes alteracions estan

determinades pel background genétic de la soca en qiiestio.

Ratoli fat (Cpe™): Aquest és un model d’obesitat d’aparicié progressiva i
tardana, essent evident entre la 8% 1 12* setmana 1 severa a partir de la 16%.
El gen fat codifica per a la carboxipeptidasa E [147], ’enzim encarregat de
processar la proinsulina. El fenotip que presenta aquest model es
caracteritza per obesitat 1 per hiperproinsulinémia, a més de manifestar

hiperglicémies transitories en mascles.
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Ratoli tubby (fub/tub): Aquest ratoli fenotipicament és similar al ratoli fat,
es a dir, presenta aparicid tardana d’obesitat associada a hiperinsulinémia
progressiva sense hiperglicémia. La mutacié que presenta és autosomica
recessiva, 1 consisteix en una transversio que resulta en la transcripcio
aberrant d’un gen que codifica per un factor de transcripcid activat per

receptors acoblats a proteina-G [148].

Ratoli Agouti (4/a): Aquest va ser el primer model identificat d’obesitat
causada per una mutaci6 monogenica en ratoli [149]. La proteina agouti
regula la pigmentacié del pel, i la mutaci6 (autosomica dominant) en aquest
gen provoca 1’aparicié de pelatge groguenc, a més de la seva expressio
ectopica. En el SNC antagonitza principalment el receptor 4 de la
melanocortina (MC4R), provocant obesitat, hiperfagia, DM2 i augment del

creixement.

Rata Zucker (fa/fa): Des de la seva descripcid I’any 1961, aquest model
ha esdevingut el més popular per a P’estudi de diversos aspectes de
I’obesitat en rata. Fenotipicament es caracteritza per presentar hiperfagia,
aparicio prematura d’obesitat, termogenesi alterada, resisténcia a la insulina
1 hiperlipémia sense alteracions en la glicemia. Aquest conjunt d’anomalies
estan causades per una mutacié en el gen fa que codifica pel receptor de
leptina [150]. El model ZDF (Zucker Diabetic Fatty), aparegut
espontaniament de la soca Zucker fa/fa, presenta les mateixes alteracions

fenotipiques, a més de DM2.

Rata Koletsky (fa"/fa"): Aquest model experimental, és forca similar a la
rata Zucker fa/fa, 1 presenta un fenotip practicament indistingible. La
diferéncia entre ambdos models radica en la mutacidé del gen fa, essent en

el cas de la rata Koletsky, causant de la deficiéncia de tots els subtipus de
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receptors de leptina, mentre que la rata Zucker Unicament presenta

deficiencies en la isoforma llarga del receptor [151, 152].

Ratoli (db”/db”): Aquest ratoli presenta, al igual que la rata Koletsky, la
deficiéncia de tots els subtipus de receptors de la leptina [153], i1 estableix
la mateixa relacié amb els ratolins db/db, que la rata Koletsky amb la rata
Zucker fa/fa.

Existeixen altres models animals amb formes poligéniques d’obesitat com
els ratolins New Zealand Obese, BSB, AKR o la rata Psammomys obesus
[149]. Aquests es caracteritzen per una aparicid d’obesitat tardana 1 menys
severa en comparacid a les formes monogeniques. Habitualment, en
aquests tipus de models experimentals, el desenvolupament de 1’obesitat

esta associat a determinades manipulacions de tipus dietétiques.

Un altre grup de models animals emprats en recerca son els models
manipulats geneticament, ja sigui a través de la sobreexpressio o la delecio
total o parcial de determinats gens. Emprar teécniques de manipulacid
genetica, ha permes ’estudi focalitzat de la implicacio d’un o de diversos
gens en I’obesitat. Aquest ha estat el cas dels gens que codifiquen per a les
UCPs [154-156], els receptors B-AR [157-160] o NPY [161] entre d’altres,
que s’han mostrat importants en la patologia. En aquest sentit, les
aproximacions transgeniques conformen un ampli 1 expansiu grup de
models experimentals que, no només, han permes ampliar el coneixement
sobre la funcié de determinats gens, sind que a més, s’han convertit en

eines Utils per a estudis més concrets de I’obesitat.
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1.6.2. Models d’obesitat induida mitjancant dieta

Experimentalment s’han portat a terme una gran quantitat de manipulacions
dietetiques amb ’objectiu d’induir obesitat en diferents models animals.
Aquestes manipulacions han anat des de dietes forcades, canvis en la
disponibilitat de nutrients, fins a canvis en la composicio6 de la dieta [149].
Aquesta darrera aproximacio ha estat la més emprada, donant lloc a
multiples dietes per a I’estudi de 1’obesitat, com dietes riques en greixos,
riques en carbohidrats o dietes de cafeteria, cadascuna amb les seves
caracteristiques especials 1 amb diferents efectes sobre el pes i1 la
composicio corporal.

Les dietes de cafeteria, que s’han emprat en diversos protocols
experimentals en aquesta tesi, van ser descrites a mitjans dels anys 70 com
un sistema alimentari alternatiu per a la inducci6 d’obesitat [162]. Aquestes
consisteixen en [’administraci6 d’aliments d’alta palatabilitat i d’elevat
contingut lipidic disponibles en qualsevol establiment d’alimentaci6 per a
humans. La seva semblanca amb les dietes consumides pels humans, ha
convertit aquest tipus de dieta en una Optima opcid per a I’estudi de
|’ obesitat.

La gran variabilitat de dietes sorgides al voltant del concepte de dieta de
cafeteria, ha provocat una elevada heterogeneitat d’efectes descrits, pero de
forma geneérica, es pot concloure que les dietes de cafeteria administrades a
rosegadors provoca [D’aparicidé d’obesitat [162] 1 d’hiperfagia [163],
acompanyats d’un augment en la deposicidé de greix [164] 1 en la
termogenesi [165]. Addicionalment, també s’ha descrit que la dieta de
cafeteria provoca hiperleptinémia, hiperinsulinémia 1 hipercortisolisme
[166], aixi com una disminuci6 en la secrecidé de I’hormona del creixement

(GH) [167] 1 un desenvolupament en la hipertensié [168]. A nivell
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molecular, s’han demostrat canvis en [’expressi6 de les proteines
desacobladores [169-171], en el receptor B;-AR [172] 1 en el PPARYy [173].
L’analisi del patr6 alimentari demostra una elevada preferéncia pel consum
d’aliments de la dieta de cafeteria en comparacié amb el pinso estandard
[174], fet que demostra la gran apetibilitat d’aquesta dieta. A meés,
I’eficacia en I’induccio d’obesitat d’aquestes dietes €s forca superior a les
dietes descrites anteriorment, fins al punt d’aconseguir desenvolupar
obesitat en soques resistents als efectes de les dietes convencionals riques
en greixos o carbohidrats [162].

Tanmateix, les dietes de cafeteria presenten certes limitacions. La varietat
d’aliments 1 composicio d’aquestes dietes dificulta una quantificacio
precisa en les mesures d’ingesta alimentaria. D’altre banda, existeixen
preferencies individuals per a determinats aliments, fet que provoca certa
heterogeneitat en la ingesta nutricional a nivell individual, tot 1 que, com
s’ha demostrat, la proporci6 de lipids, de proteines 1 de carbohidrats

ingerida es manté constant entre els diferents animals [175].

1.7.ASPECTES ECONOMICS RELACIONATS AMB
L’OBESITAT

Tot 1 que no es I’objectiu d’aquesta tesi estudiar les relacions entre
I’obesitat 1 els aspectes socioeconomics, €s imprescindible tenir una visié el
més amplia possible, amb la finalitat d’obtenir un perfil més acurat de la
poblacié afectada per la patologia. Es evident que en aquesta malaltia
incideixen negativament, a més dels factors genctics, les males conductes
alimentaries i el sedentarisme. Ambdues conductes evidencien forts lligams
amb el nivell socioeconomic 1 cultural. Estudis actuals han demostrat que

les franjes socials més desafavorides 1 amb ocupacions laborals de menor
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qualificacié presenten un major index d’obesitat [176]. Queda aixi palés
que I’obesitat és una malaltia que té com a agent causant aspectes molt
diversos, que la solucio és complexa i que s’ha d’afrontar des de diversos

fronts.

2. HOMEOSTASI ENERGETICA: CONTROL DEL
PES CORPORAL

Una altre definicié d’obesitat, €s que aquesta ¢€s resultant dels desequilibris
en ’homeostasi energetica causats per una ingesta calorica que sobrepassa
les necessitats de ’organisme. Si visualitzem [’organisme des d’una
perspectiva més termodinamica, veurem que la energia emmagatzemada
(greix) és igual la energia administrada (nutrients) menys la despesa
energetica realitzada per I’organisme, entenent com a despesa energéetica la
conversio de nutrients 1 oxigen en dioxid de carboni, aigua i calor, més el
treball realitzat per 1’organisme sobre el medi. Aixi doncs, aplicant les lleis

de la termodinamica, podem descriure I’obesitat amb la segilient equacio:

Energia acumulada = Energia administrada - Despesa energetica
(adipositat) (ingesta) (treball + calor)

D’aquesta forma, la ingesta 1 la despesa energetica son els punts essencials
en la regulacidé del balang energétic i 1’obesitat. El coneixement de la

regulacid6 d’ambdos processos esta esdevenint prioritari des de fa varies
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decades, amb la finalitat d’esbrinar els mecanismes d’actuacid per aturar
I’obesitat.

La regulacié del balang energétic resulta for¢ca complexa, 1 esta controlada
per multiples factors genétics 1 ambientals, com la diversitat de les dietes,
’activitat fisica, alguns farmacs o productes quimics, i fins i tot per agents
infecciosos, que actuen sobre un o ambdos extrems de la balanga
energetica. Tothom €s conscient del fet que el nostre organisme té capacitat
per rectificar els petits desequilibris que es produeixen en el balang
energetic. Es pot observar que ningll s’engreixa per un apat copios o per
romandre un periode curt sense activitat fisica. Aixi doncs, 1’organisme
reacciona modificant els nivells de despesa energetica o d’ingesta, en
funci6 de la situacio energetica d’'un moment determinat. El problema de
I’obesitat esdevé quan aquests desequilibris es mantenen per un temps
perllongat, De fet no cal que aquests desequilibris entre la energia
administrada 1 la despesa energetica siguin elevats per augmentar el pes
corporal amb el temps. Tal 1 com demostra Weigle [177] només cal una
variacio del 0.17% en el balan¢ energetic durant un periode de 10 anys
perqué una persona incrementi modestament el pes corporal. Més
recentment s’ha calculat el guany ponderal causat per les petites
desviacions diaries en el balang energetic en persones adultes. El promig de
calories ingerides per un adult es de 2000 Kcal/dia, en canvi la despesa
energetica es situa entre 1850 1 1950 Kcal/dia, provocant un desequilibri
aproximat de 50 — 150 Kcal/dia (un 2.5 — 7.5 % del total de calories
ingerides). Aquestes diferéncies mantingudes per un periode d’l1 any
provoquen un guany de pes de 2.5 Kg, en el cas de la minima desviacio, 1
de fins a 7.5 Kg en el cas de la major desviacid [178]. Aquestes dades
impliquen la necessitat d’un sistema de regulacié del balang energetic pel
control del pes corporal amb un elevadissim grau de precisio, alhora que

amb un nivell de robustesa maxima. Establert fa més de 50 anys, el model
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de “regulacido negativa d’adipositat” es fonamenta en la premissa que
senyals circulants informen al sistema nervids central (SNC) dels canvis en
la composicid 1 en la quantitat de teixit adip0s, 1, que en resposta a aquestes
senyals, el cervell organitza els canvis adaptatius en el balang energetic
necessaris per corregir i per estabilitzar els nivells corporals de teixit adipos
[179]. El criteris proposats per a les senyals de regulacié negativa de
I’adipositat son: 1) han de circular a nivells proporcionals a la massa
adiposa, 1 han de poder traspassar la barrera hematoencefalica; i1) han de
promoure la perdua de pes corporal mitjangant 1’accid sobre els sistemes
neuronals implicats en el control de la homeostasis energética; iii) el
blocatge d’aquestes accions neuronals incrementen la ingesta i el pes
corporal. Tot 1 que multiples nutrients (p.ex. acids grassos i glucosa),
citocines (p.ex. IL-6 1 TNFa) i1 hormones (p.ex. glucocorticoides)
compleixen alguns d’aquests criteris, fins al moment només s’ha descrit la
leptina 1 la insulina com Uniques molécules que compleixen integrament els
tres criteris [180]. La insulina, que es va observar que entrava a cervell des
de la circulaci6 sistémica [181] 1 que produia una disminucid de la ingesta
[182], va ser la primera hormona que es va implicar en el control del pes
corporal mitjancant el SNC. Posteriorment 1 arrel de la demostraciéo de
I’obesitat 1 la hiperfagia severa que presentaven els ratolins ob/ob com a
conseqiiencia de la mutacio en el gen codificant per la leptina [144], es va
determinar aquesta hormona com a segona senyal d’adipositat. Ambdues
hormones circulen a nivells proporcionals a 1’adipositat corporal [183,
184], traspassen la barrera hematoencefalica [181, 185], presenten
receptors en neurones involucrades en la ingesta [186-188], la seva
administracid directa en cervell redueix la ingesta [182, 189, 190] mentre
que la deficiéncia d’aquestes hormones produeix 1’efecte oposat [144, 191].
Els estudis realitzats en organismes primitius, com el nematode

Caenorhabditis elegans, o la mosca de la fruita, Drosophila melanogaster,
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han implicat la insulina com a molécula clau en el control ancestral en la
regulacid negativa dels diposits energétics corporals [192, 193]. En
comparacio, la leptina no s’ha descrit en animals invertebrats, indicant que
probablement, 1’hormona, ha evolucionat posteriorment [194]. No obstant,
el cross-talk entre les vies de senyalitzaci6 d’ambdues hormones en les
subpoblacions neuronals on actuen, ofereixen una evidencia d’una evolucio
compartida [195]. Diverses observacions en estudis genétics i
farmacologics [20, 144] han suggerit un rol més critic de la leptina que no
pas de la insulina en el control de la homeostasis energetica a nivell de
SNC. Per exemple, la deficiéncia en leptina provoca obesitat severa i
hiperfagia, tot i ’elevada concentracié d’insulina dels individus. Per contra,
la deficiencia en insulina no indueix obesitat. No obstant, aquesta
comparacié entre ambdues hormones no es pot simplificar tant, ja que, per
exemple, la insulina juga un paper clau en la sintesis de leptina en els
adipocits, incorporant aixi, un nou grau de complexitat en I’eleccidé de

I’hormona responsable de la senyalitzacié d’adipositat.

Existeix en ampli consens en considerar I’hipotalem com el principal centre
integrador de les senyals reguladores d’adipositat del SNC, 1 per tant el
principal lloc de control de la ingesta i de la despesa energetica. Aquest
sistema inclou diverses arees (hipotalamiques i1 extrahipotalamiques) 1
complexes interconnexions entre elles. Els sistemes neuronals permeten
determinar els requeriments energetics de 1’organisme i, en conseqiiéncia,
regular la ingesta a nivell de la durada i la quantitat dels apats, aixi com el
control de la composicio de la dieta en certes circumstancies, 1 1’ajust dels
processos termogenics que controlen la despesa energetica.

El paper de I’hipotalem com centre regulador de la ingesta 1 del pes
corporal va ser establert I’any 1940 per Hetherington i Ranson mitjangant

experiments de lesidé [196]. Anys més tard, Anand 1 Brobeck [197] van
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precisar la funcio de diferents parts de 1’hipotalem, atribuint a 1’hipotalem
lateral (LH) 1 a DI’hipotalem ventromedial (VMH) els qualificatius de
“centre de la gana” 1 “centre de la sacietat”, respectivament. La intensa
recerca desenvolupada en aquest camp, ha contribuit a identificar diversos
neurotransmissors 1 receptors, 1 a descriure d’altres circuits de control, que
han obligat a abandonar aquest concepte dual, alhora que excessivament
simplista, a favor d’un concepte més complex en el que els sistemes de
regulacio impliquen altres regions.

L’hipotalem, anatomicament 1 histologicament, €s una regi6 altament
complexa 1 critica per a la regulacid6 de I’homeostasi energetica en els
organismes superiors. La precisio i ’efectivitat en 1’elaboraci6 de respostes
no seria possible sense I’existencia d’un elevat grau d’especialitzacid 1
interconnexid entre les diferents regions que el formen. En aquest sentit,
s’han descrit diverses regions hipotalamiques implicades en la regulacié de
I’homeostasi energetica, com el nucli arcuat (ARC), el VMH, I’'LH,
I’hipotalem dorsomedial (DMH) 1 I’hipotalem paraventricular (PVN), entre
d’altres. Aquestes regions es caracteritzen per la presencia de determinades
subpoblacions neuronals que expressen diferents receptors per a les
diferents senyals integradores dels sistemes de regulacio, aixi com per a les

connexions amb d’altres regions hipotalamiques i extrahipotalamiques.

2.1.REGULACIO DE LA INGESTA

La regulacio de la ingesta €s important, ja que modula la part del balang
energetic corresponent a 1’aportacid energetica. La ingesta inclou diversos
aspectes com els patrons d’ingesta (tamany 1 freqiiéncia dels apats), la tria
entre dietes d’elevat o de baix contingut lipidic, la densitat energetica dels

nutrients consumits, la varietat d’aliments acceptats, la palatabilitat de la
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dieta 1 la variabilitat d’aquesta entre els diferents apats. La ingesta esta
controlada per senyals hormonals de curta durada, senyals psicologiques i
senyals neurals que es deriven del tracte gastrointestinal com la
colecistocinina (CCK) o la ghrelina, hormona de recent descoberta. Altres
senyals hormonals com la insulina i la leptina, conjuntament amb els
nutrients circulants, indiquen els nivells de reserves energetiques de
I’organisme, i, per tant, son senyals de llarga durada. Totes aquestes
senyals actuen a nivell del SNC, convergint en ’hipotalem, que expressa
un elevat nombre de peptids 1 neurotransmissors que influencien la ingesta
[taula 2].

Taula 2: peptids involucrats en la regulacid de la ingesta (adaptat d’Arora S

[198])

Orexigénics Anorexigénics
Centrals
1. Neuropéptid Y 1. CART
2. Hormona Concentradora | 2. POMC
de Melanina (MCH) 3. GLP1
3. Orexines o hipocretines 4. Factor alliberador de
4. AGRP corticotropina (CRF)
5. Galanina 5. Insulina
6. Opioides endogens 6. Serotonina
7. Endocannabinoids 7. Neurotensina
Periférics
1. Ghrelina 1. Leptina
2. CCK
3. Péptid YY
4. Amilina
5. Insulina
6. Bombesina
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Les regions hipotalamiques involucrades en el control de la ingesta son:

Nucli ARC: actua com a centre de control de la gana i integra senyals
hormonals que controlen I’homeostasi energética [199]. El nucli ARC
inclou el tercer ventricle 1 esta en contacte amb el nucli de ’eminéncia
arquada, amb qui conjuntament, estableixen una de les arees del cervell on
la barrera hematoencefalica esta especialment modificada per permetre
I’entrada de péptids 1 proteines periferiques, incloent-hi la leptina i la
insulina [200-202]. El nucli ARC conté subpoblacions neuronals que
expressen el neuropeptid Y (NPY), Uagouti-related peptide (AGRP), el
precursor de la melanocortina, proopiomelanocortina (POMC) 1 el transcrit
relacionat amb cocaina 1 amfetamina (CART), essent tots ells neuropeptids
importants en la regulacido de ’homeostasi energetica. Aixi, el nucli ARC
¢s una area del cervell privilegiada que pot permetre la transmissio de les

senyals hormonals periferiques que controlen la homeostasi energetica.

Nucli PVN: es situa proper a la part superior del tercer ventricle. Es el lloc
de major secrecid de les hormones alliberadores de corticotropina (CRH) 1
tirotropina (TRH), amdues importants en la regulacié de I’homeostasi
energetica. En aquest nucli convergeixen multiples vies i senyals neuronals
implicades en el balang energétic, incloent-hi projeccions de neurones NPY
del nucli ARC, orexines, hormona estimuladora de melanocit o
melanocortina (a-MSH) derivada de POMC, 1 la galanina, peptid
estimulador de la ingesta. Aixi doncs, el PNV té un rol important en la

integracid de senyals nutricionals en 1’eix hipotalamic-hipofisari-tiroideu

[203].

Nucli VMH: actua principalment com centre de sacietat i s’ha identificat

com un altre lloc clau d’actuacio de la leptina. Satoh 1 col-laboradors van
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demostrar que lesionant aquesta zona de 1’hipotalem, es provoca hiperfagia

1 obesitat [204].

Nucli DMH: té connexions amb altres nuclis medials de ’hipotalem 1 amb
I’LH. S’implicant en funcions d’integracid i processament de la informacio

provinent d’aquests nuclis [205].

Area LH: aquest és el centre classic de la gana. Conté neurones sensibles a
glucosa que son estimulades per episodis d’hipoglicemies. A més, ¢€s

crucial en la mediacio6 de la hiperfagia causada per aquest episodis [206].

Bulb raquidi: Existeixen multiples interconnexions reciproques entre
I’hipotalem 1 el bulb raquidi, particularment amb el nucli del tracte solitari
(NTS) [207-209]. El NTS presenta una alta densitat de receptors per NPY,
en concret el Y; 1 el Ys[210-212]. Els nivells de NPY en el NTS fluctuen
amb la ingesta [213], i1 les neurones NPY d’aquesta regid tenen projeccions
cap al PNV [214]. Tamb¢ hi han evidencies d’una actuacio del sistema de
la melanocortina en el NTS independent del nucli ARC [215]. Aquest regid
també regula la quantitat d’aliments ingerits en cadascun dels apats,
incrementant-la quan es redueix la freqiiencia d’ingestes diaries [216].
Aquestes senyals de sacietat causades pels apats, estan conduides per les
fibres aferents del nervi vague des del tracte gastrointestinal al bulb raquidi

[217].

Tal 1 com es descriu en la taula 2, hi ha un elevat nombre de neuropéptids
que regulen positivament o negativament la ingesta. Obviament no podem
descriure tots els aspectes de cadascun d’ells, no obstant existeixen articles
de revisidé que realitzen una descripcid exhaustiva d’aquests neuropéptids

[198, 218-220]. En aquesta tesi ens limitarem a descriure aquells
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neuropeptids de major rellevancia 1 que es relacionen notablement amb la

leptina.

NPY: ¢és un dels neuropeptids més abundants de I’hipotalem [221], alhora
que un dels factors orexigénics més potents [222, 223]. L’administracio
ICV d’aquest neuropeptid en rata causa un increment potent 1 perllongat de
la ingesta [224], a més, 1’administracié cronica provoca hiperfagia,
reduccid de la despesa energetica 1 obesitat [225]. Aquest neuropeptid
també esta implicat en processos com la regulacidé de la termogenesi, la
funcio cardiovascular, el control d’eixos neuroendocrins, els desordres
afectius 1 en els processos relacionats amb la memoria [226]. El nucli ARC
¢s el lloc de major expressi0 de neurones que contenen NPY en
I’hipotalem. Aquestes neurones, que expressen NPY, tenen projeccions cap
a altres nuclis com PVN, DMH 1 LH. L’expressi6 de NPY a hipotalem s’ha
descrit que esta augmentada en diversos models animals amb obesitat i/0
alteracions en la ingesta [227, 228]. NPY actua unint-se a un receptor de
membrana acoblat a proteina-G, del que es coneixen cinc isoformes
(Y1,Y2,Y4,Ys 1 Yg), per mitjangar les seves funcions amb un decrement de
I’adenilat ciclasa que provoca la reduccid dels nivells d’AMPc [229].
Aquests receptors de NPY es troben distribuits amb diferents patrons en les
diverses arees de I’hipotalem, la qual cosa, esdevé un punt de regulacié de
les diverses funcions del neuropeptid. A nivell del control de la ingesta,
NPY actua a través del receptor Y, 1 Ys, expressats principalment en el
nucli ARC, en ’LH 1 en el PVN [223, 230]. Les neurones NPY son una
diana hipotalamica potencial per a la leptina, que causa la inhibicio de la
sintesis del neuropéptid. El circuit neuronal que implica la leptina i el NPY

es descriura exhaustivament amb posterioritat.
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AGRP: ¢és un peptid que s’expressa en tot I’organisme 1, que a més de ser
un factor orexigénic, exerceix multiples funcions com el control de la
coloraci6 del pelatge, I’obesitat, la resisténcia a la insulina, la glicémia 1 la
taxa creixement. A nivell hipotalamic AGRP esta expressat exclusivament
en el nucli ARC, i, més concretament, en neurones que coexpressen NPY
[231-235]. Al igual que NPY, Il’increment en [1’expressié d’aquest
neuropeptid també es relaciona amb un increment de la ingesta, i la seva
expressid també esta inhibida per la leptina [236]. AGRP actua sobre el
balang energetic, antagonitzant de forma potent 1 selectiva MC3R 1 MCA4R,
que son els receptors sobre els que actua la melanocortina per disminuir la
ingesta 1 incrementar la despesa energetica [237]. A diferéncia del curt
temps d’accid del NPY, AGRP té un temps d’accid perllongat, una tnica
dosi d’AGRP administrada a nivell central es capa¢ d’incrementar la

ingesta per un periode superior a una setmana [238].

a-MSH: és un neurotransmissor amb funci6 anorectica. Esta englobat en el
grup de les melanocortines, que son peptids bioactius derivats de la
molécula precursora POMC, a través d’un procés de segmentacid post-
translacional especific de teixit. EI gen de POMC s’expressa de forma
fisiologica en diversos teixits de mamifers com en la pell, en el sistema
immune, en la hipofisi 1 en les neurones hipotalamiques [239-241]. El
repertori de productes derivats de POMC depen de I’especificitat de les
endonucleases (0 convertases) que s’expressen en cada teixit [242, 243]. El
peptid bioactiu generat a partir de POMC en les neurones hipotalamiques,
I’a-MSH, actua com lligand del MC4R, que s’ha demostrat clau en el
control de la ingesta i de ’homeostasi energetica [244]. Sobre els receptors
MC3R 1 MC4R, alhora que actuen els seus agonistes, ¢és capa¢ d’actuar un
antagonista endogen (AGRP) [203]. La relaci6 entre 'a-MSH 1 la

disminuci6 de la ingesta, s’ha demostrat mitjangant I’administracio ICV del
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péptid, que provoca la disminucié de la ingesta 1 una reduccio del pes
corporal [245]. A més, s’ha observat que I’a-MSH provoca una inhibicid
dels efectes orexigenics de I’AGRP, indicant que existeix un sistema
dinamic en el control de la ingesta en el que intervenen les neurones AGRP
1 POMC [238]. POMC es coexpressa amb CART en neurones del nucli
ARC, 1 aquestes neurones poden ser estimulades directament per la leptina
[246]. Recentment, ha incrementat I’interés en el rol dels receptors
periferics 1 dels circulants de la melanocortina en la regulacio del pes
corporal. La preséncia del MC4R en adipocits de rata, recolzen la
implicacié d’aquest receptor en aquesta interaccido. L’administracié de
leptina en ratolins ob/ob incrementa 1’alliberament de I’a-MSH al torrent

circulatori, suggerint un loop de regulacié entre la leptina i I’a-MSH [236].

CART: ¢és un neuropeptid de relativament nova descripcid que sembla ser
una potent senyal anoréctica. L’elevada conservacié d’aquest neuropeptid
entre organismes superiors, suggereix que ha de tenir una funci6 rellevant
en la fisiologia dels mamifers [247]. El transcrit de ’'RNA de CART va ser
identificat pel seu increment en rates tractades amb cocaina o amfetamines
[248]. Els peptids de CART es localitzen en arees especifiques de
I’hipotalem com el PVN, el DMH, la LH 1 el nucli ARC, que estan
relacionades amb ingesta [249], processos de recompensa 1 reforgament de
la conducta, processos sensorials [250], estrés 1 regulacio endocrina [251].
La funcié anorectica de CART queda palesa amb les seglients evideéncies: 1)
I’administracid de serums anti-CART incrementa la ingesta nocturna [251],
i1) el deji causa una reduccid dels nivells de mRNA de CART en el nucli
ARC [252], 1i1) ’administraci6 de CART ¢és capag de bloquejar la ingesta
en resposta a NPY [253]. Existeixen evidencies que relacionen les vies de
senyalitzaci6 de la leptina 1 de CART [254], a més, les neurones

hipotalamiques que expressen CART també expressen el receptor de la
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leptina. Els ratolins 0b/ob tenen els nivells de CART reduits en el nucli
ARC, perd en administrar leptina, els nivells de CART es normalitzen

[251, 253, 255].

En el cas d’aquests quatre neuropeptids s’ha establert una clara relacié amb
la regulacio de la ingesta mitjangada per la leptina, a més d’una regulacio
en la despesa energética. Aixi, aquests neuropeptids esdevenen la base de la
regulaci6 de I’homeostasi energética [195]. No obstant hi ha altres
mecanismes de regulacid de la ingesta com els mecanismes de recompensa
1 els de percepci6 de la sacietat. La regulacié d’aquests mecanismes tamb¢é
ens regula la ingesta, perd en canvi, no intervenen en la regulacio de la
despesa energetica, a diferencia de la regulacid neuronal per senyals
d’adipositat.

La majoria de vertebrats consumeixen els aliments en apats discrets. L’ inici
d’aquests apats pot estar influenciat per multiples variables ambientals, en
canvi la finalitzacié d’aquests implica processos biologics determinats i
predicibles [256], desencadenats per la distensid gastrica causada pels
nutrients 1 per I’alliberament de diversos factors per part del tracte
gastrointestinal com la colecistocinina (CCK) [257]. Moltes d’aquestes
senyals de ““sacietat” es transmeten al SNC via les fibres aferents del nervi
vague fins al NTS, on es controlen les sensacions de sacietat, de
palatabilitat 1 les sensacions viscerals. Les causes motivacionals de la
ingesta o la percepcié de recompensa de la ingesta, comencen amb la
informaci6 generada pels receptors orals del gust, que transmeten el senyal
al NTS que distribueix el senyal a diverses zones del romboencefal, del
mesencefal 1 del prosencéfal que col-lectivament perceben 1 discriminen els
diversos sabors 1 textures, assignant una recompensa determinada a
cadascun d’ells. L’avaluacio de la recompensa involucra I’alliberament de

dopamina en 1’area tegmental ventral (VTA) que es projecta cap al nucli
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accumbens (NAc) 1 altres arees del cervell [258, 259]. Actuant en aquestes
arees, la dopamina activa de forma potent I’impuls per obtenir un estimul
de recompensa (es a dir, incrementa la sensaci® de necessitat d’un
determinat aliment o droga [258]), pero, en canvi, no ¢és responsable de
I’experiéncia hedonica per se, tot 1 que, ordinariament, ambdds processos
succeeixen alhora. Molt recentment s’ha descrit que les neurones secretores
de dopamina del mesencefal expressen el receptor de la leptina i regulen la
ingesta [260], també s’ha descrit que en el NAc la leptina és capa¢ de
regular la via de senyalitzacido de la dopamina [261], indicant ambdues
troballes, una implicaciéo directe de la leptina sobre els sistemes de

recompensa de la ingesta.

2.2.LA DESPESA ENERGETICA

A Taltre banda de la balanca energética es situa la despesa energética, que
té una importancia en el manteniment del pes corporal comparable a la
ingesta, esdevenint la combinaci6o dels dos factors el que, finalment,
determina el pes corporal dels individus, 1 per tant el grau d’obesitat.
Evidencies experimentals posen de manifest la importancia de la regulacio
de la despesa energetica en el control del pes corporal. En aquest sentit,
diversos models experimentals obesos presenten taxes de despesa
energética marcadament disminuida [262]. D’una altre banda, els estudis
realitzats en humans també suggereixen que el desenvolupament de
I’obesitat €s conseqiiencia, en part, a les deficiencies en aquest parametre

[263, 264].

La despesa energetica es pot dividir en tres components basics:
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. L’activitat fisica

. La termogenesi obligatoria, producte de tots aquells processos
essencials per a la cél-lula 1 els teixits.

. La termogenesi adaptativa, que es refereix a les alteracions en la
dissipacio de calor en resposta a canvis ambientals, 1’estat nutricional,

a les infeccions 1 a diverses drogues i/0 aliments.

2.2.1. L’ACTIVITAT FiSICA

L’activitat fisica €s un procés regulable per I’individu. La seva incidéncia
sobre la despesa energetica ens €s facilment comprensible, no obstant hi ha
consideracions a tenir presents en el tractament de 1’obesitat mitjangant
I’activitat fisica. La més important ¢és 1’increment de les senyals
orexigéniques que, actuant com a resposta compensatoria del balang
energetic en front a ’increment de la demanda energética, causen un
increment en la ingesta.

Un altre concepte relacionat amb la perdua de pes mitjangant 1’activitat
fisica, és I’efecte que Levine 1 col-laboradors han anomenat non-exercise
activity thermogenesis (NEAT) [265-267], que podriem traduir com la
despesa energetica generada per 1’activitat fisica no programada (estar en
peus, caminar, parlar, tics, canvis posturals, etc...). Els treballs de Levine
han demostrat que I’increment en el NEAT pot mitjangar fins a dos tergos
de I’increment en la despesa energetica, 1 la reduccio de fins a deu vegades
en ’acumulacid de greix que s’aconseguiria en una etapa d’excés d’ingesta.
El NEAT pot arribar a provocar un increment addicional en la despesa
energetica de 350 Kcal/dia. No obstant I’increment de ’activitat fisica en el

tractament de 1’obesitat, no sempre és suficient per resoldre el problema, i
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per aix0 cal actuar sobre altres mecanismes reguladors de la despesa

energética.

2.2.2. LA TERMOGENESI

La despesa energetica consta de dos components, el treball realitzat per
I’organisme sobre el medi (activitat fisica) 1 la calor produida. Quan
I’organisme es troba en repos, no es realitza cap treball sobre el medi,
aleshores la despesa energética és causada exclusivament per la calor
produida, o termogenesi, 1 tots els processos que tenen lloc en aquest
moment s’anomenen processos termogenics.

La termogénesi esta relacionada amb a la fosforilacié oxidativa que té lloc
en la matriu mitocondrial. Fruit de la glicolisis 1 de la B-oxidacio dels acids
grassos, el cicle de ’acid citric genera un potencial reductor en forma de
NADH 1 de FADH,. Aquestes molecules, a 1’oxidar-se, cedeixen electrons
a la cadena de transport electronic de la membrana mitocondrial interna,
que durant el seu transport per ser cedits a 1’oxigen per formar aigua,
generen un gradient electroquimic de protons entre I’espai intermembrana i
la matriu mitocondrial. Aquest gradient o for¢a protomotriu, proveeix
I’energia necessaria per a la sintesi d’ATP mitjancant la reentrada de
protons a la matriu mitocondrial a través de la FoF,-ATPsintasa. Aquest
procés s’anomena fosforilacid oxidativa acoblada. No obstant, hi ha
d’altres mecanismes que no fan servir la FoF;-ATPsintasa per permetre el
reflux de protons a la matriu mitocondrial, aquest mecanismes es

denominen desacoblament mitocondrial i n’hi ha de dos tipus:
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e Desacoblament mitjancat per proteines: El consum del gradient de

protons es fa mitjancant una via proteica, com el cas de les UCPs o
els transportadors glutamat/aspartat

Desacoblament no mitjancat per proteines o proton leak: En aquest

cas el gradient de protons es consumeix via porus de membrana no
proteics. Aquest fenomen és constitutiu de tots els teixits del cos 1

contribueix significativament a la taxa metabolica basal [268].

Si ens fixem amb la funcid realitzada pels processos termogenics, els

podem classificar en dos tipus diferents:

e La termogénesi obligatoria: Es el resultat de dos processos diferents,

el proton leak 1 la calor despresa per 1’organisme en repos, producte
de reaccions metaboliques indispensables per al manteniment de les
estructures 1 les funcions cel-lulars dels diferents organs.

La termogénesi adaptativa o facultativa: Es la calor produida per

sobre del nivell basal. El mecanisme generador de calor s’activa en
resposta a la temperatura ambiental, a la dieta o als processos febrils,
per a la proteccid de I’organisme en front I’exposicio al fred, a les
infeccions [269] o a la regulacid de desequilibris energétics després

de canvis en la dieta [270].

2.2.2.1. Regulacio de la termogénesi

En aquest context, €s raonable pensar en 1’existéncia, fonamentalment, de

dos mecanismes responsables de ’augment de la despesa energetica:

I’increment del consum d’ATP i el desacoblament de la seva producci6. La

despesa d’ATP, independentment de la seva utilitzacid en processos de
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termogenesi obligatoria, es pot incrementar mitjangant I’activacio de cicles
fatils. Aquests cicles consisteixen en reaccions enzimatiques que
comporten una despesa energética sense produccid neta de treball, 1 son
entre d’altres els cicles de sintesi-degradacio de proteines o d’esterificacio-
lipolisi de lipids.

D’una altre banda, també existeixen mecanismes de control de la despesa
energetica a través del desacoblament de la fosforilaci6 oxidativa. Aquests
processos tenen lloc principalment en els mitocondris del TAM 1 estan
mediats per les proteines desacobladores, principalment la UCP-1 (o
temogenina). Aquests processos estan regulats de forma complexa, i a més,
constitueixen el component principal de la termogénesi adaptativa, és per

aixo que hi dedicarem un apartat especial.

2.2.2.2. Regulacio de la termogénesi adaptativa.

Tal 1 com el seu nom indica, la termogenesi adaptativa pot ser activada o
desactivada per 1I’organisme en funcié dels requeriments propis.

Hi ha diversos factor que influencien a la termogenesi adaptativa, un d’ells
¢s la temperatura ambiental. Ja en la decada dels 60 es van descriure
mecanismes de termogenesi adaptativa en resposta a la temperatura Es va
descriure un augment en el consum d’oxigen en rosegadors exposats a
baixes temperatures (4 °C) [271, 272]. Aquest increment en el consum
d’oxigen era provocat, en part, per la tremolor per tal de respondre a la
baixa temperatura, 1 en conseqiiéncia, aquest procés no es pot considerar
com termogenesi adaptativa, sind6 com un mecanisme d‘activitat fisica. No
obstant, quan els animals s’adaptaven a la temperatura ambiental,
desapareixia la tremolor i s’activaven altres mecanismes, incloent-hi la

termogenesi adaptativa, que continuaven augmentant el consum d’oxigen 1i

49



Introduccid

produint calor. Estudis més actuals han determinat que aquests processos
termogeénics tenen lloc principalment en el TAM [154, 273-275], tot i que
no es descarta la participacid d’altres teixits [276]. En humans també té lloc
aquest fenomen, tal 1 com va demostrar Dauncey. En els seus experiments
va observar un increment del 7% en la produccié de calor al reduir la
temperatura ambiental de 28 a 22 °C [277].

La dieta també es presenta com un factor important en la regulacié de la
termogenesi. El deju perllongat pot arribar a disminuir I’estat metabolic
basal fins un 40%, 1 la reduccio calorica necessaria per reduir el 10 % del
pes corporal, s’associa amb un decrement en la despesa energética [278].
De fet, aquest efecte en la disminuci6 de 1’estat metabolic basal és ben
conegut en 1’ambit clinic, 1 €s la principal causa de la escassa eficiéncia en
la pérdua de pes en les dietes de llarga duracid, ja que 1’organisme en
situaci6 de dietes hipocaloriques redueix la despesa energética com
mecanisme adaptatiu. Contrariament, les dietes hipercaloriques provoquen
un increment en la despesa energética de manera aguda i cronica. La
ingesta aguda incrementa la despesa energetica en un 25 — 40 % tant en
models animals com en humans [279, 280], i la sobreingesta, durant un
periode perllongat, també provoca un increment en la despesa energética
[265]. Aquest mecanisme esdeveé una proteccio essencial contra I’obesitat, 1
¢s interessant observar que aquesta adaptacid esta influenciada pel
background genétic, tal 1 com van demostrar Bouchard 1 col-laboradors en
estudis en bessons humans [9], i que quan es produeixen anomalies en
aquests mecanismes es contribueix al desenvolupament de 1’obesitat. La
inducci6 de la termogenesi en resposta a la dieta €s particularment evident
en els casos de dietes pobres en proteines. Amb aquestes dietes 1’organisme
ha d’incrementar molt el volum d’ingesta per tal de satisfer la demanda
d’aminoacids per mantenir els nivells minims de sintesi proteica requerida

per I’organisme. Inherent a ’increment en el volum d’ingesta, hi ha un
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increment en les calories ingerides, 1 si ’organisme no es capag¢ de reduir
I’excés de calories pot desenvolupar obesitat. En models animals alimentats
amb aquest tipus de dieta s’ha observat una reducci6 del 40 % en la
capacitat d’emmagatzemar les calories ingerides, aquest efecte pot esta

mediat en part per I’estimulaci6 de la termogenesi en TAM.

2.2.2.3. Proteines desacoblants (UCPs)

El TAM ¢és essencial per a la termogenesi induida, 1 s’ha demostrat que en
models on no hi ha un TAM funcional no existeix aquest procés [281]. El
TAM ¢€s un organ exclusiu de mamifers, que probablement €s producte
d’un desenvolupament evolutiu que va succeir en les primeres etapes de
I’evolucié dels mamifers. E1 TAM va ser descrit en diversos mamifers al
1551 per Gessner, perd no va ser fins la década dels 60 que es va descriure
que la produccié de calor era una de les seves principals funcions [282], i
que estava involucrat diversos tipus d’ineficiencia metabolica [163].
L’identificacié de la UCP1 com a proteina mitocondrial responsable de la
funcionalitat del teixit, també ha estat relativament tardana [283, 284]. La
UCP1 és una proteina situada en la membrana interna mitocondrial dels
adipocits del TAM que permet una reentrada a la matriu mitocondrial dels
protons del gradient generat per la cadena de transport electronic. Aquesta
reentrada es fa d’una manera desacoblada de la produccié d’ATP, es a dir,
evitant que els protons retornin a la matriu mitocondrial mitjancant la FyF,-
ATPsintasa, 1 aix0 €s conseqiiencia de la menor impedancia causada per la

UCPI.
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Figura 3. Esquema de 1’oxidacio de substrats i de la fosforilacié oxidativa en cel-lules

de mamifers [285].

A nivell estructural, aquesta proteina es classifica com membre de la
familia de proteines mitocondrials transportadores, presentant una elevada
homologia amb la majoria de membres de la familia. Com caracteristiques
estructurals principals, la UCP1 presenta un area amb aminoacids
relacionats amb la uni6 de nucleotids de base purinica, aquests residus
també es troben en les proteines homologues UCP2 1 UCP3. Existeixen
també dues regions de la UCP1 que es conserven en totes les espécies.
L’elevadissim grau de conservacido d’aquestes seqiiéncies implica una
funcio rellevant per a la proteina [286-292], amb tot, encara no s’ha definit
la funcié d’aquestes. El mecanisme de translocacié de protons de la UCP1
implica la participacié d’acids grassos (o derivats) com cofactors,
reguladors al-lostérics, o com molecules que actuen com a llancadores de
protons. Actualment es debaten quatre models proposat pel mecanisme de

translocaci6 dels protons mitjangant la UCP1:

. Model d’interaccio al-lostérica: en aquest model, els acids grassos

interactuen amb un lloc de la UCP1 per activar-la 1 perque permeti el

52



Introduccid

transport dels protons. No s’han identificat encara aquests possibles
llocs d’interaccid entre la proteina i els acids grassos, i les teories que
I’acil CoA (derivat del acids grassos) sigui el responsable de la
interaccid, tampoc presenten evidencies convincents d’una
rellevancia fisiologica.

Teoria del cofactor: en aquesta teoria els llocs d’uni6 de la UCP1 als
acids grassos es localitzarien en ’interior del canal transportador de
protons, on actuarien com grup funcional amb carrega negativa, que
provocarien ’atracci6 dels protons a I’interior del canal, permetent la
seva translocacid [293]. Novament, els llocs d’interaccidé amb acids
grassos dins del canal no s han identificat.

Teoria de la llancadora: en aquesta teoria, formulada per Garlid 1
Jezek [287], els protons no son transportats lliurement per la UCP1,
sind que la proteina fa una extrusidé de la forma anionica dels acids
grassos cap a I’espai intermembrands del mitocondri, on se i uneixen
els protons per tornar a formar una molécula neutra capag¢ de travessar
la membrana lipidica 1, en la matriu mitocondrial, tornar a dissociar-
se per alliberar el protdé i tornar a comengar el cicle. Existeixen
evidencies de que aquest procés pot tenir lloc en sistemes
experimentals [287, 294]. En contra d’aquesta teoria esta el fet de que
el procés no ¢és especific de UCPI, ja que altres transportadors
mitocondrials son capacos de realitzar-lo en les mateixes condicions,
el que no explicaria quin avantatge evolutiu representaria la UCP1
pels mamifers.

Model del canvi conformacional: aquest model va ser formulat per
Rial i Nicholls [295], 1 en ell es suggereix que la uni6 d’acids grassos
o GDP provoquen dos estats conformacionals de la UCPI, que
permeten, en el cas dels acids grassos, 1 eviten, en el cas del GDP,

I’obertura del canal proteic 1 la conseqiient translocacio6 del proto.
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Figura 4. Esquema dels mecanismes de translocacié de protons per UCP-1. Model
d’interaccid al-losterica (a), teoria del cofactor (b), teoria de la llancadora (c) 1
model del canvi conformacional (d) [296].

La UCP1 és només una de les proteines desacoblants d’una familia que poc
a poc ha anat augmentant en membres. De 1’analisi del cDNA de llibreries
de ESTs (expressed sequence tags), han sorgit els nous membres [297]. La
UCP2 1 la UCP3, son proteines d’elevada homologia amb la UCP1, 59 % i1
57% respectivament, el que representa major homologia que amb d’altres
transportadors mitocondrials. A diferéencia de la UCP1, que només
s’expressa de forma fisiologica en el TAM, la UCP2 s’expressa de forma
forca ubiqua, 1 la UCP3 s’expressa predominantment en el muscul
esquelétic, en el TAM 1 en el cor. No obstant els nivells d’expressidé no
sempre concorden amb ’expressio a nivell proteic [298, 299]. Uns nous
gens, expressats a cervell, s’han identificat i anomenat UCP4 1 UCPS5 [297,
300], pero aquestes proteines no presenten raons filogenétiques per
considerar-les com a membres de la familia de les UCPs, com a minim, pel
que fa a I’homologia de les seqiiéncies géniques, ja que aquestes no soOn
més homologues que altres seqiiencies de transportadors mitocondrials,

com ¢s el cas del transportador d’oxoglutarat. Per aquesta rad, a nivell
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funcional, la UCPI1, la UCP2 i la UCP3 so6n les uniques proteines
desacobladores amb interes.

Quan UCP2 1 UCP3 van ser identificades, es va postular immediatament
una funcio reguladora de la termogenesi 1 del pes corporal d’aquestes
proteines [301-305] en relacid a les semblances estructurals amb la UCP1.
No obstant, no van trigar massa en aparcixer les primeres evideéncies en
contra d’aquestes suposades funcions: 1) els nivells de mRNA de la UPC2 i
la UCP3 1 la concentracio proteica estaven elevades en el muscul de rates
en repos, mentre que la termogenesi d’aquest animals estava disminuida
[155, 306-309]. ii) Tant la UPC2 com la UCP3 es van trobar en teixits de
peixos [310], en plantes [311] 1 en ectoderms, organismes en els que no hi
ha processos de termogenesi adaptativa. 1 ii1) ’argument més persuasiu
prové del ratolins knock-out per a la UPC2 1 la UCP3, que tenen una
resposta normal a I’exposicio al fred 1 no sén obesos [156, 312, 313]. Altres
causes metaboliques també son factors limitants per implicar la UCP2 i1 la
UCP3 en la funci6 termogenica, per exemple, el fet que els nivell
d’expressio d’aquestes proteines a la membrana mitocondrial es situin al
voltant d’un 1% dels nivells en que s’expressa la UCP1 en TAM [298,
314]. No obstant, hem de considerar que el muscul t¢ una massa molt
superior al TAM 1 que la seva contribucidé a la taxa metabolica podria
arribar ser significativa en situacions de maxima capacitat funcional de la
UCP3. La estimulacid de la despesa energetica 1 la disminucio del pes
corporal observada en ratolins amb sobreexpressio de la UCP3 en muscul
[315], es deguda a un desacoblament artefactual. En aquesta mateixa linia
de treball, Cadenas 1 Echtay van mostrar que en mitocondris aillats de
muscul, es produia una estimulaci6 de la conductancia de protons
mitjancada per la UCP3 i causada per I’adicié de superoxids o d’alquenals
[316-318], suggerint que 1’activacié de la UCP3 in vivo per senyals

fisiologiques o farmacs, podrien incrementar significativament la capacitat
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termogenica. A favor d’aquesta hipotesi, s’ha observat que en ratolins
knock-out per a la UCP3 hi ha una resposta disminuida en la hipertérmia
muscular en resposta a la 3.4-Metilendioximetamfetamina (MDMA o
extasi) [319]. Aixi doncs la UCP2 1 la UCP3, en situacions fisiologiques no
serien termogeniques ni estarien involucrades en la resposta adaptativa al
fred. No obstant, la UCP3 podria ser significativament termogenica en
resposta a estimuls especifics, aspecte que deixa oberta una possibilitat de
tractament de I’obesitat mitjangant aquesta proteina.

La funci6 d’aquestes dues proteines sembla estar més lligada a la protecciod
cel-lular contra els danys causats per les especies reactives de 1’oxigen
(ROS). Els mitocondris son la major font de producci6 de ROS de
I’organisme, 1 aquestes ROS es relacionen amb diverses patologies
degeneratives com el Parkinson, I’Alzheimer, I’ataxia de Friederich, la
diabetis 1 en ’envelliment per se [320, 321]. La produccidé mitocondrial de
ROS ¢és molt sensible a la forca protomotriu creada per la cadena de
transport electronic. L’activaci6 de la UCP2 1 la UCP3 causa una
disminuci6 d’aquesta for¢a protomotriu, permetent una acceleracio de la
cadena de transport electronic, disminuint, d’aquesta manera, el temps que
romanen els electrons en els diversos complexos de la cadena 1 evitant la
formacio de ROS en els complexos [ 1 III [155, 313, 318, 322-332]. Alguns
autors han predit altres funcions per a aquestes proteines, com ¢és el cas de
la UCP2 en la senyalitzacido de la secrecid d’insulina, on una activacio
d’aquesta proteina disminuiria la secrecido de I’hormona en les cel-lules 3-
pancreatiques [333-335]; o la UCP3 en la proteccié del muscul en front la
lipotoxicitat, emprant-se aquesta proteina per a I’exportacié d’acids grassos
del citoplasma a la matriu mitocondrial per a la seva rapida B-oxidacid

[336-338].
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2.2.2.4. Senyals reguladores de la termogénesi adaptativa

Dels diversos factors que influeixen en els adipocits del TAM, la
noradrenalina (NA) ¢és el més important 1 el més ben estudiat. Aquest
efector no actua exclusivament a nivell del procés termogenic, sindé que
també actua a nivell del control de la proliferacio 1 la diferenciacio
cel-lular, aixi com en 1’apoptosi. En els adipocits madurs, la NA interactua
amb els tres tipus de receptor adrenergics (B, o 1 ap). D’aquests tres tipus
de receptors, els [-adrencrgics (B-AR) son els que mantenen una relacid
més estreta en el control de la termogenesi 1, més concretament, el subtipus
3 (Bs-AR). De fet, el receptor B,-AR no s’expressa en els adipocits del
TAM [339] 1 el B;-AR, tot 1 expressar-s’hi, no esta significativament
acoblat al procés termogenic [340].

El receptor B;-AR esta acoblat a proteina-G (del subtipus s) [341, 342], 1 en
resposta a la NA activa la seva cascada de senyalitzacio activant 1’adenilat
ciclasa (AC) que provoca la formacio de I’AMPc. Aquesta activacio s’ha
mostrat exclusiva del B;-AR en els adipocits del TAM [343, 344]. El
seglient pas en la cascada de senyalitzacio suposa I’activacio de la proteina
cinasa A (PKA) mitjancada per ’AMPc [345]. Aquesta cinasa ¢és la
responsable d’activar una serie de processos que globalment activen la
termogenesi. Per una banda, PKA fosforila el factor de transcripcid6 CREB
[346], que s’uneix a dues zones dels promotors proximal 1 distal del gen
UCPI per a la seva regulacio. D’una altre banda, PKA indueix ’activacid
de la MAP cinasa p38 [347] capa¢ d’activar tant 1’expressid, com la
fosforilacio de PGC-1a, que actua com cofactor de PPARa i y per modular
I’expressié de la UCP1 [348]. A més de la regulacio genica de la UCP1, en
la que seguidament entrarem en més detall, la PKA en resposta a la NA ¢és

capa¢ d’activar de forma aguda la UCPI, aix0o ho aconsegueix amb dos
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processos.El primer €s un increment de la lipolisi mitjangada per una
activacio de la lipasa sensible a hormona (HSL), hormona limitant en la
lipolisi [349]. El segon procés ¢és una desactivacid, per fosforilacio, de la
perilipina, proteina responsable de la proteccio dels TG en front la HSL
[350, 351]. La lipolisi incrementa la produccié d’acids grassos que entren
en els mitocondris en forma d’acil-CoA, on s’oxiden 1 proveeixen de poder
reductor a la cadena de transport electronic que genera el gradient de

protons responsable de 1’activacid del procés termogenic.
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Figura 5. Esquema de la senyalitzacié adrenérgica en adipocits madurs de teixit
adip6s marr6 [296]
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Figura 6. Esquema de ’estimulacié de la termogénesi en resposta a 1’activacio de la
via [-adrenérgica [296]
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La via adrenéergica esta fortament regulada per leptina, tal 1 com es revisara
en aquesta tesi en el capitol dedicat a aquest tema. Tot 1 que aquesta via és
considerada com la principal controladora de I’activitat 1 de 1’expressid de
la UCPI en situacions fisiologiques, una altre serie de factors son capagos
d’influenciar ’expressioé de la UCP1. S’ha postulat que ’hormona tiroidal
(TH) és important per a la regulacioé de la termogenesi, tal i com s’observa
en humans 1 en animals amb hipotiroidisme o hipertiroidisme, que
presenten hipotérmia 1 hipertérmia associada respectivament [352].
Activadors de PPARy, com la pioglitazona [353] 1 els acids grassos
essencials [354], activen el gen de la UCP1, com també ho fan els acids

retinoics a traveés dels receptors RXR 1 RAR [355, 356].

2.2.2.5. Regulacio del gen Ucpl

Els factors descrits anteriorment, aixi com aquells que esdevenen de la via
adrenergica, presenten un o diversos llocs d’uni6 en les zones promotores
del gen de la UCPI, que, de forma forca simplificada, comentarem en
aquest apartat. En el gen de la UCP1 s’han identificat dues regions
promotores, una proximal 1 un altra distal. La regié promotora proximal
conté diverses regions consens per a la unié d’elements reguladors, una
caixa TATA 1 una CCAAT, que son elements del promotor basal, un
element de resposta a AMPc (CRE) 1 dos llocs d’uni6 C/EBP (C/E) [357].
La regi6 distal situada a -3500 pb en humans [358] 1 -2500 en rosegadors,
¢s una regid relativament curta amb multiples llocs d’uni6 per elements de
resposta, algun dels quals es troben superposats [359]. Un CRE es situa en
aquesta regid 1 és funcional [360, 361]. A més, en aquesta regid existeixen
elements de resposta a 1’acid retindic (RARE), a PPAR (PPRE) [362, 363] 1
a TH (TRE) (112). En el RARE s’uneix el receptor d’acid retinoic 11-trans
(RAR) 1 el receptor d’acid retinoic 9-cis (RXR). En el PPRE s’uneix
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indistintament PPARY 1 PPARa, 1 en el TRE s’uneix el receptor de TH,
permetent aixi la regulacid de 1’expressio de la UCP1 per I’acid retinoic, els

acids grassos 1 I’hormona tiroidal.
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Figura 7. Factors reguladors de I’expressio génica d’UCP-1 [296]

3. LEPTINA: HORMONA REGULADORA DE
L°’HOMEOSTASI ENERGETICA

3.1.LA LEPTINA

Els treballs relacionats amb I’existéncia d’un sistema fisiologic regulador
del pes corporal, de 1’alimentacio 1 de la despesa energetica es van iniciar
aproximadament fa quatre décades. El fet que en la majoria del mamifers
I’adipositat presenti una tendéncia a mantenir-se constant durant llargs
periodes de temps, va fer sospitar de I’existéncia d’algun mecanisme

homeostatic capa¢ de regular les variacions en el balang energetic, en
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funci6 dels requeriments energetics de cada moment. Aquesta hipotesi es
va veure refor¢ada per les observacions experimentals descrites per Harris,
on veia que, després d’una disminuci6 important de I’adipositat causada per
dietes hipocaloriques o intervencions quirdrgiques, el pes corporal es
restaurava en un periode de temps relativament curt, si no hi havia
limitacions a 1’accés al menjar. El fenomen invers també succeia, de forma
que quan un individu era forgat a ingerir aliments, augmentava de pes, 1 en
retirar la ingesta for¢ada la gana li disminuia fins la recuperacié del pes
inicial [364].

Les observacions classiques de Hetherington i Ransom [196] i les de
Hervey [365], suggerien que el sistema regulador proposat havia d’estar
relacionat amb [I’hipotalem, ja que les rates amb lesions en 1’area
ventromedial del cervell, desenvolupaven obesitat morbida a més
d’increments en la ingesta. D una altre banda, les rates control sotmeses a
circulacié creuada amb els animals amb aquestes lesions, perdien la gana
completament 1 morien d’innanici6. Aquests fets demostraven 1’existéncia
d’un factor circulant que estava elevat en animals amb lesions
hipotalamiques i1 que produia el descens de la ingesta en animals sans.
Altres investigacions relacionades amb el concepte de “factor de sacietat
circulant” van portar al descobriment de dues mutacions en ratoli
denominades ob (per obese) 1 db (per diabetes) responsables de produir
alteracions com obesitat, hiperfagia, hiperinsulinemia, hiperglicemia,
reduccio de la despesa energética, hipogonadisme 1 infertilitat [366]. Quan
els ratolins ob/ob eren sotmesos a una circulacid creuada amb ratolins
normals, aquests no guanyaven pes, en canvi, el mateix procediment entre
ratolins db/db 1 ratolins controls, provocava una severa hipofagia dels
animals controls. Aquestes observacions van permetre a en Coleman en la
decada dels 70 concloure que els ratolins 0b/0ob no produien un “factor de

sacietat humoral” 1 que els ratolins db/db no sintetitzaven el producte
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addicional necessari per donar resposta a aquest factor [145, 367].
Finalment, el gen responsable de la mutacié ob va ser descrit tant en ratoli
com en humans al 1994 per Zhang [144], i el producte de gen ob es va
denominar leptina, del grec leptos o prim. Aquesta descoberta va obrir un
nou camp de perspectives en 1’estudi del rol de les diverses adipocitocines
en el control del balang energetic [368-373].

La leptina és un polipeptid produit i secretat al sistema circulatori
principalment pels adipocits del teixit adipos blanc, no obstant, aquest no €s
I’nic teixit capa¢ de produir I’hormona, la placenta, la mucosa gastrica, la
medul-la, epiteli mamari, el teixit adipés marrd, el muscul esqueletic, la
glandula pituitaria, 1’hipotalem 1 I’os, també so6n teixits que en certes
circumstancies tenen capacitat productora de leptina tot 1 que en quantitats
molt inferiors al teixit adipos blanc [374-377].

La leptina es produeix a partir d’un precursor de 167 aminoacids, amb una
seqiiencia senyal de 21 aminoacids que s’escindeix abans que la leptina es
secreti al torrent circulatori, donant lloc a la forma activa de 147
aminoacids 1 d’un pes molecular de 16 KDa. Mitjancant tecniques de
determinacio de I’estructura cristal-lina i de ressonancia magnetica nuclear,
s’han observat similituds estructurals amb diversos membres de la familia
de les citoquines helicoidals de cadena llarga com, entre d’altres, la CT-1
(cardiotropina-1) 1 les interleucines IL-6, IL-11 1 IL-12, aixi com un
plegament similar al de la subfamilia de les citocines de cadena curta [378-
380]. L’estructura tridimensional de la forma activa de molécula esta
composada per quatre helix a antiparal-leles amb tres girs B, a més d’un
pont disulfur entre dos residus de cisteina (C96 1 C144) que s’han mostrat
importants per al manteniment tant de I’estructura, com de I’activitat de la
leptina [144, 381, 382]. Aixi doncs, a partir de la seva estructura, podem
classificar la leptina com itocina de classe I. Aquesta estructura és molt

similar entre les diferents especies, en consequencia, la leptina humana
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presenta un 84 % d’homologia amb la leptina murina 1 un 83% amb la de

rata [144].

Figura 8. Model de ’estructura tridimensional de la leptina.

Les concentracions de leptina circulants es correlacionen amb el BMI 1 amb
el total de greix acumulat [368, 381, 383]. El temps de vida mitja de la
leptina circulant és forga curt a causa de I’elevada eficiéncia del procés de
depuracid renal que es du a terme per un mecanisme d’alta capacitat no
saturable, consistent en una filtracidé glomerular de la leptina lliure, seguida
d’una degradacié metabolica efectuada en els tabuls renals [384, 385]. No
obstant en humans, aquesta leptina circulant ho fa majoritariament unida a
macromolecules del serum que modulen la bioactivitat 1 la biodisponibilitat
de I’hormona [386]. El ratio de leptina lliure respecte a la forma unida a
macromolecules esta augmentada en el serum d’individus obesos,

esdevenint aixi un primer punt de control dels nivells circulants de leptina

[386, 387].
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3.2.EL RECEPTOR DE LA LEPTINA

La naturalesa pleiotropica de la leptina és deguda principalment a la
distribucio ubiqua del receptor de leptina OB-R. La leptina actua a través
d’aquests receptors transmembrana que presenten una estructura similar a
la familia dels receptors de citocines de classe I, caracteritzats per tenir un
domini intracel-lular, un extracel-lular i un domini transmembrana [13, 146,
388-390]. Existeixen multiples isoformes del receptor de leptina, totes elles
producte d’un sol gen Lepr 1 resultat del splicing alternatiu del mRNA 1/o0
processament proteolitic [13, 391]. Actualment es coneixen sis isoformes
que es poden classificar en tres classes [146, 392]:

. Isoformes curtes : OB-Ra, OB-Rc, OB-Rd, 1 OB-Rf,

. Isoformes llargues: OB-Rb

. Isoformes secretades: OB-Re

La isoforma secretada conté inicament el domini extracel-lular d’unié a la
leptina, 1 certs autors han descrit una possible funcié en la regulaci6 dels
nivells circulants de leptina lliure, mitjancant la complexacié de I’hormona
[393]. La isoforma llarga 1 les isoformes curtes contenen un domini
extracel-lular, el transmembrana 1 els primers 29 aminoacids de la
seqiliencia intracel-lular identics, les diferéncies es troben a la zona C-
terminal del domini intracel-lular de 300 residus del receptor, on a causa
del splicing alternatiu dels exons de la regio 3°, donen lloc a diferents
llargades d’aquest domini, ometent la transcripcid6 de motius
imprescindibles per a la correcta senyalitzacid del receptor en les isoformes

mes curtes [13, 391].
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Figura 9. Isoformes el receptor de la leptina [394]

pero s’ha demostrat que la isoforma llarga OB-Rb ¢és critica per a ’acci6 de
la leptina. De fet, el ratoli db/db en el que Uinicament manca la isoforma
OB-Rb, té un fenotip indistingible del ratoli db™/db” al que li manquen
totes les isoformes del receptor [13, 200, 391].

3.3.MECANISMES DE SENYALITZACIO DEL RECEPTOR DE
LA LEPTINA

En els darrers anys, 1’estudi de la senyalitzacio derivada de la uni6 de la
leptina al seu receptor, han provocat un increment en el coneixement dels
mecanismes bioquimics 1 moleculars de la funcié de la leptina. La similitud
estructural del OB-R amb altres membres de la familia de receptors de
citocines de classe I, van suggerir inicialment la possibilitat de que la
leptina mitjances 1’activaci6 de les cinases JAKSs (janus kinases) 1 STATs
(signal transducers and activators of transcription) [395-398].
Posteriorment a la clonacio del OB-Rb es van identificar els motius
necessaris per a la uni6 de JAK/STAT al domini intracel-lular del receptor,

1 que aquests unicament eren presents a la forma llarga del receptor [389,
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399-404]. Actualment la cascada de transduccié de senyal JAK/PI3K
(Phosphotidylinositol 3 kinase) esta centrant [D’atencidé de molts
investigadors, perd la via millor caracteritzada continua essent la de
JAK/STAT. A nivell general, quan leptina s’uneix a la forma llarga del
receptor, aquest es dimeritza 1 permet la unid6 de JAK, que inicia les
fosforilacions en tirosines del receptor permetent la unié de STAT 1 la seva
activacio per fosforilacid. La forma fosforilada de STAT dimeritza i es
transloca a nucli on s’uneix al DNA 1 regula la transcripcidé geénica [405-
407]. Aquest esquema general d’activacio de la via, té diferencies entre els
diversos teixits on s’activi en funci6 de les isoformes de JAK i STAT
presents. A hipotalem, on s’ha descrit més exhaustivament aquesta via de
senyalitzacio, el receptor en resposta a la leptina dimeritza i permet la uni6
de JAK2 al box-1, una seqiiéncia molt conservada i rica en prolina, 1 al
box-2, una seqiiencia menys conservada [408, 409]. Durant el procés
d’uni6, JAK?2 s’activa per autofosforilaciéo en multiples residus de tirosina i
promou la fosforilacid de dos residus Y** i Y''*® del receptor [408, 410-
412]. A partir d’aquest punt la senyalitzacid es divideix en tres branques

[Fig.10], una que implica la fosforilacié de Y*%

. ., 1138 - yq.e . . .y
fosforilacié de Y''*® i una ultima causada directament per ’autofosforilacié

, una altre que implica la

de JAK?2 [413]. La fosforilacié del residu Y”* promou la unié de la tirosina
fosfatasa SHP-2, que causa I’activaci6 ERK1/2 via p21RAS. Tot i que la
majoria de 1’activacié de ERK1/2 és depenent de Y’*, hi ha una part
regulada amb independéncia del receptor 1 que presumiblement es causada
per la fosforilaci6 de tirosines del propi JAK2 [410, 414].

La fosforilacié de Y'**, promou la uni6 de la forma latent de STAT3 al
complex OB-R/JAK2, provocant la fosforilacié en tirosines de STAT3 i la
seva translocaci6 a nucli, on actua com regulador de la transcripcid [410,
412]. STAT3 inhibeix la transcripci6 de NPY 1 activa la de POMC, aixi
com la del inhibidor de senyalitzaci6 SOCS3 (suppressor of cytokine

66



Introduccid

signaling 3) [405, 410, 415-417] i altres gens. SOCS3 s’uneix a Y*© del
OB-R per inhibir la senyalitzacié de STAT3 [418], també s uneix al OB-R
de forma independent a JAK2 [419, 420] per inhibir la senyalitzacio. La
importancia de la uni6 de SOCS3 en aquests dos llocs, al igual que la via

de senyalitzacio Y'*

-STAT3 per la generaci6 del supressor, esta
desembocant en una interessant area d’investigaci6 cientifica, evidenciant
la importancia d’aquesta regio del receptor per regular la senyalitzacié de la

leptina, aixi com la resisténcia a I’hormona [418, 419, 421-423].

La fosforilacié en tirosines de JAK2 durant la seva uni6 a OB-R, mitjanca
algunes senyals independents que provenen de la fosforilacions del receptor
[410]. Els llocs individuals de fosforilacio de JAK?2 tot just es comencen a
caracteritzar [424-428], perd encara resten alguns residus per determinar, a
més de les molecules que s’hi uneixen 1 de les senyals que actuen a cada
lloc. Aixi doncs, aquestes llacunes en la comprensié dels mecanismes
mitjangats per JAK2 eviten la comprensio total de la via de senyalitzacid de
la leptina.

Existeix, a més, un lligam entre la senyalitzacié de la leptina i altres vies
de senyalitzacidé en diversos teixits, establint comunicacions entre
I’hormona 1 altres factors de senyalitzacid, com ¢és el cas de la insulina
mitjangant les proteines IRS 1 influint en el metabolisme de la glucosa
[429-433], de I’0xid nitric (NO) per controlar la pressié sanguinia [434-
436], de VEGF (vascular endothelial growth factor) per mitjangar
processos relacionats amb [’angiogenesi [437] o de les GTPases per

controlar processos d’apoptosi 1 regulacio del citoesquelet [404].
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Figura 10. Esquema de la via de senyalitzaci6 dela leptina en neurones

hipotalamiques [399]

3.4.EFECTES CENTRALS I PERIFERICS DE LA LEPTINA

Inicialment, es va pensar que els efectes de la leptina estaven controlats a
nivell central, perd de manera semblant a altres membres de la familia de
citocines helicoidals, la leptina també presenta una elevada pleiotropia
funcional relacionada amb la distribuci6 ubiqua del seu receptor [13, 146,
388-390]. S’han descrit multiples funcions de la leptina controlades tant a
nivell central com periferic [383, 399, 438-441]. Les funcions més ben
caracteritzades s’atribueixen al efectes realitzats sobre el SNC,
especialment en I’hipotalem que és el lloc de major expressi6 de OB-Rb
[249, 442]. Entre aquestes accions destaca la regulacid6 de I’homeostasi
energéetica i del pes corporal, que son els punts de major interés en aquesta
tesi. Les observacions fetes per Scarpace [443] 1 Commins [444-446]
descarten qualsevol efecte de la leptina sobre la expressido de UCP1 a nivell

periféric. Tant la denervacié del TAM, com 1’Gs de models animals
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deficients en la producci6 de NA (producte final de la senyalitzacio
simpatica) o de receptors B-adrenergics, han demostrat que la leptina actua
a través del sistema nervios simpatic per produir una alliberacié local de
NA a TAM i1 activar la cascada de senyalitzaci6 B-adrenérgica, i finalment
modular I’activitat i I’expressié de la UCP1.

Pero a més dels efectes centrals, la leptina també té efectes a nivell
exclusivament periféric com per exemple 1’accio sobre el sistema immune,
que ¢és resultat d’un efecte directe sobre les cél-lules T que expressen el
OB-Rb [447], la regulacio de ’homeostasi de la glucosa independentment
dels efectes sobre 1’adipositat, que s’aconsegueix en part per una regulaciéd
central, perd també per la regulacidé directe de teixits participants en el
metabolisme de la glucosa [439, 448-452]. Altres efectes periferics de la
leptina son I’estimulacié de la lipdlisi en teixit adipds 1 en muscul [452], la
inhibici6 de la lipogenesi, la inhibici6 de la secrecio de la insulina [439],
els efectes sobre la funcid respiratoria, la reproduccio, el control del

creixement 1 el desenvolupament [400, 435, 453-462]

3.5.REGULACIO CENTRAL DE LA INGESTA I DE LA
DESPESA ENERGETICA PER LA LEPTINA: VIA DE
TRANSDUCCIO DEL SENYAL

Com ja s’ha comentat amb anterioritat, el nucli ARC presenta dues
subpoblacions neuronals que expressen el receptor de la leptina, son, d’una
banda neurones que coexpressen NPY 1 AGRP, i, de [D’altra, una
subpoblacid de neurones que coexpressa POMC i1 CART. Ambdues
subpoblacions tenen projeccions neuronals cap a altres zones de
I’hipotalem importants en la regulacio de la ingesta i la despesa energética,
com el PVN, I'LH 1 el DMH, on sén secretats NPY, AGRP, CART 1 a-

MSH. La senyalitzacié del circuit neuronal que controla la ingesta
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mitjancant leptina, s’inicia en les neurones NPY/AGRP 1 POMC/CART. La
leptina inhibeix la secrecid6 de NPY evitant 1’activaci6 de neurones del
PNV, que expressen el receptor Ys, on s’alliberen neuropéptids
responsables de 1’augment de la ingesta. La leptina també inhibeix la
secrecid de AGRP en les projeccions del nucli ARC a I’LH, evitant el
bloqueig de receptors MC4R 1, en conseqiiencia, fent permissiva I’activacid
produida per a-MSH [463]. L’activacio del receptor MC4R provoca el
descens en la ingesta [464].

El circuit neuronal implicat en ’activacid de la termogenesis mitjangada
per la leptina no esta tan definit, no obstant aixo, s’ha determinat que la
leptina augmenta I’expressio de UCP1 en TAM mitjancant I’activacio del
sistema nervios simpatic (SNS) [443]. L’activacio del SNS provoca un
increment dels nivells de catecolamines circulants a causa de 1’estimulacio
de la medul-la adrenal, que és la major font de produccié d’adrenalina de
I’organisme. Pero també provoca un increment de secrecido de NA en les
cel-lules ganglionars de les terminacions dels nervis simpatics que innerven
el TAM [290]. Aquestes catecolamines son les responsables de I'increment
de la UCP1 mitjancant els receptors [-adrenérgics (BAR) [465].
L’activacid de la termogénesis 1 de la ingesta per la leptina comparteixen el
mateix inici, el nucli ARC, que mitjangant la secrecid6 de NPY, AGRP, a-
MSH i1 CART en les projeccions a PVN, LH 1 DMH activen el SNS. No es
coneixen les localitzacions ni els transmissors responsables del senyal de
neurones del PVN 1 LH fins a les neurones simpatiques premotrius de
TAM, tot 1 aix0, s’ha determinat 1’activacidé de [’activitat nerviosa
simpatica en TAM després de I’administracié ICV d’agonistes del MC4R
[466, 467]. L’activaci6 de la zona DMH provoca una estimulacio de les
neurones simpatiques premotrius del TAM en el nucli del raphe, seguit de
I’estimulaci6 de les neurones preganglionars. Aquestes neurones,

mitjancant [D’impuls colinérgic, estimulen les cel-lules ganglionars
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simpatiques que alliberen NA en el TAM activant els B-AR 1 iniciant la

seva via de senyalitzacio fins a modular I’activitat 1 I’expressio de la UCP1.

4. TUNGSTAT SODIC

El tungsté o wolframi ("), metall de transicié del grup VIa, amb nombre
atomic de 74 i1 pes molecular de 183.85 g/mol, esdevé un cas particular
entre els elements de la taula periodica. Els elements amb pes molecular
superior al del brom (*’Br) que presenten activitat biologica son escasos, i
les excepcions més notables son el molibdé (“Mo), el iode (1), I’estronci
(°*Sr), el niobi (*’Nb), el bari (*°Ba) i el tantal (" Ta) [468, 469]. El tungste
presenta similituds amb alguns d’aquests elements, fins al punt d’arribar a
parlar del tungst¢ com analeg del molibdé. El tungst¢ i el molibde
presenten estructures atomiques 1 radis 10nics similars, a més d’exhibir una
quimica de coordinacid semblants, aix0 ha suposat que fins el descobriment
de proteines funcionals que contenen tungste, se li assignés com unica
funci6 la d’antagonitzar els molibdoenzims mitjangant la substitucio dels
atoms de molibde [470]. L’avan¢ en el coneixement del tungsté en
biologia, ha permées demostrar 1’existéncia de tungstoenzims en organismes
procariotes actuant com catalitzadors en reaccions claus del metabolisme
del carboni, el nitrogen 1 el sulfur o mimetitzant els molibdoenzims.
S’evidencia d’aquesta manera una similitud funcional d’ambdos elements
en els sistemes biologics, de fet, les uniques formes de vida que no
requereixen molibde, s6n organismes termofils anaerobics obligats i

utilitzen el tungste en el seu lloc [471, 472].
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El tungste, és un element escas a la natura, en la classificacid d’elements
més abundants el tungstat es troba en el lloc 54, amb una proporcio6 de 1.1
ppm en pes, el que el defineix com element traga [473, 474]. Es troba
normalment en forma de oxoanions en minerals com la scheelita (CaWQy)
o wolframita ([Fe/Mn]WOQO,), i més rarament com tungstenita (WS,). A
nivell industrial, les aleacions de tungste, amb una duresa comparable a la
del diamant, esdevenen el producte de major Us de I’element. També
s’empra en filaments per a bombetes, com catalitzador en la industria
petroliera 1 com agent lubricant [475]. La quimica del tungste €s complexa 1
versatil, ja que I’element pot adquirir multiples estats d’oxidacid (de -2 a
+6) 1 formar complexes polinuclears, pero, a nivell biologic, només s’han
identificat complexes mononuclears 1 en estats d’oxidacid +4, +5 1 +6 [476-
478]. La elevada capacitat de cessio d’electrons, tipica dels metalls, permet
la formaci6 de polianions, donant lloc a la formaci6 de diverses sals entre

les que destaca pel nostre interes el tungstat sodic.

El tungstat sodic és una sal neutra de tungste, de color blanc amb textura
fina 1 cristal-lina. En soluci6 aquosa es dissocia formant 1’ani6 tungstat
(WO,?), d’estructura tetraédrica similar a la presentada per el fosfat
(PO,™), i fonamental per exercir una de les seves funcions biologiques més
importants, 1’activitat inhibidora de fosfatases. Els processos de fosforilaci
1 defosforilaci6 de proteines esdevenen en moltes vies metaboliques
importants punts de regulacio, arribant a ser en certs casos els processos
limitants de la senyalitzacid intracel-lular, 1, per tant, d’interes biomedic per
a la intervencio terapeutica en certes patologies. El tungstat conjuntament
amb d’altres oxoanions metal-lics, com el vanadat, molibdat o el cromat
han despertat interes per la seva capacitat inhibidora de fosfatases 1 d’altres
enzims com les sulfatases [479]. Dels estudis realitzats amb la proteina

tirosina fosfatasa (PTP) de Yersina pestis es desprén que el mecanisme
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d’inhibicié del tungstat es degut al canvi conformacional patit pel centre
actiu de I’enzim al donar-se la substitucié del pirofosfat (P,O,*) per part
del tungstat, d’estructura similar [480]. Estudis més recents, en els que
s’apliquen eines bioinformatiques per dilucidar 1’estructura dels centres
actius de les fosfatases durant la interaccid amb inhibidors selectius, estan

permetent comprendre millor el mecanisme d’inhibici6 del tungstat [481].

4.1.EFECTES DEL TUNGSTAT EN L’OBESITAT

La prevalenca de I’obesitat 1 les malalties associades, aixi com les
limitacions en eficacia 1 seguretat dels farmacs antiobesitat de que
actualment es disposen [482], obliguen a cercar noves terapies més eficaces
1 segures per tractar la malaltia. La reduccié de pes en rates sanes tractades
amb tungstat en I’estudi d’aquesta substancia com agent antidiabetic [483-
486], van dirigir els estudis de Claret i col-laboradors [487] a examinar
I’efecte del tungstat sodic en el tractament de 1’obesitat. En aquest estudis
van emprar un model de rata obesa induida per dieta [175]. L administracio
d’aquesta dieta va provocar un augment en la ingesta respecte a les rates
alimentades amb pinso estandard, i un increment de pes proper al 24%
sense afectar a la taxa de creixement. A meés d’augmentar els nivells
plasmatics de TG, NEFA 1 leptina, i desenvolupar intolerancia a la glucosa.
L’administracid oral de diferents dosis de tungstat durant un periode de 30
dies, van mostrar que la dosi més efectiva en la pérdua de pes, era de 2
mg/ml en la beguda, corresponent a una ingesta mitja de 227 mg/Kg/dia.
Amb aquesta dosi es va produir una disminucié del guany ponderal, sense
disminuir la ingesta ni la taxa de creixement, a més d’observar-se
I’abséncia dels efectes secundaris associats a farmacs que inhibeixen
I’absorciod intestinal de greixos. També es va observar que després d’un

periode de suspensid6 del tractament, els animals recuperaven
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progressivament el pes, indicant que el tungstat no provocava un estat
persistent de pérdua de pes. A I’efecte de la disminucié de guany ponderal,
li acompanyava una millora en el perfil metabolic associat al fenotip obés
(disminuci6 de nivells circulants de TG, NEFA, leptina 1 insulina), una
millora en la sensibilitat a la insulina i1 una disminucié de 1’adipositat. El
tungstat va induir un increment coordinat en I’expressio en el teixit adipds
de gens involucrats en el transport (LPL 1 aP2) i en ’oxidacio (mCPT1)
d’acids grassos. LPL catalitza el pas clau en la hidrolisi de TG, 1 és
important en la regulacid del metabolisme 1 dels nivells circulants dels TG
[488]. aP2 ¢és una proteina citosolica responsable del transport dels NEFA a
organuls oxidatius [489], i mCPT1 es I’enzim limitant de la B-oxidacié en
els mitocondris [490]. Els canvis d’expressio d’aquests enzims suggereixen
que el tungstat augmenta 1’entrada d’acids grassos en els mitocondris per la
seva posterior oxidacié. El tractament també va provocar alteracions en els
nivells d’expressio de proteines desacobladores, incrementant UCP1 en
TAM 1 UCP2 1 UCP3 en TAB epididimari 1 en muscul esquelétic, apuntant
un possible increment en la termogenesi. Aixi doncs, per als autors, les
variacions de UCPs i dels gens involucrats en el transport 1 en 1’oxidacio6 de
lipids, podrien causar un increment en la dissipacid d’energia i una
reduccié en el contingut de TG en el teixit adipos, que, conseqiientment,
contribuiria a la disminuci6 de 1’adipositat 1 del pes corporal, 1 a la millora
en la sensibilitat a la insulina. Els estudis no van mostrar diferéncies en
I’expressid de PPARs, en canvi s’ha demostrat un fort increment en la
fosforilaci6 de PPARy en teixit adipds en resposta al tractament amb
tungstat [491]. Aquest factor de transcripcio, que €s critic en la coordinacio
del ritme d’oxidacié i emmagatzematge d’acids grassos, regula la expressio
de UCPs 1 enzims involucrats en 1’homeostasi lipidica [492, 493], que
també estan regulats pel tungstat. A més, 1’activacié de PPARY pot donar-

se a través de la via de les MAP cinases [494-496], 1 s’ha observat un
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augment d’activacio de ERK 1/2 en resposta al tungstat en diferents linies
cel-lulars, incloent-hi la linia 3T3-L1 [497]. D’aquests resultats es pot
inferir que el tungstat exerceix el seu efecte antiobesitat a través de
I’activaci6 de MAPK, que modularia I’activitat de PPARy, que actuaria en
la regulacié de I’expressié de gens involucrats en la termogenesi 1 en la

oxidaci6 de lipids.

4.2.EFECTES DEL TUNGSTAT EN LA DIABETIS MELLITUS

En el darrer segle la literatura cientifica ha fet referéncia a I’efectivitat de
diversos compostos metal-lics en el tractament de la diabetis mellitus.
Aquest ¢és el cas del vanadat de sodi (NaVOs), del qual I’any 1899 se’n van
descriure, per primera vegada els seus efectes beneficiosos. Ha estat, pero,
en els darrers anys, quan I’estudi d’aquestes sals metal-liques han rebut un
major impuls, en particular, en el camp de la diabetis mellitus per presentar
certa capacitat mimetica de la insulina in vivo 1 in vitro, com ¢€s el cas de les
sals de vanadat [498-501], el selenat [502], 1 les sals de liti [503, 504]. Els
primers estudis en els que s’indagava I’efectivitat del tungstat com agent
antidiabétic, van ser realitzats per Barbera i col-laboradors en el model de
rata diabética STZ, model de DM1. Aquests estudis van evidenciar que el
tractament oral amb tungstat provocava una reducci6 dels valors de
glicémia 1 la reversio de les alteracions hepatiques del metabolisme de la
glucosa, aconseguint incrementar la capacitat del fetge per utilitzar glucosa
a traveés de la glicolisi 1 de la sintesi de glicogen [484]. Els estudis realitzats
a llarg termini van demostrar que el tungstat, a més de reduir el nivells de
glucosa en sang sense provocar episodis d’hipoglucémies, prevenien
I’aparici6 d’alteracions renals 1 oculars induides per la diabetis, i reduien la
mortalitat. També descartaven efectes adversos del tractament a llarg

termini [505].
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Estudis realitzats en models experimentals de DM2, la rata nSTZ 1 la rata
obesa Zucker diabética (ZDF), també van demostrar 1’eficacia del
tractament oral amb tungstat a ’arribar a normalitzar els nivells de glicémia
[483, 486]. En el model nSTZ el tungstat també va ser capag¢ de restaurar la
secrecid d’insulina per part de la cel'lula B en resposta a la glucosa.
Paral-lelament, es va observar una recuperacid parcial del contingut
d’insulina, aixi com un augment en [’expressi6 del RNA de la
preproinsulina. Aquests efectes es fonamenten en la restauracio de la funcio
de I’illot pancreatic, on es va observar un augment en la massa f3 cel-lular
pancreatica. Aquest augment de massa han d’estar lligats a processos
proliferatius o neogenics (produccid de cel-lules B noves a partir de
precursors ductals), 1 en el cas del tungstat els estudis van mostrar la
presencia de cel-lules que expressaven insulina en zones properes als ductes
1 en el teixit exocri cel-lules que expressaven PDX-1, suggerint activitat
neogenica [485]. Els mateixos estudis van demostrar la capacitat del
tungstat per activar el factor de transcripcid6 PDX-1, responsable de la
regulacio del desenvolupament pancreatic. Per una altre banda, en el model
ZDF, es va observar una reduccié considerable de la glicémia 1 de la
hipertrigliceridémia associada al model experimental. L’abséncia de canvis
significatius en el perfil de fosforilacié en proteines tirosines, suggerien que
I’efecte del tungstat estava mitjancat per una millora parcial del
metabolisme hepatic de la glucosa mitjancada per 1’activacio de la sintesi
de glicogen [497], juntament amb una reduccié de la lipotoxicitat en el

fetge [486].
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4.3. TOXICITAT DEL TUNGSTAT

Els estudis realitzats per Le Lamer-Dechamps i1 col-laboradors sobre la
farmacocinetica del tungstat sodic en rata 1 gos [506-509], van descriure
que I’administraci6 de tungstat seguia una cinetica de primer ordre i la seva
concentraci6 en relacio al temps va coincidir amb un model de dos
compartiments. Els resultats van mostrar una alta absorcid6 quan es va
administrar en solucid (tn.x = 1-2 h) 1 una alta biodisponibilitat (92% en rata
1 65% en gos), el que beneficia al tungstat com a agent terapeutic, ja que
una baixa biodisponibilitat s’associa amb 1’aparicidé d’efectes secundaris,
com ¢s el cas del vanadat (5-30%). El t;, d’eliminaci6 va determinar-se en
1.7h en el cas de larata14 h en el cas del gos, aix0 representa un proces
rapid d’eliminacio, el que minimitza I’acumulacio en teixits, 1 és inicament
en testicle, ronyd 1 os on s’han observat nivells detectables [510]. Els
estudis del toxicitat de tungstat van demostrar, que no era un compost amb
toxicitat severa 1 que unicament provocava efectes nocius o letals en dosis
molt elevades [498], 1 molt llunyanes de les dosis terapcutiques com a
agent antiobesitat, essent la DLs, en rata 1928 mg/kg i la dosi terapcutica
227 mg/Kg. A més, tractaments de curta i de llarga durada en rosegadors,
no han demostrat en cap cas efectes adversos com diarrea, hepatotoxicitat o
nefrotoxicitat [483-486, 498, 506-509]. Aixi doncs, el tungstat presenta un

ample marge de bioseguretat en el tractament contra 1’obesitat.
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“El mestre va preguntar desplegant un ventall:
-Que és aixo?
Un deixeble respongueé:

- Es un ventall.
Un altre deixeble el va agafar i plegar, i es va

gratar l’esquena.”
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1. ANIMALS D’EXPERIMENTACIO.

1.1. Models d’animals d’experimentacio

Tots els animals emprats en aquesta tesi van ser subministrats per
I’empresa Charles River Laboratories Inc. (Santa Perpétua de la Mogoda,
Espanya) 1 es van mantenir a 1’estabulari de la Facultat de Medicina de la
Universitat de Barcelona. Els animals es van mantenir estabulats
individualment i1 en condicions ambientals controlades (cicles de llum i
foscor de 12h, temperatura de 21 + 2 °C 1 humitat relativa del 50-60 %).
Tots els protocols experimentals que es van realitzar durant aquesta tesi es
van portar a terme seguint les normen de manipulacié d’animals per a
experimentacié, 1 van estar previament autoritzats pel comite etic
d’experimentacié animal de la Universitat de Barcelona.

Els animals emprats en aquesta tesi van ser:

. Rates Wistar

Rattus norvegicus mascles de la soca Wistar de 10 setmanes d’edat.

. Rates Zucker fa/fa
Rattus norvegicus mascles de la soca Zucker obeses fa/fa (RZO) 1 rates

control Zucker lean +/? (RZL) de 10 setmanes d’edat.
. Ratoli 0b/0b

Mus musculus mascles de la soca 0b/ob 1 ratolins control +/? (lean) de 10

setmanes d’edat.
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Tots els experiments, excepte els realitzats amb rates Wistar alimentades
amb dieta de cafeteria, es van iniciar o realitzar amb animals de 12
setmanes d’edat, mantenint-los un periode previ de 1-2 setmanes en
I’estabulari per permetre una correcta aclimatacio dels animals. En els cas
de les rates Wistar alimentades amb dieta de cafeteria, es va fer un periode
previ de 4 setmanes d’inducci6 d’obesitat amb la dieta, pel que els animals

van ser subministrats amb 7 setmanes d’edat.

1.2. Dietes

Els animals van ser alimentats ad libitum amb una dieta de pinso estandard
(tipus AO4, Panlab, Barcelona, Espanya) o bé amb una dieta de cafeteria,
segons s’indica en cada cas. L’accés a I’aigua de beguda va ser lliure
durant tot el procés experimental per ambdds grups dietetics. El protocol
de la dieta de cafeteria aplicat va consistir en I’administracié diaria (a
primera hora del mati) 1 en excés, d’un ventall d’aliments d’elevada
palatabilitat 1 d’elevat contingut en lipids i1 carbohidrats. La composicio
d’aquesta dieta va ser, préviament, descrita per Prats [175], 1 per a aquest

protocol es va modificar lleugerament:

. Pinso estandard (AO4, Panlab) /3,0 Kcal/g]

. QGaletes tipus “Maria” [4,7 Kcal/g]

. Paté de fetge de porc /3,6 Kcal/g]

. Cansalada /6,6 Kcal/g]

. Llet sencera suplementada amb 333 g/l de sucre 1 10 g/l d’un

suplement vitaminic 1 mineral amb sabor de xocolata (Gevral,

Cynamid Iberica, Madrid, Espanya) /1,98 Kcal/ml]
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Diariament es va mesurar el consum de cadascun dels components

alimentaris de la dieta (corregit per la pérdua d’aigua) de tots els animals.

Les composicions a nivell de nutrients 1 energia derivada de cada nutrient,

de les dues dietes emprades van ser:

Dieta pinso estandard Dieta de cafeteria
Composicid Energia Composicid Energia
(%) derivada (%) (%) derivada (%)
Proteines 15,5 21 12,7 9
Lipids 3.3 8 38,7 65
Carbohidrats 68,8 71 36,1 25
Altres 10,4 - 13,0 -
Energia total
(Kcal/g) o >

A les rates Wistar alimentades amb dieta de cafeteria, se les va sotmetre a
un periode previ d’induccié d’obesitat, en el que es va administrar durant 4

setmanes previes a qualsevol tractament o mesura, la dieta de cafeteria.

1.3.Tractament amb tungstat

Els diferents models animals alimentats amb la mateixa dieta, es van

dividir en dos grups, tractats i no tractats. El tractament va consistir, si no

s’explicita el contrari, en [’administraci6 oral de tungstat sodic
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(Na,WO4x2H,0; Carlo Erba, Mila, Italia) a la concentracié de 2 mg/ml en

I’aigua /0 la llet de beguda durant 28 o 30 dies segons I’experiment.

1.4.Tractament amb leptina

Ratolins ob/ob van ser tractats amb leptina recombinant de ratoli (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EEUU). La pauta de tractament va ser la
seglient, dues injeccions intraperitoneals amb el volum necessari per
administrar una dosi de 0,5 pg de leptina/g de pes corporal a partir d’una
solucid de leptina 0,125 mg/ml dissolta en NaCl 0,9 %. L administracio de
leptina es va fer a les 8:00 1 a les 20:00h durant cinc dies consecutius. Un
grup addicional de ratolins, emprat com grup control, es va tractar amb
NacCl 0,9 %, seguint la mateixa pauta d’administracid i injectant el volum

equivalent de la solucié salina

1.5.Monitoratge del pes i de la ingesta

El monitoratge del pes i de la ingesta de cada animal es va realitzar

diariament, aixi com el consum d’aigua

2. TRASPLANTAMENT DE TEIXIT ADIPOS EN RATOLINS
ob/ob.

Amb I’objectiu de recuperar la deficiéncia en leptina del ratoli ob/ob es van
realitzar trasplantaments de teixit adipos de ratolins /ean en ratolins ob/ob.
La tecnica de trasplantament de teixit adipdés no ha estat massa descrita,
amb 1’excepcidé de dos treballs publicats al 1978 [511] 1 al 1983 [512].

L’any 2000, Gavrilova va publicar un treball [513], citat 1 emprat per altres
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per la realitzacid del trasplantament de teixit adipés en models murins
[514-518]. Aquest protocol de trasplantament amb diverses modificacions

va ser I’emprat en els nostres experiments.

2.1.Trasplantament del teixit adipos

A ratolins ob/ob de 12 setmanes d’edat, se’ls va administrar buprenorfina
30 minuts abans de la intervencid, com analgesic, amb una dosi de 0,025
mg/Kg de pes corporal mitjancant injeccid subcutania. Posteriorment, van
ser anestesiats per inhalaci6 d’isofluora (Forane, Abbot Laboratories, Kent,
Anglaterra) al 2% mitjancant un vaporitzador (Ohmeda, Madison,
Winsconsin, EEUU). A cadascun d’aquest animals se’ls va realitzar, a
nivell de la dermis, quatre incisions de 0,5 cm en la zona dorsal, dos a la
zona escapular 1 dos més a la zona lumbar. Simultaniament, es van
sacrificar per dislocacié cervical dos ratolins lean per cada ratoli ob/ob a
trasplantar, 1 immediatament es va extreure el teixit adipos epididimari dels
ratolins sacrificats 1 es va rentar amb una soluci6 esteril de NaCl 0,9 %, 1 es
van disseccionar trossos de 100-150 mg. Es va trasplantar un tros d’aquest
teixit adipds en cada incisid del ratoli receptor fins trasplantar un total de
500 mg de teixit, 1 seguidament es va suturar amb fil de seda trenada no
absorbible de 26 mm (Laboratorio Aragd S.A., Barcelona, Espanya) i es
van tractar les zones intervingudes amb una soluci6 de povidona iodada al
10 % (laboratorios betamadrilefio S.L., Getafe, Espanya) per mantenir la
zona aseptica. Els ratolins trasplantats es van mantenir sota escalfor fins la
plena recuperacio de 1’anestesia. Els animals plenament recuperats van ser
estabulats individualment en les condicions estandarditzades de
temperatura, humitat 1 cicles de llum, 1 van ser alimentats amb la dieta
estandard préviament descrita. El tractament amb tungstat va ser el descrit

préviament.
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Un grup addicional de ratolins ob/ob va ser trasplantat amb teixit adipos
epididimari de ratoli ob/ob, seguint el mateix protocol. Aquest grup de
ratolins es va emprar com control de trasplantament amb deficiéncia en

leptina.

2.2.Extirpacio del teixit adipos

Quatre setmanes després de realitzar el trasplantament de teixit adipos, es
va realitzar 1’extirpacio del teixit trasplantat en els ratolins ob/0b. 30 minuts
abans de la intervenci6 es va administrar buprenorfina (0,025 mg/Kg de pes
corporal) mitjancant injeccidé subcutania. Posteriorment, van ser anestesiats
per inhalaci6 d’isofluora al 2% mitjancant un vaporitzador. Es van realitzar
incisions de 1 cm a la zona on es van inserir els teixits trasplantats, 1 es van
extreure mitjangant 1’is de pinces 1 bisturi. Després de D’extirpacio les
incisions es van suturar i tractar amb povidona iodada al 10 % . Els ratolins
intervinguts es van mantenir sota escalfor fins la plena recuperacio de

I’anesteésia

3. PROTOCOL D’EXTRACCIO I _OBTENCIO DE FLUIDS 1
TEIXITS.

3.1.0btencio de sang i plasma

Les mostres de sang van ser obtingudes a partir de la vena caudal, realitzant
un petit tall a I’extrem de la cua dels animals en deju per un periode de Sh a
partir de les 9:00h, una hora després de I’entrada en la fase dilirna.
L’extraccio es va portar a terme mitjangant un sistema capil-lar impregnat
amb EDTA (Sarsted, Niimbrecht, Alemanya). Les mostres es van mantenir

en gel des de I’instant immediatament posterior a la seva extraccio, fins el
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seu posterior processament per a 1’obtencié de plasma. (1000g, 20 min a 4

°C). Les mostres es van conservar a -20 °C.

3.2.0btencio de teixits

Per I’extraccid de teixits, els animals van ser anestesiats per inhalacio
d’isofluora. Els diferents teixits (incloent-hi TAMi, TABsc, TABep, els
trasplants subcutanis i I’hipotalem) es van extreure, netejar amb una solucio
de NaCl 0,9% i pesar. Seguidament, una part dels teixits es van congelar
rapidament en N, liquid 1 posteriorment es va conservar a -80 °C fins a la
seva utilitzacid. L’altre part dels teixits es van fixar en formalina al 10%
per al seu posterior tractament 1 inclusié en parafina, (protocol que es
detallara a continuacio).

Al finalitzar 1’extraccido dels teixits, els animals van ser sacrificats

mitjancant 1’administracid en excés d’isofluora.

4. MESURES METABOLIQUES.

Per a la realitzacié de les diverses mesures metaboliques, es van emprar
mostres de sang o plasma provinent d’animals dejunats durant 5 hores. La
determinacio de la concentracid circulant dels diversos parametres es va
portar a terme mitjancant Kits comercials 1 seguint els protocols
recomanats pels fabricants. A continuacid es detalla la relacio de les

mesures realitzades:
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4.1.Determinacio de la glicémia

Per a la determinacid dels nivells circulants de glucosa, es va emprar un
sensor de glucosa AccuTrend (Roche, Mannheim, Alemanya), 1 es va fer la

mesura directa en sang.

4.2.Determinacio dels TG

La determinacié dels nivells plasmatics de triglicérids es va realitzar
mitjancant un assaig colorimetric emprant el Kit comercial TG PAP-150
(BioMeérieux, Marcy 1'Etoile, Franca). Aquest assaig empra com a principi
la segiient seqiiéncia de reaccions:

lipasa

Trigliceridls ———» Glicerol + acids grassos

gliceroquinasa
Glicerol + ATP —»  Glicerol-3-fosfat

Glicerol-3-fosfat oxidasa

Glicerol-3-fosfat + 0 ——  —p  H,0, + fosfat
dihidroxiacetona

peroxidasa . L.
H.0; + p-clorofenol Quinonaimina (substancia colorejada)
+amino-4-antipiina ———® 4 2H,0 + HCl

La intensitat de coloraci6 de la quinonaimina, determinada per
espectrofotometria a 505 nm de longitud d’ona, és proporcional a la
quantitat de trigliceérids presents a la mostra.

La determinacié quantitativa es va realitzar per la interpolacid dels valors

obtinguts en les mostres amb els valors obtinguts d’una recta patro.

4.3.Determinacio dels NEFAs

La determinacio dels nivells plasmatics d’acids grassos no esterificats es va

realitzar mitjangant un assaig colorimetric emprant el Kit comercial NEFA
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C (ACS-ACOD method) (Wako, Neuss, Alemanya). Aquest assaig empra

com a principi la seglient seqiiéncia de reaccions:

Acil-CoA-sintasa ) )
NEFA (RCOOH) + ATP + CoA-SH ———— > Acil-CoA + AMP + PPi

Acil-CoA-oxidasa
Acil-COA+0; ———» 2 3-trans-Enoil-CoA + H,0O,

Peroxidasa
2H,0, + 4-Aminofenazona + MEHA ' ———————— Quinonaimina (substancia colorejada)
[3-Metil-N-Etil-N- +4H,0
-(B-hidroxietil)anilina)]

La intensitat de coloraci6 de la quinonaimina €s proporcional a la quantitat
de NEFAs presents a la mostra. La intensitat de coloracid es determina per
espectrofotometria a 550 nm de longitud d’ona.

La determinacié quantitativa es va realitzar per la interpolacid dels valors

obtinguts en les mostres amb els valors obtinguts d’una recta patro.

4.4.Determinacio de la leptinémia

La determinacio6 dels nivells plasmatics de leptina es va realitzar mitjancant
I’s d’assaigs immunoenzimatics amb un kit comercial Mouse Leptin
ELISA Kit (Linco Research, St. Charles, Missouri, EEUU).

Aquest kit t€ una especificitat del 100 % per ratoli 1 del 70 % per rata, 1 es

va fer servir indistintament per a les dues especies.

5. ANALISI HISTOLOGICA I MORFOMETRICA DEIL TEIXIT
ADIPOS.

Per realitzar els estudis histologics, les mostres de teixit adipos es van fixar
en formol al 10% (Sigma-Aldrich) immediatament després de la seva
extraccio. A continuacié es va procedir a la seva inclusi6 en blocs de

parafina.
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5.1.Fixacio i inclusio en parafina

Els teixits es van mantenir en formalina al 10 % (Sigma-Aldrich) a
temperatura ambient durant 4 hores. Posteriorment, les mostres es van

deshidratar i1 incloure en parafina seguint el segiient protocol:

1. Rentat amb PBS.

2. Submergir les mostres en etanol 50% durant 20 minuts (tres vegades).

3. Submergir les mostres en etanol 70% durant 20 minuts (tres vegades).

4. Submergir les mostres en etanol 100% durant 20 minuts (tres vegades).
5. Submergir les mostres en xilol durant 15 minuts (dues vegades).

6. Submergir en soluci6 parafina-xilol (1:1) 1 mantenir durant tota la nit a
temperatura ambient.

7. Escalfar les mostres fins dissolucié de solucié parafina-xilol (40 °C).

8. Submergir en parafina 1h a 60 °C.

9. Incloure en motlles amb parafina 1 deixar solidificar

Les mostres incloses en parafina es van conservar a temperatura ambient
fins a la seva utilitzacio

Les mostres van ser tallades en seccions de 10 um de gruix amb un
microtom (Leica Instruments, Nussloch, Alemanya). Aquestes seccions es

van fixar en portaobjectes préviament submergits en polilisina 5 % (Sigma-

Aldrich).

5.2.Tincio amb Hematoxilina/Eosina

Les seccions es van tenyir amb hematoxilina (Sigma-Aldrich) 1 eosina

(Sigma-Aldrich) seguint protocols estandard:

88



Materials 1 Métodes

1. Desparafinar les seccions en xilol durant 10 minuts (dues vegades).

2. Hidratar amb concentracions decreixents d’etanol (100; 75 1 50 %)
durant 3 minuts.

3. Submergir en soluci6é d’hematoxilina de Mayer durant 15 minuts.

4. Rentar amb aigua de ’aixeta durant 15 minuts.

5. Submergir en solucié d’eosina durant 1 minut.

6. Deshidratar amb concentracions creixents d’etanol fins a xilol durant 3
minuts.

Les preparacions es van analitzar emprant un microscopi amb programa de
digitalitzacio 1 processament d’imatges Leica DMR (Leica Microsystems

GmbH, Wetzlar, Alemanya).

6. AILLAMENT DE L’RNA 1 ANALISI DE _L’EXPRESSIO
GENICA PER PCR QUANTITATIVA.

6.1. Obtencio total de ’RNA de teixits.

La purificacié i1 la manipulacié de I’RNA requereix certes precaucions que
cal tenir presents. La principal font de degradaci6 de I’'RNA ¢és la
contaminacio per ribonucleases (RNases), enzims molt actius i estables que
poden generar importants problemes per a I’0ptima obtencio de ’RNA. Per
tant, és necessari treballar amb guants per evitar el contacte directe amb la
pell, principal font de contaminacidé per RNases. A més cal treballar amb
reactius 1 material d’us especific lliures d’RNases. Les solucions s’han de
preparar amb aigua tractada amb dietil pirocarbonat (DEPC) o lliure

d’RNases.
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L’aillament de RNA es va realitzar mitjancant el metode classic del
tiocianat de guanidini, descrit per Chomczynski [519], amb certes

adaptacions:

1. Per 1 g de teixit, homogeneitzar amb 5 ml d’una solucié de tiocianat de
guanidini (Invitrogen Corp., Carlsbad, California, EEUU) 1 36 pl de B-
mercaptoetanol, emprant un homogeneitzador de tipus Potter-Elvehjein de
vidre-teflon.

2. Afegir 5 ml de cloroform i remenar vigorosament durant 20 segons.

3. Centrifugar (1600 rpm, 15 minuts a 4 °C). Recollir el sobrenedant (fase
aquosa) 1 transferir a un tub nou.

4. Afegir 250 ul d’acetat de sodi 2 M (pH = 4,0), 2,5 ml de fenol i 500 ul
d’una soluci6 de cloroform-alcohol isoamilic (49:1) a cada tub. Remenar
vigorosament durant 20 segons 1 mantenir en gel durant 15 minuts.

5. Centrifugar (10.000 g, 20 minuts a 4 °C) i transferir el sobrenedant (fase
aquosa) a un tub nou.

6. Afegir 2,5 ml d’isopropanol i remenar suaument.

7. Incubar almenys lh a -80 °C, o bé, tota la nit a -20 °C per precipitar
I’RNA.

8. Centrifugar (10.000 g, 30 minuts a 4 °C) i eliminar el sobrenedant.

9. Rentar el pellet amb 1 ml d’etanol al 70 %, centrifugar (10.000 g, 15
minuts a 4 °C) 1 eliminar sobrenedant.

10. Deixar assecar el pellet a temperatura ambient 1 resuspendre amb aigua
DEPC.

11. Conservar les mostres a -80 °C.
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6.2. Quantificacio de la concentracio i ’avaluacio de la puresa de

PRNA.

Una vegada aillat 1 resuspes I’RNA, es va determinar la seva concentracio
mitjancant espectrofotometria, analitzant [’absorbancia a 260 nm de
longitud d’ona, tenint en compte que una unitat d’absorbancia a aquesta
longitud d’ona correspon a 40mg/ml d’acid nucleic de cadena senzilla. La
puresa de la preparaci6 es va avaluar mesurant la relacido entre
I’absorbancia a 260 nm 1 280 nm de longitud d’ona. Es considera que la
mostra presenta una puresa acceptable quan aquesta relacio es troba entre

1,9i2,1.

6.3.Integritat de ’RNA.

La integritat de I’'RNA es va comprovar mitjangant gels de
formaldehid/agarosa, un sistema d’electroforesi desnaturalitzant que
permet una bona resoluci6 de I’RNA de cadena senzilla [520]. En aquest
estudi els gels emprats van ser de I’l % (p/v) d’agarosa, indicats per a la
separacio de fragments compresos entre 0,4 1 6 Kb. La concentracid final
de formaldehid en el gel va ser de 2,2 M, permetent una adequada
desnaturalitzaci6 de les mostres en electroforesis llargues. El protocol de

preparacio dels gels 1 les mostres va ser el segiient:

Protocol per la preparacid de gels d’electroforesi de formaldehid/agarosa:

1. Dissoldre 1,5 g d’agarosa en 109 ml d’aigua DEPC al forn microones.
2. Mantenir la soluci6 a 60 °C en un bany. A continuacio afegir 15 ml de
MOPS 10X preescalfat, 27 ml de formaldehid al 37 % (12,3 M) i agitar

suaument.
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3. Deixar refredar lleugerament 1 abocar la solucio en el motlle pertinent,
on previament s’haura col-locat la pinta per formar els pous de carrega.

Deixar solidificar el gel sobre una superficie plana a temperatura ambient.

Protocol per la preparacio de gels d’electroforesi de formaldehid/agarosa:

1. Pipetejar el volum necessari de mostra per disposar de 5 ug d’RNA.
1.1. Si el volum de mostra és superior a 5 ul, precipitar les mostres
afegint 1/10 del volum inicial d’acetat de sodi 2 M (pH=4), 3 volums
d’etanol 100 % 1 posant-les a -80 °C durant un temps superior a 15
minuts
1.2. Centrifugar (14.000 rpm, 20 minuts a 4 °C) 1 eliminar el
sobrenedant.
1.3. Rentar el pellet amb 500 ul d’etanol al 70 %, centrifugar (14.000
rpm, 20 minuts a 4 °C) i eliminar sobrenedant.
1.4. Deixar assecar el pellet a temperatura ambient 1 resuspendre amb
5 pl d’aigua DEPC.
2. Afegir 15 pl de tampd de carrega desnaturalitzant amb formaldehid
(Ambion Inc., Austin, Texas, EEUU) 1 1 pl de bromur d’etidi (10 pg/pl;
Invitrogen Corp.) 1 remenar.
3. Desnaturalitzar les mostres incubant-les 15 minuts a 65 °C 1, a
continuacid, mantenir en gel.
4. Carregar les mostres en el gel d’agarosa, incloent un carril amb
marcadors de pes molecular (Ambion Inc.), i coérrer 1’electroforesi amb
tampd MOPS 1X a un voltatge de 5 V/cm fins que el front ha migrat 2/3

del gel (per a un gel mitja, 30V durant 4 hores aproximadament).
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El gel es va visualitzar en un transil-luminador de llum U.V. i la integritat
de PRNA es va constatar amb la presencia de dues bandes clarament
definides corresponents als fragments de ’RNA 18S 1 28S (1,8 Kb 14,8 Kb
respectivament). Per contra, si I’RNA es troba parcialment o totalment

degradat, s’observaran multiples bandes o un smear-.

6.4.Retrotranscripcio de ’RNA

Per el posterior estudi de PCR quantitativa, cal previament fer una
retrotanscripcido de ’RNA. Aquest procés genera copies de cDNA emprant
com a motlle les seqiiencies de mRNA de la mostra. Aquestes copies de
cDNA seran emprades com motlle en la PCR.

Per a la realitzacidé de la retrotranscripcido es va emprar el kit comercial
First-Strand ¢cDNA Synthesis (Invitrogen), fent servir com transcriptasa
inversa la SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen). El protocol

que es va seguir va ser el detallat pel fabricant:

1. Preparaci6 de les mostres:

2 ug d’RNA total x ul
mescla de ANTP (10mM de dATP, dGTP, dCTP i

dTTP) tul
Encebadors (random hexamers 50 ng/ul) 1 pl
Aigua DEPC fins a 10 pl

2. Incubar les mostres a 65 °C durant 5 minuts i immediatament després
deixar en gel, almenys 1 minut

3. Preparar la mescla de reaccio:
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Tamp6 de RT 10X 2 pl / per mostra
MgCl12 (25mM) 4 pl / per mostra
DTT (100 mM) 2 ul / per mostra
Inhibidor de la RNasa (RNase out) | 2 ul/ per mostra

4. Afegir a cada mostra 9 ul de la barreja de reaccid 1 incubar durant 2
minuts a 42 °C.

5. Afegir a cada mostra 1 pl de I’enzim SuperScript II RT (50 U/ pl),
mesclar bé 1 incubar a 42 °C durant 50 minuts.

6. Finalitzar la reacci6 amb un pas d’inactivacié de 1’enzim incubant a 70

°C 1 rapidament posar en gel.

6.5.PCR quantitativa.

El metode de PCR quantitativa o PCR en temps real, suposa una millora
substancial respecte el metode tradicional de PCR a punt final que en
permet fer una valoracié qualitativa de la presencia d’un gen, pero que no
permet quantificar el nombre de copies d’un gen present a la mostra. En
canvi, la PCR quantitativa permet quantificar el nombre de copies d’un gen
present a la mostra a cada cicle d’amplificaci6 mitjancant la utilitzacio de
fluorocroms. Existeixen dos sistemes de deteccio, el primer esta basat en la
tecnologia TagMan (Applied Biosystems), que es basa en la utilitzacio
d’una sonda consistent en un oligonucleotid que porta unit dos tipus de
molécules: un marcador fluorescent (reporter) al seu extrem 5’ 1 un
reductor de I’emissio (quencher) a ’extrem 3’. Mentre la sonda es troba
intacta, la proximitat del quencher redueix enormement la fluorescéncia

emesa pel reporter pel fenomen de FRET (Forster resonance energy

94



Materials 1 Métodes

transfer). A mesura que la polimerasa allarga el primer, 1’activitat 5’
nucleasa d’aquesta degrada la sonda, que es troba unida entre els dos
primers. D’aquesta manera el reporter 1 el quencher es separen,
incrementant aixi el senyal de fluorescéncia. A cada cicle hi ha més
molecules de reporter alliberades, produint-se un augment de la
fluorescencia proporcional a la quantitat d’amplico generat.

El segon sistema es basa en la tecnologia SYBR green (Applied
Biosystems), basat en la incorporaci6 al DNA de doble cadena d’un
fluorocrom que es troba inactiu en la seva forma lliure, 1 que comenga a
emetre fluorescéncia en el moment que s’uneix al DNA. Aixi doncs, aquest
fluorocrom emet fluorescéncia de forma proporcional als nombre
d’amplicons generats en la reaccio, 1 aquests son proporcionals al nombre
de copies del gen que hi havia a I’inici en la mostra.

El metode que es va emprar, utilitza el sistema 7900HT Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, California, EEUU). Pel
procés d’amplificacio i analisis es va emprar el kit comercial Power SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), que combina el fluorocrom
SYBR Green 1 Dye, la polimerasa AmpliTaqg Gold DNA Polymerase, un
mix de dNTPs amb dUTP i un tampd optimitzat per fer la reaccio, o bé el
kit TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems) que conté una
sonda 1 un parell d’encebadors especifics per a la seqliencia a estudiar,
polimerasa AmpliTag DNA Polymerase, un mix de dNTPs amb dUTP,
protector contra reamplificacions de productes de PCR AmpErase UNG 1
un tampo optimitzat per fer la reaccid

El llindar de fluorescencia o threshold, es va optimitzar per a cada gen
estudiat, 1 en base a aquesta mesura, es va determinar en nombre de cicles
(Ct) que 1li calia a cada mostra per arribar al valor del llindar de
fluorescéncia. Aixi les mostres amb un menor nombre de copies del gen

estudiat a I’inici de la reaccid, trigaran més cicles en assolir els nivells de
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fluorescencia llindar. Per tant, la mesura del Ct ens permetra determinar els

nivells d’expressido d’un gen de forma relativa entre dues o més mostres.

Per a la mesura de cada gen es va procedir de la seglient manera:

6.5.1. Validacio de la linealitat de 1a PCR.

Aquest apartat de validaci6 consisteix en comprovar, amb la concentracid
d’encebadors escollida, que la diferéncia d’amplificacié entre les diferents

quantitats de cDNA ¢€s constant 1, per tant, la relacio de Ct és lineal.

PROCEDIMENT
1. Es fan dilucions de ¢cDNA per comprendre valors de 1 a 1/10°, amb
aigua.

2. Preparar la mescla de reaccio:

Per a experiments amb SYBR Green

Power SYBR Green Master Mix 2X 10 ul per reaccio
Encebadors 3’ (20 uM) 0,5 ul per reaccid
Encebadors 5° (20 uM) 0,5 pl per reaccid
Aigua 5 ul per reaccio

Per a experiments amb TagMan

TagMan Universal Master mix 2X 10 pl per reacciod

Pre-developed TagMan Assay Reagents 18s

1 pl per reaccio
RNA (20X)

Aigua 5 ul per reaccio
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2. Es realitza I’amplificacié amb 4 ul d’aquestes dilucions 1 afegint-hi 16 pl
de la mescla de reaccio. Les condicions d’amplificacio son les segiients:
. 50 °C durant 2 minuts
« 95 °C durant 10 minuts (activacid o hot start de la
polimerasa)
. 40 cicles de:
95 °C durant 15 segons
60 °C durant 1 minut

3. Un cop acabada la reacci6 de PCR cal representar els resultats com Ct
enfront del logaritme de la concentracidé de cDNA, i es determina el rang de
linearitat de les mostres. A més, es determina 1’eficiéncia de la reaccidé amb
la mesura del pendent, aixi, valors de pendent de -3,33 indiquen una
eficiencia de la PCR del 100%. Si el pendent és superior a -3,33 indica que
no s’ha obtingut una eficiencia del 100%, ¢€s a dir, que no totes les cadenes
s’amplifiquen en el cicle segiient.

A més, per a les reaccions en que s’empra SYBR Green al final de la
seqiiencia de cicles de cada amplificacié es realitza una corba de
dissociacid (un gradient de temperatura que augmenta un grau cada 15
segons des de 60 fins a 95 °C), a fi de comprovar que el producte amplificat
¢s unic. En augmentar la temperatura a la qual esta sotmesa la mostra, el
DNA de doble cadena (dsDNA) que s’ha format es va separant. Com que el
SYBR green només emet fluoresceéncia quan esta entre una doble cadena de
DNA aquesta va disminuint en anar augmentant la temperatura. Aixi doncs,
si en la reaccid s’haguessin amplificat dos seqiiencies diferents, en el
grafics de dissociacio obtindriem dos pics a diferent temperatura. Aquesta
¢s una altre forma d’assegurar-nos el correcte funcionament de la reaccid

de PCR 1 poder validar els resultats.
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6.5.2. Mesura de les mostres.

Aquest procés ¢és idéntic al descrit per a la validaci6 de la linealitat. L nic
que canvia ¢s la quantitat de mostra que s’afegeix en el tub de reaccio, que
ha d’estar dins el rang de linealitat determinat préviament. Per a tots els
nostres experiments la quantitat de mostra de partida va ser de 4 pl d’una
dilucio 1/100 del producte de retrotranscripcid. A cada experiment es va
afegir una corba patré d’una mostra dil'luida des de 1 fins a 1/10°, per
determinar 1’eficiéncia de la reaccid, 1 a més es va realitzar la corresponent
corba de dissociaci6 per tal de verificar I’amplificaci6é d’un Unic fragment.
S’utilitza ’RNA ribosomic 18S com control per normalitzar 1’expressio
genica, la quantitat de 18S per a cada mostra d’RNA. Aixi mateix,
s’introdueix un control negatiu de la PCR on es posa H,O enlloc de la
mostra de cDNA, per comprovar que no hi ha contaminacié per DNA de
cap dels reactius.

Per tal de dissenyar els encebadors per Ucpl, es va utilitzar el programa
Primer Express Software v2.0 (Applied Biosystems) a partir de la
seqiiencia del mRNA obtinguda en PubMed (www.ncbi.nlm.nih.
gov/entrez/query.fcgi). Realitzant un Megablast en una altra aplicacio de la
mateixa pagina web, es va assegurar 1’especificitat dels primers dissenyats.
Els encebadors emprats per a la determinacio de les subunitats 1 1 4 de la
citocrom oxidasa (CO-I 1 IV), co-activador 1a de PPAR (Pgcl @), acetil-
CoA carboxilasa (Acaca) 1 sintasa d’acids grassos (Fasm) van ser
amablement cedits per la Dra. M.C. Carmona. Els encebadors emprats per
la determinacié de Npy 1 Agrp, es van obtenir a partir de les seqliencies
publicades per Heijboer [521].

Encebadors emprats:
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Ucpl

Encebador 5’ :
Encebador 3’ :

CO-1

Encebador 5’ :
Encebador 3’ :

CO-1v
Encebador 5’

Pgcla

Encebador 5’ :

33

Encebador 3’ :

Acaca

Encebador 5’ :
Encebador 3’ :

Fasn

Encebador 5’ :
Encebador 3’ :

Npy

Encebador 5’ :
Encebador 3’ :

Agrp
Encebador 5’

Pomc

Encebador 57 :
Encebador 3’ :
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5’-CGATGTCCATGTACCACAAGGAA-3’
5’-TCGCAGAAAAGAAGCCACAA-3’

5’- CGCCATCATATTCGTAGGAGTAAA -3°
5’- TCTGAGTAGCGTCGTGGTATTCC -3’

:5°- CCGACTGGAGCAGCCTTTC -3
Encebador 3’ :

5’- TCGGCGAAGCTCTCGTTAAA -3°

5’-TGATGACAGTGAAGATGAAAGTGATAAAC -

5’- GGCGACACATCGAACAATGA -3’

5’- GACTTGCAGAAGAAATACGCCATA -3’
5’- CTTGTATCCCTTGTAGGGATCTTCA -3’

5’- TGCTCCCAGCTGCAGGC -3’
5’- GCCCGGTAGCTCTGGGTGTA -3’

5’- CGCTCTGCGACACTACATCAA-3’
5’- GGGCTGGATCTCTTGCCAT-3’

:5°- GGTGCTAGATCCACAGAACCG-3
Encebador 3’ :

5’- CCAAGCAGGACTCGTGCAG-3’

5’- AGAGGCCACTGAACATCTTTGTC-3’
5’- GCAGAGGCAAACAAGATTGGA-3’
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Cart
. Encebador 5’ : 5°- TTCTTTCCTCTTGAAGTGCTTGTG-3’
. Encebador 3’ : 5’- GGGAATATGGGAACCGAAGGT-3’

18s RNA

. Per a aquest gen es va emprar uns encebadors 1 sondes
predissenyades per Applied Biosystems (18s rRNA Assay on

Demand Gene Expression)
6.5.3. Quantificacio de les mostres

La quantitat relativa d’RNA present a cada mostra es va expressar com
AACH, el que representa el increment de la Ct respecte a la mostra amb que

es vol comparar. El calcul de AACt es va realitzar de la segiient manera:

ACt =Ct Ct

mostra referéncia mostra

1

AACt =
=

El valor del gen el normalitzem amb el valor del AACt del 18s RNA.
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7. TEST _DE__PREFERENCIA GUSTATIVA (TWO-BOTTLE
PREFERENCE TEST).

Un dels procediments per determinar 1’aversio o la preferéencia d’un
individu vers un estimul gustatori €s el test de preferéncia gustativa, tamb¢
anomenat “7Two-bottle preference test” desenvolupat originalment per
Ritcher [522] 1 més recentment perfeccionat per diversos investigadors
[523-527]. Aquesta técnica es basa en determinar la preferéncia que
presenta I’animal, en funcid de la quantitat consumida, quan se li presenten
dues begudes diferents. Existeixen multiples variacions del test, en els que
es varien diversos parametres, entre d’altres, el temps d’oferiment o la
simultaneitat a 1’hora d’oferir les begudes. El test que es va utilitzar va

consistir en:

Es van estabular ailladament rates Wistar mascles de 12 setmanes d’edat, 1
ratolins C57Bl/6 també mascles de 12 setmanes d’edat. Durant un periode
d’una setmana, es va acostumar als animals a tenir dues ampolles de
begudes (amb aigua durant tot aquest periode) perqué hi beguessin
indistintament. Abans de comencar els test amb les solucions a mesurar, es
va realitzar un test oferint exclusivament aigua en ambdues ampolles per
determinar si, sense diferéncies gustatives, els animals bevien per igual de
les dues ampolles. El resultat va mostrar una lleu preferéncia per una de les
ampolles, aquesta comportament s’assumeix com preferéncia dels animals
per un determinat lloc per beure. Per resoldre aquesta desviacio el test es va
dividir en dos periodes no consecutius en els que s’invertia la localitzacio

de les ampolles.

Les substancies a testar van ser:

« Solucio de tungstat sodic 2 g/l
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« Soluci6 de sucrosa 100 mM

« Solucio6 de quinina 0,002% (p/v)

La soluci6 de quinina, amb un gust amarg, s’empra com control d’aversio,
mentre que la solucié de sucrosa amb un gust dol¢ s’empra com control de

preferencia.

A cada animal de manera aleatoria se 1i va oferir 250 ml d’una de les tres
solucions a testar, alhora que se li oferia el mateix volum d’aigua en una
altre ampolla. El temps d’assaig va ser de 24h, després de les quals es va
deixar 24 hores de repos amb 2 ampolles amb aigua. El test es va repetir,
pero invertint la posicid de I’ampolla d’aigua 1 la de la substancia a testar.
Es va mesurar la quantitat total de beguda consumida durant els dos dies 1

es va calcular la ra6 de preferéncia de la segiient manera:

Ra (') d e Prefer én Ci q= Vconsumit de substancia a testar
consumit d'aigua consumit de substancia a testar

Valors superiors a 0,5 indiquen preferencia de la substancia testada

respecte a 1’aigua, 1 valors inferiors a 0,5 aversio.

A cada animal se li va realitzar el test amb tungstat, sucrosa i quinina,
canviant D’ordre d’administracido entre els diferents animals, per evitar
interferencies degudes a 1’aprenentatge del posicionament de les begudes

aversives o preferides.
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8. CALORIMETRIA INDIRECTE.

Per tal de mesurar la despesa energética en els diferents models animals, es
va realitzar mesures de consum d’oxigen mitjancant la técnica de
calorimetria indirecte. Aquesta técnica permet con¢ixer la despesa
energetica dels animals mitjangant mesures de consum d’oxigen i1 de
produccié de CO,, i aplicant uns algoritmes matematics [528-530]. Per a la
determinaci6 d’aquestes mesures es va emprar el sistema de calorimetria
indirecte de circuit obert MM-100 Metabolic Monitor System (CWE Inc.,
Ardmore, Pennsylvania, EEUU). Aquest aparell consta d’un analitzador
paramagnetic d’O; 1 un detector d’infraroigs de CO,, que mesuren la
composicio de ’aire contingut en ’exterior 1 en I’interior de cambres
metaboliques de mesura on s’estabulen els animals subjectes a 1’analisi.
L’aparell calcula les diferencies de composicié de 1’aire d’entrada a la
cambra (aire exterior) 1 el de I’aire “consumit” per I’animal (aire interior), i
amb aquestes dades calcula el volum d’oxigen consumit i de dioxid de

carboni produit per cada animal per unitat de temps.

El disseny experimental que es va fer amb les consideracions necessaries
per tal d’evitar al maxim la variabilitat interassaig, ja que la fase del dia, les
variacions en les condicions ambientals o 1’estrés que pateix 1’animal
influeixen molt en la variabilitat de la mesura. Per tant, per estandarditzar
al maxim I’experiment es van realitzar totes les mesures a unes hores
determinades del dia, a més, les mesures es van realitzar sempre comparant
un animal sense tractar i un animal tractat per tal d’evitar les variacions

provocades per les condicions ambientals.

Per la mesura del consum d’oxigen amb els models de rata Wistar 1 Zucker

alimentats amb dieta estandard o amb dieta de cafeteria 1 en el model de
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ratoli ob/ob, es van emprar animals mascles de 16 setmanes d’edat que
havien estat alimentats les darreres 4 setmanes amb la dieta corresponent al

seu grup. El procediment de mesura va ser el seglient:

1. 24 hores abans de la mesura es va fer un periode d’aclimatacio a les
condicions de I’assaig estabulant els animals en les cambres de mesura.

2. A les 8:00 a.m. es va retirar el menjar i la beguda dels animals.

3. A les 9:00 a.m. es va iniciar la mesura per determinar la respiracié basal
durant un periode de 2 hores realitzant lectures cada 15 minuts.

4. A les 11:00 a.m. es va administrat mitjan¢ant una sonda gastrica una
unica dosis de tungstat diluit en aigua equivalent al total de tungstat ingerit
durant vuit hores o un volum equivalent de NaCl 0,9 %. Les dosis a
administrar es van calcular en base a les mesures realitzades durant el

tractament cronic amb tungstat, aquestes van ser:

Dosi de tungstat Volum
administrada d’administracio
Wistar primes 150 mg/ Kg de pes 2 ml/ Kg de pes
Wistar ODC 150 mg/ Kg de pes 2 ml/ Kg de pes
Zucker dieta estandard 75 mg/ Kg de pes 2 ml/ Kg de pes
Zucker dieta de cafeteria 90 mg/ Kg de pes 2 ml/ Kg de pes
ob/ob dieta estandard 60 mg/ Kg de pes 4 ml/ Kg de pes

-5. Des de les 11:00 a.m. fins les 19:00 es van continuar les mesures de
consum d’oxigen amb determinacions cada 15 minuts.

6. Els valors de consum d’oxigen es van relativitzar respecte a la mitjana
dels valors basals propis, 1 es van normalitzar respecte als valors relatius
del grup d’animals no tractats. Els resultats es van expressar com

percentatge de consum d’oxigen respecte al consum d’oxigen basal.
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Per a I’experiment realitzat en el model de ratoli ob/ob trasplantat amb
teixit adipds, es van realitzar variacions en el procediment. Els animals

emprats en aquest experiment van ser:

. Ratoli ob/ob trasplantat amb TAB epididimari de ratoli ob/ob.
. Ratoli 0b/ob trasplantat amb TAB epididimari de ratoli /ean.
. Ratoli ob/ob trasplantat amb TAB epididimari de ratoli /ean amb

tractat cronicament amb tungstat.

Tots els experiment es van realitzar després de 4 setmanes d’haver realitzat
el trasplantament 1 de 1’inici del tractament en els animals tractats. El

procediment de mesura va ser el segiient:

1. 24 hores abans de la mesura es va fer un periode d’aclimatament a les
condicions de I’assaig de mesura estabulant els animals en les cambres de
mesura.

2. A les 9:00 a.m. es va iniciar la mesura durant 24h, descartant la primera
hora de mesura per realitzar la manipulacio dels animals 1 la calibraci6 de
’aparell.

3. El resultat es va representar com a volum d’oxigen per unitat de temps 1

estandarditzat per pes de I’animal.

9. RESPIROMETRIA D’ALTA RESOLUCIO

9.1. Principis de la respirometria d’alta resolucio

El principi de la respirometria es basa en la determinacio dels canvis de

concentraci6 d’oxigen en una cambra de mesura causats per una mostra

105



Materials 1 Métodes

biologica, que permet una estimacid del consum d’oxigen d’aquesta
mostra. Els petits canvis en la respiracid poden indicar alteracions o lesions
en la maquinaria mitocondrial o cel-lular. Per mesurar aquest petits canvis,
no son utils les tecniques de mesura tradicionals amb electrodes de Clarke,
sind que es requereixen sistemes de respirometria d’alta resolucié que

empren sensors d’oxigen molt més sensibles 1 més estables [531-534].

9.2. Aillament i manteniment de les mostres.

Per a la realitzacié de mesures de respirometria es va utilitzar dos tipus de
mostra, biopsies de TAM 1 adipocits marrons, aillats de rates Wistar mascle
de 12 setmanes d’edat tractades durant 30 dies amb tungstat 2g/I en 1’aigua
de beguda. El procediment d’aillament 1 manteniment de les biopsies i dels

adipocits va ser el segiient:

1. Anestesiar els animals per inhalacido d’isofluora (Forane, Abbot
Laboratories, Kent, Anglaterra), i posteriorment decapitar i exsanguinar.

2. Extreure el TAM interescapular, cervical 1 axil-lar, 1 mantenir en una
soluci6 de Krebs-Ringer-Fosfat (KRP) a temperatura ambient fins la
mesura de biopsies o 1’aillament d’adipocits

3. Incubar la part del teixit destinat a 1’aillament d’adipocits (tot excepte 10
mg de teixit) amb 3 ml d’una soluci6 de col-lagenasa de tipus II de 1,3
mg/ml en KRP (Sigma-Aldrich) en un bany amb agitacié a 37 °C durant 7
minuts fent un pols d’agitacio vigorosa cada 2 minuts.

4. Treure el teixit 1 trossejar amb tisores.

5. Incubar amb 6 ml d’una solucidé de col-lagenasa de tipus II de 0,67
mg/ml en KRP (Sigma-Aldrich) en un bany amb agitacié a 37 °C durant

30-45 minuts, fent un pols d’agitacié vigorosa cada 5 minuts.
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6. Filtrar el teixit digerit amb un filtre de nil6 de (Millipore, Billerica,
Massachusetts, EEUU). Mantenir separat el filtrat del teixit no digerit.

7. Incubar el teixit no digerit amb 3 ml d’una solucié de col-lagenasa de
tipus II de 0,33 mg/ml en KRP (Sigma-Aldrich) en un bany amb agitacio a
37 °C durant 30 minuts fent un pols d’agitaci6 vigorosa cada 5 minuts.
Filtrar amb filtre de nil6 de porus de 30 um de diametre. Ajuntar els filtrats

8. Centrifugar (30 g, 8 minuts a temperatura ambient) i1 eliminar
I’infranedant amb una canula:

9. Afegir medi KRP fresc i mantenir 1h a temperatura ambient per permetre
als adipocits migrar a la superficie per flotacio.

10. Eliminar infranedant fins que quedin 2 ml.

11. Agafar una aliquota per fer comptatge de cel-lules.

12. Afegir medi KRP, si cal, per tenir una concentracié de 1-4 x 10°
cel-lules/ml

13. Els adipocits es poden mantenir a temperatura ambient durant tot el dia.
9.3. Mesures de mostres

Per fer la mesura es va utilitzar el respirometre d’alta resolucid6 Oxygraph-

2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria), emprant com medi de

mesura un tampo de Krebs-Ringer-Bicarbonat (KRB)

9.3.1. Mesura de biopsies

Per realitzar aquesta mesura es va emprar una biopsia de TAM de pes entre

4 1 8 mg. El procediment que es va seguir va ser:

1. Pesar el teixit 1 trossejar-lo en parts de 1-2 mg de pes
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2. Afegir 2 ml de la soluci6 KRB en la cambra de mesura i deixar
equilibrar el flux d’O,.

3. Afegir el teixit 1 20 pul d’una solucié 1 M de glicerol-3-fosfat (Sigma-
Aldrich).

4. Deixar evolucionar la mesura fins que s’estabilitzi, aquest sera el valor
de respiracio basal del teixit.

5. Representar el valor de respiraci6 basal estandarditzat pel pes del teixit

mesurat.

9.3.2. Mesura d’adipocits

Per realitzar aquesta mesura es va emprar 10° adipocits de TAM. El

procediment que es va seguir va ser:

1. Pipetejar el volum necessari de la suspensié de cél-lules per obtenir 10°
adipocits.

2. Afegir el volum necessari de la soluci6 KRB per tenir un volum final de
2 ml en la cambra de mesura, i1 deixar equilibrar el flux d’ O,.

3. Afegir els adipocits 1 20 pl d’una soluci6 1 M de glicerol-3-fosfat
(Sigma-Aldrich).

4. Deixar evolucionar la mesura fins que s’estabilitzi, aquest sera el valor
de respiracio basal del teixit.

5. Representar el valor de respiracid basal estandarditzat pel nombre de

cel-lules.
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10.TAMPONS I SOLUCIONS.

10.1. PBS (Phosphate Saline Buffer)

NaCl 137 mM
KCI 2,7 mM
NaH,PO, -7H,O | 4,3 mM
KH,PO, 1,4 mM

Equilibrar el pH a 7,3.

10.2. Aigua DEPC

Afegir 0,1 % de dietil pirocarbonat (DEPC) en un litre d’aigua destil-lada.

Agitar tota la nit i autoclavar.

10.3. Soluciéo MOPS (acid-3-(N-morfolino)propanesulfonic)

MOPS 0,2M
Acetat de sodi 0,5M
EDTA 10 mM

Equilibrar el pH a 8,3 1 guardar en foscor.
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10.4. TAMPO KREBS-RINGER-FOSFAT (KRP)

NaCl 110,9 mM
KH,PO, 1,4 mM
NaH,PO, 3,8 mM
Na,HPO, 16,7 mM
CaCl, 1,5 mM
Glucosa 10 mM
Sacarosa 10 mM
BSA lliure de acids grassos lliures 4 %

Equilibrar el pH a 7,4 amb tris-OH.
10.5. TAMPO KREBS-RINGER-BICARBONAT (KRB)

NaCl 118 mM
KH,PO, 1,2 mM
NaH,CO; 25 mM
KCl 4,8 mM
MgSO, - 7H,0 1,2 mM
EGTA 0,5 mM
Glucosa 10 mM
Sacarosa 10 mM
BSA lliure de acids grassos lliures 4 %

Bombollejar amb un flux de CO, 5% durant 5 minuts i equilibrar el pH a
7,4 amb HCI.

Abans de cada s, bombollejar amb un flux de CO, 5% durant 5 minuts.
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Presentaci6 1 Objectius

L’obesitat en les darreres décades ha esdevingut una pandémia de
proporcions alarmants. L’clevada prevalenga de la malaltia amb
independéncia de genere, edat, raga o condicid social, conjuntament amb
multitud de patologies associades, 1’alt index de mortalitat i els elevats
costos sanitaris derivats, esdevenen els principals motius per que aquesta
malaltia esdevingui objecte de I’intens estudi que s’esta desenvolupant al
seu voltant, per intentar tractar la malaltia i pal-liar els seus efectes. El
caracter multifactorial de ’obesitat, en el que intervenen factors genetics,
ambientals, socioeconomics 1 psicologics, €s el principal escull per esbrinar
els mecanismes implicats en el desenvolupament de la malaltia, aixi com
en el desenvolupament de terapies o farmacs efectius en el seu tractament.
En aquest sentit, el desenvolupament del coneixement dels diversos
mecanismes que regulen la homeostasi energetica, tant des de la vessant de
la regulacié de la ingesta, com des de la vessant de la regulaci6 de la
despesa energética, esta esdevenint fonamental en el desenvolupament de
terapies cada vegada més efectives.

El tungstat sodic, tal 1 com han demostrat els diversos estudis
desenvolupats en el nostre laboratori, €s un farmac amb un gran potencial
en el tractament de I’obesitat, que pot millorar substancialment els actuals
tractaments farmacologics antiobesitat. Tot 1 haver-se descrit ampliament
els diversos efectes del tungstat en diferents models experimentals, el
mecanisme d’accid, 1 en concret la o les molecules amb les que
interacciona el tungstat per exercir els seus efectes sobre el guany ponderal

ens son encara desconeguts.

Els resultats preliminars indiquen que el tractament amb tungstat manté els
nivells d’expressio de les citocines classiques en la regulacid de 1’obesitat
constants, amb 1’excepcio de la leptina. Donada la rellevancia d’aquesta

citocina en el control del pes corporal i de ’homeostasi energética, factors
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que es veuen modificats amb el tractament amb tungstat en el model intacte
de rata obesa, la nostre hipotesi de treball és que la leptina és una molécula
necessaria per que el tungstat exerceixi el seu efecte reductor del guany

ponderal.

Els objectius plantejats van ser els segiients:

1. Demostrar que el tungstat no té efectes en la reduccidé del guany
ponderal en el model de rata Zucker fa/fa deficient en el receptor de

la leptina.

2. Demostrar que el tungstat no té¢ efectes en la reduccid del guany

ponderal en el model muri 0b/ob deficient en la leptina.

3. Demostrar que en recuperar la deficiéncia en la leptina en el model
muri 0ob/ob, el tungstat restableix els seus efectes reductors del guany

ponderal.
4. Determinar que en recuperar la deficiéncia en la leptina en el model

muri ob/ob, es restableixen tots els mecanismes implicats en la

reduccio del guany ponderal causada pel tractament amb tungstat
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Resultats

1. RESULTATS PREVIS AL DISSENY DE LA HIPOTESIS I DELS
OBJECTIUS.

Els resultats previs de Claret [2] van demostrar que 1’administracio oral de
tungstat en rates Wistar obeses induides mitjancant una dieta de cafeteria
(ODC), reduia el guany ponderal sense reduir significativament la ingesta
d’aquest animals. Es suggeria que la perdua de guany ponderal podria ser la
conseqiiencia d’un augment de la despesa energética atés que no hi havia
canvis en la quantitat 1 qualitat de ’energia ingerida. Uns dels principals
mecanismes responsables del control de la despesa energetica és la
termogenesi, que mitjancant la UCP1 pot incrementar els nivells de despesa
energetica de ’organisme [296, 535, 536]. El resultats descrits en el model
de rata ODC van mostrar un clar increment en 1’expressio del mRNA de
UCPI a teixit adipos marr6 (TAM). Per confirmar que aquest increment
d’expressio esta lligat a un augment en la despesa energetica calia realitzar
mesures de consum d’oxigen mitjancant calorimetria indirecta en rates
ODC. En el cas de I’administracio oral de tungstat en rates Wistar
normopes, alimentades amb dieta estandard, els resultats van mostrar un
efecte reductor del guany ponderal semblant al model de rata ODC.
Contrariament al que es va observar en les rates ODC, en les rates primes si
que es va observar una disminuci6 de la ingesta simultania a
I’administracié del tungstat, suggerint que la reduccid dels guany ponderal,
en aquest model era, en part, conseqiiéncia de la reduccié de la ingesta. La
disminucio6 de la ingesta va anar acompanyada d’una reducci6 significativa
de la quantitat d’aigua de beguda ingerida, que els autors van atribuir a
possibles efectes aversius sobre la palatabilitat del tungstat, suggerint-se
per part dels autors que el descens en el consum de beguda era el que

limitava la ingesta, obviant-se els possibles efectes anorectics del tungstat
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per se. Aixi doncs, en el model de rata prima resta per determinar si la
reduccié de guany ponderal causada pel tractament amb tungstat és
exclusivament conseqiiencia de la reduccioé de la ingesta, o si la despesa
energetica tambe intervé en la regulacid del pes corporal. Per tant cal
determinar, per una banda, si existeix un increment en la despesa
energetica, 1 per una altre si el tungstat té efectes anorectics.

Aquesta tesi, s’inicia en aquest punt: posar a punt la técnica de calorimetria
indirecte per avaluar el consum d’oxigen en els models de rata Wistar
prima 1 ODC, com un indicador del consum energetic; 1 determinar els

efectes del tungstat sobre la palatabilitat de la beguda.

1.1.LEFECTE DEL TUNGSTAT SOBRE LA TERMOGENESI EN
RATES WISTAR.

1.1.1. Efecte _del tungstat sobre el consum d’oxigen de tot

I’organisme en rates primes i ODC.

Es va mesurar durant un periode de dues hores (9:00 — 11:00h a.m.), el
consum d’oxigen basal en rates primes o ODC aclimatades a les gabies de
mesura durant les 24 hores previes a la realitzacid de 1’experiment.
Passades les dues hores de mesures basals, es va administrar a cadascun
dels animals amb una sonda gastrica una solucié de tungstat equivalent a la
quantitat que I’animal ingeriria Iliurement amb ’aigua de beguda durant
vuit hores, o un volum equivalent de sali. Posteriorment a 1’administracio
es van mesurar els consums d’oxigen durant vuit hores.

L’administracié oral d’una unica dosis de tungstat va provocar un
increment del consum d’oxigen del 11,0 % en rates primes tractades
respecte a rates primes no tractades (100,00 = 2,27 versus 111,00 + 2,24 %

VO,, p<0,01 en rates primes NT versus T, n=8) (fig. 1a). En el cas de rates
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ODC Tl’augment en el consum d’oxigen es va incrementar un 13,4 %
respecte a rates ODC sense tractament (100,00 £ 4,82 versus 113,43 + 3,91
% VO,, p<0,05 en rates ODC NT versus T, n=8) (fig. 1b). Indicant aixi que
el tungstat posseeix la capacitat d’induir un increment en la capacitat

termogenica dels animals tractats.
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Figura 1. Consum d’oxigen en rates Wistar primes (a) i Wistar ODC (b) deprés de
I’administracioé per sonda gastrica de tungstat (150 mg/Kg de pes corporal). Rates
primes no tractades (H, n=8) rates primes tractades (H, n=8), rates ODC no tractades
(m, n=8) 1 rates ODC tractades (H, n=8). Els. Els resultats son la mitjana £ sem.
*p<0,05 1 **p<0,01 comparat amb rates no tractades (test-t d’Student)

1.1.2. Efecte del tungstat sobre la respiracio mitocondrial del

TAM i els adipocits marrons.

Una vegada observat I’increment del consum d’oxigen en els animals
tractats amb tungstat, es va voler confirmar que aquest increment era
produit, en part, al TAM, 1 que per tant I’increment en 1’expressio del gen
Ucpl es veia reflectit en un increment de 1’activitat d’aquesta proteina. Per
tal efecte es van emprar técniques de respirometria d’alta resolucié en
biopsies de TAM 1 en adipocits marrons isolats de rates Wistar primes
tractades amb tungstat durant 30 dies i els corresponents controls.

Els valors de consum d’oxigen mesurats en les biopsies de TAM de rates

sense tractar van ser significativament inferiors als de les rates tractades
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amb tungstat ( 20,990 £+ 2,213 versus 38,902 £ 3,806 pmol O, x s x mg
teixit', p<0,01) (fig. 2a). Al realitzar la mesura en adipocits aillats
d’aquests teixits, els resultats van ser similars, els adipocits de rates
tractades presentaven una respiracio basal superior al adipocits d’animals
sense tractar ( 26,885 + 8,086 versus 88,732 + 21.854 pmol O, x 5™ x 10°
cel-lules, p<0,05) (fig. 2b).
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Figura 2. Consum d’oxigen de biopsies (a) i d’adipocits aillats (b) de TAM de rates
Wistar primes tractades durant un periode de 30 dies amb tungstat. TAM o adipocits
rates no tractades (B, n=4) i TAM o adipocits de rates tractades (M, n=4). Els
resultats son la mitjana + sem. * p<0,05 i ** p<0,01 comparat amb rates no tractades
(test-t d’Student)

D’aquest resultats es desprén que el tungstat causa un increment en el
consum d’oxigen en el TAM 1 especialment en els adipocits d’aquest teixit,
suggerint que 1’increment en el consum d’oxigen observat en el model
animal €s conseqiiéncia, en part, a processos que tenen lloc als adipocits del
TAM. Els nostres resultats conjuntament amb els resultat previs de Claret
[2] on s’observa un increment en la expressio del gen Ucp! en teixit adipds
marrd mitjancat per tungstat, en suggereixen que el tractament amb tungstat
en el model ODC ¢és capa¢ d’induir termogenesi. No obstant, Claret i
col-laboradors observaven que les rates Wistar primes presentaven un

comportament diferent al de les rates ODC. En aquests animals, el tungstat
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evidencia una disminuci6 de la quantitat d’energia ingerida, per disminucié
d’ingesta. Si ens atenem als resultats anteriors observariem que en animals
obesos (ODC) tota la perdua de guany ponderal hauria d’atribuir-se a un
increment en la despesa energetica, pero en els animals prims coexistirien
els dos efectes descrits per Claret [491], I’anoréctic 1 el de dissipacio de
I’energia, en base als resultats que mostraven un increment en I’expressio
d’UCP1 a TAM de rates ODC, 1 posteriorment confirmat per nosaltres a
I’observar I’increment en el consum d’oxigen i1 I’increment en la respiracio

basal del TAM 1 dels seus adipocits aillats.

En aquest sentit i previ al desenvolupament de la tesi vaig intentar descartar
que P’administracio oral (en aigua de beguda) del tungstat no induis una
reduccio del consum d’aigua per efectes aversius sobre la palatabilitat 1 en

conseqiiencia una disminucio6 de la ingesta d’aliments.

1.2.EFECTE DEL TUNGSTAT SOBRE LA PALATABILITAT DE
LA SOLUCIO DE BEGUDA EN RATES WISTAR I
RATOLINS C57BL/6.

Diversos estudis dissenyats per a I’estudi d’altres efectes metabolics del
tungstat [483, 485, 491, 505] han suggerit sense demostrar, un possible
efecte anorectic d’aquesta substancia en animals alimentats amb dieta
estandard. En rates ODC tractades amb tungstat no es van observar
diferéncies d’ingesta [2]. Aquesta resposta diferencial d’ingesta entre els
grups dietetics, com ja hem assenyalat, no ha obtingut una argumentacio
clara, 1 la disminuci6 s’havia atribuit a una reduccio6 en el consum d’aigua a
conseqiiencia d’un possible canvi en el seu sabor al dissoldre-hi el tungstat,
postulant que la reduccid en el consum d’aigua provocava una disminucid

en la ingesta. No obstant, quan el tungstat s’administrava per una via
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alternativa (ICV) [491], o mitjancant sondes intragastriques o capsules de
gelatina, capaces de eliminar els possibles efectes gustatius atribuits al
tungstat (CIDASAL, Centro de Investigacion y Dessarrollo Aplicado
S.A.L., Barcelona. Comunicacio personal), aquest efecte sobre la
disminucié de la ingesta en animals alimentats amb dieta estandard es
mantenien.

Per tal de determinar si el tungstat presenta efectes anoréctics per se o si
per contra aquests son provocats pels efectes gustatius de 1’administracio
de tungstat en I’aigua de beguda abans esmentats, es van realitzar tests de
preferéncia gustativa en rates Wistar 1 en el model muri C57B1/6 alimentats
amb dieta estandard. En aquest test, també anomenat “Two-bottle
preference test” desenvolupat originalment per Ritcher [522] 1 més
recentment perfeccionat per diversos investigadors [523-527], s’ofereix
simultaniament a 1’animal dues solucions de beguda per comparar la
quantitat consumida de cadascuna 1 inferir el seu efecte gustatiu. En el
nostre cas la soluci6 analitzada ha estat el tungstat dissolt en aigua respecte
I’aigua sense cap altre additiu. A més, com controls de preferencia 1
d’aversid gustativa s’han emprat solucions de sucrosa 1 quinina,
respectivament. Amb la finalitat d’evitar interferéncies en la mesura
causades pel posicionament de les solucions o a I’aprenentatge per la
col-locaci6 de begudes a les que els animals presenten preferéncia o
aversio, el test es va dividir en dues parts de 24 h no consecutives,
intercanviant les posicions de les solucions testades, 1 distribuint
aleatoriament I’ordre de les solucions a testar (veure apartat de metodes per
a una descripcid més complerta del procediment).

Els resultats obtinguts d’aquest test van mostrar que el tungstat no provoca
cap tipus de preferéncia ni d’aversio respecte a I’aigua en rata (fig. 3a) ni
en ratoli (fig. 3b), indicant que les reduccions en el consum d’aigua no son

conseqliencia d’efectes gustatius causats pel tungstat. Per tant,

118



Resultats

contrariament al que s’havia postulat anteriorment, la reducci6 del consum
d’aigua esta associat a la reduccié de la ingesta causada per efectes

anorectics del tungstat.
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Figura 3. Test de preferéncia gustativa en rates Wistar (a) i ratolins C57BI1/6 (b)
alimentats amb dieta estandard. Valors de la ra6 de preferéncia de solucions de
tungstat 2g/1 (B, n=6), sucrosa 100 mM (O, n=6) i qunina al 0,002 % (p/v)(H, n=6)
Els resultats son la mitjana + sem. ** p<0,01 1 *** p<0,001 comparat amb la ra6 de
preferencia de la soluci6 de tungstat (test-t d’Student)
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2. ESTUDI DE L’EFECTE DEL TUNGSTAT SOBRE EL PES
CORPORAL I EL BALANC ENERGETIC EN MODELS AMB
DEFICIENCIA EN EL SISTEMA DE LA LEPTINA.

2.1. RATA ZUCKER fa/fa: MODEL DE DEFICIENCIA EN EL
RECEPTOR DE LA LEPTINA.

2.1.1. Efectes sobre el pes corporal i I’adipositat.

Tal 1 com es descriu previament en I’apartat de metodes, es va administrar
en ’aigua de beguda tungstat (2g/1) durant un periode de 30 dies a rates
Zucker fa/fa (RZO) 1 a rates heterozigotiques per la mutacid en el gen fa
(RZL). Ambdoés grups d’animals van ser alimentats amb dos tipus de dieta:
una dieta normocalorica (dieta estandard) o una dieta hipercalorica (dieta
de cafeteria) [174].

L’administracio de tungstat a RZO alimentades amb dieta estandard, no va
causar cap canvi en I’evoluci6 del pes corporal respecte als animals no
tractats, arribant, ambdos grups, al final del tractament amb un guany de
pes corporal comparable (91,1 + 7,2 versus 87,4 + 7,2 g de guany de pes
corporal RZO NT versus T, n=9) . Les rates control RZL en el mateix
periode de tractament van reduir significativament el guany ponderal
respecte les RZL no tractades, a conseqliencia del tractament amb tungstat
(57,8 £2,4 versus 41,7 = 4,1 g de guany de pes corporal RZL NT versus T,
n=9) (fig. 4).
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Figura 4. Evoluci6 del guany ponderal en rates Zucker alimentades amb dieta
estandard durant el periode de tractament amb tungstat. RZL no tractades (M, n=9),
RZL tractades (A, n=9), RZO no tractades (H, n=9) i RZO tractades (A, n=9). Els
resultats son la mitjana + sem. *** p<0,0001, L’analisi de la varianga amb el
tractament es va realitzar amb una ANOV A multifactorial.

L’ administracié de la dieta de cafeteria en RZO 1 RZL va provocar un
increment de pes corporal superior al de les mateixes rates alimentades amb
dieta estandard. Aix0 va ser conseqiiencia, en part, per un canvi en la
qualitat de I’energia ingerida que va incrementar el contingut caloric de la
ingesta, 1 en part, per I’increment en la quantitat d’aquesta energia ingerida
a causa de la hiperfagia induida per ’alta palabilitat de la dieta [174].

La reduccié de guany ponderal observada en les RZL tractades amb
tungstat va ser significativament superior al del grup de RZL no tractades
(134,0 £ 6,2 versus 78,9 = 12,1 g de guany de pes corporal RZL NT versus
T, n=9). En les RZO, de forma similar al que ocorria en administrar la dieta

estandard, no es va observar cap canvi significatiu en el guany ponderal al
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comparar els animals tractats amb tungstat amb els no tractats (144,7 +
11,8 versus 133,6 = 10,3 g de guany de pes corporal RZO NT versus T,
n=9) (fig.5)

Aixi doncs, aquests resultats demostraven que el tractament amb tungstat
no provoca canvis de pes en els animals amb deficiéncies en la
senyalitzaci6 de la leptina. A més es va observar que els canvis de pes
corporal en animals RZL eren més pronunciats en aquells animals als que
se’ls induia un estat d’obesitat major, indicant una major eficiéncia del
tractament amb tungstat sobre la reduccidé de guany ponderal en animals

obesos.
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Figura 5. Evolucio del guany ponderal en rates Zucker alimentades amb dieta de
cafeteria durant el periode de tractament amb tungstat. RZL no tractades (M, n=9),
RZL tractades (A, n=9), RZO no tractades (M, n=9) i RZO tractades (A, n=9). Els
resultats son la mitjana + sem. *** p<0,0001, L’analisi de la varianga amb el
tractament es va realitzar amb una ANOVA multifactorial.

Aquesta reduccidé del guany ponderal en animals RZL va anar
acompanyada d’una reduccié de 1’adipositat, tal i com demostra 1’estudi

gravimetric realitzat en diferents diposits de teixit adipos. Les rates RZL
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tractades amb tungstat 1 alimentades amb una dieta estandard van mostrar,
respecte les RZL no tractades, una reduccid significativa dels diposits de
greix subcutani (2,41 + 0,24 versus 1,42 + 0,32 g, p<0,05 en RZL NT vs T)
1 epididimari (2,72 £ 0,19 versus 1,97 + 0,28 g, p<0,05 en RZL NT vs T).
En canvi, no es va observar cap diferéncia en el pes del TAM
interescapular (0,47 = 0,03 versus 0,44 = 0,04 g RZL NT vs T). D’una altre
banda, les RZO amb 1 sense tractament de tungstat, no van mostrar
diferéncies entre elles en el pes dels diferents diposits de greix estudiats
(17,49 £ 0,31 versus 16,73 = 0,33 g T.A. subcutani; 10,17 + 0,36 versus
10,64 + 0,34 g T.A. epididimari; 0,60 = 0,09 versus 0,62 + 0,13 g T.A.
marr6 interescapular en RZO NT vs T) (fig. 6).
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Figura 6. Valors gravimeétrics tissulars en rates Zucker alimentades amb dieta
estandard al final del periode de tractament amb tungstat. RZL no tractades (H, n=9),
RZL tractades (B, n=9), RZO no tractades (M, n=9) i RZO tractades (H, n=9). Els
resultats son la mitjana + sem. * p<0,05 comparat amb les rates no tractades (test-t
d’Student)

El resultat va ser similar en els grups d’animals alimentats amb dieta de
cafeteria, observant-se diferéncies significatives unicament en els diposits

subcutani 1 epididimari de les RZL tractades amb tungstat en comparacid

123



Resultats

amb les RZL no tractades (6,41 + 0,48 versus 4,09 = 0,29 g T.A. subcutani,
p<0,01; 5,33 = 0,41 versus 3,33 =+ 0,41 g T.A. epididimari, p<0,01; 0,71 +
0,06 versus 0,65 = 0,08 g T.A. marr6 interescapular en RZL NT vs T), 1 la
manca d’efectes sobre els mateixos diposits entre els grups de RZO
tractades 1 no tractades (21,36 + 1,48 versus 21,41 £+ 0,60 g T.A. subcutani;
12,06 = 0,90 versus 11,47 £ 1,09 g T.A. epididimari; 1,84 = 0,09 versus
1,89 + 0,05 g TAM interescapular en RZO NT vs T) (fig. 7).
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Figura 7. Valors gravimétrics tissulars en rates Zucker alimentades amb dieta de
cafeteria al final del periode de tractament amb tungstat. RZL no tractades (H, n=9),
RZL tractades (M, n=9), RZO no tractades (M, n=9) i RZO tractades (H, n=9). Els
resultats son la mitjana + sem. ** p<0,01 comparat amb rates no tractades (test-t
d’Student)

2.1.2. Efectes sobre el balanc energétic.

Amb la finalitat d’esbrinar les causes que indueixen els efectes del tungstat
sobre el pes corporal, es va estudiar 1’efecte del tractament sobre el balang
energetic. Quan es van analitzar els nivells d’ingesta en RZO 1 RZL, i es va

observar que no hi havia diferéncies entre les RZO tractades i sense tractar
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amb tungstat independentment de la dieta que se’ls administrava (taula I).
Les RZL van presentar dos comportaments diferenciats quan van ser
alimentades amb dieta estandard, el grup de rates tractades amb tungstat va
reduir significativament la seva ingesta comparat amb les rates sense
tractament. En canvi, en el grup de rates alimentades amb dieta de
cafeteria, no es van observar diferéncies significatives d’ingesta entre rates
tractades amb tungstat 1 rates no tractades (taula II). Aquests resultats,
conjuntament amb el que s’havia observat en els models de rata Wistar
prima 1 ODC [491], 1 amb els resultats obtinguts en els tests de preferencia
gustativa, demostren que el tungstat exerceix efectes anorectics sobre els
animals tractats amb tungstat i alimentats amb dieta estandard, 1 que
probablement aquests efectes anorectics estan emmascarats en les rates
alimentades amb dieta de cafeteria a causa de la hiperfagia induida per
I’elevada palatabilitat d’aquesta dieta [174]. Tanmateix, la desaparici6 de
I’efecte anorectic en el cas de dietes d’alta palatabilitat, no evita la reduccio
del guany ponderal en animals sense deficiéncies en la senyalitzacio de la
leptina, tal 1 com s’observa en les RZL alimentades amb dieta de cafeteria,
indicant que els efectes del tungstat sobre el pes corporal no estan regulats
exclusivament per la ingesta. Globalment, aquests resultats ens indiquen
que ¢s imprescindible un sistema de senyalitzacio de la leptina intacte per

I’aparicio de I’efecte anoréctic del tungstat.

DIETA ESTANDARD DIETA DE CAFETERIA

RZO 2729 * 82 Kcall30 dies | 5144 + 140 Kcal/30 dies

RZOT 2762 106 Kcal/30 dies | 5002 * 155 Kcall30 dies

Taula I. Valors d’ingesta acumulada en rates Zucker fa/fa al final del periode de
tractament amb tungstat. RZO no tractades (n=9) i RZO tractades (n=9). Els
resultats son la mitjana + sem.
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DIETA ESTANDARD

DIETA DE CAFETERIA

RZL

2276 * 32 Kcall30 dies

4647 * 143 Kcall30 dies

RZLT

2169 * 44 Kcall/30 dies (¥)

4671 £ 120 Kcal/30 dies

Taula II. Valors d’ingesta acumulada en rates Zucker lean al final del periode de
tractament amb tungstat. RZL no tractades (n=9) i RZL tractades (n=9). Els resultats
son la mitjana + sem. * p<0,05 comparat amb rates no tractades (test-t d’Student)

També es va estudiar la despesa energetica de RZO 1 RZL mitjancant la
tecnica de calorimetria indirecta. Els resultats van mostrar la ineficiéncia
del tungstat per promoure canvis en el consum d’oxigen en els animals
deficients en la senyalitzacio de la leptina amb independencia del tipus de
dieta consumida (taula III). En canvi, en les RZL, el tractament amb
tungstat va induir un increment del consum d’oxigen del 9,8 % en rates
alimentades amb dieta de estandard, i1 del 8,3% en les rates alimentades

amb dieta de cafeteria respecte els seus respectius controls (taula I'V).

DIETA ESTANDARD DIETA DE CAFETERIA

RZO 100,00 £ 6,16 % 100,00 £ 8,26 %

RZOT 94,73 £ 6,69 % 101,99 £ 7,73 %

Taula III. Valors de consum d’oxigen en rates Zucker fa/fa tractades amb tungstat.
RZO amb dieta estandard (n=6) i RZO amb dieta de cafeteria (n=5). Els resultats son
la mitjana + sem.
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DIETA ESTANDARD DIETA DE CAFETERIA

RZL 100,00 £ 2,47 % 100,00 * 3,40 %

RZL T 109,85 £1,78 % (**) 108,31 £ 1,28 % (¥)

Taula IV. Valors de consum d’oxigen en rates Zucker lean tractades amb tungstat.
RZL amb dieta estandard (n=6) i RZL amb dieta de cafeteria (n=5). Els resultats son
la mitjana + sem. * p<0,05 1 ** p<0,01 comparat amb rates no tractades (test-t
d’Student)

Aixi doncs, els resultats obtinguts demostren que el tractament amb
tungstat en animals amb la senyalitzacio de la leptina deficient no promou
canvis en el balan¢ energetic, 1 en conseqiiéncia, no apareixen els efectes
reductors de guany ponderal observats en rates Wistar primes 1 ODC. Per
contra, en els animals sense deficiéncies en la via de senyalitzacio de la
leptina, el tractament amb tungstat promou un balan¢ energétic negatiu,
responsable de la disminucié del guany ponderal, indicant que la leptina
juga un paper clau en I’efecte del tungstat sobre el control de I’homeostasis

energetica.

2.1.3. Efectes sobre els parametres bioquimics.

Es van realitzar mesures de diversos parametres bioquimics al final del
tractament amb tungstat en RZO 1 RZL. El tractament va influir
positivament en el perfil lipidic dels animals que no presentaven
deficiéncies en la senyalitzacio de la leptina, reduint els tant els nivells

plasmatics de triglicérids com els dels NEFAs (83,52 £+ 7,60 versus 65,35 +
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3,77 mg/dl TG plasmatics, p<0,05; 0,784 + 0,054 versus 0,612 + 0,038 mM
NEFA plasmatics, p<0,05; en RZL NT vs T alimentades amb dieta
estandard; 1 335,92 + 43,51 versus 140,93 + 12,61 mg/dl TG plasmatics, ,
p<0,01; 1,149 + 0,053 versus 0,901 = 0,058 mM NEFA plasmatics, ,
p<0,01; en RZL NT vs T alimentades amb dieta de cafeteria) (fig. 8). En
canvi, les RZO no van patir canvis en els nivells plasmatics de triglicerids
ni NEFAs com a conseqiiéncia del tractament amb tungstat (375,04 + 27,39
versus 375,35 + 47,58 mg/dl TG plasmatics; 1,896 = 0,114 versus 1,939 +
0,156 mM NEFA plasmatics en RZO NT vs T alimentades amb dieta
estandard; 1 676,15 £ 89,40 versus 615,22 + 93,39 mg/dl TG plasmatics;
2,029 + 0,185 versus 2,141 = 0,075 mM NEFA plasmatics en RZO NT vs
T alimentades amb dieta de cafeteria) (fig. 9)
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Figura 8. Nivells plasmatic de triglicérids (a 1 b) i d’acids grassos lliures (ci d) en
rates Zucker lean alimentades amb dieta estandard (STD) 1 dieta de cafeteria (CAF)
al final del periode de tractament amb tungstat. RZL no tractades (B, n=6), RZL
tractades (B, n=6). Els resultats son la mitjana £+ sem. * p<0,05 1 **p<0,01 comparat
amb rates no tractades (test-t d’Student)

128



Resultats

a) 500 - c) 800 -
3 3
£ 400 1 £ 600 -
8 300 3
§ § 400 -
5 200 - 5
F (S

100 | 200

RZO STD RZOSTDT RZO CAF RZO CAFT
b) d)
. 2,0 4 . 2,0
= =
£ £
1,5 4 1,5
= m
i T}
Z 10 Z 40
0,5 0,5
0,0 - 0,0
RZO STD RZOSTDT RZO CAF RZO CAFT

Figura 9. Nivells plasmatic de triglicerids (a 1 b) 1 d’acids grassos lliures (ci d) en
rates Zucker fa/fa alimentades amb dieta estandard (STD) i dieta de cafeteria (CAF)
al final del periode de tractament amb tungstat. RZO no tractades (M, n=6) i RZO
tractades (H, n=6). Els resultats son la mitjana + sem.

2.2. RATOLI 0b/ob: MODEL DEFICIENT EN LA LEPTINA.
El segiient model animal en el que es va estudiar els efectes del tungstat, va
ser el model muri 0b/ob, en el que la deficiéncia total en la sintesi de la

propia hormona ¢és la causa del fenotip obes que presenta aquest animal.

2.2.1. Efecte sobre el pes corporal i I’adipositat.

Es va administrar en 1’aigua de beguda tungstat (2 g/l) durant un periode de
30 dies a ratolins 0b/ob 1 lean alimentats amb una dieta estandard.

De forma similar al que es va observar en rates RZO, el tractament amb
tungstat no va causar diferéncies significatives en el guany ponderal entre
els ratolins ob/ob tractats 1 els no tractats (6,67 + 0,46 versus 6,11 £ 0,56 g

de guany de pes corporal ratolins ob/ob NT versus T, n=7). En ratolins
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lean, el tractament amb tungstat va provocar una disminucid significativa
del guany ponderal comparat amb els ratolins no tractats (3,23 + 0,33
versus 0,70 + 0,86 g de guany de pes corporal ratolins lean NT versus T,
n=10) (Fig. 10). Aquests resultats ens indiquen que no nome¢s cal una via de
senyalitzaci6 de la leptina intacte perqué el tungstat exerceixi els seus
efectes sobre la regulacio del pes corporal, sind que a més, és indispensable
la presencia de I’hormona. Aixd implica que el tungstat no esta actuant com
a un agent mimetitzant de la leptina, sind6 que probablement, leptina 1

tungstat estan actuant de forma sinergica.

kksk

Guany de pes corporal (g)
N

4+ T
0 5 10 15 20 25 30

temps (dies)

Figura 10. Evolucio del guany ponderal en ratolins 0b/0b 1 lean durant el periode de
tractament amb tungstat. Ratolins /ean no tractats (M, n=7), ratolins /ean tractats (A,
n=7), ratolins ob/ob no tractats (B, n=7) i ratolins ob/ob tractats (A, n=7). Els
resultats son la mitjana + sem. *** p<0,0001, L’analisi de la varianga amb el
tractament es va realitzar amb una ANOV A multifactorial.

Aquesta reduccié de guany ponderal en ratolins lean també va anar
acompanyada d’una reduccié de I’adipositat en els animals tractats amb
tungstat. Aixi doncs, es va observar una reduccio del pes dels diposits de
greix subcutani 1 epididimari entre els ratolins tractats 1 no tractats. El pes
del diposit de TAM interescapular no es va presentar cap diferéncia
significativa entre ambdos grups de ratolins (179,9 = 18,5 versus 110,4 +
14,2 mg T.A. subcutani, p<0,01; 231,8 + 14,2 versus 172,7 £ 19,1 mg T.A.
epididimari, p<0,05; 68,3 + 6,0 versus 57,1 = 5,7 mg T.A marrd
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interescapular en ratolins lean NT vs T) (fig. 11). En ratolins ob/ob, no es
van observar diferéncies significatives de pes en cap dels diposits de teixit
adipds estudiats entre els animals tractats 1 no tractats (1750,1 = 110,6
versus 1676,3 = 96,1 mg T.A. subcutani; 1696,9 + 50,0 versus 1641,1 +
63,1 mg T.A. epididimari; 319,1 £+ 50,0 versus 353,5 £ 45,8 mg T.A marrd
interescapular en ratolins ob/ob NT vs T) (fig. 11). Aquests resultats posen
de manifest, novament, la manca d’efecte del tractament amb tungstat en

aquests ratolins deficients en la leptina.
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Figura 11. Valors gravimetrics tissulars en ratolins 0b/0b 1 lean al final del periode
de tractament amb tungstat Ratolins /ean no tractats (l, n=10), ratolins /ean tractats
(M, n=10), ratolins ob/ob no tractats (M, n=9) 1 ratolins ob/ob tractats (H, n=9). Els
resultats son la mitjana + sem. * p<0,05 i ** p<0,01 comparat amb ratolins no
tractats (test-t d’Student)

2.2.2. Efecte sobre el balan¢ energetic.

Es va avaluar el balang energetic dels ratolins 0b/ob 1 lean mitjangant
I’estudi de la ingesta 1 del consum d’oxigen. Els ratolins lean tractats amb
tungstat van mostrar una disminuci6 de la ingesta acumulada, aixi com un
increment en la despesa energética en comparacié am el grup de ratolins

lean no tractats (taules V 1 VI). Els ratolins ob/ob tractats, al igual que en el
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model de rata RZO, no van mostrar cap canvi significatiu en cap del dos
parametres estudiats respecte els ratolins 0b/ob no tractats (taules V i1 VI).
Aquests resultats confirmen que la leptina és imprescindible perque el
tungstat varii el balang energetic dels animals tractats amb tungstat,
decantant-lo cap a un balan¢ negatiu capa¢ de promoure la reduccid de

guany ponderal observada.

lean oblob

CN 323 113 Kcall30 dies 428 + 32 Kcall30 dies

T 261 £ 20 Kcall30 dies (*) 402 + 39 Kcall30 dies

Taula V. Valors d’ingesta acumulada en ratolins 0b/0b 1 lean tractats amb tungstat
Ratolins lean (n=10) i ratolins ob/ob (n=9). Els resultats sén la mitjana = sem.
*p<0,05 comparat amb ratolins no tractats (test-t d’Student)

lean oblob
CN 100,00 £ 6,45 % 100,00 £ 6,96 %
T 116,80 * 3,40 % (*) 95,15 £ 4,66 %

Taula VI. Valors de consum d’oxigen en ratolins 0b/ob i lean tractats amb tungstat.
Ratolins /ean (n=6) 1 ratolins ob/ob (n=6). Els resultats son la mitjana + sem.
*p<0,05 comparat amb ratolins no tractats (test-t d’Student)

Els efectes sobre el consum d’oxigen en els ratolins /ean sén similars al
efectes descrits en rates Wistar, en conseqiieéncia, és raonable suposar que
els efectes sobre la despesa energéetica del tractament amb tungstat, tambe

impliquen canvis en D’expressido genica de UCPI. Per confirmar que el
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canvi en el balan¢ energetic implica 1’activacidé de la termogenesi, 1 en
conseqiiencia I’increment en els nivells d’expressié geénica de la UCP1, es
van mesurar els nivells d’expressié del gen en aquest ratolins mitjancant la
tecnica de PCR quantitativa. El tractament amb tungstat en els ratolins
lean, efectivament, va provocar un increment aproximat de 3 vegades en
els nivells relatius d’expressié del gen respecte els ratolins /ean no tractats
(fig. 12). En contraposicio, en els ratolins 0b/ob el tractament amb tungstat
no va promoure canvis en I’expressio del gen respecte el grup de ratolins

ob/ob control.

AACt (Ucp1 | 18s RNA)

lean ob/ob

Figura 12. Nivells d’expressio del mRNA d’Ucpl! en ratolins ob/ob i lean al final
del periode de tractament amb tungstat. Ratolins /ean no tractats (M, n=4), ratolins
lean tractats (H, n=5), ratolins 0b/ob no tractats (l, n=5) i ratolins ob/ob tractats (H,
n=5). Els resultats son la mitjana + sem. ** p<0,01 comparat amb ratolins no tractats
(test-t d’Student)

L’increment de la despesa energética causat per [’activacio de la
termogenesi requereix, a més de I’increment dels nivells d’expressio i
d’activacio de la UCP1, I’adaptacio del TAM a una situacié metabolica on
predomini ’activitat catabolica respecte I’anabolica. D’aquesta manera el
teixit permet que els processos metabolics de 1’adipocit evitin I’acumulacio

d’acids grassos i1 promogui la oxidacié d’aquest en els mitocondris per,
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finalment, generar el gradient de protons necessari per la seva utilitzacid en
el procés termogenic. Amb la finalitat d’avaluar la situacié metabolica del
TAM després del tractament amb tungstat, es van mesurar els nivells
d’expressio de diversos gens al TAM mitjancant la tecnica de PCR

quantitativa. El gens avaluats van ser:

« Subunitats 1 i 4 de la citocrom oxidasa (CO-I i CO-1IV), indicador
de P’activitat mitocondrial.

. Co-activador 1a de PPAR (Pgcl a), gen relacionat amb I’increment
de la biogenesi mitocondrial, a més de responsable de I’increment de
I’expressio de la UCP1.

. Acetil-CoA carboxilasa (Acaca) i Sintasa d’acids grassos (Fasn),
ambdos gens responsables de la sintesi 1 acumulacié d’acids grassos

en I’adipocit.

El tractament amb tungstat en ratolins /ean va provocar un increment
significatiu en I’expressio de CO-111V, 1 en Pgcla (fig. 13a), indicant que
el TAM d’aquest ratolins incrementava la seva capacitat catabolica. Per
contra, els gens relacionats amb la sintesi lipidica, Acaca 1 Fasn no veien
alterat els seus nivells d’expressio. Aixi doncs, el balang metabolic que
esdevé en ratolins lean tractats amb tungstat €s favorable a les condicions
necessaries per que tingui lloc el procés termogenic.

En ratolins 0b/ob, no es va observar cap canvi significatiu en el perfil
d’expressio genica del TAM amb el tractament amb tungstat (fig. 13b).
Aquests resultats concorden amb la ineficiencia del tungstat per promoure
canvis en la despesa energetica en aquests animals.

Globalment, aquest resultats indiquen que la leptina esta estretament

lligada als efectes del tungstat sobre la termogenesi.
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Figura 13. Nivells d’expressio del mRNA de gens del BAT implicats en 1’activacio
del teixit per la regulaci6 de la despesa energética en ratolins 0b/0b 1 lean al final del
periode de tractament amb tungstat. Ratolins lean no tractats (B, n=4), ratolins lean
tractats (H, n=5), ratolins ob/ob no tractats (l, n=>5) i ratolins ob/ob tractats (H, n=5).
Els resultats son la mitjana & sem. * p<0,05 comparat amb ratolins no tractats (test-t
d’Student)

2.2.3. Efecte sobre parametres biogquimics.

Després de 30 dies de tractament amb tungstat es van realitzar mesures de
diversos parametres bioquimics en els grups de ratolins ob/ob i lean. Els
resultats observats al final del tractament concordaven amb el que ja
s’havia observat en el model de rata Zucker. Aixi doncs, en els ratolins
ob/ob no es van detectar diferencies significatives en el perfil lipidic com

conseqiiencia del tractament amb tungstat (156,45 + 7,93 versus 148,25 +
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7,57 mg/dl TG plasmatics; 0,394 + 0,051 versus 0,360 + 0,046 mM NEFA
plasmatics en ratolins ob/ob NT vs T )(fig. 14). En canvi, en ratolins lean el
tractament amb tungstat va provocar una millora en el perfil lipidic,
disminuint significativament tant els nivells plasmatics de TG com els de
NEFAs respecte als ratolins lean no tractats (132,20 + 5,34 versus 105,41 +
8,91 mg/dl TG plasmatics, p<0,05; 0,850 £+ 0,080 versus 0,608 + 0,075 mM
NEFA plasmatics, p<0,05; en ratolins lean NT vs T )(fig. 14). Aquests
resultats demostren, novament, la preponderancia de la leptina en els

efectes del tungstat.
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Figura 14. Nivells plasmatic de triglicérids (a 1 b) 1 acids grassos lliures (c 1 d) en
ratolins 0b/ob 1 lean al final del periode de tractament amb tungstat. Ratolins /ean no
tractats (H, n=6), ratolins /ean tractats (B, n=6), ratolins ob/ob no tractats (H, n=6) i
ratolins ob/ob tractats (H, n=6). Els resultats son la mitjana + sem. * p<0,05
comparat amb ratolins /ean no tractats (test-t d’Student)
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2.3.TRASPLANTAMENT DE TEIXIT ADIPOS EN RATOLINS
ob/ob: MODEL DE RECUPERACIO DE LA DEFICIENCIA
EN LA LEPTINA.

Els dos models animals en els que hem estudiat els efectes del tungstat
sobre el pes corporal en aquesta tési, presenten deficiéncies en el
senyalitzacio de la leptina a nivell de tot I’organisme. En aquests models
hem pogut determinar clarament que el tungstat €s incapag d’exercir la seva
activitat reductora de pes corporal. Pero arrel d’aquests resultats sorgeixen
noves incognites que calen respondre, una d’elles és si la recuperacio de les
alteracions en la leptina permetria recuperar 1’efecte del tungstat.

Es va triar el ratoli ob/ob com a model en el que realitzar els estudis de
restauracid parcial la deficiencia de la leptina. En aquest model,
I’administracié de leptina exogena ¢€s suficient per revertir el fenotip
d’aquests animals [537-540]. L’administracié classica de leptina exogena
mitjangant injeccio intraperitoneal, esdevé una teécnica amb complicacions
per al nostre estudi, ja que com a conseqiiéncia del curt temps de vida mitja
de la leptina en sang, que és de 49 minuts [541], cal injectar als animals
com a minim dues dosis diaries. A més, el tractament amb tungstat t& una
durada relativament llarga, amb el que s’haurien de practicar un nombre
excessiu d’injeccions a I’animal, pel que es fa inviable emprar aquesta via
d’administracio de la leptina. Per resoldre aquest impediment es va establir
un protocol de trasplantament de teixit adipos epididimari de ratolins /ean, 1
per tant capa¢ de produir leptina, subcutaniament en ratolins 0b/ob,
deficients en 1I’hormona. Aquest protocol, esta descrit detalladament en

I’apartat de metodes.
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2.3.1. Validacio del protocol de trasplantament de teixit adipos

en ratolins 0b/ob.

El primer que es va fer després del trasplantament de teixit adipds, va ser
comprovar la viabilitat i la funcionalitat d’aquests trasplants. Per aixo, es va
avaluar I’efecte que tenia el transplantament de teixit adipos de ratolins
lean en ratolins ob/ob (ob/ob tx) comparats amb uns ratolins control (ob/ob
txCN), que son ratolins ob/ob trasplantats amb teixit adipos d’un altre ratoli
ob/ob, 1 per tant, no productor de leptina. El teixit trasplantat no va mostrar
signes d’infiltracid linfocitaria, ni de rebuig durant el temps que va durar
I’experiment (fig. 15), a més, el teixit va mostrar una alta vascularitzacio, el
que ¢s indicatiu de la funcionalitat del teixit [542]. Despres de dues
setmanes d’haver implantat el teixit adipds es va observar una disminucid
significativa del pes corporal dels ratolins 0b/ob tx respecte dels ob/ob
txCN, a més, aquesta disminucid era simultania a I’increment dels nivells
plasmatics de leptina en els ratolins ob/ob tx (fig. 16). Les leptinémies
detectades van ser menors que els nivells fisiologics que presenten els
ratolins lean, no obstant, tenint en compte que la quantitat de teixit adipds
trasplantat equival aproximadament a un 20 % del total de teixit adipos
d’un ratoli /ean, és Obvia la diferéncia de nivells plasmatics de leptina. Tot 1
aixo, els nivells circulants de leptina assoilits per ratolins 0b/ob tx sén
suficients perque el tungstat sigui capa¢ de tornar a exercir I’efecte reductor
de guany ponderal en aquests ratolins. Aquests animals també van mostrar
una millora en el balan¢ energétic, el trasplantament els hi va disminuir
significativament la ingesta i els va augmentar la despesa energetica (589 +
21 versus 413 £+ 29 Kcal/ 4 setmanes, p<0,001; 1033 + 20 versus 1153 £ 24
ml O,//Kg"””, p<0,05; en ratolins ob/ob txCN vs ob/ob tx) (fig. 17). Aixi
doncs, aquest resultats mostren clarament que el trasplantament de teixit

adipds €s viable 1 funcional, 1 que per tant és una eina valida per a la
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recuperacio parcial del fenotip dels ratolins 0b/0b durant un periode minim

de quatre setmanes.
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Figura 16. Evolucio del guany ponderal (/inies) i de les leptinémies (barres) en
ratolins ob/ob trasplantats. Ratolins 0b/ob txCN (®,n=06) 1 ratolins ob/ob tx (M, n=6).
<L.D correspon a valors de leptinemies menors al limit de deteccio del métode. Els
resultats son la mitjana + sem. ### p<0,0001, L’analisi de la varianga del pes
corporal amb el tractament es va realitzar amb una ANOV A multifactorial. * p<0,05
1 ** p<0,01 comparat amb ratolins ob/ob txCN (test-t d’Student)
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Figura 17. Estudi del balang energétic en ratolins ob/ob trasplantats. (a) Valors
d’ingesta acumulada en ratolins ob/ob txCN (M, n=6) i ratolins ob/ob tx (M, n=6), (b)
1 valors de consum d’oxigen en ratolins ob/ob txCN (M, n=3) i ratolins ob/ob tx (A,
n=3). Els resultats son la mitjana + sem. * p<0,05 1 *** p<0,001 comparat amb
ratolins ob/ob txCN (test-t d’Student)

2.3.2. Efecte del tungstat en ratolins ob/ob trasplantats amb teixit

adipds.

Una vegada validada la viabilitat 1 funcionalitat del trasplantament de teixit
adipds, es va avaluar I’efecte que el tractament amb tungstat exercia en els
ratolins trasplantats amb teixit productor de leptina. Es va administrar
tungstat en 1’aigua de beguda a ratolins 0b/ob trasplantats amb teixit adipos
de ratolins /ean (ob/ob txT) a partir del moment en que es va implantar el
teixit. En aquests animals es va observar una acceleracio en la reducci6 de
pes corporal respecte a la que s’havia observat en ratolins 0b/ob tx, arrivant
a haver-hi diferencies significatives entre ambdos grups d’animals (-3,17 +
1,37 versus -8,10 = 0,83 g de guany de pes corporal en ratolins 0b/ob tx vs
ob/ob txT, n=6) (fig. 18). Aquesta reduccié de pes també era simultania a
I’increment dels nivells plasmatics de leptina observats (fig. 18). No
obstant les diferéncies en les leptinémies entre els ratolins 0b/ob tx 1 0b/ob
txT, no van ser significatives en cap moment de I’experiment, indicant que
les diferéncies en el pes corporal no eren causades per canvis en la sintesi o

en la secrecié de leptina induits pel tungstat. Aquest resultats tornen a
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suggerir que el tungstat esta actuant sinérgicament amb la leptina,
incrementant aixi I’efecte reductor del pes corporal de la propia hormona.
De la mateixa manera que en la resta de models estudiats, la pérdua de pes
corporal induida pel tractament amb tungstat estava acompanyada per una
reduccié de I’adipositat. Els ratolins 0b/ob txT van mostrar una reduccid
significativa de pes del diposits de teixit adipds epididimari 1 subcutani
respecte els ratolins 0b/ob tx. En canvi el teixit adipds marrod interescapular
no va mostrar cap diferéncia de pes, tal 1 com s’havia observat en la resta
de models estudiats (1518 + 117 versus 1093 + 93 mg T.A. subcutant,
p<0,05; 1836 + 61 versus 1438 + 59 mg T.A. epididimari, p<0,01; 226 + 18
versus 243 + 27 mg T.A marr6 interescapular en ratolins ob/ob tx vs ob/ob
txT) (fig. 19). El tractament amb tungstat va millorar significativament el
canvi en el balang energetic descrit en els ratolins 0b/ob tx. Aixi doncs els
ratolins tractats van disminuir els nivells d’ingesta, alhora que
incrementaven la despesa energetica (413 £ 29 versus 329 + 13 Kcal/ 4
setmanes, p<0,05; 1153 £ 24 versus 1311 = 17 ml Oz/h/Kg0’75, p<0,05; en
ratolins ob/ob tx vs ob/ob txT) (fig. 20).
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Figura 18. Evoluci6 del guany ponderal (/inies) 1 de les leptinémies (barres) en
ratolins ob/ob trasplantats. Ratolins 0ob/ob tx (B, n=6) i ratolins ob/ob txT ((A, n=6).
Els resultats son la mitjana + sem.*** p<0,0001, L’analisi de la varianga amb el
tractament es va realitzar amb una ANOV A multifactorial.
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Figura 19. Valors gravimetrics tissulars en ratolins ob/ob trasplantats amb TAB
epididimari de ratolins lean al final del periode de tractament amb tungstat. Ratolins
trasplantats no tractats (H, n=6) i ratolins trasplantats i tractats (H, n=6). Els resultats
son la mitjana + sem. * p<0,05 1 ** p<0,01 (test-t d’Student)

El tractament amb tungstat va millorar significativament el canvi en el
balang energetic descrit en els ratolins 0ob/ob tx. Aixi doncs els ratolins
tractats van disminuir els nivells d’ingesta, alhora que incrementaven la
despesa energetica (413 £ 29 versus 329 + 13 Kcal/ 4 setmanes, p<0,05;
1153 + 24 versus 1311 £ 17 ml Oz/h/Kg0’75, p<0,05; en ratolins 0b/ob tx vs
ob/ob txT) (fig. 20).
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Figura 20. Estudi del balang energetic en ratolins ob/ob trasplantats. (a) Valors
d’ingesta acumulada en ratolins ob/ob tx (M, n=6) i ratolins ob/ob txT (B, n=6), (b) i
valors de consum d’oxigen en ratolins ob/ob txT (M, n=3) i ratolins ob/ob tx (M,
n=5). Els resultats son la mitjana + sem. * p<0,05 comparat amb ratolins ob/ob tx
(test-t d’Student)
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Per determinar si I’increment de la despesa energetica dels ratolins 0b/ob
txT era causada per un increment en la termogenesi, tal 1 com es va
descriure en els models de rata Wistar 1 de ratoli ob/ob, es van determinar
els nivells d’expressio génica d’UCP1. En ratolins 0b/ob txT es va observar
un increment significatiu dels nivells de mRNA del gen respecte els

ratolins ob/ob tx, el que indicava un increment en la termogenesi (fig. 21).

AACt ( Ucp1 /18s RNA)
N

tx txT

Figura 21. Nivells d’expressié del mRNA d’Ucp! en ratolins ob/ob trasplantats al
final del periode de tractament amb tungstat. Ratolins 0b/ob tx (M, n=4) i ratolins
ob/ob txT (M, n=5). Els resultats son la mitjana + sem. * p<0,05 comparat amb
ratolins ob/ob tx (test-t d’Student)

Al final del tractament es va fer 1’estudi del perfil d’expressidé genica del
TAM en els ratolins trasplantats mitjancant la técnica de PCR quantitativa.
Els resultats van mostrar, de forma similar al que succeia en ratolins /ean,
que el tractament amb tungstat incrementava |’expressio dels gens
relacionats amb 1’increment del catabolisme, sense alterar aquells

relacionats amb processos anabolics (fig. 22).
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AACt
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Figura 22. Nivells d’expressio del mRNA de gens del BAT implicats en 1’activacio
del teixit per la regulacid de la despesa energética en ratolins ob/ob trasplantats al
final del periode de tractament amb tungstat. Ratolins ob/ob tx (M, n=4) i ratolins
ob/ob txT (M, n=5). Els resultats soén la mitjana = sem. * p<0,05 comparat amb

Simultaniament es va fer 1’estudi histologic del TAM interescapular
d’aquests animals. En aquest estudi es va observar un canvi morfologic
important en el TAM dels ratolins 0b/ob tx, que presentaven uns adipocits
amb una reduccido en el tamany de les vacuoles lipidiques, aixi com
I’aparici6 d’adipocits amb multiples vacuoles lipidiques de tamany reduit
(fig. 23), respecte al que s’observava en el teixit de ratolins 0ob/ob txCN,
que presentaven adipocits grans 1 uniloculars, amb una gran similitud amb
els adipocits de teixit adipds blanc. Aixi doncs, els ratolins ob/ob tx
mostraven un teixit amb una morfologia més semblant a la de ratolins lean.
El tractament amb tungstat en ratolins 0b/ob txT va causar un canvi mes
accentuat en la morfologia del TAM, esdevenint aquest un teixit composat
per adipocits petits 1 multiloculars, molt semblant al teixit plenament
funcional dels ratolins lean. Els resultats d’aquests estudis histologics, ens
indiquen, conjuntament amb els canvis en el perfil d’expressid geénica
detectats, la modificaci6 del TAM cap una morfologia tipica

Si bé I’estudi histologic no és un indicatiu de la funcionalitat del teixit, els

canvis morfologics observats, conjuntament amb els canvis en el perfil
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d’expressio genica en el teixit 1 I’augment en el consum d’oxigen observats
en ratolins ob/ob txT, ens indiquen que el tungstat estd incrementant
respecte als ratolins 0b/ob tx I’activitat termogenica del TAM induida per
leptina, indicant que la recuperacio6 de la deficiéncia de la leptina no només
recupera ’efecte reductor de pes corporal, sind6 que a més ho fa mitjangant
la recuperacio dels mateixos mecanismes que intervenen en 1’efecte del

tungstat en models animals sense deficiencies en la leptina.

periode de trasplantament. Imatges representatives de microscopia Optica tenyides
amb hematoxilina-eosina de ratolins lean, ob/ob txT, ob/ob tx i 0b/ob txCN.

Finalment, es van avaluar els efectes de la retirada del tractament i de
I’extirpacio dels diposits de greix trasplantats en els ratolins sotmesos al
tractament amb tungstat durant quatre setmanes. L’objectiu d’aquest

experiment era determinar si durant el trasplantament de teixit adipds 1 el
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tractament amb tungstat, els efectes observats sobre el pes corporal 1 el
balang energetic eren causats per la leptina i/o el tungstat, o bé si eren el
procés iniciador d’altres possibles mecanismes que actuessin sobre ambdods
parametres. En primer lloc, quan es va retirar inicament el tractament als
ratolins trasplantats, es va observar una desacceleracio en la reduccio del
pes corporal (fig. 24). Aquest canvi en el comportament del guany
ponderal, no va anar acompanyat de cap reduccid en els nivells plasmatics
de leptina, tal i com s’observa en el mateix grafic, indicant-nos que la
desacceleracio era causada exclusivament per la retirada del tractament.
Aquest resultats indicaven que, tal i com s’ha descrit préviament [2], la
retirada del tractament provoca la recuperacid del pes corporal fins assolir
els nivells dels animals no tractats, aixi doncs, el tractament amb tungstat
no provoca efectes permanents sobre la pérdua de guany ponderal. La
desacceleracio en la perdua de pes corporal en lloc de I’aturada total, també
ens indica que en aquests animals la leptina continua induint un balang
energetic negatiu que provoca la peérdua de pes corporal.

Globalment aquests resultats tornen a evidenciar que el tungstat esta
actuant com a potenciador de la leptina, incrementant els efectes que
mostra ’hormona de per se.

Quan es va realitzar I’extirpacid quirtrgica del teixit adipds trasplantat en
els animals que havien estat tractats durant quatre setmanes, es va observar
una immediata desaparici6 de la leptina en plasma, que va anar
acompanyada d’un increment significatiu del guany ponderal respecte els
ratolins ob/ob txT (fig 24). Aixi doncs, el tungstat va tornar a perdre la seva
capacitat reductora de guany ponderal en els animals que tornaven a
presentar abséncia de leptina, descartant cap efecte iniciador del tungstat 1/0

de la leptina sobre altres mecanismes inductors de la perdua de pes.
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Figura 24 Evolucié del guany ponderal (/inies) 1 de les leptinémies (barres) en
ratolins ob/ob trasplantats després de 1’extirpacio del teixit adipos trasplantat i/o la
retirada del tractament de tungstat. Ratolins ob/ob txT (A, n=3), ratolins ob/ob tx
amb retirada del tractament (M, n=3), ratolins ob/ob tx amb extirpacid det teixit
adipos trasplantat (@, n=3).<L.D correspon a valors de leptinémies menors al limit
de deteccio del metode. Els resultats son la mitjana + sem. *p<0,05 1 ***p<0,001
comparat amb ratolins ob/ob txT, 1 ##p<0,01 comparat amb ratolins ob/ob tx amb
retirada del tractament. L analisi de la varianga amb el tractament es va realitzar amb
una ANOV A multifactorial.

Amb el trasplantament de teixit adipds en ratolins 0b/ob, aconseguiem que
els animals tinguessin uns nivells de leptina plasmatica detectables. Si bé,
el conjunt de resultats exposats en aquesta tesi, suggereixen que la leptina
¢s la responsable de la recuperacid de la efectivitat del tungstat en la
reducci6 de guany ponderal, no es pot descartar la possibilitat de que aquest
efecte estigui mitjancat per altres factors secretats pel teixit adipos
trasplantat. Amb la finalitat confirmar que la leptina €s el factor secretat pel
teixit responsable de la recuperacido de I’efectivitat del tungstat, es va
injectar leptina intraperitonealment, durant cinc dies consecutius, en
ratolins ob/ob, el mateix model de ratoli emprat en els experiment de

trasplant de teixit adipds, isolant I’efecte produit per la leptina a 1’eliminar
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la resta de factors secretats pel teixit adipos. Els animals es van dividir en
dos grups, amb 1 sense tractament amb tungstat en 1’aigua de beguda. En
I’estudi es va incloure un grup de ratolins control del tractament amb
leptina, al que en el lloc de I’hormona se’ls va injectar NaCl 0,9 %.
L’evolucié del guany ponderal en aquest experiment va ser similar a la de
I’experiment de trasplantament de teixit adipos en ratolins ob/ob. Es va
observar que els ratolins tractats amb leptina reduien significativament el
guany ponderal respecte al grup de ratolins no tractats. A més s’observava
que el cotractament amb leptina 1 tungstat no sols reduia el guany ponderal,
sind que I’accelerava respecte als animals tractats inicament amb leptina
(fig 25) Aquests resultats confirmen que el factor secretat pel teixit adipos
trasplantat en ratolins 0b/0ob responsable de la recuperacid de I’efectivitat

del tungstat com a agent reductor del guany ponderal és la leptina.
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Figura 25 Evoluci6 del guany ponderal en ratolins ob/ob tractats amb leptina
recombinant. Ratolins 0b/0b no tractats (@, n=4). ratolins ob/ob tractats amb leptina
(M, n=5) i ratolins ob/ob tractats amb leptina i tungstat (A, n=5). Els resultats son la
mitjana + sem. *p<0,05 comparat amb ratolins ob/ob tractats amb leptina 1
"5<0,001 comparat amb ratolins 0b/ob no tractats. L’analisi de la varianga amb el
tractament es va realitzar amb una ANOV A multifactorial.
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3. ESTUDI DE I’EFECTE DEL TUNGSTAT SOBRE ELS
NIVELLS D’EXPRESSIO DE_mRNA DE_NEUROPEPTIDS
HIPOTALAMICS EN RATOLINS 0b/0ob

Com ja s’ha revisat préviament en la introduccio, els efectes de la leptina
sobre el control de la ingesta i I’expressidé de la UCP1, s’inicien a nivell
hipotalamic, 1 en concret en les subpoblacions neuronals del nucli arcuat
que coexpressen els neuropeptids NPY/AGRP 1 POMC/CART.
L’activacid del receptor de leptina, ampliament expressat en aquesta regio,
mitjangant la leptina causa la inhibicid de la transcripcio dels neuropeptids
orexigenics NPY 1 AGRP 1 ’activacio dels anorexigénics POMC 1 CART
[198, 543], iniciant les senyals corresponents per a la ingesta 1 la despesa
energetica. Aixi doncs, per establir un control de ’activitat central de la
leptina 1 factors que actuin sobre la senyalitzacidé d’aquesta hormona, es pot
emprar la mesura dels nivells d’expressi6 d’aquests neuropéptids. Els
resultats previs ens han demostrat que el tungstat actua com a potenciador
de I’acci6 de la leptina sobre I’increment de la UCP1 1 la disminucié de la
ingesta en certes circumstancies, aixi doncs és plausible pensar que el
tungstat pot estar realitzant el seu efecte sinérgic amb la leptina sobre
aquestes subpoblacions neuronals controladores del balang energetic 1
regulades per I’hormona. Amb la finalitat de comprovar si el tungstat
realment esta realitzant accions a nivell central, es van determinar els
nivells d’expressio de mRNA dels quatre neuropéptids abans esmentats a
nivell hipotalamic en ratolins 0b/ob 1 lean tractats amb tungstat durant 4
setmanes. Aquesta mesura es va realitzar mitjancant la tecnica de PCR
quantitativa. Si bé aquesta mesura no determina 1’efecte concret sobre els
diferents nuclis de I’hipotalem, si que ens és Util per determinar si
efectivament hi ha un efecte central del tungstat, el que ens permetria, en

un futur, dirigir la investigacidé cap a la determinaci6é del nucli o nuclis
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implicats en I’accio del tungstat, 1 esbrinar la diana o dianes moleculars
sobre les que pot estar actuant el farmac per modificar el balang energétic
dels animals tractats.

En primer lloc, es va corroborar que els efectes de la leptina sobre els
nivells dels neuropéptids en els nostres animals eren similars als descrits a
la bibliografia. Per aixd es van comparar els nivells d’expressioé dels
diversos neuropeptids en els ratolins /ean amb els dels ratolins 0b/ob,
ambdos grups sense tractament amb tungstat. Els resultats, efectivament
van mostrar un increment en 1’expressio dels neuropeptids NPY i1 AGRP, a
més d’una disminucié6 de POMC i CART en els ratolins obesos (fig 26a).
Seguidament es van mesurar els canvis en 1’expressié genica causats pel
tractament amb tungstat en ratolins 0b/ob 1 lean. En ratolins lean es va
detectar una disminuci6 significativa de I’expressié de NPY en els animals
tractats amb tungstat, tanmateix, es va observar una reduccio en els nivells
de AGRP, tot i que, en aquest cas, la reduccidé no va ser estadisticament
significativa. Pel que fa als neuropéptids anorexigenics, el tractament amb
tungstat va incrementar 1’expressio de CART, sense alterar 1’expressio de
POMC (fig 26b). En ratolins ob/ob el tractament amb tungstat no va variar
significativament 1’expressid de cap dels quatre neuropeptids estudiats (fig
26c¢), indicant novament que la leptina €s imprescindible per que el
tractament amb tungstat sigui efectiu. Aixi doncs, aquests resultats
demostren que el tungstat actua a nivell central, modificant 1’expressio de
neuropeptids que estan estretament lligats a la regulacido de I’homedstasi
energetica. Si a més, lliguem aquesta afirmacio amb el que ja esta descrit
sobre la regulacio de la UCPI1 per leptina, podem afirmar que el tungstat
esta actuant a nivell de I'hipotalem per tal d’incrementar els nivells de la

UCP1 1 aixi incrementar la despesa energetica.
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Figura 26. Nivells d’expressio del mRNA de Npy, Agrp, Pomc i Cart en hipotalem
de ratolins 0b/ob i lean al final del periode de tractament amb tungstat. Ratolins lean
no tractats (M, n=4), ratolins /ean tractats (M, n=5), ratolins 0b/ob no tractats (M,
n=5) i ratolins ob/ob tractats (H, n=5). Els resultats son la mitjana = sem. * p<0,05 i
*#p<0,01 comparat amb ratolins /ean no tractats (test-t d’Student)
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VL. DISCUSSIO







Discussio

En els resultats publicats pel nostre grup [2], hem descrit que el tungstat
redueix el guany de pes corporal 1 ’adipositat en rates obeses induides amb
una dieta hipercalorica (ODC), sense modificar la ingesta ni provocar
alteracions en I’absorci¢ intestinal de lipids, a més de causar una millora en
el perfil lipidic. Els canvis observats en 1’expressid de gens relacionats amb
el transport 1 I’oxidaci6 d’acids grassos, 1 en les proteines desacobladores
(UCPs), suggereixen que el mecanisme d’accio del tungstat, en la reduccid
del guany ponderal, pot estar relacionat amb la modulacio de la despesa
energetica. No obstant, el fet que I’administracid6 de tungstat en rates
primes alimentades amb una dieta estandard provoqui, a més de la reduccio
de guany ponderal, una reduccié de la ingesta [491], implica que els
mecanismes d’accid del tungstat, també estan relacionats amb el control de
la ingesta, 1 en conseqiiéncia, que el tungstat modula 1’homedstasi
energetica dels animals tractats.

Un punt destacat en la recerca previa, i que ha estat el punt de partida per a
la determinaci6 dels objectius d’aquesta tesi, ha estat I’abséncia de canvis,
amb el tractament amb tungstat, en els nivells d’expressio de les citocines
classiques per a la regulacidé del pes corporal, essent la leptina la unica
excepcio. La implicacio de la leptina en el control de la ingesta 1 de la
despesa energetica esta ampliament descrita [368-373]. També s’ha
determinat 1’increment dels nivells plasmatics d’aquesta hormona en
individus obesos [184, 544], 1 que aquest increment promou un increment
en la despesa energetica 1 una reduccio en la ingesta, que son responsables
de la reducci6 del pes corporal 1 I’adipositat [144]. Paradoxalment, el
tractament amb tungstat disminueix el guany pes corporal de rates ODC,
tot 1 reduir els nivells d’expressié de la leptina en TAB [2], aixi com els
nivells circulants de 1’hormona (dades no publicades). Indicant que el
tungstat ha d’activar mecanismes reductors del pes corporal independents a

la leptina, per a compensar 1’efecte de la reduccié d’aquesta hormona, o bé,
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activar mecanismes que incrementin 1’eficiéncia de la leptina. Aixi doncs,
davant d’aquesta dicotomia, 1’estudi de I’efecte del tungstat en models amb
deficiéncies en leptina, esta justificat per a discriminar entre els possibles

mecanismes dependents i1 independents a la leptina, en 1’acci6 del tungstat.

Diverses alteracions en les funcions de la leptina, estan causades per
deficiencies en el receptor de ’hormona. Models animals amb deficiéncies
en el receptor de la leptina, com la rata Zucker fa/fa, la rata Koletsky, o els
ratolins db/db o db”’/db”, mostren clares alteracions en el metabolisme
energétic 1 desenvolupament d’obesitat severa [146, 150-153]. Per realitzar
I’estudi de I’efecte del tungstat en un model amb deficiencies amb leptina,
hem triat la rata Zucker fa/fa. Aquest model presenta una alteracio en la
regio d’unid a la leptina, en la forma llarga del receptor, que impossibilita
la transducci6 del senyal de I’hormona, 1 en conseqiiencia, fa inviable el
sistema de senyalitzacié de la leptina. La desaparicié dels efectes del
tractament oral amb tungstat sobre el pes corporal i el balang energétic en
la rata Zucker fa/fa, indica que el tungstat necessita un sistema de
senyalitzacio de la leptina intacte, per a induir un balan¢ energétic negatiu,
1 reduir el guany ponderal. En conseqiiencia, els mecanismes d’acci6 del
tungstat son dependents del sistema de la leptina. La dependencia de
I’accid del tungstat al sistema de la leptina, conjuntament amb la reduccio
dels nivells d’expressi6 de I’hormona observada al final del tractament,
implica que, el mecanisme d’accidé del tungstat, ha d’estar basat en
I’increment de 1’eficiencia del senyal de la leptina. A més, aquest resultats
també¢ indiquen que el tungstat regula senyals que s’inicien anteriorment al
receptor de la leptina, ja que la ratz Zucker fa/fa, manté intacte la via de
senyalitzaci6 posterior al receptor. En aquest sentit, els esdeveniments que
es produeixen en teixits periférics, 1 que so6n conseqiiéncia de la

senyalitzacio de la leptina, com I’amplificacio de la resposta -adrenérgica
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[296], no es veuen alterats per 1’accié directe del tungstat en el teixit

periferic (comunicacio personal).

Determinada la necessitat d’'una via de senyalitzacid de la leptina intacte,
cal esbrinar si el mecanisme mitjangant el que el tungstat incrementa
I’eficiencia de la leptina, podria donar-se per 1’actuaci6 del tungstat com un
agent mimetitzant de la leptina, com activador d’algun component de la via
de senyalitzacid, o bé, com potenciador de I’accié de la propia leptina. Per
donar resposta a aquesta qiiestio, hem estudiat els efectes del tractament
oral amb tungstat en el model de ratoli ob/ob. Aquest model presenta
deficiéncies en la sintesi de la leptina, que son responsables de la traduccio
d’una forma anomala 1 no funcional de la leptina. Aquest model, manté la
via de senyalitzacio de la leptina intacte, amb el que qualsevol efecte que el
tungstat pogués exercir sobre els diversos components de la via de
senyalitzacio, no tindria cap impediment. Els resultats obtinguts al tractar
ratolins ob/ob amb tungstat, han determinat 1’abséncia d’efectes sobre el
pes corporal 1 el balan¢ energetic, indicant que a més d’una via de
senyalitzaci6 de la leptina intacte, el tungstat necessita la presencia de
I’hormona per exercir els seus efectes antiobesitat. Per corroborar la
implicaci6 de la leptina en l’efecte del tungstat, ens calia restablir la
deficiéncia en la leptina en els ratolins ob/ob. Per realitzar aquesta
restauracio, el protocol classic, consistent en 1’administracio intravenosa o
intraperitoneal de leptina recombinant, és d’utilitat en protocols de curta
durada [545]. En el nostre cas, la duracié de I’experiment és un factor
limitant per emprar aquest protocol, ja que, a conseqiiencia del curt temps
de vida mitja de la leptina en sang, cal administrar un minim de dues dosis
diaries de I’hormona. Aquesta pauta de dosificacio, implica un excessiu
nombre d’injeccions a nivell intraperitoneal en uns animals de tamany

reduit. Aix0, a més de ser causant d’un estrés elevat, incrementa el risc
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d’enquistament o d’altres alteracions que interferirien tant en ’efecte de la
leptina, aixi com en la dosi efectiva d’hormona administrada. A més, la
llarga duracid6 1 I’elevat nombre d’animals emprat en [’experiment,
conjuntament amb I’elevat cost de la leptina recombinant, fa
economicament inviable aquesta forma d’abordar la recuperacié de la
deficiencia en la leptina en els ratolins ob/ob. Una altre via, més
innovadora, per a I’administracié de la leptina, consisteix en la utilitzacio
de bombes osmotiques. En aquesta técnica, 1’administracié de la leptina es
fa amb [Dalliberament constant de I’hormona, mitjancant una bomba
osmotica implantada subcutaniament. Amb aquesta técnica, es redueix la
dosi de leptina administrada, 1 evita la pauta d’injeccions repetitives,
eliminant aixi els problemes derivats.

En el nostre cas, per resoldre les limitacions del protocol classic, hem optat
per realitzar trasplantament de TAB de ratoli lean, i en conseqliencia
productor de leptina, en els ratolins 0ob/ob. D’aquesta forma, 1 a diferéncia
de I’administracié mitjangant bombes osmotiques, s’aconsegueix una
secrecid més fisiologica de la leptina, ja que com conseqiiencia de la
regeneracio vascular del teixit trasplantat [546], aquest pot respondre a les
senyals de 1’organisme que regulen la secrecid de 1’hormona, com els
NEFAs [547], la insulina [548] 1 els estrogens 1 androgens [549, 550],
entre d’altres. El control de la produccié de leptina mitjancant el SNS,
també ha estat descrit [551]. No obstant, en el nostre model de
trasplantament, no podem confirmar la contribuci6 del sistema nervids en
la produccié de leptina, ja que, per aixo, caldria una regeneraci6 de la
innervacid simpatica en el teixit trasplantat que, tal i com demostra Wang
[552], no es produeix en un periode inferior a 4 setmanes. Aixi doncs, el
nostre protocol per a la recuperacidé de la deficiéncia de la leptina en
ratolins ob/ob, aporta respecte dels protocols previs, una produccio de

leptina regulada fisiologicament. Aquesta técnica de trasplantament ha estat
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empleada, amb anterioritat, en ratolins amb lipodistrofia [S13] 1 en altres
models murins [514, 516-518], pero mai amb la finalitat de restaurar la
deficiencia de la leptina en ratolins ob/ob. Simultaniament a nostre treball,
Keblanov [553], ha establert una altre técnica similar per a la recuperacio
de la leptina en ratolins 0ob/ob. En aquest protocol, trasplanten teixit adipos
disgregat, a diferéncia de nosaltres, que trasplantem TAB integre. Aquesta
diferéncia en el procediment, no altera la funcionalitat del trasplantament, i
el ratolins 0b/ob, de la mateixa manera que en el nostres experiment,
recuperen els nivells de leptina en sang.

La viabilitat del trasplantament de teixit adipos, queda demostrada amb la
disminucio del pes corporal, I’adipositat 1 la ingesta, 1 ’increment de la
despesa energetica. A meés, la manca de rebuig o infiltracio linfocitaria del
teixit trasplantat, I’increment de la vascularitzacio 1 I’increment de leptina
en sang, son signes evidents de la funcionalitat del mateix. El tractament
amb tungstat en ratolins en els que es recupera la deficiéncia de la leptina,
torna a ser efectiu, com demostra ’acceleracido en la pérdua de pes i
I’accentuacido dels canvis en el balang energetic. No obstant, el
trasplantament de TAB implica la secrecio d’altres factors, a més de la
leptina. Alguns d’aquests factors, com, per exemple, 1’adiponectina, la
resistina o el TNFa, també son inductors de canvis en el pes corporal 1 el
balang energetic. En conseqiiencia, no podem confirmar, que la recuperacio
de I’efecte del tungstat estigui causada per la recuperacié de la leptina en el
ratoli ob/ob. Per confirmar-ho, hem realitzat un experiment a curt termini
d’administracio de leptina recombinant mitjangant injeccio intraperitoneal
en ratoli ob/ob. L’evolucio del pes corporal, similar a la determinada en els
experiments de trasplantament de TAB, indica que, efectivament, la leptina
¢s el factor secretat per el TAB, responsable de la recuperacio dels efectes

del tungstat.
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Globalment, els resultats obtinguts amb els experiments realitzats en
models animals deficients en el sistema de la leptina, ens indiquen que el
tungstat actua com a potenciador de la leptina, per a exercir canvis en el pes

corporal 1 en el balang energeétic.

L’increment de 1’adipositat esta lligat a un increment dels nivell circulants
de la leptina, per a donar resposta als canvis en I’homeostasi energetica
induits per I’obesitat. No obstant, en situacions d’obesitat persistent,
I’increment dels nivells de leptina no és capa¢ de revertir la progressio de
I’obesitat. A més, s’ha observat que en humans i en rosegadors obesos, hi
ha una resposta limitada o nul-la a I’administraci6 de leptina exogena.
Aquesta ineficiencia aparent de la leptina, es descriu com a resistencia a la
leptina [554-558]. Les causes que desemboquen en una resisténcia a la
leptina, inclouen defectes previs 1 posteriors a l’activacié del receptor
[559]. Els processos posteriors a 1’activacid del receptor de la leptina,
inclouen una cascada de fosforilacions, en la que estan involucrades les
molecules JAK, STAT 1 el propi receptor de la leptina. La regulacio del
senyal de la leptina, és la resultant del nivell de fosforilacido de aquestes
proteines, fruit del balang entre les senyals estimuladores de la fosforilacio
causades per SH2-B [560], i les senyals inhibidores causades per diverses
fosfatases, com SOCS3, involucrada en el feedback negatiu de la propia
hormona [419, 561], PTP-1B [562] 1 SHP2 [563]. Aquestes tres fosfatases
s’han mostrat claus en el control de I’homeostasi energética mitjancant
I’acci6 de la leptina. Models murins amb deficiencies en aquestes
fosfatases, mostren un fenotip comu, caracteritzat per una resisténcia a
I’obesitat 1 millores en el balang energetic, a més de mantenir incrementats
els nivells de fosforilaci6 de JAK2 1 STAT3. Aixi doncs aquestes fosfatases
esdevenen claus per el control de I’accid de la leptina. El tractament de

I’obesitat, relacionada amb la resisténcia a la leptina, es pot abordar des de
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tres perspectives, 1) mitjancant un increment en el transport de la leptina a
traves de la barrera hematoencefalica, amb, per exemple, I’administracio
intranasal de leptina, i1) 1’s d’agonistes del receptor de la leptina, de més
potencia que la propia leptina, iii) mitjangant mecanismes que regulin les
molecules implicades en la sensibilitzacidé del senyal de la leptina.
Actualment, no hi ha descrits farmacs que actuin a nivell de cap d’aquests
mecanismes, no obstant, el disseny de agonistes sintétics del receptor de la
leptina, esta fent avencos amb la finalitat de concretar noves terapies contra
I’obesitat [564]. En aquest context, on manquen solucions terapeutiques
efectives que actuin contra 1’obesitat induida per la resisténcia a la leptina,
el tungstat pot esdevenir un farmac clau, com a conseqiiencia de la seva
activitat inhibidora de fosfatases [479], 1 activar un mecanisme atenuador
de la resisténcia a la leptina. EI mecanisme d’accio del tungstat, podria
transcorrer a traves de la inhibici6 d’alguna o de varies de les fosfatases
que regulen negativament el senyal de la leptina (SOCS3, PTP-1B,...). En
aquest sentit, hem iniciat proves experimentals en linies neuronals 1 en
cultius primaris de subpoblacions hipotalamiques, per a determinar si la
inhibicid d’alguna d’aquestes fosfatases, pot ser el mecanisme mitjangant el

que el tungstat potencii 1’accio6 de la leptina.

La determinacio, mitjangant calorimetria indirecte, d’un increment en el
consum d’oxigen, tant en rates primes, com en rates ODC, indica que el
tungstat incrementa la despesa energetica dels animals tractats. Per una
altre banda, la manca d’efecte del tungstat en el consum d’oxigen en els
models deficients en leptina estudiats, la rata Zucker fa/fa i el ratoli ob/ob,
indiquen, a més, que aquest mecanisme de despesa energetica esta modulat
pel tungstat de manera depenent de la leptina. L’increment en el consum
d’oxigen de tot I’organisme, esta provocat, en part, per un increment en la

respiracié del teixit adipdés marré (TAM), 1 més concretament de la
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poblacio d’adipocits madurs d’aquest teixit, tal 1 com demostren els
resultats obtinguts amb la técnica de respirometria d’alta resolucié en rates
primes. El TAM ¢és el principal teixit responsable de la dissipaci6é d’energia
mitjancant la UCP1, que en resposta a estimuls com la temperatura o
I’excés en el reservori energétic, activa la termogénesi. La regulacid
d’aquest procés esdevé clau en el manteniment del pes corporal 1 en el
tractament de 1’obesitat. No obstant, la implicacié exclusiva de la UCP1 en
els procés termogenic, és el centre d’un intens debat en el que, encara, no
s’ha definit amb exactitud la funcionalitat de les proteines homologues
UCP2 1 3. El patré6 d’expressid genica, aixi com els baixos nivells
d’expressio proteica de UCP2 1 3 en els diversos teixits de 1’organisme
[298, 314], conjuntament amb la resposta a I’exposicid al fred normal 1 la
manca d’obesitat en ratolins knock-out per la UPC2 1 3 [156, 312, 313],
suggereixen una manca en la funcié termogeénica d’ambdues proteines en
condicions normals. La funci6 més plausible per UCP2 i 3, semblaria estar
orientada a la proteccio dels teixits contra les especies reactives de I’oxigen
(ROS). En aquest sentit, el tungstat indueix una oxidaci6é d’acids grassos
major, el que provoca un increment en la produccié de ROS, suggerint que
I’increment de UCP2 1 3 en els diferents teixits, pot estar més relacionat
amb la proteccid contra aquestes ROS, que no pas amb una funcid
termogeénica. Obviament, la produccié de calor, i per tant la despesa
energetica, per part d’aquestes dues proteines, ha de tenir lloc en resposta al
tractament amb tungstat, si bé, no semblaria que aquesta fos la darrera
finalitat, sin6 que semblaria, més aviat, un efecte secundari associat a la
proteccio dels teixits davant de ’increment de 1’activitat catabolica. Pero,
tal 1 com demostra Granneman [276], en certes circumstancies i sota certs
estimuls, mecanismes independents de UCPI, poden contribuir

significativament a la despesa energética global. Pel que caldria determinar
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la contribucid a la despesa energetica induida pel tractament amb tungstat
de cadascuna de les proteines desacobladores en els diversos teixits.

La dependéncia exclusiva de la activitat termogenica de la UCP1 a TAM,
sembla encara no estar tancada, i1 recentment, han sorgit opinions
contraposades, reforcant [565] o discrepant [566], sobre aquesta hipotesi.
Perd encara son més concloents les evidéncies que reforcen el paper
predominant de la UCP1 a TAM en la despesa energética. Per aquest
motiu, hem centrat la nostre investigacid en el paper del tungstat sobre
I’expressio de UCPI 1 ’activitat termogenica del TAM, com a mecanisme
principal de despesa energetica de I’organisme.

El tractament oral amb tungstat en ratolins incrementa significativament els
nivells d’expressio de Ucpl, de forma similar al que ja s’havia observat en
rates ODC, alhora que provoca altres canvis en el perfil d’expressidé génica
en el TAM d’aquests animals. L’increment en 1’expressid de Pgcl/ a1 en les
subunitats 1 1 4 de la citocrom oxidasa provocats pel tractament amb
tungstat, impliquen un increment en la biogenesi mitocondrial 1 en
I’activitat de la cadena respiratoria, respectivament. En contraposicio, el
tractament no provoca canvis d’expressido dels gens Acaca 1 Fasn,
relacionats amb la sintesi de lipids, procés que, des d’un punt de vista
metabolic, s’oposa a la termogenesi. Aixi doncs, el tungstat indueix canvis
que predisposen el TAM a incrementar la generaci6 del gradient de protons
necessari per 1’activacidé de la termogenesi, 1 conseqliencia, la despesa
energetica. Aquest resultats estan contrastats amb les observacions dels
estudis histologics, realitzats en el TAM de ratolins 0b/ob trasplantats amb
teixit adipds. En els teixits d’aquests ratolins, s’observa una morfologia
similar a la que presenta el TAM, totalment funcional, dels ratolins lean,
amb un contingut reduit de lipids 1 distribuits en multiples vacuoles, a més
d’un nombre elevat d’adipocits. Aquests canvis morfologics potenciats pel

tungstat €s correlacionen amb I’increment del consum d’oxigen i dels
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nivells d’expressidé de Ucpl. A més, la regulacido d’aquest mecanisme ¢és
depenent de leptina, tal i com es pot observar amb la desaparicio de
I’increment en I’expressio de Ucp! en ratolins ob/ob.

En Daltre banda del balang energetic, el tractament amb tungstat promou
una reduccid de la ingesta en animals alimentats amb dietes de baixa
palatabilitat, contribuint a la reduccié del guany ponderal d’aquests
animals. Aquesta reduccid de la ingesta, no s’observa en el cas de les rates
Zucker fa/fa, ni en el dels ratolins ob/ob, indicant que el mecanisme
implicat en la reducci6 de la ingesta induida pel tungstat, tambe¢ esta
mitjancat per la leptina. No obstant, I’abséncia de 1’efecte anorectic induit
pel tungstat en els models de rata Zucker lean 1 fa/fa alimentats amb dietes
d’elevada palatabilitat, suggereix que aquest efecte anoréctic pot ser de
menor poténcia, que els efectes oréctics induits per les dietes d’elevada
palatabilitat. El control de la ingesta implica 1’activacié de diversos
mecanismes, dependents i independents de leptina, que actuen en diversos
centres neurologics, com els centres de recompensa o els de percepcid de la
sacietat [260, 261]. Resultats per determinar la participacio de la dopamina
1 dels centres de recompensa, com el nucli accumbens, en I’acci6 anoréctica
del tungstat, no han estat concloents. Amb el que les dades actuals, no
determinen quins mecanismes estan involucrats en la resposta anorectica
del tungstat, 1 Unicament, podem concretar que aquests efectes, estan
mitjancats per la leptina 1 son revertits per dietes d’elevada palatabilitat.
Aix0 suposa que, per a donar una resposta més concloent sobre la regulacio
de la ingesta per part del tungstat, calguin estudis més especifics 1 centrats

en els diversos centres reguladors de la ingesta del sistema nervids central.

La leptina, per a modular el balang energetic, origina la seva acci6 en unir-
se al receptor de leptina en les subpoblacions neuronals del nucli arcuat de

I’hipotalem, concretament en neurones que coexpressen NPY/AGRP i
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POMC/CART, 1 que mitjancant projeccions, activen altres poblacions
neuronals implicades en la regulaci6 de la ingesta, i en 1’activaci6 del
sistema nervids simpatic, per a regular I’activitat de UCP1 a TAM.
L’increment dels nivells d’expressio de Cart, 1 la reduccio en Npy 1 Agrp en
hipotalem de ratolins lean tractats amb tungstat, conjuntament amb
I’abséncia de canvis en els ratolins 0b/0b, tractats, indiquen que el tungstat
potencia a la leptina en el lloc d’origen de la senyalitzacido de 1’hormona.
Aixi doncs, el tungstat actua a nivell central per controlar la ingesta 1 la
despesa energetica, 1 en conseqiiencia, el pes corporal. Un fet destacable, €s
la abséncia de canvis en els nivells d’expressido de Pomc en ratolins lean
tractats amb tungstat, no obstant, en celllules 1 en ratolins amb
haploinsuficiencia per SOCS3 [421, 567], 1 en ratolins deficients per SHP2
[563] o SH2-B [560], tampoc s’observen canvis en els nivells d’expressio
d’aquest neuropeptid, suggerint que el control del balang energetic
mitjancant per la leptina, i en conseqiiéncia el tungstat, es duu a terme

mitjangant senyals neuronals alternatives a Pomc.

L’elevada pliotropia del receptor de leptina, suggereix que el tungstat
també ha de tenir accions directes en teixits periferics. Aquestes accions
periferiques no es poden descartat amb les dades actuals. Tampoc, es pot
descartar que part d’aquestes accions periferiques del tungstat estiguin
relacionades en el control la despesa energetica. No obstant, les
observacions de Scarpace [443] i Commins [444-446], descarten qualsevol
efecte de la leptina sobre la expressi6 de UCP1 a nivell periferic, 1 en
conseqiiencia, tampoc del tungstat. Amb la finalitat de determinar possibles
efectes perifeérics del tungstat que afectin a la despesa energetica, s’estan
realitzant determinacions dels nivells de respiracid mitocondrial en teixits
de diversos models experimentals, mitjancant la técnica de respirometria

d’alta resolucid.
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Finalment, dels estudis realitzats en aquesta tesi es desprén, que el tungstat
sodic redueix el guany ponderal i ’adipositat en models experimentals de
rata 1 ratoli, mitjangant la potenciacio dels efectes centrals de la leptina,
inhibint la ingesta i1 incrementant la despesa energctica mitjancada per
I’activacié de la termogenesi depenent de UCP1 al TAM. Aquest efecte
potenciador del tungstat, podria transcorrer a través de la regulacid del
processos de fosforilacié dels elements de la cascada de senyalitzacio de la

leptina, mitjangant la inhibicid6 de fosfatases involucrades en aquests

Processos.
LEPTINA
L] ° % w 0
Ny $ife =>4 ucr
TAM
TAB

Figura 27. Esquema il-lustratiu del mecanisme d’acci6 del tungstat en la regulacio
del pes corporal.
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Conclusions

El tractament oral amb tungstat sodic no ¢€s efectiu en la reduccio del

guany ponderal en models funcionals deficients en leptina.

El tractament oral amb tungstat sodic indueix, en models animals
sense deficiencies en leptina, un balang energetic negatiu responsable
de la reduccio de guany ponderal. El canvi en el balang energetic es
causat per un increment en la despesa energeética i, en animals
alimentats amb dietes de baixa palatabilitat, per una reducci6 en la

ingesta

El tractament oral amb tungstat sodic modifica 1’expressio genica de
Ucepl, de Pgcla 1 de les subunitats I 1 IV de la citocrom oxidasa, a
teixit adipos marrd. Aquestes modificacions indiquen una adaptaciod

del teixit adip6s marr6 per a induir canvis en la despesa energética.

El tractament oral amb tungstat sodic modifica, en [’hipotalem,
I’expressid geénica de Npy, Agrp 1 Cart, gens modulats per la leptina
en la regulaci6 de ’homeostasi energetica. Aquestes observacions
suggereixen que els canvis descrits en la despesa energetica 1 en la
ingesta estan mitjangats, en part, per una accid central del tungstat

sodic.

Els resultats exposats suggereixen que el tungstat actua com a

potenciador de la leptina en la reduccio6 del guany ponderal.
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