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Resumen
El control neuronal de la homeostasis energética es determinante para lograr un equilibrio

calorico en el organismo. Una de las estructuras que participa en este balance es el nlcleo
arcuato del hipotalamo, que funciona como un integrador de sefiales a nivel central y periférico
del organismo. Este nucleo se compone principalmente de dos tipos celulares, los cuales se
clasifican de acuerdo con el tipo de péptidos que liberan y su funcion asociada. EI primer grupo
esta formado por neuronas orexigénicas, que liberan NPY/AgRP, mientras que el grupo de
neuronas anorexigénicas, liberan POMC/CART. Ambos tipos son blancos de regulacién de la
leptina, que es una hormona liberada principalmente por el tejido adiposo blanco, la cual
produce cambios en la actividad eléctrica de estas células, mediante la regulacion de la actividad
de los canales idnicos. Particularmente los canales de calcio sensibles al voltaje, que son
determinantes para la liberacion de neurotransmisores y hormonas, son blanco de la regulacion
ejercida por esta hormona. Se ha mostrado que en neuronas orexigeénicas, la leptina produce la
inhibicidn de la corriente de calcio; sin embargo, los mecanismos que subyacen a esta inhibicion
no son del todo conocidos. La leptina produce su efecto anorexigénicos mediante la inhibicién
de AMPK, una cinasa que funciona como sensor energético del organismo. De manera
interesante, esta cinasa puede modular la actividad de canales idnicos sensibles al voltaje. Estos
antecedentes dieron lugar a la pregunta de investigacion que aborda este trabajo: ¢ Es AMPK la
proteina cinasa mediante la cual la leptina inhibe la amplitud de la corriente de calcio en

neuronas orexigénicas de rata?

Para responder esta pregunta, la corriente de calcio se registr6 mediante la técnica de patch-
clamp en configuracién de célula completa, en cultivos de células disociadas del ndcleo arcuato.
Las neuronas orexigénicas se identificaron con base en su morfologia, capacitancia y respuesta
a la leptina, la cual inhibi6 la amplitud de la corriente de calcio. Para identificar la participacion
de AMPK en esta inhibicion, se emplearon un activador y un inhibidor de esta cinasa, AICAR
y Compuesto C, respectivamente. Ambos compuestos reducen significativamente el efecto
inhibitorio de la leptina sobre la corriente de calcio. Asimismo, la leptina no modifica la
dependencia al voltaje de los canales de calcio, ni tiene efecto sobre la cinética de la corriente.
Finalmente, se encontré que la hormona regula preferentemente a los canales de calcio tipo-L.
Estos resultados sugieren que AMPK participa en el mantenimiento y la regulacion de la

corriente de calcio en neuronas orexigénicas del nicleo ARC.



Abreviaturas

AgRP
AMPK
ARC
CART
HVA
JAK-2
LVA
MAPK
NPY
ObR
PI3K
POMC

VDCCs

Péptido relacionado con el gen Agouti
Proteina cinasa activada por AMP
Nucleo arcuato

Transcrito regulado por cocaina y anfetamina
Canales activados por alto umbral
Janus cinasa-2

Canales activados por bajo umbral
Proteina cinasa activada por mitégeno
Neuropéptido Y

Receptor de leptina
Fosfatidilinositol-3-cinasa
Pro-opiomelanocortina

Canales de calcio sensibles al voltaje



1. Introduccién

La conducta de ingesta es un fendmeno determinante para la supervivencia del organismo, que
se encuentra regulada por factores a nivel periférico y central, por lo que requiere de la
organizacion de las sefiales que proporcionan los nutrientes, las hormonas y los
neurotransmisores, entre otras. La desorganizacion de estas sefiales puede dar lugar a un balance
energético inapropiado, que puede estar vinculado con patologias como la obesidad, el
sindrome metabolico y la diabetes tipo Il, que se han convertido en un problema de salud
publica a nivel mundial (Saklayen, 2018). Estas patologias son de alta prevalencia

particularmente en México (Barquera & White, 2018; DiBonaventura et al., 2017).

Las sefiales que reflejan el estado energético del organismo se detectan e integran en el sistema
nervioso central, en particular en el hipotdlamo, que es una estructura que integra informacién
a nivel autonémico y hormonal, la cual va a desencadenar conductas vinculadas a las
necesidades energéticas del organismo (Routh et al., 2014). El hipotalamo esta conformado por
una serie de nucleos que tienen a su cargo diversas funciones fisioldgicas. Particularmente, el
nucleo arcuato (ARC) detecta e integra las sefiales energéticas del organismo (Huisman et al.,
2019). Este nucleo contiene neuronas orexigénicas y anorexigénicas, que modifican su
actividad eléctrica en funcion de las sefiales energéticas que las regulen, es decir, péptidos y
hormonas. Una de las sefiales mas relevantes en torno al estado energético del organismo es la
producida por la leptina, que se asocia con saciedad a largo plazo (Perry & Wang, 2012),
ademas de tener un papel clave en la regulacion de la ingesta de alimentos y el balance
energético del organismo. Esta molécula ha sido ampliamente estudiada y se ha logrado
correlacionar cambios en la sintesis y alteraciones en su cascada de sefializacion, con patologias
como las antes descritas. Actualmente se siguen descubriendo nuevas funciones de esta
hormona, entre ellas, la regulacién de canales idnicos, tales como los canales de calcio
dependientes de voltaje (VDCCs).

2. Antecedentes

2.1 Canales de calcio dependientes de voltaje

El calcio es un ion que participa en una gran variedad de funciones de la célula, ya que altera
la conformacion de distintas proteinas, asi como el campo eléctrico local, que son las dos

herramientas universales de la transduccion de sefiales (Clapham, 2007). Se ha encontrado que



este ion participa en funciones como: el inicio de la contraccion en células del musculo liso y
cardiaco, la secrecidon de hormonas en células endocrinas, iniciacion de transmision sindptica
en neuronas, regulacion de actividad enzimatica, expresion génicay otros procesos bioquimicos

(William A. Catterall, 2011), como se muestra en la Fig. 1.

El calcio se encuentra en el interior como en el exterior de la célula y esta distribuido en
diferentes concentraciones. Se ha estimado que la concentracién intracelular de este ion oscila
alrededor de 100 nM (calcio libre), mientras que en el medio extracelular se encuentra en el
orden de mM. Dado que este ion es determinante para los procesos fisiologicos antes
mencionados, el influjo y eflujo, asi como el intercambio de calcio con almacenes intracelulares
es crucial para la célula, y, por lo tanto, es un proceso altamente regulado. Uno de los principales
mecanismos de flujo desde el exterior hacia el interior de la célula son los VDCCs, los cuales
participan en la generacién de la actividad eléctrica de las neuronas.

Los VDCCs son proteinas localizadas en la membrana plasmética, que aumentan su
probabilidad de apertura ante cambios en el potencial de membrana. Clasicamente, y de acuerdo
con esta propiedad, pueden clasificarse en dos tipos, los activados por alto umbral (HVA) y los
activados por bajo umbral (LVA). Los primeros aumentan su probabilidad de apertura en
respuesta a despolarizaciones de membrana mayores, mientras que los LVA se abren ante
cambios menores en el voltaje de membrana (Simms & Zamponi, 2014; Yaari et al., 1987).

Secrecién
Transmision sindptica

Fosforilacién Regulacion

proteica enzimatica

S

Niicleo

DOOO(%OOOOO(

Transcripcion génical

Figura 1. Conformacién y transduccion de sefiales de los canales de calcio sensibles al voltaje. Los VDCCs estan
compuestos por cuatro subunidades (a1, B, 028 v 7). La entrada de calcio por medio de estas proteinas a la célula
inicia una gran variedad de procesos intracelulares, tales como: contraccion, secrecidn, transmision sinaptica,
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regulacion enzimatica, fosforilacion / desfosforilacion proteica y transcripcion génica. Modificada de Caterrall
(William A. Catterall, 2011). Figura creada mediante BioRender.

Otra clasificacion de los VDCCs es la farmacologica, con la que se pueden identificar los
siguientes tipos: canales de calcio tipo-L, sensibles a dihidropiridinas, como la nifedipina, el
canal de calcio tipo-N, sensible a m-conotoxina GVIA (o-ConGVIA), los canales de calcio
tipo-P/Q, sensibles a w-Agatoxina IVA (o-AgalVA), y finalmente los canales tipo-R, que
presentan mayor afinidad por el antagonista SNX-482 (Bourinet et al., 2001; Dolphin, 2018;
Llinas et al., 1989; Nowycky et al., 1985; Tsien et al., 1988), como se observa en el Cuadro 1.

Se ha mostrado que los VDCCs son un complejo proteico conformado por la subunidad al, B,
Y, y a2d (Fig. 1). La principal unidad transmembranal del canal est4 formada por la subunidad
al, la cual forma al poro y contiene al sensor de voltaje. Las subunidades B y 028 influyen en
la dependencia al voltaje del canal, mientras que la subunidad y tiene poca participacion en
estos procesos (William A. Catterall, 2011). Particularmente el dimero 026 participa en el
trafico y funcion de los Cavl y Cav2 (tipo-L y N), en el trafico de los canales hacia sitios
especificos de la célula e influyen en las propiedades biofisicas del canal, asi como en la
transmision sindptica y en procesos de sinaptogénesis (Dolphin, 2018).

Cuadro 1. Resumen de las principales caracteristicas de los canales de calcio sensibles al

voltaje
Canal Rangode Tipode Principal Localizacion Funcion
(subunidad o) voltaje de corriente bloqueador primaria
activacion
Cal.l HVA L Dihidropiridinas Mdsculo Acoplamiento
esquelético excitacion —
contraccion
Regulacidn génica
Ca/l.2 HVA L Dihidropiridinas Mdsculo Acoplamiento
cardiaco excitacion —
contraccion
Secrecion de
hormonas
Regulacion génica
Ca/l.3 HVA L Dihidropiridinas Células Secrecion de
endocrinas hormonas
Neuronas Regulacion génica
Ca/l4 HVA L Dihidropiridinas Retina Liberacion tonica
de
neurotransmisor
Ca2.1 HVA P/Q w-AgalVA Terminales Liberacion de
o-Con-MV nerviosas neurotransmisor

Dendritas




Transitorios
dendriticos de

calcio
Ca2.2 HVA N ®-ConGVIA Terminales Liberacién de
nerviosas neurotransmisor
Dendritas Transitorios
dendriticos de
calcio
Ca2.3 HVA R SNX-482 Cuerpos Potenciales de
celulares accion
Dendritas dependientes de
Terminales calcio
nerviosas Liberacion de
neurotransmisor
Ca3.1 LVA T Mibefradil Neuronas Marcapasos
Musculo Disparos
cardiaco repetitivos
Ca,3.2 LVA T Mibefradil Rifion Marcapasos
Mdusculo Disparos
cardiaco repetitivos
Neuronas
Ca.3.3 LVA T Mibefradil Neuronas Marcapasos
Disparos
repetitivos

Abreviaturas: m-AgalVA, w-agatoxina IVA; o-Con-MV, w-conotoxina MV; o-ConGVIA, w-conotoxina GVIA;
SNX-482, version sintética de la toxina de la tarantula Hysterocrates gigas. Adaptada de Caterrall (W. A. Catterall,
2000; William A. Catterall et al., 2005).

Los VDCCs son proteinas reguladas que interacttan con otras moléculas, como son: sefiales
dependientes de receptores, proteinas G, calmodulina, el propio calcio como segundo
mensajero, el acido araquidonico y fosfolipidos de membrana (Castro et al., 2020; Dolphin,
2003; Garcia et al., 1998; Simms & Zamponi, 2014; Suh et al., 2010). Es sabido que una gran

variedad de hormonas, entre ellas la leptina, pueden modificar la actividad los canales ionicos.

2.2 Leptina

La leptina es una hormona anorexigénica, producto del gen ob, producida principalmente por
el tejido adiposo blanco (Frederich et al., 1995); sin embargo, se ha encontrado que también se
expresa en otros tejidos como: la placenta, la mucosa gastrica, la médula dsea, el epitelio
mamario, el musculo esquelético, la glandula pituitaria, el hipotdlamo y en huesos (Friihbeck,
2006). Su nombre proviene del griego leptos que significa delgado, es una proteina no
glucosilada de 16 KDa, conformada por 167 aminoacidos, incluyendo una secuencia secretoria
(de 21 aminoéacidos), la cual se escinde al entrar a circulacion (Cammisotto & Bendayan, 2007).

Su estructura cristalografica muestra que esta formada por cuatro a-hélices antiparalelas
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conectadas entre si. Posee dos residuos de cisteina, que forman puentes disulfuro, que son
cruciales para su estabilidad, secrecion y actividad biologica. Estas caracteristicas estructurales,
han permitido clasificar a la leptina dentro del grupo de citocinas de cadena larga (Wauman
etal., 2017; F. Zhang et al., 1997).

La leptina tiene efectos pleiotropicos en el organismo, asi como tejido-especificos. Entre los
ejemplos de funciones reguladas por esta hormona, ademas de la ingesta, estan: angiogenesis
(Tahergorabi & Khazaei, 2015), regulacién del sistema inmunoldgico (Pérez-Pérez etal.,
2017), contribuye al desarrollo de tumores en cancer (Angelucci et al., 2020), entre muchos
otros. Ademas, la leptina tiene efectos sobre el sistema nervioso, por ejemplo, facilita la
induccidn de plasticidad sindptica dependiente del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), ya
que aumenta el flujo de calcio a través de este receptor-canal (Shanley et al., 2001). Udagawa
y cols. (Udagawa et al., 2007) mostraron que embriones de ratones deficientes en la produccion
de leptina (ob/ob) contienen un menor nimero de células en el neuroepitelio, lo cual puede ser
restablecido con una inyeccion intracerebroventricular de la hormona. Con esto concluyeron
que la leptina participa en el desarrollo de células gliales y neuronas. También se ha mostrado
que la leptina es un potente inhibidor de la actividad epileptiforme en neuronas del hipocampo
(Shanley et al., 2002). Por lo tanto, desde su descubrimiento (Y. Zhang et al., 1994), el estudio

de los efectos de la leptina se han convertido en un area de investigacion relevante en fisiologia.

2.3 Receptores de leptina

La leptina se une a receptores en la membrana de las células para lograr sus efectos. Estos
receptores se han localizado y diferenciado a nivel periférico y central.

Se han identificado seis isoformas del receptor de leptina (a - ), son generadas por splicing
alternativo y tienen en comudn el dominio extracelular para la union de la hormona. Estos
receptores se han dividido en tres grupos con caracteristicas propias: isoforma secretada,

isoforma corta e isoforma larga (Kwon et al., 2016).

Las isoformas corta y larga poseen un dominio transmembranal, por lo que se clasifican dentro
la familia de receptores tipo | de citocinas, que se caracterizan por poseer residuos conservados
de cisteina y el sitio de union WSXWS (Tartaglia et al., 1995). Se ha mostrado que la forma
larga o tipo b (ObRb) posee un dominio intracelular largo (302 aminoacidos), que esta acoplado
a diversas proteinas que se fosforilan y encienden cascadas de sefializacién, como se muestra
en la Fig. 2. Una vez que la leptina llega a la célula, el receptor se homodimeriza mediante

9



uniones disulfuro en el dominio extracelular (White & Tartaglia, 1999). Este evento
desencadena la fosforilacién la proteina Janus cinasa 2 (JAK-2), que a su vez fosforila al
receptor de leptina y una serie de efectores rio abajo, entre los cuales destacan tres residuos de
tirosina (Y985, Y1077 y Y1138). Cada uno de estos residuos, estd vinculado a diferentes vias

de sefializacion, que se asocian con el efecto de la leptina en el organismo.

La fosforilacion del residuo Y985 activa a la proteina scr-homologa del dominio 2 (SHP-2) y
la proteina cinasa activada por mitdgeno (MAPK). Estas vias median al sistema de
retroalimentacion negativo para la sefializacion de la leptina, debido a que es el sitio de unién
para el supresor de sefializacion de citocinas 3 (SOCS-3) (Bjgrbaek et al., 1998; Bjornholm
et al., 2007). El residuo Y1077 activa al transductor de sefial y activador de la transcripcién 5
(STATS), cuya funcion fisiologica no ha sido entendida (Pan et al., 2019; Yiying Zhang &
Chua, 2017). Finalmente, Y1138 activa al transductor de sefial y activador de la transcripcion
3 (STAT3), que media la homeostasis energética, las funciones neuroendocrinas ejercidas por
la hormona, y juega un papel relevante en la reproduccion. Las mutaciones en este sitio generan
un fenotipo de obesidad, y, por lo tanto, media los efectos metabdlicos de la leptina (Bates et al.,
2003). Posterior a la fosforilacion, se recluta a STATS3, el cual se une a los promotores de
neuropéptido Y y del péptido relacionado con el gen Agouti (npy/agrp), asi como a los
promotores de pro-opiomelanocortina y del transcrito regulado por cocaina y anfetamina
(pomc/cart), para inhibir y aumentar la expresion de estos neuropéptidos, respectivamente
(Gong et al., 2008).

Aunque se han mostrado diversas vias intracelulares activadas por el receptor, que estan ligadas
con la fosforilacion de los residuos de tirosina, ain se desconoce cémo se vincula la actividad
del receptor con muchas otras cascadas de sefializacién. No se sabe cudles son las vias que
subyacen a la activacion o inhibicion de proteinas y factores de transcripcion, como son la diana
de rapamicina en células de mamifero (mTOR), proteina cinasa activada por AMP (AMPK),

entre otras, tal como se muestra en la Fig, 2.

10



Fosforilacion serina

Fosforilacion tirosina

Retroalimentacion

|

3

Homeostasis energética

Figura. 2. Vias de sefializacion activadas por ObRb en el hipotdlamo. PI3K = fosfatidilinositol-3-cinasa; IRS =
sustrato del receptor de insulina; JAK2 = janus cinasa-2; STAT = transductor de sefial y activador de la
transcripcion; SOCS-3 = supresor de la sefializacion de citoquinas 3; PTP1B = fosfotirosina fosfatasa 1B;
mTOR = diana de rapamicina en células de mamifero; pS6 = proteina ribosomal fosforilada S6; AMPK =
proteina cinasa activada por AMP; ACC = acetil-CoA carboxilasa; SHP-2 = proteina scr-homologa del dominio
2; MAPK = proteina cinasa activada por mitégeno. Figura modificada de Miinzberg & Morrison (Miinzberg &
Morrison, 2015). Figura creada mediante BioRender.

Se ha mostrado que la expresion de ObRb se da predominantemente en el hipotdlamo; sin
embargo, también se ha encontrado expresado en cerebelo, sustancia nigra, nicleo del tracto
olfatorio lateral, distintos nucleos del tdlamo, nucleo geniculado lateral, hipocampo, plexos
coroideos, meninges, alrededor de vasos sanguineos (EImquist et al., 1998; Shioda et al., 1998)
y astrocitos, cuya regulacion por parte de la leptina se ha asociado con los efectos
antiinflamatorios e inflamatorios de la hormona, que resultan clave en patologias como la
obesidad (Hsuchou et al., 2009).

Como se mencioné anteriormente, el estudio de la leptina y sus implicaciones fisiologicas
continian siendo un area activa de estudio. De manera interesante, se ha mostrado que la leptina
regula la actividad de una gran variedad de proteinas de membrana, entre las cuales destacan

los canales ionicos.
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2.4 La leptina regula la actividad de canales ionicos

La leptina regula mediante la activacion de fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) la actividad de
canales idnicos (Gavello et al., 2016), aunque se han descrito la participacion de otras vias
dependiendo del subtipo de canal i6nico que se explore. En células B-pancreaticas, se ha
mostrado que esta hormona inhibe la secrecién de insulina mediante el aumento de la densidad
de canales de potasio sensibles a ATP (Katp), y del canal rectificador tardio de potasio Ky2.1.
La leptina activaa AMPK vy a la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA), lo que conlleva
a la despolimerizacion de filamentos de actina. La leptina también aumenta la densidad de
corriente en los canales Kv2.1; por lo tanto, coordina la disponibilidad en la membrana de
ambos canales i6nicos y con esto, regula parte del acoplamiento entre la inhibicion de la
excitabilidad y la secrecién de insulina en las células B-pancredticas (Wu et al., 2015). En
células gonadotropas, se ha mostrado que la leptina aumenta la expresion de los canales de
calcio tipo-L, que repercute en el aumento de la liberacion de la hormona luteinizante (Avelino-
Cruz et al., 2009).

La leptina regula canales ionicos en el sistema nervioso central. Esta hormona inhibe la
actividad de neuronas de hipocampo mediante la activacion de los canales de potasio de alta
conductancia dependientes de calcio (BK) (Shanley etal., 2001, 2002). Asimismo, se ha
mostrado que la leptina regula el trafico y la activacion de los canales de potencial transitorio
(TRPs), en el mismo tipo celular (Dhar etal.,, 2014). Particularmente, en neuronas del

hipotalamo, la leptina inhibe a los Katp (Spanswick et al., 1997).

En neuronas anorexigénicas del ARC, la amplitud de la corriente de calcio aumenta en
presencia de leptina, debido a la activacion de vias dependientes de PI3K. Por el contrario, en
las neuronas orexigénicas la amplitud de la corriente de calcio disminuye (J.-H. Wang et al.,
2008). La regulacion de las neuronas del ARC es determinante para la deteccion de las

hormonas provenientes de la periferia, que impactan en la actividad eléctrica de estas células.

2.5 El nlcleo ARC

El ARC es una estructura que forma parte del hipotdlamo y participa en la regulacion del
balance energético del organismo, que es la diferencia entre la ingesta de alimentos y el gasto
energético (Schwartz & Morton, 2002). EI ARC produce esta regulacion de dos formas, la

primera es mediada por la secrecion de factores troficos hacia el sistema porta hipofisiario, con
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el fin de regular la secrecion de hormonas por parte de la glandula pituitaria (van den Pol et al.,
2019), mientras que la segunda engloba a la regulacion de la conducta de ingesta (Lazzarino
etal., 2019; van den Pol et al., 2019). EI ARC se localiza contiguo a la eminencia media y
rodeando al tercer ventriculo; asimismo, tiene la caracteristica de encontrarse en un sitio con
una barrera hematoencefalica particular, en la cual el endotelio esta formado por capilares
fenestrados (Kohno & Yada, 2012). Gracias a estas caracteristicas, el ARC detecta sefiales
centrales por medio del liquido cefalorraquideo, asi como sefiales periféricas por medio de la
sangre (R. D. Cone et al., 2001; Roger D. Cone, 2005; Sohn, 2015), tal como se muestra en la
Fig. 3.

El ARC esta formado principalmente por dos tipos celulares. Esta division ha sido propuesta
por el tipo de péptido y la funcion en la regulacion de la ingesta de alimentos con la que se
asocia. El primer grupo, esta formado por neuronas que sintetizan POMC y CART, ambos
péptidos se relacionan con la disminucidon de la ingesta de alimentos, por lo tanto, son
neuronas anorexigénicas. Se ha mostrado que ratones knockout de POMC muestran
hiperfagia y obesidad (Yaswen et al., 1999); asimismo se ha establecido que a partir de
POMC, se genera la hormona estimulante de melanocitos alfa (a-MSH), que media la
activacion de vias anorexigénicas (Romanova et al., 2018). EIl segundo grupo de células esta
formado por neuronas que sintetizan AgRP y NPY, ambos péptidos son inductores de la
ingesta de alimentos. Se ha mostrado por medio de técnicas en optogenética, que la activacion
de las células que expresan estos péptidos induce la ingesta de alimento, incluso cuando el
roedor se encuentra saciado; por lo tanto, son neuronas orexigénicas (Aponte et al., 2011).

Ambos grupos neuronales son blanco de neurotransmisores y hormonas que regulan su
funcionamiento y actividad eléctrica, cuyo resultado fisioldgico dependera del tipo neuronal y
del tipo de péptido u hormona que tenga contacto con estas neuronas, ya que, COmo se
muestra en la Fig. 3, expresan una gran cantidad de receptores. La ghrelina, por ejemplo, es
una hormona orexigeénica sintetizada principalmente por el estdmago. La administracion
intraperitoneal o intracerebroventricular de esta hormona hay un aumento en la ingesta de
alimento y el peso corporal total en roedores, asi como una disminucién del gasto energético
(Tschop et al., 2000). Por el contrario, la insulina y la leptina son hormonas anorexigénicas
que se encargan de informar al cerebro del estado de los almacenes energeticos a largo plazo,

de esta manera funcionan como factores de saciedad a largo plazo, en especial la leptina.
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Figura. 3. El nacleo arcuato y las hormonas que regulan la ingesta de alimentos. La leptina y la insulina son
hormonas anorexigenicas, las cuales disminuyen la actividad eléctrica de las neuronas orexigénicas e impactan
en la disminucion de la conducta de ingesta, al igual PY'Y 3-36, participa en esta disminucién. Las hormonas
orexigénicas, como la ghrelina, aumentan la actividad eléctrica de las neuronas orexigénicas, y producen la
liberacion de NPY/AgQRP. Estas hormonas son detectadas por los diferentes receptores expresados en estas
neuronas, para NPY, ghrelina, melanocortina, leptina e insulina. Modificado de Schwartz & Morton (Schwartz &
Morton, 2002). Figura creada mediante BioRender.

Una de las proteinas que participan de forma activa en la deteccién del estado energético del

organismo, y que se encuentra altamente expresadas en el ARC, es AMPK.

2.6 Participacion de AMPK en la regulacién de conducta de ingesta

AMPK es una proteina trimérica que tiene una gran variedad de funciones, entre las cuales se
encuentran: regulacién de vias metabolicas, regulacion energética a partir de la informacion
proveniente de hormonas, péptidos, neurotransmisores y nutrientes (Minokoshi et al., 2008);
por lo que se ha destacado su papel como sensor del estado energético de las células (Lin &
Hardie, 2018b; Shen et al., 2014). Esta proteina esta formada por la subunidad a-catalitica, y
las subunidades B y y regulatorias (Hardie, 2007). Se ha mostrado que esta proteina, dada su
relevancia para la supervivencia de la célula, cuenta con diversos mecanismos de regulacion.
El primero es el que involucra la fosforilacion de sitios serina/treonina, particularmente el
sitio treonina-172 (Thr-172), ubicado en la subunidad a-catalitica (Crute et al., 1998). Este
sitio puede ser fosforilado por cinasas rio arriba, como la cinasa hepética B1 (LKB1) (Shaw
et al., 2004) y calcio calmodulina cinasa Il (CaMKII) (Hawley et al., 2005).
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El segundo mecanismo de regulacion implica la union de los nucle6tidos de adenosina AMP,
ADP y ATP, a la subunidad y de AMPK, siendo el principal agonista el AMP. Dado que la
proporcion disponible de estos nucleétidos pueden activar o inhibir a AMPK, no resulta
sorprendente que la privacion de glucosa sea uno de los factores que active a este sensor en el
hipotalamo, y que con ello impacte en la conducta de ingesta (Andersson et al., 2004;
Mountjoy et al., 2007; Su et al., 2012). Este mecanismo es uno de los mas investigados, ya
que se puede activar por estrés energético en las células, debido a la interferencia en la
produccidn de ATP o porque la célula activo vias que implican un consumo energetico
elevado. En este escenario, AMPK puede ser activada mediante: 1) la union de AMP o ADP
promueve la fosforilacion de Thr-172 mediante la proteina LKB1; 2) la uniéon de AMP o ADP
inhibe la desfosforilacion de Thr-172 mediante proteinas fosfatasas; 3) la union de AMP, pero
no de ATP, causan la activacion alostérica de la proteina y 4) la activacion por CaMKI|I
(Fogarty et al., 2010; Lin & Hardie, 2018a), debido a la liberacion de pozas intracelulares de

Ca?*. Este Ultimo mecanismo es principalmente mediado por hormonas.

Ademas de estas vias activadas por nucleétidos, se han descrito vias no canonicas para la
activacion de AMPK; es decir, que no requieren de cambios en la concentracion de estos
nucleotidos. En fibroblastos de raton con altas concentraciones de glucosa disponible, se ha
encontrado la activacion de AMPK en ausencia de modificaciones en la concentracion de
AMP/ATP o ADP/ATP (Yiying Zhang & Chua, 2017; Y.-L. Zhang et al., 2013).

La actividad de AMPK esta estrechamente ligada con la actividad de la leptina, de hecho, ha
surgido como una molécula clave para que esta hormona pueda llevar a cabo sus efectos
anorexigénicos (Tanida et al., 2015). Se ha mostrado que la cinasa p70S6 es clave para mediar
los efectos de la leptina sobre AMPK, ya que, una vez activado el ObRDb, la cinasa p70S6 es
activada, lo cual produce la fosforilacion de la serina-491 (Ser-491) en la subunidad a-
catalitica de AMPK. Esta cascada promueve la inhibicion de AMPK en células del

hipotalamo (Dagon et al., 2012; Kong et al., 2016).

De forma interesante, se ha reportado que AMPK puede modular la actividad de canales
iGnicos activados por voltaje, tales como los BK (Foller et al., 2012) y los canales de calcio
tipo-L (Huang et al., 2015); sin embargo, el mecanismo por el cual AMPK hace esta

regulacién no se conoce.
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3. Planteamiento del problema

El ARC modula la conducta de ingesta a través de hormonas que informan del estado energético
del organismo, tales como la leptina. Una pieza clave para que esta hormona ejerza sus efectos
anorexigénicos es la inhibicion de AMPK. Esta cinasa modula la actividad de canales idnicos
sensibles al voltaje. En neuronas orexigénicas la leptina disminuye la amplitud de la corriente
de calcio por un mecanismo desconocido. Por lo tanto, este trabajo propone la siguiente

pregunta de investigacion:

¢La leptina disminuye la amplitud de la corriente de calcio mediante la participacion de AMPK

en neuronas orexigénicas de rata?

4. Hipotesis
Los canales de calcio de las neuronas orexigénicas del ARC son regulados por leptina mediante

AMPK.

5. Objetivos
Objetivo general

e Determinar la via de sefializacién mediante la cual la corriente de calcio es inhibida por

leptina en neuronas orexigénicas del ARC de rata.
Objetivos particulares

e Identificar la presencia de NPY en cultivos primarios obtenidos por disociacion aguda.

o ldentificar el efecto de la leptina sobre la corriente de calcio en las células en cultivo.

e Caracterizar la via de sefializacion mediante la cual la leptina inhibe la corriente de
calcio en neuronas orexigénicas de rata.

e Identificar los subtipos de canales de calcio que se encuentran en las neuronas
orexigénicas del ARC.

e Caracterizar las propiedades biofisicas de los canales de calcio que responden con

inhibicidn por leptina.
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6. Material y métodos

6.1 Neuronas disociadas del nlcleo arcuato

Las neuronas del ARC se aislaron de acuerdo con trabajos previos (Bargas et al., 1994;
Hernandez-Flores et al., 2015), con algunas modificaciones. Para obtener las células disociadas,
se emplearon ratas Wistar de 10 dias posnatal, las cuales fueron anestesiadas por medio de una
inyeccion intraperitoneal con pentobarbital soédico (40 mg/kg). Las ratas fueron perfundidas con
una solucion alta en sacarosa, compuesta por (mM): 234 sacarosa, 28 NaHCO3, 7 glucosa, 4.5
acido piravico, 0.2 de acido ascorbico, 2.5 KCI, 7 MgCl», 1.4 NaH2PO4 y 0.4 CaClo. El cerebro
fue rapidamente extraido y colocado en la solucién alta en sacarosa previamente descrita a
punto de congelacion. Se obtuvieron rebanadas coronales del cerebro de 300 um de grosor
mediante un vibratomo (Leica VT 1200S). Solo se seleccionaron las rebanadas que contenian
al ARC. Como referencia para localizar al nucleo, se identificaron las rebanadas con el
hipocampo (en posicién horizontal), el tercer ventriculo y la eminencia media, como se muestra
en la Fig. 4. Las rebanadas fueron mantenidas en una solucion KREBS a temperatura ambiente,
por un tiempo de 30 a 40 min, la solucion contenia (mM): 126 NaCl, 15 glucosa, 26 NaHCOs,
0.2 thiourea, 0.2 &cido ascorbico, 3.5 KCI, 1 MgClz, 1.2 NaH2PO4 y 1 CaCl,. Para obtener las
células disociadas, el ARC fue bilateralmente disecado de las rebanadas y devuelto a una
solucion salina alta en Ca®* (2 mM) y 10 U/mL de papaina (Sigma Aldrich) a 34°C. Después
de 20 minutos de digestion enzimatica, el tejido fue lavado tres veces con una solucion baja en
Ca?*, (0.25 mM) a una temperatura de -4°C. Al finalizar los lavados, el tejido fue dispersado
mecanicamente mediante pipetas pasteur, previamente flameadas, con tres calibres distintos. Al
contenido se agreg6 400 pl de medio neurobasal, suplementado con 10% de suero bovino fetal
y 2% de B27. Las células se colocaron en vidrios previamente tratados con poly-L-lisina y
finalmente, fueron colocadas dentro de un incubador a 37°C durante 30 minutos para su

posterior registro.
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Figura 4. Micrografia de rebanada coronal obtenida de cerebro de rata. La rebanada muestra las estructuras clave
gue se identificaron para localizar las rebanadas que contenian al ARC, que son: el hipocampo (en forma
horizontal), el tercer ventriculo y la eminencia media. EI ARC se muestra dentro de los triangulos azules, que

corresponden a la zona de la cual se realizé la diseccién.

6.2 Registros electrofisiologicos

Se emple0 la técnica de fijacion de voltaje en micro areas de membrana (patch-clamp), para
registrar la Is.?* en configuracion de célula completa (Hamill et al., 1981) con el amplificador
HEKA EPC-9 (HEKA Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Germany) a temperatura ambiente. Se
usaron pipetas de borosilicato, con una resistencia de 3 a 4 MQ). Las resistencias en serie fueron
compensadas a >50%. Las corrientes fueron adquiridas a 3 kHz y analizadas mediante Igor Pro

(version 6.1).

Para medir la 1ga2* se emplearon soluciones para minimizar otros tipos de corrientes idnicas. La
corriente lga?* fue definida como el componente sensible a 100 uM de CdCl,. Se usé Ba?* como
acarreador de carga, con el objetivo de amplificar el tamafio de la corriente y bloquear corrientes
generadas por K*. Los componentes de la solucion externa fueron (mM): 148.5 TEA-CI, 10
BaCly, 8 glucosa, 10 HEPES, 1 MgCl; and 0.0001 TTX, mientras que la solucion interna se
compuso de (mM): 32 TEA-CI, 140 CsCl, 10 HEPES, 0.1 BAPTA-Cs, 1 MgCl,, 4 MgATP, 0.3
Na.GTP y 0.1 leupeptina. La leptina fue reconstruida en Tris HCL y aplicada por perfusion. El
porcentaje de inhibicion por leptina sobre la 1s.2* fue cuantificada como se describe en trabajos

previos (Cruzblanca et al., 1998).
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6.3 Inmunoflourescencia

Para la identificacion del NPY y el ObR, las células se fijaron con paraformaldehido (4%)
durante 20 minutos, posteriormente se realizaron lavados con KPBS y se inici6 con el
procedimiento inmunohistoquimico. Los anticuerpos que se utilizaron fueron los siguientes:
anti-NPY-sheep (Cat. AB1583, Millipore, dilucién 1:1000), anti-donkey FITC (Cat. AP184F,
Millipore, dilucién 1:250), anti-ObR (B-3)-mouse (Cat. Sc-8391, Santa Cruz Biotechnology,
concentracion 1:500) y anti-mouse-Alexa Fluor 680 (Cat. Sc-516610, Santa Cruz
Biotechnology, concentracion 1:125). Las muestras se observaron y fotografiaron en un

microscopio confocal (Zeiss LSM 800).

6.4 Analisis de datos

El andlisis estadistico fue realizado mediante el programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA), las gréaficas fueron construidas por IGOR Pro (Version 6.1.2.1,
WaveMetrics, Portland, OR, USA, 2009). Los datos son representados como la media * error
estandar de la media (SEM). Cada grupo se analiz6 mediante la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk y mediante analisis ROUT para identificar la presencia de valores atipicos en la
muestra; sin embargo, en ningln caso se encontré algin dato con estas caracteristicas. Las
diferencias estadisticas al comparar dos grupos se obtuvieron mediante la prueba t de Student
(pareada) en caso de una distribucion normal, si la distribucion no cumplio estas caracteristicas,
se realiz6 mediante la prueba de Wilcoxon. Al comparar tres condiciones, el analisis se realizd
mediante ANOVA de una via para una muestra normal, seguido de la prueba post-hoc Tuckey.
De igual forma, se realiz6 la prueba de Friedman al no tener una distribucion normal, seguido
de la prueba de Sidak como post-hoc en el caso de medidas repetidas o prueba Kruskal-Wallis
cuando se realizaron mediciones independientes, seguido de la prueba de Dunn como post-hoc.
Finalmente, en las curvas corriente — voltaje (I-V) se realiz6 ANOVA de dos vias, seguido de
la prueba de Sidak como post-hoc, ya que el objetivo fue explorar las diferencias de forma
pareada y entre grupos, con el objetivo de conocer la region de voltaje en la cual se obtuvieron

diferencias estadisticamente significativas.

La curva dosis — respuesta, fue ajustada con la ecuacion de Hill, que se muestra a continuacién

(Ecuacion 1):
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donde R es la inhibicion de la corriente, C es la concentracion probada, 1Cso corresponde a la
concentracion de leptina que produce la mitad de la maxima inhibicion sobre la corriente y H

es el coeficiente de Hill.

La relacion 1-V, fue ajustada con la ecuacion de Boltzmann modificada, como se muestra a
continuacion (Ecuacion 2):
V1 2 V
I'=Vn—Viey) * Gmax/ (1 + exp (%))
Donde | es la amplitud de la corriente medida en el potencial de membrana de prueba, Vrey €S

el potencial de reversion, gmax €s la maxima conductancia, Vv, es el potencial de membrana al

cual se obtiene la mitad de la activacion.

Las curvas de activacion e inactivacion fueron ajustadas con la ecuacion de Boltzmann

(Ecuacion 3):

I/Lpax = (1 + exp ((Vl/z - Vm)/(k))_1

donde I/Imax corresponde a la amplitud de corriente normalizada al potencial de membrana (Vm),

Vy, es el voltaje medio de la maxima activacion e inactivacion y k representa la pendiente.

7. Resultados

7.1 Diferencias morfolégicas en las neuronas disociadas del ARC

Se ha descrito que las neuronas del ARC tienen caracteristicas morfoldgicas distintas entre si,
de acuerdo con el tipo de péptidos que sintetizan. Las neuronas orexigénicas, suelen ser
monopolares o bipolares, con un cuerpo celular triangular de tamafio pequefio, mientras que las
neuronas anorexigénicas son multipolares con un soma mediano (J.-H. Wang et al., 2008). Al
disociar las neuronas de esta estructura, se apreciaron los tres tipos de morfologia previamente

descritos, como se muestra en la siguiente figura (Fig. 5).
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Figura. 5. Diferencias morfoldgicas en las neuronas disociadas del ARC. Neuronas monopolares y bipolares
obtenidas de por medio de disociacién aguda.

La obtencidon de estas células por el método de disociacion aguda tiene como ventaja que las
neuronas conservan sus procesos principales, como se observa en la Fig. 5, por lo que las células
a registrar se pueden seleccionar de acuerdo con sus caracteristicas morfolégicas. Dado que este
trabajo tiene como objetivo explorar el efecto de la leptina sobre las neuronas orexigénicas, se
optd por registrar Unicamente las células monopolares o bipolares después de la dispersion
enzimatica y mecanica. Aunque estas células conservaron sus procesos principales, se observo
una fijacion de voltaje adecuada, evaluada después de compensar la resistencia en serie. Esta
afirmacion se apoya con los trazos obtenidos en las colas de corriente y las curvas de activacion
de acuerdo con otros trabajos (Bargas et al., 1994; Hernandez-Cruz & Pape, 1989). Una vez
observadas estas caracteristicas, se confirmd la presencia del péptido orexigénico NPY y del

ObR en los cultivos celulares.

7.2 Identificacion de células NPY y receptor de leptina por inmunocitoquimica

Con el objetivo de confirmar la presencia del NPY, las células se procesaron mediante
inmunohistoquimica. Como se observa en la Fig. 6, en las células disociadas del ARC se detectd
la presencia de NPY, asi como del ObR; asimismo, en la neurona que se muestra en la Fig. 6A,
hay coincidencia con las caracteristicas morfologicas representativas de una neurona bipolar,
las cuales, junto con las células monopolares, se eligieron para este trabajo. Al registrar la
corriente de las células, se realizaron mediciones de capacitancia. Se ha documentado que las
células de este nucleo se encuentran en un rango de 10 a 20 pF de capacitancia (Sohn et al.,
2013), por lo que se emple0 esta caracteristica como criterio de inclusion. Como se muestra en
la Fig. 6B, de 260 células registradas, 188 se consideraron para este analisis, ya que estuvieron
dentro del rango previamente descrito. La media de capacitancia en estas células fue de 14.75
+ 0.24 pF.
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Una vez que se identificada la presencia del NPY, ObR y la capacitancia de las células, se
realizaron los registros electrofisiol6gicos mediante patch-clamp, en configuraciéon de célula
completa. Se ha estimado que aproximadamente el 50% de las células orexigénicas del ARC
expresan al ObR (Rupp et al., 2018; Vong et al., 2011), contrario a las neuronas anorexigénicas,
de las cuales el 100% expresan este receptor. Por lo tanto, al registrar las neuronas monopolares
o0 bipolares, se obtuvieron tres grupos de neuronas de acuerdo con su respuesta sobre la corriente
de calcio en presencia de leptina. El 10.04% (n = 22) no cambio su amplitud de corriente, el
10.05% (n = 23) aumento la amplitud de la corriente de calcio y en el 51.14% (n = 103) de las
células registradas, la corriente de calcio redujo su amplitud en respuesta a la leptina, como se
muestra en la Fig. 6C. EI ultimo grupo de neuronas que se muestra en la Figura (Fig. 6C),
corresponde al grupo de células cuyo contenido de la solucién interna fue modificado, al
agregar un inhibidor o un activador de AMPK, que corresponde a 28.77% de las células

registradas.
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Figura 6. Identificacion inmunohistoquimica de neuronas NPY y el ObR. A) Microfotografia representativa de
una neurona bipolar reactiva a anti-NPY (verde), anti-ObR (rojo), y la colocalizacién, con DAPI (azul). B)
Gréfica de caja y bigotes que representa a las células consideradas dentro del analisis de este estudio, las cuales
se encuentran en un rango de 10 a 20 pF. C) Grupos celulares y proporcion de células registradas, de acuerdo
con su respuesta a la leptina.

Por lo tanto, obtener las neuronas de este nicleo mediante disociacion aguda es un método
apropiado para identificar células orexigénicas, debido a las diferencias morfoldgicas entre
ambos tipos celulares. Una vez identificada la presencia del péptido y la respuesta a la leptina,
se estudiaron las caracteristicas de la inhibicion ejercida por esta hormona en las células
disociadas.
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7.3 La leptina disminuye la amplitud de la corriente producida por VDCCs

Con el objetivo de evaluar las caracteristicas de inhibicion de la corriente de calcio producida
por la leptina, se registraron estas corrientes. Primero se realizé una curva dosis — respuesta
para conocer la ICso y el coeficiente de Hill de la hormona sobre la preparacion. La leptina
disminuye la amplitud de la corriente en neuronas disociadas del ARC de manera dosis —
dependiente. La I1Cso fue de 11.4 + 0.46 nM, mientras que el coeficiente de Hill fue de 0.47
0.004, como se muestra en la Fig. 7. Sin embargo, para obtener una mayor respuesta de
inhibicion de la corriente, se empled una concentracion de 30 nM de leptina, en acuerdo con
otros trabajos previamente publicados (J.-H. Wang et al., 2008).

60
6
40 &

(6)
204

Inhibicion (%)

Leptina (M)

Figura 7. Curva dosis — respuesta de la inhibicién producida por leptina. La leptina produce la inhibicion de la
corriente de forma dosis dependiente. Cada cuadrado representa el promedio de inhibicion £ SEM, en
concentraciones de 0.1 a 100 nM. EI nimero de células registradas se indica en cada punto. La linea representa
el mejor ajuste mediante la Ecuacion 1 a los datos.

Una vez obtenida la curva dosis—respuesta, se caracterizé la instalacion del efecto de la leptina
sobre la inhibicion de la corriente de calcio. La corriente fue provocada mediante un pulso
cuadrado despolarizante, de -80 a -10 mV y fue sensible a la inhibicion de 100 mM de Cd?*,
como se muestra en la Fig. 8A. Posterior a la obtencion de los trazos control y obtener una
corriente estable, se agrego leptina (30 nM), la cual inhibe la amplitud de la corriente de calcio
(Fig. 8B). Finalmente, se aprecia que esta inhibicion se lleva a cabo a los 5 segundos de la
aplicacion, y que este efecto se mantiene en el tiempo, incluso al retirar la leptina de la solucion

de bafio, como se muestra en el curso temporal (Fig. 8C).
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Figura 8. La leptina disminuye la amplitud de la corriente de calcio en células orexigénicas del ARC. A) Trazo
representativo de un corriente de calcio en condiciones control (verde) y con Cd?* (negro). La corriente fue
producida por medio de un pulso cuadrado, mostrado arriba del trazo. B) La amplitud de la corriente de calcio
disminuye en presencia de 30 nM de leptina (rojo) en comparacion con el trazo control (verde). C) Curso
temporal representativo de la inhibicion producida por leptina en neuronas orexigénicas del ARC.

Por lo tanto, podemos concluir que la leptina es una hormona que produce inhibicion de la
amplitud de la corriente de calcio de forma irreversible. De acuerdo con lo mencionado en la
introduccién y en la Fig. 6, el nicleo ARC también se compone de células anorexigeénicas, las
cuales aumentan la amplitud de su corriente de calcio en presencia de leptina. Este grupo celular
también se logro identificar en las células registradas, las cuales son de tipo anorexigenico.
Como se muestra en la Fig. 9A, la leptina aumenta la amplitud de la corriente; asimismo, se
observa que el efecto de aumento de la corriente no se lava al retirar a la hormona de la solucion
externa (Fig. 9B). Las diferencias en el aumento de la corriente son estadisticamente
significativas, en comparacion con la amplitud en condiciones control. Los datos fueron
analizados, y se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (*p < 0.05). Finalmente,
se muestra el aumento de la corriente de calcio en presencia de leptina en una relacion corriente
—voltaje (I-V). Este conjunto de datos, son un indicador adicional de que la zona en la cual se
realizé la diseccion corresponde al nicleo ARC preferentemente; asimismo, muestra que las
neuronas de este tipo se obtuvieron en menor proporcion en comparacion con las inhibidas por
leptina, por lo que las diferencias morfoldgicas son un método apropiado para elegir entre
células orexigénicas o anorexigénicas. Es relevante mencionar que estas células no fueron de
interés en este estudio, ya que la via por la cual aumentan la amplitud de la corriente ha sido
mas estudiada, y, por lo tanto, se conoce el mecanismo (Hill et al., 2008; J.-H. Wang et al.,
2008), en comparacién con las células orexigénicas inhibidas por leptina, cuyo mecanismo de

inhibicion se desconoce y son el objetivo de este estudio.
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Figura 9. La leptina aumenta la amplitud de la corriente en neuronas anorexigénicas del ARC. A) Trazo
representativo en condiciones control (Ctrl), en presencia de leptina y Cd?*. B) Curso temporal representativo en
control, con leptina, lavado y con Cd?*. C) Las barras representan la media de la densidad de corriente + SEM.
Los datos fueron analizados mediante la prueba de Wilcoxon (z = -21, n=6, *p < 0.05). D) Relacion corriente —
voltaje en condiciones control y en presencia de leptina (n = 4).

Una vez evaluado este efecto, y teniendo como indicador adicional que la leptina ejerce
inhibicion o aumento en la amplitud de la corriente, se evaluo si la leptina produce cambios en

la dependencia al voltaje de los canales de calcio en células inhibidas por esta hormona.

7.4 La leptina no modifica la dependencia al voltaje en las células orexigénicas del ARC

Una vez identificada la inhibicidn por parte de la leptina sobre la corriente de calcio, y con el
objetivo de comparar la cinética de la corriente en condiciones control y durante la aplicacion
de leptina, se aplico un pulso despolarizante largo de -80 a -10 mV durante 500 ms. Los trazos
fueron normalizados y superpuestos para su comparacion. La leptina no produce cambios en la
cinética de la corriente, como se aprecia en la Fig. 10A. Para continuar con el andlisis de los
posibles cambios en la dependencia al voltaje por la leptina, se realizaron experimentos para
mostrar si existia algin corrimiento en el voltaje ante pulsos despolarizantes por medio de la
curva I-V.
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La curva I-V fue evocada de -60 a + 60 mV, en incrementos de 10 mV durante 10 ms, los
valores de la media obtenidos se observan en la Fig. 10B; posteriormente, se realiz6 un ajuste
a los datos con la Ecuacion 2. La inhibicion por parte de la leptina fue estadisticamente
significativa desde -10 a +20 mV, en ausencia de cambios en la dependencia al voltaje (Vi
17.14 £ 0.004 mV para Control, 19.08 £ 0.005 mV para leptina, n = 10; Vrey 41.2 + 0.002 para
Control y 37.6 £ 0.002 para leptina, n = 10). Asimismo, se observa la presencia de un solo
componente en la curva I-V, lo que sugiere preferentemente la presencia de canales de calcio
HVA. La Fig. 10C muestra trazos representativos obtenidos de la curva I-V a +30, 0 y -10 mV,
en condiciones control y con leptina, en los cuales se observa la disminucion en la amplitud de
la corriente producida por esta hormona. Con el objetivo de confirmar la dependencia al voltaje
por parte de los canales registrados, se obtuvieron corrientes de calcio por medio de la
aplicacién de un protocolo de rampa, de -80 a + 60 mV (0.7 mV/ms), como se muestra en la
Fig. 10D. Se observa un corrimiento en la corriente maxima a la izquierda, durante la aplicacién
de leptina, lo cual coincide con un corrimiento observado desde la obtencién de la curva I-V
(Fig. 10B); sin embargo, estos cambios no son estadisticamente significativos.

Finalmente, se examinaron las curvas de activacion e inactivacion. La curva de inactivacion fue
evocada en un rango de voltaje de -100 a +40 mV, en incrementos de 10 mV, desde un potencial
de mantenimiento de -80 mV. La corriente al pico normalizada fue graficada en funcion del
voltaje despolarizante y posteriormente la Ecuacion 3 fue ajustada a los datos experimentales.
Se obtuvo una Vy de -43.4 mV + 0.004 para la condicion control y -34.6 + 0.002 mV para la
medicion con leptina (Fig. 10E). Las curvas de activacion se obtuvieron a partir de la cola de
corriente de la curva |-V, a partir de un rango de voltaje de -60 a +60 mV. Posteriormente los
datos fueron graficados y ajustados con la Ecuacion 3. Para la curva de activacion la Vi, mostro
diferencias estadisticamente significativas, -10.1 £ 0.003 para el control y -16.0 £ 0.003 mV
con leptina. Los datos fueron analizados y se muestran diferencias significativas (*p < 0.05).
Por lo tanto, la leptina produce un corrimiento en la curva de activacion hacia potenciales

negativos de 6 mV.
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Figura 10. La leptina regula a la corriente de calcio en ausencia de modificaciones a la dependencia al voltaje. A)
Corriente de calcio normalizada en control y en presencia de leptina, evocada mediante un pulso despolarizante
largo (500 ms). B) Relacién I-V en condiciones control y con leptina. La curva representa el mejor ajuste de la

ecuacion de Boltzmann modificada (Ecuacion 2), y cada punto representa la media £ SEM. Los datos fueron
analizados mediante ANOVA de dos vias (F,¢ = 48.93, n=10, *p < 0.05). C) Trazos representativos obtenidos
de la curva I-V en condiciones control y con leptina a +30, 0y -10 mV. D) Trazos representativos de corrientes
control y con leptina obtenidas mediante un protocolo de rampa (0.7 mV/ms). E) Curvas de activacion e
inactivacion en condiciones control (circulos blancos) y en presencia de leptina (circulos negros). Las lineas
representan el mejor ajuste mediante la ecuacién de Boltzmann (Ecuacién 3). Cada punto representa la media £
SEM. Los datos fueron analizados mediante la prueba de Wilcoxon (z = -26, n=10, *p < 0.05).
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La leptina produjo un corrimiento a la izquierda en la curva de activacion hacia voltajes
hiperpolarizantes de 6 mV; sin embargo, en la curva de inactivacion 1-V no se mostraron
diferencias estadisticamente significativas en esta propiedad. Asimismo, en la curva de
inactivacion y al superponer los trazos en el pulso largo en ambas condiciones, no se observaron

diferencias estadisticamente significativas.

Como se observo previamente, la curva I-V mostro la presencia de un componente, por lo que
el siguiente objetivo de este trabajo fue identificar mediante herramientas farmacoldgicas, el

tipo de canales HVA que da lugar a la corriente de calcio en esta preparacion.

7.5 Caracterizacién farmacologica de los tipos de VDCCs presentes en neuronas
orexigenicas del ARC

Uno de los objetivos planteados en este trabajo, fue examinar los subtipos de VDCCs
presentes en este tipo celular. Para lograr este objetivo, se emplearon diversas toxinas, las
cuales tienen mayor afinidad por ciertos tipos de VDCCs. Es importante resaltar que, para
estos resultados, Unicamente fueron consideradas las células que presentaron una inhibicion
de la corriente en presencia de leptina, la cual se realizé posterior a la aplicacion de la toxina.
Primero, se exploré la proporcién de corriente producida por los canales tipo-L, mediante la
aplicacion de 5 uM de nifedipina (Nif). Este compuesto, inhibe una proporcion similar a la
producida por leptina (43.75 £ 7.4%), como se muestra en la Fig. 11A. La corriente se
recupero después del lavado, confirmando la naturaleza orexigénica de las células registradas,
como se muestra en la Fig. 11B. ®-Con GVIA (1 pM) inhibi6 cerca de 33.87 + 3.2% de la
corriente, revelando el componente formado por los canales tipo-N, posterior a la aplicacion
de la toxina, se aplico a la leptina, y se muestra que la corriente se inhibe (Fig. 11C). Por otro
lado, los farmacos w-Aga-1VA (500 nM) y SNX-482 (50 nM), inhibieron 3.5 +5.5% y 11.08
* 2.6%, respectivamente, como se muestra en la Fig. 11D y E. Finalmente, se muestra que la
corriente esta formada predominantemente por el tipo-L y tipo-N, con poca contribucion por
parte de los canales P/Q y R, como se muestra en la Fig. 11F. Unicamente se probaron
farmacos que permitieran caracterizar el componente HVA, con base en los resultados
obtenidos previamente en las pruebas realizadas para explorar la dependencia al voltaje en

estas células.
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Figura 11. La leptina inhibe a la corriente tipo-L en neuronas orexigénicas del ARC. A) Trazos representativos

de corriente de calcio en condiciones control, nifedipina, leptina y Cd?*. La corriente fue evocada con un pulso

cuadrado, el cual se observa sobre los trazos representativos. B) Curso temporal representativo en condiciones
control, en presencia de nifedipina (Nif) y con leptina. C-E) Trazos representativos en condiciones control,
leptina, Cd?*, w-Con-GVIA, o-AGA-IVA y SNX-482, respectivamente. F) Inhibicion de la corriente con las
toxinas previamente mencionadas. Las barras representan la inhibicion de la corriente de calcio (%) en cada

condicidn. Los datos se presentan como la media + SEM, la n para cada condicion es mostrada sobre las barras,

los puntos representan los valores individuales.

Estos resultados sugieren que la leptina ejerce su efecto inhibitorio, predominantemente sobre
los canales de calcio tipo-L, aunque no se descarta que también pueda regular a otros canales

HVA, por lo que, para los siguientes experimentos, se emplearon registros con la corriente de
calcio total.

El siguiente objetivo fue probar la participacion de AMPK sobre la regulacion de la corriente

de calcio, asi como su posible participacion en la regulacion de los VDCCs por leptina.
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7.6 La leptina inhibe la amplitud de la corriente de calcio via AMPK

Con el objetivo de identificar la participacion de AMPK sobre la inhibicion de la corriente de
calcio, se realizaron experimentos en condiciones control y modificando la composicién de la
solucion interna, al agregar un activador de AMPK, AICAR, o un inhibidor de la cinasa,
Compuesto C. Antes de probar estos compuestos se valuo el decaimiento de la corriente con la
solucion interna control, AICAR y Compuesto C en ausencia de leptina, con el objetivo de
comprobar si por si solos, estos compuestos regulan a los VDCCs. En la siguiente figura (Fig.
12) se muestra el promedio de registros realizados en las condiciones previamente mencionadas
durante 300 s. En el curso temporal en condiciones control, se observa que la corriente
permanece estable durante los 300 s, ademas de un escaso decaimiento de la corriente (Fig.
12A). Posteriormente, los registros se realizaron en presencia de Compuesto C, en los cuales se
observa que en promedio la corriente comienza a decaer después de 100 s de registro, como se
muestra en la Fig. 12B, este decaimiento es mas evidente a los 300 s. Finalmente, la corriente
fue registrada en presencia de AICAR, como se muestra en el curso temporal de la Fig. 12C, en
la cual se observa un crecimiento en la amplitud de la corriente, que posteriormente se mantiene

a lo largo del registro.

La corriente fue medida a los 150 y 300 s con el objetivo de obtener el decaimiento en la
amplitud de la corriente a la mitad y hacia el final del registro. Como se muestra en la Fig. 12D,
la corriente muestra una mayor proporcién de decaimiento en presencia del Compuesto C, sobre
todo a los 300 s del registro. De igual forma, la amplitud de la corriente al inicio del registro
aument6 con AICAR, mientras que, con Compuesto C, la densidad de corriente es menor.
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Figura 12. Regulacion de AMPK sobre la corriente de calcio. A) Curso temporal obtenido con solucion interna
control (n = 4). B) Curso temporal obtenido en presencia de Compuesto C en la solucidn interna (n = 6). C)
Curso temporal obtenido en presencia de AICAR (h = 6). D) Decaimiento de la corriente en las tres condiciones
previamente mencionadas, medido a los 150 y 300 s. Las barras representan la media £ SEM del decaimiento de
la corriente. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de dos vias con la prueba de Tukey como post hoc
(F 1,13 = 24.83; *p <0.05).

Con base en estos resultados, se sugiere que ambos farmacos regulan de forma intrinseca la
actividad de los VDCCs, por un lado, el Compuesto C produce un mayor decaimiento de la
corriente, mientras que el AICAR disminuye este efecto. Una vez que la actividad de ambos

farmacos se prob6 en condiciones control, se agregaron a la solucion interna para evaluar el
efecto con la leptina.
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En condiciones control, la leptina inhibe la amplitud de la corriente de calcio 34 + 5.07% (*p <
0.05). Posteriormente, se evalud el efecto del Compuesto C, con el cual la inhibicion ejercida
por parte de la leptina se redujo a 9.7 + 2.9%, como se muestra en el curso temporal y en los
trazos representativos de la Fig. 13 (C-D). De forma similar, el efecto de la leptina fue evaluado
al agregar a la solucion interna AICAR. En esta condicion, la corriente de calcio permanecio
con una amplitud de corriente similar a la condicion control, produciendo una inhibicion de
11.14 + 2.3% de la corriente, como se muestra en el curso temporal y los trazos representativos
en la Fig. 13 (E-F). Asimismo, se realizaron experimentos con DMSO, ya que ambos reactivos
fueron diluidos en este compuesto. No se observaron cambios en la inhibicidn producida por la
leptina en presencia de DMSO, como se muestra en la Fig. 13G (*p < 0.05). En resumen, los
cambios producidos por la activacion o inhibicion de AMPK, ocluyen, en el caso de Compuesto
C, o mimetizan, en el caso de AICAR, los efectos de esta hormona sobre la inhibicion de la
corriente de calcio. Estos cambios son estadisticamente significativos al compararlos con los

resultados en condiciones control (Fig. 13G).
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Figura 13. La leptina regula la amplitud de la corriente de calcio mediante AMPK en neuronas orexigénicas de
rata. A-B) Curso temporal y trazos representativos en condiciones control (1), en presencia de leptina (2) y con
Cd?*(3), que muestran la inhibicion producida por leptina con solucidn interna control. La corriente fue evocada
con el protocolo que se muestra en la parte superior de los trazos. C-D) Curso temporal y trazos representativos
en presencia de Compuesto C en la solucidn interna, en condiciones control (1), al agregar leptina (2) y con Cd?*
(3). E-F) Curso temporal y trazos representativos en presencia de AICAR en la solucién interna, en condiciones
control (1), al agregar leptina (2) y con Cd?* (3). G) Porcentaje de inhibicion, presentado como la media + SEM
en cada condicion. Los puntos representan los valores individuales. Los datos fueron analizados mediante la
prueba estadistica Kruskal-Wallis (X?= 12.94, n= 9 para leptina, n = 7 para Compuesto C, n = 9 para AICAR y
n =9 para DMSO *p <0.05).
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8. Discusion

La leptina contribuye al control metabolico y es uno de los factores que participa en la
generacion de saciedad del organismo. Las vias de sefializacion que regulan la actividad de los
canales ionicos en presencia de esta hormona resultan determinantes para la activacion de

circuitos neuronales que influyen en la conducta de ingesta y el balance energético.

8.1 Identificacion de neuronas del ARC por leptina y su efecto en la amplitud de la corriente
de calcio

En este trabajo se muestra la colocalizacion del ObR con la expresion del NPY en el somay las
dendritas de una célula monopolar, como se muestra en la Fig. 6, en acuerdo con reportes
previos (Ha et al, 2013). Las células que se consideraron para obtener los registros fueron
monopolares y bipolares, como se muestra en la Fig. 5. Ademas de la morfologia, se considerd
la capacitancia y el efecto inhibitorio sobre la corriente de calcio. En conjunto, estas
caracteristicas permitieron diferenciar a las células orexigénicas del resto de la poblacion.

La accion de la leptina es critica para la actividad de los canales i6nicos, que impacta en la
sinapsis y la excitabilidad neuronal (Sohn, 2013). Clasicamente, la leptina hiperpolariza a las
neuronas orexigenicas e inhibe a las anorexigénicas. Recientemente, Lee y cols (Lee et al.,
2015) mostraron que esta hormona puede hiperpolarizar células anorexigénicas (POMC)
mediante la inhibicion de AMPK y el aumento en la liberacion de GABA. Este efecto se
encontrd en condiciones de baja glucosa, lo que indica que la concentracién extracelular de
este monosacéarido influye en la respuesta de la leptina, independiente del tipo celular. Sin
embargo, el efecto de la leptina Unicamente sobre la corriente de calcio ha permitido
identificar el tipo neuronal del ARC. En este trabajo, cerca del 50% de las neuronas mostraron
una inhibicién de la amplitud de la corriente de calcio por leptina, lo que permite sugerir que
son neuronas NPY/AgRp. Estas neuronas envian colaterales a células anorexigénicas, lo que
produce que estas Ultimas estén inhibidas. Ante la activacion del ObRb en las células
orexigénicas disminuyen su actividad y la liberacion de GABA (Rupp et al., 2018; Vong

et al., 2011). En concordancia con estos resultados, se ha mostrado que en el ARC cerca del
40% de neuronas NPY y sensibles a ghrelina son inhibidas por leptina (Kohno et al., 2007).
Estos hallazgos sugieren que esta poblacién de células orexigénicas participa en la saciedad
mediante la disminucion de la liberacion de NPY/AgRP y GABA. De esta manera, la leptina

podria evitar el aumento en la conducta de ingesta y generar un balance energetico.
34



Distintas hormonas regulan la actividad de AMPK. La ghrelina incrementa la concentracion de
calcio intracelular, la fosforilacion de CaMKII y con ello, la fosforilacion de Thrl72 y el
aumento en la actividad de AMPK (B. Wang & Cheng, 2018). En la actualidad AMPK ha
surgido como un regulador molecular del efecto de la leptina (Andersen & Rasmussen, 2012;
Lang & Foller, 2014). En este estudio, se propone a AMPK como pieza clave en la regulacion
de la inhibicién producida por esta hormona anorexigénica. Se ha propuesto que la leptina
regula la actividad de canales i6nicos mediante la activacion de PI3K, y en el caso de los
VDCCs, mediante MAPK (Gavello et al., 2016; Kohno et al., 2007; J.-H. Wang et al., 2008).
Los resultados de este trabajo muestran otra pieza clave de la regulacion de la leptina, que es la
inhibicion de AMPK. Por lo tanto, los VDCCs regulan su actividad en las células orexigénicas

mediante esta cinasa, que regula principalmente al canal de calcio tipo-L.

8.2 La leptina regula al canal de calcio tipo L sin cambios en la dependencia al voltaje

La leptina regula preferentemente al canal de calcio tipo-L, como se muestra en la Fig. 11,y en
acuerdo con otros trabajos (Huang et al., 2015; J.-H. Wang et al., 2008). EIl canal tipo-L es
blanco de la regulacion por cinasas, tales como PKA y PKC (Kamp & Hell, 2000). Se ha
mostrado que a través de la fosforilacion en las subunidades a y B del canal de calcio tipo-L,
ambas cinasas producen un aumento en la amplitud de la corriente (Bray & Mynlieff, 2011;
Bunemann et al., 1999; McHugh et al., 2000). En contraste, un proceso de desfosforilacion
puede resultar en la inhibicion de la amplitud de la corriente de calcio tipo-L, sin cambios en la
dependencia al voltaje (Mahapatra et al., 2012), tal como se mostrd en este trabajo. Estos
resultados sugieren que la actividad de AMPK es necesaria para mantener la amplitud de la
corriente de calcio en neuronas orexigénicas. En presencia de leptina, AMPK es inhibida, lo
que produce la reduccion en la amplitud de la corriente de calcio.

8.3 Modulacion de los canales de calcio por AMPK

AMPK modula la actividad de canales idnicos mediante fosforilacion directa (Andersen &
Rasmussen, 2012; Lang & Foller, 2014), lo que produce cambios en la cinética y amplitud de
la corriente. Como se observa en la Fig. 12, la amplitud de la corriente en los VDCCs se
modifica con el inhibidor (Fig. 12B) y el activador (Fig. 12C) de AMPK. En presencia de
Compuesto C, la amplitud de la corriente disminuye desde los primeros pulsos, y se hace mas
evidente después de los primeros 100 s de registro. El efecto contrario se observa en presencia

de AICAR, ya que la amplitud de la corriente aumenta en los primeros pulsos y se mantiene a
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lo largo del registro. Por lo tanto, se sugiere que AMPK regula la actividad de los VDCCs de
forma basal. AICAR ocluye la inhibicién por leptina sobre los canales de calcio, mientras que
esta respuesta es mimetizada por la aplicacion del Compuesto C, como se muestra en la Fig.
13. Ademas de la inhibicion de leptina sobre la amplitud de la corriente de calcio, se muestran
otras caracteristicas, como son: una respuesta inhibitoria dependiente de la concentracién, la
ausencia de la recuperacion en la amplitud de la corriente posterior al lavado de la leptina y
cambios minimos en la dependencia al voltaje, como se muestra en la Fig. 10. Estos resultados
indican que la regulacion de la leptina sobre el canal es dependiente de un proceso de

fosforilacion.

El ObRb fosforila a la cinasa p70S6, que a su vez produce la fosforilacion del residuo de Ser-
491, ubicado en la subunidad a-catalitica de AMPK (Dagon et al., 2012). Esta cascada produce
la inhibicion de AMPK y de esta forma, la leptina ejerce su efecto anorexigénico a nivel
hipotaldmico (Dagon et al., 2012; Minokoshi et al., 2004). La activacion de esta via impacta en
la amplitud de la corriente de calcio, resultando en su inhibicién, como se propone en la Fig.
14. Este efecto puede ser ocluido o mimetizado por la presencia de Compuesto C y de AICAR,
respectivamente. La disminucion en la amplitud de la corriente puede generarse de manera
directa por la interaccion AMPK-VDCCs, o bien, mediante algin otro tipo de proteina que

funcione como intermediaria entre AMPK y los VDCCs.

En este trabajo, la concentracion de glucosa extracelular usada en los registros es de 8 mM; es
decir, que este valor esta por encima de la concentracion que se ha encontrado en el cerebro (3
—5mM) (Gardufio et al., 2019; Routh et al., 2014); asimismo, la concentracién de ATP (4 mM)
fue la misma durante todos los registros. En estas condiciones, la tasa de intercambio AMP -
ATP seria baja, con lo que la actividad de AMPK disminuiria. Otros trabajos han mostrado que
la leptina modula la actividad de canales i6nicos con concentraciones similares a las empleadas
en este trabajo, e incluso mayores (20 mM de glucosa) (Huang et al., 2015; J.-H. Wang et al.,
2008). En estas condiciones experimentales, se observa que una fraccion de AMPK esta
disponible para activarse o inhibirse, de acuerdo con lo observado en los resultados con
Compuesto C y AICAR (Fig. 12). La actividad de AMPK puede regularse independientemente
del intercambio AMP-ATP, como es mediante la activacion de CaMKII (Fogarty et al., 2010;
Lin & Hardie, 2018b), la actividad de otras hormonas anorexigénicas (Minokoshi et al., 2008)
y diacilglicerol (Jiang et al., 2016). Estas vias no canonicas, no fueron descartadas en este

trabajo, por lo que alguna de ellas puede estar mediando la inhibicion de los VDCCs.
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Figura. 14. Modelo explicativo sobre la inhibicién del canal de calcio por leptina en neuronas orexigénicas de
rata. Figura creada mediante BioRender.

La actividad de AMPK ha sido relacionada con la homeostasis energética, que en parte es
modulada por hormonas. La leptina disminuye la liberacion de AgRP/NPY en neuronas
orexigénicas (Breen et al., 2005). Este efecto puede ser mediado por la disminucion en la
amplitud de la corriente de los VDCCs, que impacta en la actividad de los circuitos neuronales
encargados de la conducta de ingesta y con ello en el balance energético, como se propone en
laFig. 15. Asimismo, la regulacién de los canales de calcio tipo-L podria impactar en regulacion
génica de AgRP/NPY. La entrada de calcio a través de estas proteinas resulta crucial para una
gran variedad de procesos, como son liberacion de neurotransmisores, transmision sinaptica,
homeostasis celular, excitabilidad, entre otras (Hille, 1986). Particularmente, los canales de
calcio tipo-L estan involucrados en la secrecion de hormonas, sefializacion celular y regulacion

de la transcripcion genica (Simms & Zamponi, 2014).
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Figura 15. La leptina modula la actividad de AMPK vy el balance energético. Figura creada mediante BioRender.

En los trastornos alimenticios se genera una desregulacion de la actividad de AMPK vy las
hormonas que controlan el balance energético, como la ghrelina, la insulina y la leptina. En la
obesidad, por ejemplo, se desarrolla una condicion de resistencia a la insulina y a la leptina
(Arch et al., 1998; Gruzdeva et al., 2019). En modelos de roedores que consumen una dieta alta
en grasa, la leptina deja de inhibir a AMPK en el hipotdlamo, lo que sugiere que contribuye al
desarrollo de obesidad (Martin etal., 2006). En condiciones como anorexia, aumenta la
liberacion de péptidos vinculados con saciedad y disminuye la produccién de péptidos
orexigénicos (NPY/AgRP). Se ha encontrado evidencia de que estos cambios producen fallas
en la actividad de AMPK, aunado a la presencia de factores de inflamacion como TNF-a e IL-
1B, lo cual repercute en la conducta de ingesta (Ropelle et al., 2007). La actividad de AMPK es
determinante en la regulacion del estado energético de las células, y es la molécula que integra
la informacion de la disponibilidad de energia del organismo. La actividad de esta cinasa
repercute en la regulacion de canales ionicos y con ello, en la actividad eléctrica de circuitos

que regulan el balance energetico.
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9. Conclusiones

Los VDCCs son proteinas altamente reguladas por una serie de moléculas, tales como la leptina,
la cual desempefia un papel clave en la regulacion de la conducta de ingesta a nivel del nicleo

ARC. En este trabajo se ha mostrado que:

I.  La leptina produce inhibicion de la amplitud de la corriente de calcio en neuronas
orexigenicas del ARC.
Il.  Laleptina produce cambios en la amplitud de la corriente de calcio sin corrimientos en
el eje de voltaje y en ausencia de cambios en la cinética de la corriente.
I1l.  Las neuronas orexigénicas del ARC expresan preferentemente canales de calcio HVA.
IV. Laleptina ejerce su efecto inhibitorio predominantemente en los canales de calcio tipo-
L.
V. Laleptina inhibe la corriente de calcio mediante la inhibicion de AMPK. Este efecto se
ocluye por la aplicacién del Compuesto C, un inhibidor de AMPK, y se mimetiza por la
aplicacion de AICAR, un activador de AMPK.

10. Perspectivas

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, se proponen las siguientes perspectivas:

e Evaluar el efecto de la leptina sobre las neuronas orexigénicas, modificando la
concentracion intracelular de ATP y de glucosa extracelular.

e Evaluar el mecanismo de regulacion de AMPK sobre los VDCCs.

e Evaluar el efecto de leptina y AMPK en neuronas del ARC de animales con sindrome

metabolico o diabetes tipo II.
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