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RESUMEN

La obesidad es un problema creciente de salud a nivel mundial ya que aumenta la
probabilidad de desarrollar otras enfermedades, entre ellas la diabetes tipo 2. Se ha
determinado que la obesidad genera un proceso inflamatorio crdénico y de bajo grado que se
caracteriza por la produccién de citocinas pro-inflamatorias y por la activacién de la via de
JNK y de IKK, entre otras. Este proceso se ha descrito en diferentes tejidos, incluyendo el
higado, el tejido adiposo y el hipotalamo. En el cerebro, el hipotdlamo censa los niveles de
leptina y de insulina para regular la ingesta y el gasto energético. En un estado de obesidad, la
activacion de las vias de JNK e IKK en el hipotdlamo inhibe la via de sefializacién de insulina y
leptina, lo que exacerba la obesidad y genera resistencia a la insulina. A su vez, 1a inhibicién de
JNK1 o IKK beta en neuronas hipotalamicas lleva a una disminucién en la ingesta y en la

ganancia de peso, y aumenta la sensibilidad a la insulina.

En este estudio nos interes6 estudiar el paradigma de ambiente enriquecido ya que se
ha descrito que tiene un papel preventivo en el desarrollo de obesidad mediado por un
aumento en los niveles de BDNF en el hipotadlamo. Sin embargo, se desconoce si el ambiente
enriquecido es capaz de restablecer las funciones del hipotdlamo en ratones obsesos que ya
presentan alteraciones en el metabolismo de glucosa. Encontramos que el ambiente
enriquecido disminuy6 los niveles de glucosa basal, la intolerancia a la glucosa y la resistencia
a la insulina en ratones alimentados con una dieta alta en grasa. Adicionalmente, observamos
que el ambiente enriquecido disminuy¢6 la activacidon de las vias de JNK e IKK, y previno la
disminucién de los niveles de c-Fos y BDNF en el hipotalamo causada por la administracion de
una dieta alta en grasa. En conjunto nuestros datos indican que el ambiente enriquecido es
capaz de re-activar la funcién homeostatica del hipotalamo y revertir los efectos nocivos de la

obesidad.




ABSTRACT

Obesity has become and increasing worldwide health problem as it increases the risk of
developing other diseases such as type Il diabetes. Recent studies have shown that obesity
induces a chronic, low grade inflammatory state characterized by the production of different
pro-inflammatory cytokines and by the activation of the JNK and IKK pathways, among others.
This inflammatory process has been described in various tissues, including liver, adipose
tissue and in the hypothalamus. In the brain the hypothalamus detects the levels of leptin and
insulin to regulate food intake and energy expenditure. During obesity the activation of the
JNK and IKK pathways in the hypothalamus inhibits both insulin and leptin signaling, this
exacerbates the obesity and generates insulin resistance. Additionally, inhibition of JNK1 or
IKK beta in hypothalamic neurons leads to a reduction in food intake and weight gain, and

increases insulin sensitivity.

In this study, we were interested in an enriched environment paradigm because it has
been described to have a preventive role in the development of obesity mediated by an
increase in the levels of BDNF in the hypothalamus. Nonetheless, it is not known whether an
enriched environment is capable of reestablishing hypothalamic function in obese mice that
already present alterations in the glucose metabolism. We found that an enriched
environment decreased basal glucose levels, glucose intolerance and insulin resistance in
mice fed with a high fat diet. Additionally, exposure to an enriched environment decreased the
activation of both JNK and IKK pathways and prevented the decrease in c-Fos and BDNF levels
in the hypothalamus caused by the administration of a high fat diet. Together our results
suggest that an enriched environment is capable of reactivating hypothalamic function to

ameliorate the detrimental effects of obesity.




INTRODUCCION

En los ultimos afios la obesidad y la diabetes tipo II (DT2) se han convertido en un
problema mundial de salud (Sherwin and Jastreboff, 2012). La obesidad aumenta el riesgo de
desarrollar otros padecimientos entre ellos enfermedades cardiovasculares (Rydén and
Mellbin, 2012) hepatobiliares (Strissel et al., 2007), neurodegenerativas (Bruce-Keller et al,
2009), cancer (Park et al, 2010) y diabetes tipo II (Bastard et al., 2006; Hotamisligil, 2006).
Datos de la encuesta nacional de salud y nutricién realizada en el 2012 por el Instituto
Nacional de Salud Publica (ENSANUT 2012) indican que existen 6.4 millones de personas
adultas con diabetes en México, que representan el 9.2% de la poblaciéon adulta.
Adicionalmente, el porcentaje de la poblaciéon con sobrepeso en México es del 69.37% para
los hombres y de 73.01% para las mujeres, de los cuales el 26.8% de los hombres y el 37.5%
de las mujeres presentan obesidad. La obesidad es producida por la ingesta crénica de un
exceso de energia y es controlada o propiciada por diferentes factores que interactiian entre
ellos como el fondo genético, factores ambientales, de conducta, entre otros (Nguyen and EI-

Serag, 2010; Villalpando et al., 2010).

OBESIDAD E INFLAMACION

Recientemente se ha determinado que la obesidad lleva a un estado de inflamacién, que
constituye un factor importante en el desarrollo de la DT2 (Donath and Shoelson, 2011). Este
proceso inflamatorio se distingue del concepto clasico de inflamacién ya que es crénico, de
bajo grado y tiene un origen metabdlico, por lo que se le ha otorgado el término de
metainflamacién o inflamacién activada por el metabolismo (Hotamisligil, 2006). Esta
inflamacién se caracteriza principalmente por la producciéon de diferentes citocinas pro-
inflamatorias como interleucina-1f (IL-13), IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa),
ademas de niveles elevados de la proteina C reactiva (CRP), que se pueden detectar a nivel
local y en sangre (Cancello et al, 2005; Hotamisligil et al, 1995; Park et al, 2010).
Adicionalmente, este proceso se ha descrito en diferentes tejidos, incluyendo en higado,

pancreas, cerebro y en el tejido adiposo (Gregor and Hotamisligil, 2011).

En un contexto de obesidad, los adipocitos son capaces de producir diferentes citocinas
y quimiocinas, entre ellas TNFa, la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) y la
proteina inflamatoria de macréfagos 1 alfa (MIP-1a), que en conjunto median el

reclutamiento y activacion de diferentes células del sistema inmune, entre ellas neutroéfilos,




eosinodfilos, linfocitos, monocitos y macréfagos (Cancello et al., 2005; Kanda et al., 2006; Ouchi
etal, 2011; Strissel et al.,, 2007; Xu et al., 2003). El perfil de células del sistema inmune que se
encuentran en el tejido adiposo va cambiando durante el desarrollo de la obesidad, donde la
poblacién de linfocitos T reguladores (Treg), CD4+ y natural killer (NKT) va disminuyendo
con el aumento en la adiposidad (Ji et al., 2012; Lynch et al., 2012). A su vez, hay un aumento
en la infiltracién de linfocitos T CD8+ y se observa una activacion preferencial de macroéfagos
hacia el fenotipo inflamatorio M1 sobre el fenotipo M2 residente (Lumeng et al., 2007;
Nishimura et al, 2009; Strissel et al, 2007; Weisberg et al., 2003; Zeyda et al,, 2007). En
conjunto, esto genera una disminucion en las sefales anti-inflamatorias y promueve un estado
inflamatorio en el tejido (Figura 1). Aunque este proceso inflamatorio haya sido iniciado por
los adipocitos, se ha determinado que en el tejido adiposo las células responsables de
producir la mayor parte de las citocinas inflamatorias durante la obesidad son los macréfagos
(Cancello et al.,, 2005; Strissel et al, 2007; Xu et al., 2003). Adicionalmente, el crecimiento
desmedido de los adipocitos durante la obesidad no es acompafnado de un aumento en la
funcién vascular lo que lleva a la muerte de algunos adipocitos por hipoxia, lo que a su vez
favorece el reclutamiento de macrdéfagos infiltrantes para eliminar a los adipocitos en proceso
de muerte formando estructuras de tipo "corona” (crown-like structure) donde el adipocito se

ve rodeado de macroéfagos (Cinti et al.,, 2005; Strissel et al., 2007).

Estructura tipo “corona”

Normal Obesidad @
C) @ )
g év\‘> ) * *
8 s @ ® o < =
@ 5 Nox
o ® N N x

Adiponectina

@ Linfocito CD4+

* Macréfago M1
@ Linfocito CD8+

Leptina IL-18
{Eg Macréfago M2 TNF-a MCP-1
O NKT IL-6 MIP-1a

!

Figura 1 - Perfil de quimiocinas, citocinas y células del sistema inmune en el tejido
adiposo durante el desarrollo de obesidad. Basada en Ji et al., 2012; Lumeng et al., 2007;
Ouchi et al., 2011; Strissel et al., 2007; Zeyda et al., 2007.
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Dentro de los mecanismos moleculares que llevan al desarrollo de un proceso
inflamatorio durante la obesidad se ha determinado que un exceso de nutrientes (lipidos y
glucosa) puede llevar a la activacion del proceso conocido como estrés del reticulo
endopldsmico (Hummasti and Hotamisligil, 2010), asi como de diferentes vias de sefializacion
inflamatorias, entre ellas la via de los receptores tipo Toll (TRLs) (Kénner and Briining, 2011;
Milanski et al., 2009), de la cinasa NH2-terminal de c-Jun (JNK) (Bashan et al., 2007; Sabio and
Davis, 2010), la via del factor nuclear Kappa B (IKKB/NF-kB) (Arkan et al., 2005; Cai, 2009),
de la proteina cinasa C (PKC) (Schmitz-Peiffer and Biden, 2008) y del inflamasoma de NALP3
(Vandanmagsar et al., 2011). Diferentes estudios han demostrado que la activacion de estas
vias inflamatorias y el aumento en citocinas pro-inflamatorias juegan un papel importante en
el desarrollo de resistencia a la insulina y de DT2 ya que interfieren con la sefializaciéon de
insulina (Bashan et al.,, 2007; Hotamisligil, 2006; Odegaard and Chawla, 2013). De acuerdo con
esto, se ha demostrado experimentalmente que la administracién exégena de TNFa induce
resistencia a la insulina (Yuan et al., 2001), mientras que la delecién de JNK1 previene el
desarrollo de una obesidad inducida por una dieta alta en grasas y el desarrollo de resistencia
a la insulina (Sabio and Davis, 2010; Tuncman et al., 2006). De forma similar, la deficiencia de
IKKB o PKC8 previene el desarrollo de la resistencia a insulina inducida por una dieta alta en

grasa (Kim et al., 2004; Yuan et al., 2001).

HIPOTALAMO Y OBESIDAD

En el cerebro, el hipotdlamo es la estructura encargada de la regulaciéon de la
homeostasis ya que tiene la capacidad de interpretar e integrar diferentes sefiales del
organismo y del entorno para dar una respuesta mediante la regulaciéon del sistema
neuroenddcrino. El hipotdlamo regula diferentes funciones como el ciclo del suefio, la
temperatura corporal, el flujo sanguineo, la respuesta a estrés, la respuesta inmune, el control
de la ingesta y el gasto energético; estas dos ultimas funciones relacionan al hipotadlamo con el
desarrollo de la obesidad (Bao et al., 2008; Baskin et al., 1999; Glaser and Kiecolt-glaser, 2005;
Marino et al., 2011; Marques-Deak et al., 2005; Straub et al., 2010). El hipotalamo censa los
niveles de leptina y de insulina del organismo lo que le proporciona informacién acerca del
estado nutricional del organismo (Morton et al,, 2006). La leptina es una adipocina que es
secretada por los adipocitos como senal de saciedad mientras que la insulina es una hormona

secretada por el pancreas en respuesta a los niveles de glucosa en sangre.
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Figura 2 - Regulacidon del balance energético en el hipotidlamo en respuesta
a insulina y leptina. Basada en Morton and Schwartz, 2010;
Remmers and Delemarre-van de Waal, 2011.

En el hipotalamo, el ntcleo arcuato (ARC) integra la sefiales energéticas del organismo
ya que cuenta con dos poblaciones diferentes de neuronas que expresan a los receptores de
insulina (INSR) y de leptina (LEPR); una poblacién orexigénica (estimuladora de la ingesta)
que expresa al neuropéptido Y (NPY) y al péptido relacionado a agouti (AgRP); y una
poblaciéon anorexigénica (supresora de la ingesta) que expresa el péptido
proopiomelanocortina (POMC) y al transcrito regulado por cocaina y anfetamina (CART)
(Balthasar et al., 2004; Berglund et al., 2012; Cowley et al., 2001; Elias et al., 1999; Gropp et al.,
2005; Joly-Amado et al, 2012; Kohno and Yada, 2012; Satoh et al,, 1997; Schwartz et al.,
2000). Las neuronas orexigénicas del ARC inervan el area lateral hipotaldmica (LHA) donde
existen otras poblaciones de neuronas orexigénicas que expresan a la hormona concentradora
de melanina (MCH) o a las hormonas orexinas (ORX), las cuales estimulan la ingesta y
disminuyen el gasto energético (Leinninger, 2011; Saito, 2008). Adicionalmente, las neuronas
anorexigénicas del nucleo arcuato inervan el ndcleo paraventricular (PVN) del hipotalamo
donde regulan a las poblaciones neuronales que expresan a la hormona liberadora de
tirotropina (TRH) o a la hormona liberadora de adrenocorticotropina (CRH) las cuales tienen
un papel anorexigénico y catabdlico (Lechan and Fekete, 2006; Remmers and Delemarre-van
de Waal, 2011). Altos niveles de leptina e insulina inhiben las vias orexigénicas y al mismo

tiempo estimulan las vias anorexigénicas en el hipotadlamo, lo que lleva a una disminucién de

12



la ingesta y a un aumento del gasto de energia (Marino et al., 2011; Morton and Schwartz,

2011; Morton et al., 2006; Schwartz et al., 2000) (Figura 2).

A nivel molecular, la insulina al unirse a su receptor induce su actividad de tirosina
cinasa, mediando la autofosforilacion del receptor y la fosforilacién de sus blancos, entre ellos
el sustrato del receptor de insulina (IRS) (Shaw, 2011; Taniguchi et al., 2006). Al ser activado
por fosforilacion en residuos de tirosina, IRS es capaz de activar la via de la fosfoinositol-3-
cinasa (PI3K), la cual lleva a la activaciéon de AKT que media diferentes procesos en la célula
como la translocacion del transportador de glucosa (GLUT4) a la membrana plasmatica, la
inhibicién de la cinasa de la sintasa de glicogeno (GSK3) y la inhibicién del factor de
transcripcién FOX01 (Forkhead box 01) (Belgardt et al., 2009; Folli et al., 1996; Saltiel and
Kahn, 2001). FOXO1 activa la transcripcion de AgRP y NPY mientras que inhibe la
transcripcién de POMC (Kim et al., 2006; Kitamura et al., 2006), por lo que al ser inhibido por
la activacion de AKT resulta en la induccién de los genes anorexigénicos en repuesta a insulina
(Morton et al., 2006; Ropelle et al., 2009). A su vez, la leptina sefializa a través de un receptor
asociado a tirosina cinasas. La unién de leptina a su receptor resulta en la interaccién con la
tirosina cinasa de Janus 2 (JAK2) lo que induce su activacion, la cual a su vez fosforila al
receptor de leptina para generar sitios de andamiaje (Ahima and Osei, 2004; Morton and
Schwartz, 2011; Sweeney, 2002). Estos sitios de andamiaje son reconocidos por la proteinas
STAT3 (transductor de sefal y activador de la transcripcién 3) e IRS, que al unirse al receptor
de leptina su proximidad permite que sean fosforiladas y activadas por JAK2 (Xu et al., 2007).
La activacion de IRS continua por la via de sefializacion de PI3K descrita para el receptor de
insulina, mientras que STAT3 al ser fosforilado es capaz de dimerizar y traslocarse al ntcleo
para actuar como factor de transcripcion (Carvalheira et al, 2001). STAT3 activa la
transcripcién de POMC mientras que inhibe la transcripcién de AgRP y NPY (Kitamura et al,
2006; Morrison et al., 2005; Xu et al., 2007). De igual manera, STAT3 activa la transcripcion de
SOCS3 (supresor of cytokine signaling 3) que funciona como regulador negativo de la via ya
que inhibe la activacion de JAK2 (Bjgrbaek et al., 1998; Elias et al, 1999; Miinzberg et al,,
2004) (Figura 3).

INFLAMACION EN EL HIPOTALAMO

Estudios en murinos han determinado que la obesidad puede generar un proceso
similar a la metainflamacién en el hipotalamo, caracterizado por la activacion de diferentes

vias de sefalizacion incluyendo la via de JNK (De Souza et al.,, 2005), de IKK/NF-kB (Meng and
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Cai, 2011; Posey et al, 2009; Zhang et al, 2008), la respuesta de estrés del reticulo
endopldsmico (Ozcan et al., 2009; Zhang et al., 2008); asi como a un aumento en los niveles de
mediadores inflamatorios como IL-1f3, TNFa e IL-6 (Milanski et al,, 2009; De Souza et al.,
2005), que correlacionan temporalmente con el desarrollo de la resistencia a la leptina e
insulina (Cai, 2009; Purkayastha et al,, 2011). El desarrollo de resistencia a la leptina es uno
de los factores que predispone a la obesidad inducida por dieta en modelos murinos donde el
hipotadlamo no es capaz de responder a los niveles crecientes de leptina, por lo que se ha
asociado a la obesidad con un estado de hiperleptinemia (Ahren et al., 2012; Balthasar et al.,
2004; Caro et al., 1996; Miinzberg et al., 2004; Thaler and Schwartz, 2010). De igual manera, la
resistencia a la insulina es uno de los factores determinantes en el desarrollo de diabetes tipo
II, lo que se ha asociado a un estado de hiperinsulinemia para intentar evocar una respuesta

(Mehran et al.,, 2012).

- :
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[ Gluta | S~
\5—’

socsa
I: POMC
AgRP

Figura 3 - Vias de sefializacion involucradas en el desarrollo de obesidad y diabetes
tipo 2. Basada en Gregor and Hotamisligil, 2011; Morton et al., 2006; Morton and
Schwartz, 2010; Sweeney et al., 2002; Taniguchi et al., 2006.

/

La activacién de las vias de sefializacién de JNK e IKK/NF-kB puede inhibir la
senalizacion de insulina y de leptina de varias formas. Las cinasas JNK e IKK pueden fosforilar
directamente a IRS en residuos de serina que inhiben la fosforilacion en residuos de tirosina

por el receptor de insulina o por JAK2 (Aguirre et al., 2002; Gao et al., 2002). Adicionalmente,
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la activacién y translocacién al nicleo de NF-xB lleva a la transcripcién de SOCS3, por lo que
en un estado de inflamacion la sobre activacién de NF-kB lleva a un aumento en los niveles de
SOCS3, lo que inhibe la activacién de JAK2 y la fosforilacién del receptor de leptina (Bjgrbaek
etal., 1998; De Souza et al., 2005; Zhang et al., 2008). Esto lleva de igual manera a la inhibicion
de la senalizacién de leptina y a una falla en la regulacién de la ingesta y del gasto energético

(Miinzberg et al., 2004) (Figura 3).

La relevancia de la activacién de las vias de ]NK e IKK/NF-kB en el hipotdlamo se ha
determinado por diferentes estudios en murinos mediante la inhibicién de estas vias. La
delecion o inhibiciéon farmacolégica de IKK[B en el hipotdlamo lleva a una disminucién en la
ingesta y en la ganancia de peso en ratones alimentados con una dieta alta en grasa (Posey et
al., 2009), mientras que la activacion constitutiva de IKKB o la sobrexpresion de SOCS3 en
neuronas llevan a la inhibicién de la via de insulina y leptina, y a un aumento en la ingesta y en
la ganancia de peso (Zhang et al, 2008). Adicionalmente, la delecion o inhibicién
farmacolégica de JNK1 en el sistema nervioso aumenta la sensibilidad a la insulina y previene
del desarrollo de obesidad inducida por una dieta alta en grasas mediante una disminucién en
la ingesta y un aumento de la actividad fisica y del gasto de energia, debido a un aumento en la
sefalizacion del eje Hipotdlamo-Pituitaria-Tiroides (Belgardt et al.,, 2010; Benzler et al., 2013;

Sabio et al., 2010; De Souza et al., 2005).

Estos datos en conjunto sugieren que la obesidad y un estado de inflamacién crénica en
el organismo conduce a una disfuncidén en las vias que regulan la ingesta y el gasto energético
en el hipotadlamo lo que estaria contribuyendo a una exacerbacién de los sintomas asociados
con la obesidad que eventualmente resulta en el desarrollo de resistencia a la insulina y
diabetes tipo II. Esta disfuncion estaria acompafiada de cambios en la expresion génica por lo
que resulta atractivo identificar las sefiales que median la funcién del hipotdlamo como

regulador de la respuesta inmune en un modelo de inflamacién inducida por obesidad.
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ANTECEDENTES

Diversos estudios han determinado que un paradigma de ambiente enriquecido lleva a
la activacion de diferentes regiones del cerebro incluyendo la corteza, el hipocampo, el
cerebelo y el hipotalamo (Ali et al., 2009; Ickes et al., 2000; Rampon et al., 2000). El ambiente
enriquecido se refiere a condiciones habitacionales que promueven una estimulacion
sensorial, visual, cognitiva, social y motora en comparacién a las condiciones habitacionales
normales, donde es importante mantener un componente de complejidad y novedad
(Nithianantharajah and Hannan, 2006). Se ha observado que un ambiente enriquecido tiene
diversos efectos fisiologicos en el sistema nervioso central incluyendo un aumento en el
numero y longitud de ramificaciones dendriticas, en el nimero de espinas dendriticas, en el
tamaifio de las sinapsis de ciertas poblaciones neuronales, en la neurogénesis en el hipocampo
y en la integracion de estas neuronas nuevas en circuitos funcionales, en el aprendizaje, la
memoria, la plasticidad neural y en la potenciacion a largo plazo (Praag et al., 2000; Reynolds
etal., 2010; Ziv et al., 2006). De igual manera, se ha determinado que un ambiente enriquecido
puede modificar los niveles de expresién en el sistema nervioso entre los cuales se puede
destacar un aumento en los niveles de diferentes neurotrofinas, como el factor neurotréfico
derivado de cerebro (BDNF) y el factor de crecimiento nervioso (NGF), y en la expresion de
proteinas sinapticas (Ickes et al., 2000; Kuzumaki et al., 2011; Rampon et al., 2000; Zhao et al.,
2001).

Los efectos del ambiente enriquecido no estan limitados al sistema nervioso, ya que
también se ha observado una alteracién en los niveles de ciertas hormonas en sangre (ej.
aumenta los niveles de corticoesterona) (Bakos et al., 2009; Marashi et al., 2003). El ambiente
enriquecido también tiene diversos efectos en la regulacion del sistema inmune, donde se ha
observado que puede alterar los niveles de diferentes citocinas en condiciones basales y en
respuesta a un insulto (Laviola et al., 2004; Marashi et al., 2003; Mlynarik et al., 2004;
Williamson et al., 2012). De igual forma, el ambiente enriquecido estimula la actividad de
células natural killer (NK) y mantiene la funcion de macréfagos y linfocitos durante el
envejecimiento (Arranz et al., 2010; Benaroya-Milshtein et al., 2004; Cao et al, 2010).
Adicionalmente, se ha determinado que el ambiente enriquecido lleva a la activacién de la
microglia mediada por el reclutamiento de linfocitos Th2 que expresan a la citocina IL-4, que a
su vez eleva los niveles de IGF-1 y BDNF, lo que promueve y mantiene la neurogénesis en el

hipocampo (Ziv et al., 2006).
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El paradigma de ambiente enriquecido también ha sido ampliamente estudiado por
tener efectos benéficos en diferentes modelos murinos de patologias incluyendo
enfermedades del desarrollo neural (Reynolds et al, 2010), enfermedades
neurodegenerativas (Laviola et al., 2008; Nithianantharajah and Hannan, 2006), cancer (Cao
etal, 2010) y en la prevencién de la obesidad (Cao et al., 2011). Recientemente se determind
que el ambiente enriquecido es capaz de disminuir y hasta prevenir el crecimiento de tumores
en diferentes modelos de cancer en ratén (Cao et al., 2010). En este estudio se determiné que
el efecto estd mediado principalmente por la induccién de BDNF en el hipotdlamo que a su vez
lleva a una alteracién en los niveles de adipocinas en sangre y a un aumento en la actividad de
células NK para impedir el crecimiento tumoral (Cao et al, 2010). De igual manera, se ha
observado que ratones sometidos a un ambiente enriquecido son mas delgados y presentan
una resistencia al desarrollo de una obesidad inducida por una dieta alta en grasas (Cao etal.,
2011). En este estudio se observo que el ambiente enriquecido, mediante la activaciéon de
BDNF en el hipotidlamo, lleva a la diferenciacion del tejido adiposo blanco (o de
almacenamiento) hacia un tejido adiposo pardo, el cual gasta mdas energia mediante la
generacién de calor, lo que contribuye a la resistencia en el desarrollo de obesidad. También
se observé un aumento en los niveles de TRH en el hipotalamo en respuesta a un ambiente
enriquecido y a la induccién de BDNF, lo que podria sugerir una mayor actividad del eje
Hipotalamo-Pituitaria-Tiroides que ha sido relacionado con un aumento del metabolismo
energético. Dado que un paradigma de ambiente enriquecido puede regular al sistema inmune
y favorecer las funciones homeostaticas del hipotalamo, decidimos determinar si un ambiente
enriquecido es capaz de disminuir la inflamacién y aumentar la sensibilidad a la insulina en

un modelo murino de obesidad y diabetes tipo II.
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JUSTIFICACION

Por muchos afios se han utilizado diferentes modelos murinos de obesidad y diabetes
tipo II para intentar determinar los mecanismos moleculares que llevan al desarrollo de estas
enfermedades. Dentro de estos, el modelo de obesidad y diabetes tipo II inducido por la
administracién de una dieta alta en grasa ha sido ampliamente estudiado por tener

similitudes con el desarrollo de estas enfermedades en humanos.

En este modelo se ha determinado que la administracién de una dieta alta en grasa
genera un proceso inflamatorio en diferentes tejidos que se caracteriza por la secrecion de
citocinas pro-inflamatorias y por la activacion de diferentes vias de sefializacidn, entre ellas la
via de JNK e IKK. La importancia de estas vias se ha determinado utilizando ratones knockout
para JNK1 o IKKf que presentan una disminucidn en la ingesta y en la ganancia de peso, y una
mayor sensibilidad a la insulina. De forma interesante, la inhibicién de JNK1 o IKKf
especificamente en neuronas hipotalamicas genera efectos similares, lo que sugiere la

importancia del hipotalamo en la regulacidn del metabolismo energético.

Interesantemente, se ha observado que un paradigma de ambiente enriquecido tiene
efectos benéficos sobre el sistema nervioso y puede regular la activacion del sistema inmune.
Asi mismo, se ha demostrado que el ambiente enriquecido tiene un papel preventivo en el
desarrollo de obesidad y que este efecto es mediado por la activaciéon del hipotdlamo. Sin
embargo, se desconoce si el ambiente enriquecido puede revertir los efectos nocivos de la
obesidad sobre la homeostasis del organismo. Por ello, decidimos determinar si el ambiente
enriquecido es capaz de activar la funcién del hipotdlamo para restablecer la homeostasis de
glucosa del organismo en ratones que ya presentan un estado de obesidad y resistencia a la
insulina. Esto resultaria importante ya que si nuestra hipotesis fuera correcta, el paradigma de
ambiente enriquecido podria ser utilizado como una terapia alternativa para intentar

solucionar un problema creciente de salud a nivel mundial y especialmente en México.
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HIPOTESIS

El ambiente enriquecido favorece la funcién homeostatica del hipotdlamo en un modelo
murino de obesidad y diabetes tipo II, mediante la disminuci6n en la inflamacién y mejorando

la sensibilidad a insulina.

OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos de un ambiente enriquecido en la sensibilidad a la insulina y en

la activacion de vias de sefializacion de JNK e IKK.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Generar y validar el modelo murino de obesidad inducida por dieta y el desarrollo
de resistencia a la insulina

¢ Determinar si el ambiente enriquecido aumenta la sensibilidad a la insulina

7
0.0

Determinar si el ambiente enriquecido disminuye la activacion de las vias de JNK e

IKK asociada a un estado de obesidad
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MATERIALES Y METODOS

RATONES.

Se utilizaron 60 ratones de la cepa C57BL/6N (Harlan Laboratories, SA. de CV.) de 3 a 4
semanas de edad para formar el grupo experimental 1. Los animales se mantuvieron en el
bioterio siguiendo las reglas establecidas por el comité de bioética, manteniendo un ciclo de
luz-oscuridad de 12 horas. Los animales fueron separados en jaulas convencionales de 5
ratones y fueron divididos en dos grupos de 30 ratones para administrarles una dieta normal
(DN) (Harlan, Teklad 2018SX) o una dieta alta en grasa (DAG) (Research Diets, D12492).
Después de 16 semanas cada grupo fue dividido en dos condiciones habitacionales diferentes,
15 ratones de cada grupo se mantuvieron en un ambiente normal y 15 ratones se pasaron a
un ambiente enriquecido. El ambiente normal (AN) consiste en cajas de 21 cm ancho X 29 cm
largo X 16 cm altura en las cuales se colocaron 5 ratones. El ambiente enriquecido (AE)
consiste en cajas de 32 cm ancho X 88 cm largo X 47.6 cm altura en las cuales se colocaron 15
ratones, en estas jaulas se colocaron juguetes de varios tipos; incluyendo tdneles, rollos de
cartén, casas de plastico, pelotas, frascos de vidrio, estructuras de madera, entre otros. Los
juguetes y su ubicacién fueron modificados cada semana para mantener el componente de
novedad. Los ratones y la comida sobrante fueron pesados semanalmente para mantener un
control de la ganancia de peso y del consumo de alimento por jaula. Los ratones se
sacrificaron a las 28 semanas experimentales por inhalacion de CO,. Para el grupo
experimental 2 se utilizaron 60 ratones C57BL/6N de 6-7 semanas de edad los cuales fueron
divididos como fue descrito para el grupo experimental 1 para administrar una DN o una DAG.
Después de 13 semanas los grupos fueron divididos en las dos condiciones habitacionales

diferentes y fueron sacrificados a las 28 semanas como fue descrito para el grupo 1.

GLUCOSA EN SANGRE BASAL.

Los valores de glucosa basal se obtuvieron a las 10 semanas (26 semanas totales para el
grupo experimental 1) o a las 12 semanas (25 semanas totales para el grupo experimental 2)
de que los ratones fueron divididos en un AN o AE (n= 8-10 por grupo). Los ratones fueron
sometidos a un ayuno de 6 horas, removiendo la comida a las 8 am y realizando la medicién
de los valores de glucosa en sangre a las 2 pm, obteniendo una gota de sangre a partir de la
cola del ratén y utilizando un glucémetro y tiras reactivas para glucosa (ACCU-CHECK Active

de Roche).
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PRUEBA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA.

La prueba de tolerancia a la glucosa (PTG) se realizé 15 semanas (grupo experimental
1) u 11 semanas (grupo experimental 2) después de que los ratones fueron sometidos a una
DN y a una DAG; asi como, a las 10 semanas (26 semanas totales para el grupo experimental
1) o alas 9 semanas (22 semanas totales para el grupo experimental 2) de ser divididos en un
AN y AE (n=5 por grupo). La prueba se realizé con 6 horas de ayuno, removiendo la comida a
las 8 am y realizando la prueba a las 2 pm. Los ratones se colocaron debajo de una lampara
para favorecer la vasodilatacién y se determinaron los valores de glucosa en sangre basal
después del ayuno (tiempo 0) obteniendo una gota de sangre a partir de la cola del ratén y
utilizando un glucémetro y tiras reactivas para glucosa (ACCU-CHECK Active de Roche).
Subsecuentemente, los ratones recibieron una inyeccion intraperitoneal de 1.8 mg de glucosa
por gramo de peso con una solucién de glucosa a una concentracién de 0.18 g/ml en PBS 1X
estéril. Se registraron los valores de glucosa en sangre a los 15, 30, 60 y 120 minutos después

de la administracion de glucosa.

PRUEBA DE RESISTENCIA A INSULINA.

La prueba de resistencia a la insulina (PRI) se realiz6 15 semanas (grupo experimental
1) u 11 semanas (grupo experimental 2) después de que los ratones fueron sometidos a una
DN y a una DAG; asi como, a las 10 semanas (26 semanas totales para el grupo experimental
1) o a las 12 semanas (25 semanas totales para el grupo experimental 2) después de ser
divididos en un AN y AE (n=5 por grupo). La prueba se realiz6 con 6 horas de ayuno
removiendo la comida a las 8 am y realizando la prueba a las 2 pm. Los ratones se colocaron
debajo de una lampara para favorecer la vasodilataciéon y se determinaron los valores de
glucosa en sangre basal después del ayuno (tiempo 0) obteniendo una gota de sangre a partir
de la cola del ratén y utilizando un glucémetro y tiras reactivas para glucosa (ACCU-CHECK
Active de Roche). Subsecuentemente, los ratones recibieron una inyeccién intraperitoneal de
1mU de insulina por gramo de peso con una solucién de insulina (Humulin R, Eli Lilly)
preparada a una concentracion de 0.1U/ml en PBS 1X estéril, o una inyecciéon de PBS IX estéril
como control. Se registraron los valores de glucosa en sangre a los 15, 30, 60 y 120 minutos

después de la administracion de glucosa.
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CALCULO DEL AREA BAJO LA CURVA.
El area total bajo la curva de glucosa de las pruebas de tolerancia a la glucosa y de
resistencia a la insulina fue calculada utilizando la férmula de Tai (Tai, 1994) o regla

trapezoidal.

1 n
Area = > ZXi - X(i—l)(Y(i—l) + Yi)

=1

Donde los valores de X corresponden al tiempo de medicidn y los valores de Y corresponden a

la concentraciéon de glucosa en sangre a cada tiempo.

HISTOLOGIA DE TEJIDO ADIPOSO.

Posterior al sacrificio de ratones, el tejido adiposo visceral se colectd, parte de este se
fij6 en paraformaldehido al 4% y se guard6 a 4°C hasta su uso. Para su andlisis histolégico, el
tejido se embebi6 en parafina y se realizaron cortes histolégicos para su posterior tincién con
hematoxilina-eosina. Todo el procesamiento del tejido se realizé en la unidad de histologia del
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Las microfotografias de los cortes de tejido fueron
tomadas en un microscopio 6ptico invertido NIKON ECLIPSE TS100 utilizando el objetivo 20X.
El area de los adipocitos se calcul6 utilizando el programa Image] utilizando 3 campos

independientes por raton.

EXTRACCION DE PROTEINA.

Se extrajo proteina total de higado y de hipotalamo de los ratones correspondientes a
cada grupo experimental. Los extractos proteicos se prepararon usando el buffer de lisis TLB
(Triton Lysis Buffer) (Ver Apéndice II). El TLB se complementé con PMSF (1mM), leupeptina
(5pg/ul), pepstatina (5ug/pl), aprotinina (5pug/pl), antipaina (5pg/pl), NazvV0Os (1ImM) y DTT
(0.5mM). A cada fragmento de tejido se agreg6 500l (higado) o 300ul (hipotalamo) de buffer
de lisis para ser sonicado. Este lisado se centrifug6 a 14,500 rpm por 10 minutos y se recuperd
el sobrenadante. El contenido proteico se determiné por el método de Bradford utilizando una

curva estandar de BSA.
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WESTERN BLOT.

30pg de proteina fueron analizados en geles de acrilamida (SDS-PAGE) al 10% o 12%
usando 30mA por gel. Posteriormente, las proteinas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Amersham Hybond ECL Nitrocellulose Membrane - GE Healthcare) usando
100V por 90 minutos. La membrana fue bloqueada 1 hora a temperatura ambiente en leche al
5% en TBS 1X 0.1% de Tween (TBS-T 0.1%). El anticuerpo primario se incubé toda la noche
(p-INK, p-IKK, BDNF, c-Fos, p-AKT y AKT) o 4 horas (JNK, ERK) en agitacion a 4°C. El
anticuerpo secundario se incubé de 1 a 2 horas a temperatura ambiente en agitacion. La
membrana se reveld utilizando el sustrato Western Lightning Plus-ECL (PerkinElmer Inc.) y

peliculas radiograficas (Kodak Films - Medical X-ray General Purpose Blue).

ANTICUERPOS.
Los anticuerpos para p-JNK, JNK, p-IKK, p-AKT, AKT (Cell Signaling) y ERK, c-Fos y
BDNF (Santa Cruz Biotechnology) se diluyeron en leche o BSA al 5% en TBS-T 0.1% segun

indicado y se utilizaron a las siguientes diluciones:

Anticuerpo # catalogo diluyente Dil. primario aB secundario Dil. secundario
ERK SC-154 Leche 1:8000 Conejo 1:10000
p-JNK 9255 Leche 1:2000 Ratén 1:5000

JNK 9252 BSA 1:2000 Conejo 1:5000

p-IKK 2697 BSA 1:1000 Conejo 1:5000

c-Fos SC-52 Leche 1:1000 Conejo 1:5000

BDNF SC-546 Leche 1:1000 Conejo 1:5000
p-AKT 9271 BSA 1:1000 Conejo 1:5000

AKT 9272 BSA 1:2000 Conejo 1:5000

Se utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a la peroxidasa de rabano (HRP) anti-
conejo (Goat anti-rabbit IgG-HRP, Invitrogen G-21234) y anti-ratén (Rabbit anti-mouse IgG-
HRP, Santa Cruz Biotechnology SC-2005).
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ANALISIS DE CUANTIFICACION POR DENSITOMETRIA.

Se utiliz6 el software Image Lab™ (BIO-RAD) para obtener la densidad dptica de las
bandas obtenidas de los ensayos de Western Blot. Los niveles de proteina fosforilada fueron
corregidos contra la proteina total correspondiente. Todos los valores fueron corregidos

contra el control de carga ERK.

ANALISIS ESTADISTICO.

Los valores obtenidos de los diferentes experimentos fueron reportados como medias +
error estandar. Se realizaron analisis de doble varianza (ANOVA) y pruebas t de Student para
determinar si existian diferencias significativas entre los grupos de DN y DAG. Para comparar
los datos entre los 4 grupos experimentales se realizaron analisis de ANOVA de una via y
pruebas t de Student. Se consideraron estadisticamente significativas aquellas pruebas con un

valor de p<0.05.
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RESULTADOS

Sesenta ratones de la cepa C57BL/6N de 3-4 semanas de edad fueron marcados,
pesados y separados en jaulas con 5 ratones (semana 0). Los ratones se dividieron en dos
grupos donde a la mitad (30 ratones) se les administré una dieta normal (DN) y a la otra
mitad se les administré una dieta alta en grasa (DAG) (Tabla 1). Se mantuvo un control
semanal de la ganancia de peso y del consumo de alimento por 16 semanas (Grupo

experimental 1: gp1).

Composiciéon Caldrica Kcal /gr Dieta
Proteina Carbohidratos Grasa g
Dieta normal 2018SX
0, 0, 0,
(DN) 24 % 58 % 18 % 3.1 (Teklad)
Dieta alta en D12491
0, 0, 0,
grasa (DAG) 20% 20% 60% >.24 (Research Diets)

Tabla 1. Informacién nutrimental y contenido energético de la dieta normal y dieta alta en grasa.

LA ADMINISTRACION DE UNA DIETA ALTA EN GRASA CONLLEVA AL DESARROLLO
DE OBESIDAD Y A LA ALTERACION DE LA HOMEOSTASIS DE GLUCOSA

En cuanto a la ganancia de peso, se observd que el peso entre los dos grupos de dietas
fue similar durante las primeras semanas, probablemente debido a que los ratones
empezaron la dieta a una edad temprana y seguian creciendo. Aun asi se puede observar que
al paso de las semanas, especialmente a partir de la semana 9, los ratones alimentados con
una DAG presentaron un peso significativamente mayor comparado al grupo de la misma

edad sometido a una DN (Figura 4A y 4B).

Para corroborar estas observaciones, se formé un segundo grupo experimental (Grupo
experimental 2: gp2) utilizando sesenta ratones C57BL/6N que fueron marcados y separados
como fue descrito para el grupo experimental 1, solo que la administracion de las dietas inicié
entre las 6-7 semanas de edad. Para este grupo, observamos que la diferencia de peso entre
los grupos de dietas fue significativamente diferente desde la tercera semana y el aumento de
peso fue mas rapido que lo observado para el grupo experimental 1. Para las 13 semanas los
ratones del grupo 2 (gp2) habian alcanzado un peso similar a las 16 semanas del grupo 1

(gp1) (40.72 + 1.029 gp1 vs. 40.6 + 0.8 gp2) (Figura 4C y 4D).
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Figura 4 - Ganancia de peso semanal de ratones alimentados con una dieta normal o a una
dieta alta en grasa

A) Ratones de 3-4 semanas de edad fueron alimentados con una dieta normal (DN) (@) o con una
dieta alta en grasa (DAG) (#), el peso de los ratones fue monitoreado por 16 semanas (Grupo
experimental 1). B) Foto representativa de un ratén alimentando con una DAG (izquierda) y uno
alimentado con una DN (derecha) por 16 semanas (Grupo experimental 1). C) Ratones de 6-7
semanas de edad fueron alimentados con una DN o a una DAG, el peso de los ratones fue
monitoreado por 13 semanas (Grupo experimental 2). D) Foto representativa de un ratén
alimentando con una DAG (izquierda) y uno alimentado con una DN (derecha) por 13 semanas
(Grupo experimental 2). En las graficas se muestra la media de los pesos # error estdndar (n=30).
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 vs. DN (ANOVA de 2 vias)

Se calcul6 el consumo promedio de alimento a la semana y se observé que los ratones
alimentados con una dieta alta en grasa consumieron una menor cantidad de alimento en
gramos (19.49 gr + 0.4742 DAG vs. 22.90 gr + 0.3912 DN, p<0.001 gp1; 17.5 gr + 0.14 DAG vs.
23.17 gr £ 0.19 DN, p<0.001 gp2) (Figura 5A y 5C) pero consumieron una cantidad mayor de
kilocalorias a la semana (102.1 kcal + 2.485 DAG vs. 70.98 kcal + 1.213 DN, p<0.001 gp1;
91.74 kcal * 0.73 DAG vs. 71.85 kcal + 0.61 DN, p<0.001 gp2) al comparar con los ratones

alimentados con una dieta normal (Figura 5B y 5D) para los dos grupos experimentales, lo

que es consistente con su aumento de peso (Tabla 2).
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Figura 5 - Consumo semanal de alimento por ratén.

Consumo semanal promedio de ratones alimentados con una dieta normal (DN) o a una dieta
alta en grasa (DAG) por 16 semanas (grupo experimental 1) (A y B) y 13 semanas (grupo
experimental 2) (Cy D) en gramos de alimento (A y C) y en kilocalorias (B y D). En las graficas
se muestran las medias * error estandar (n=30). *** P<0.001 vs. DN (Prueba t de Student)

Para determinar el estado del metabolismo de glucosa e insulina de los ratones
alimentados con una DN y DAG, se realizaron pruebas de tolerancia a la glucosa (PTG) y de
resistencia a la insulina (PRI) a los dos grupos experimentales a las 15 semanas (gpl) y 11
semanas (gp2) de ser alimentados con las dietas. Para realizar estas pruebas los ratones
fueron sometidos a un ayuno, posteriormente se midieron los niveles de glucosa en sangre
basal y a diferentes tiempos después de una inyeccion intraperitoneal de glucosa (1.8 mg/gr)
(Figura 6) o insulina (1mU/gr) (Figura 7). En base a estudios previos donde se ha observado
que la duracion del ayuno puede causar variaciones en la regulaciéon de glucosa y afectar la
significancia observada en las curvas de glucosa entre grupos sometidos a una dieta normal
contra una dieta alta en grasa (Andrikopoulos et al, 2008), se realizaron ensayos previos
utilizando dos tiempos de ayuno (4 y 6 horas) y se determiné que un ayuno de 6 horas
permite determinar las diferencias en la respuesta a una inyecciéon de glucosa o de insulina

entre las dos dietas (datos no mostrados).
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Al realizar la prueba de tolerancia a la glucosa observamos que los ratones alimentados
con una DN de ambos grupos experimentales respondieron correctamente a la inyecciéon
intraperitoneal de glucosa, donde se observé un aumento en los niveles de glucosa a tiempos
cortos y su posterior disminucion (a partir de los 30 minutos), acercandose a los niveles
basales a las 2 horas (Figura 6A y 6C). En los ratones alimentados con una DAG, los niveles de
glucosa en sangre en respuesta a la inyeccion de glucosa fueron mayores, y este aumento se
mantuvo a lo largo de toda la curva, observdndose un incremento mayor en los ratones del
grupo experimental 2 (Figura 6A y 6C). Al determinar el area bajo la curva (ABC), como
evidencia cuantitativa de las diferencias globales en el comportamiento de la curva de glucosa,
se observo que la respuesta a la inyeccion de glucosa fue significativamente mayor (p<0.001)
en los ratones alimentados con una DAG con respecto a la DN en los dos grupos

experimentales (Figura 6By 6D).
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Figura 6 - Prueba de tolerancia a la glucosa (PTG).

(A y C) PTG en ratones alimentados con una dieta normal (DN) (@) o con una dieta alta en grasa
(DAG) (m) del grupo experimental 1 (15 semanas) (A) y del grupo experimental 2 (11 semanas) (C).
La grafica muestra la concentracién de glucosa en sangre posterior a una inyeccién intraperitoneal de
1.8 mg/gr de glucosa. (B y D) El area bajo la curva (ABC) utilizando la férmula de Tai para el grupo 1
(B) y el grupo 2 (D) de las curvas de glucosa. En las graficas se muestran las medias # error estandar
(n=5). **P<0.01, *** P<0.001 vs. DN (ANOVA de 2 vias [Ay C] y prueba t de Student [B y D])
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Al realizar la prueba de resistencia a la insulina en el grupo experimental 1, observamos
que los ratones alimentados con una DN y con una DAG fueron capaces de responder a un
bolo de insulina disminuyendo los niveles de glucosa en sangre (Figura 7A). Sin embargo, los
niveles de glucosa en sangre en los ratones alimentados con una DAG fueron mayores en
todos los tiempos analizados (Figura 7A), lo que indica una alteracién en la respuesta a
glucosa. Ademas, la diferencia entre las areas bajo la curva fue significativamente diferente
(p<0.001) al comparar los ratones en DN contra DAG (Figura 7B). Interesantemente, al
realizar la prueba en los ratones del grupo experimental 2 observamos que los ratones
alimentados con una DN respondieron correctamente a la inyeccién de insulina disminuyendo
los niveles de glucosa en sangre, mientras que en los ratones alimentados con una DAG se

observd un aumento en los niveles de glucosa en sangre (Figura 7C).
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Figura 7 - Prueba de resistencia a la insulina (PRI).

(A y C) PRI en ratones alimentados con una dieta normal (DN) (@) o con una dieta alta en grasa (DAG)
(M) del grupo experimental 1 (15 semanas) (A) y del grupo experimental 2 (11 semanas) (C). La
grafica muestra la concentracion de glucosa en sangre posterior a una inyeccién intraperitoneal de
1mU/gr de insulina. (B y D) El area bajo la curva (ABC) utilizando la férmula de Tai para el grupo 1
(B) y el grupo 2 (D) de las curvas de glucosa. En las graficas se muestran las medias * error estindar
(n=5). * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 vs. DN (ANOVA de 2 vias [Ay C] y prueba t de Student [B y D])
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El aumento en los niveles de glucosa en sangre que se observé probablemente se deba
al estrés que produce la prueba en los ratones ya que la respuesta fue similar a la de ratones
que recibieron una inyeccién intraperitoneal de PBS 1X como control (Figura 7C y Figura
suplementaria 1). De igual forma, el area bajo la curva entre dietas es significativamente

mayor en el grupo alimentado con una DAG (p<0.001) (Figura 7D).

Estos resultados indican que después de 16 semanas de ser alimentados con una dieta
alta en grasa los ratones del grupo experimental 1 presentaron niveles de glucosa basal
elevados y una alteraciéon en la respuesta a glucosa e insulina similares a un estado pre-
diabético (Garcia Soidan, 2009; Tabdak et al, 2012). Mientras que los ratones del grupo
experimental 2 sometidos a una dieta alta en grasa presentaron alteraciones en la regulacion
de glucosa y resistencia a la insulina, similar al desarrollo de diabetes tipo II. Ya que los
ratones alimentados con una dieta alta en grasa del grupo 1 todavia respondieron a la
inyeccion de insulina, nos sugiere que los ratones podrian presentar cierta plasticidad al ser
retados con una dieta alta en grasa a edades jovenes, lo que explicaria el desarrollo mas

temprano de la resistencia a la insulina en los ratones del grupo experimental 2.

Grupo 1 Grupo 2
DN DAG P DN DAG P
Edad de Inicio 3 - 4 semanas 6 - 7 semanas
Tlen_lpo en 16 semanas 13 semanas
Dieta
Peso Ultima 28.6gr+ 40.7 gr + 294 gr+ 40.6 gr +
Semana 0.55 1.03 P<0.0001 0.51 0.8 P<0.0001
Consumo de 229gr+ 19.49 gr + 23.17 £ 0.19 17.5gr +
Alimento 0.4 0.47 P<0.0001 0.14 P<0.0001
Consumo en 70.98 kcal + | 102.1 kcal + 71.85 kcal + | 91.74 kcal
Kcal 1.21 2.48 P<0.0001 0.61 0.73 P<0.0001
ABC PTG 25056 * 40114.5 + _ 27563.25 + 57055.5 +
2077 7547.8 LTI 688 3187.6 S=D OO
ABC PRI 25056 + 4247925 + 12888.75 + 25878 +
2077 3828 P=0.0091 496 2465 P<0.0001

Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos de los ratones alimentados con una dieta normal (DN) o una
dieta alta en grasa (DAG) por 16 semanas (Grupo experimental 1) o 13 semanas (Grupo experimental 2).
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EL AMBIENTE ENRIQUECIDO DISMINUYE LA INGESTA, MEJORA LA HOMEOSTASIS
DE GLUCOSA Y AUMENTA LA SENSIBILIDAD A LA INSULINA

A las 16 semanas (Grupo experimental 1) y 13 semanas (Grupo experimental 2) los
ratones fueron divididos en dos condiciones habitacionales diferentes: 15 ratones de cada
grupo fueron mantenidos en sus jaulas normales (ambiente normal: AN) (Figura 8A-C) y los
otros 15 ratones fueron sometidos a un paradigma de ambiente enriquecido (AE) (Figura 8D-
G). El ambiente enriquecido consiste en jaulas de mayor tamaiflo con tineles, casas de plastico,
y juguetes de diferentes tipos y texturas donde se coloca un mayor ndmero de ratones para
estimular el componente social. Para mantener el componente de novedad, el arreglo y
ubicacion de los diferentes objetos en la caja fue modificado cada semana. Los ratones fueron
mantenidos en la misma dieta que tenian formando cuatro grupos diferentes: dieta normal en
ambiente normal (DN AN), dieta normal en ambiente enriquecido (DN AE), dieta alta en grasa

en ambiente normal (DAG AN) y dieta alta en grasa en ambiente enriquecido (DAG AE).

Se registré la ganancia de peso en los cuatro grupos por 12 semanas posterior al cambio de
ambiente (28 semanas totales) para los ratones del grupo experimental 1. En este grupo no se
observd una diferencia en el peso de los ratones en una DN AN y en una DN AE (Figura 9A).
Por su parte, los ratones en una DAG AN continuaron aumentando de peso a lo largo de las 12
semanas (Figura 9A). De forma interesante, al comparar el peso final después de 12 semanas
se pudo observar que, a diferencia de los animales del grupo DAG AN, los ratones del grupo
DAG AE no presentaron un incremento significativo de peso (Tabla 3). De igual forma, se
mantuvo el control de la ganancia de peso para el grupo experimental 2 por 12 semanas (25
semanas totales) donde se observé una diferencia significativa en las tltimas tres semanas en
el peso de los grupos alimentados con una DN, siendo menor en el grupo de ambiente
enriquecido (28.88 gr £ 0.742 DN AE vs. 33.06 gr £ 1.16 DN AN, p<0.01 semana 25) (Figura
9B). Al igual que en el grupo experimental 1, los ratones que se mantuvieron en una DAG AN
continuaron aumentando de peso, el cual se mantuvo relativamente similar en las ultimas
semanas (semana 21 - 27). Adicionalmente, se observo una diferencia en la ganancia de peso
en el grupo de DAG AE con respecto al grupo experimental 1, donde los ratones continuaron
aumentando de peso hasta alcanzar el peso del grupo en el ambiente normal a la semana 21
(46.75 gr + 0.55 DAG AE vs. 46.62 gr + 1.04 DAG AN, semana 21) (Tabla 3). Estos resultados
nos sugieren que el empezar la administracion de la dieta alta en grasa a edades diferentes
genera variabilidad en la ganancia de peso y en la respuesta al ambiente enriquecido entre

nuestros dos grupos experimentales.

31



ST ERRNNSSs.

Figura 8 - Condiciones habitacionales normales y ambiente enriquecido

(A, By C) Fotografias representativas de una caja de ratones en condiciones habitacionales normales
alimentados con una dieta normal (DN) (A) o una dieta alta en grasa (DAG) (By C).

(D, E, F y G) Fotografias representativas de ratones en un ambiente enriquecido del grupo
experimental 1 en DN (D) o DAG (E) y del grupo experimental 2 en DN (F) o DAG (G).

Comparando el consumo de comida entre los 4 grupos, podemos observar que los dos
grupos alimentados con una dieta normal no mostraron una diferencia significativa en el
consumo entre los dos ambientes (25.73 gr + 0.5423 DN AN vs. 24.46 gr + 0.7535 DN AE gp1;
23.61 gr + 0.66 DN AN vs. 22.7 gr + 0.46 DN AE gp2). De forma interesante, observamos que
los ratones del grupo DAG AE consumen menos alimento en gramos a la semana en
comparacion con los grupos de DN y al grupo DAG AN (22.32 gr + 1.177 DAG AN vs. 15.26 gr +
1.626 DAG AE p<0.001 gp1; 17.21 gr + 0.15 DAG AN vs. 14.99 gr + 0.48 DAG AE p<0.05 gp2)

(Tabla 3). Esta disminucion fue mas evidente en los ratones del grupo 1.
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Figura 9 - Ganancia de peso posterior al cambio al ambiente enriquecido

Los ratones alimentados con una dieta normal o una dieta alta en grasa fueron separados después de
16 semanas (Grupo experimental 1) (A) y 13 semanas (Grupo experimental 2) (B) en condiciones
habitacionales normales y en un ambiente enriquecido formando 4 grupos: dieta normal ambiente
normal (DN AN), dieta normal ambiente enriquecido (DN AE), dieta alta en grasa ambiente normal
(DAG AN) y dieta alta en grasa ambiente enriquecido (DAG AE). Se continué monitoreando la
ganancia de peso durante 12 semanas (28 semanas totales del grupo experimental 1 y 25 semanas
totales del grupo experimental 2). En la grafica se muestra la media de los pesos * error estandar
(n=14-15), indicando la semana en la cual se realizé el cambio al ambiente enriquecido (flecha
horizontal) y las semanas en las que se realizaron las PTG y PRI (flechas verticales).
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Al comparar el consumo de kilocalorias entre grupos, observamos que los ratones del
grupo DAG AN consumieron una mayor cantidad de kilocalorias a la semana que los grupos
sometidos a una DN (79.82 kcal + 1.630 DN AN y 76.03 kcal + 2.348 DN AE vs. 116.4 kcal *
6.240 DAG AN p<0.001 gp1; 73.19 kcal + 2.05 DN AN y 70.39 kcal + 1.43 DN AE vs. 90.2 kcal
0.76 DAG AN p<0.001 gp2); mientras que los ratones en una DAG AE consumieron
significativamente menos kilocalorias a la semana que los ratones en la misma dieta en un
ambiente normal (81.02 kcal + 8.967 DAG AE vs. 116.4 kcal + 6.240 DAG AN p<0.001 gp1; 78.6
kcal + 2.51 DAG AE vs. 90.2 kcal * 0.76 DAG AN p<0.001 gp2) (Figura 10B y 10D). Para el
grupo experimental 1 no se observo una diferencia en el consumo en kilocalorias al comparar
el grupo DAG AE con los grupos alimentados con una DN (Figura 10B), mientras que en el
grupo experimental 2 si se observé un consumo mayor en el grupo de DAG AE contra el grupo

de DN AE (78.6 kcal + 2.51 DAG AE vs. 70.39 kcal + 1.43 DN AE p<0.05) (Figura 10D).
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Figura 10 - Consumo semanal de alimento por ratén en el ambiente enriquecido y normal.
Consumo de alimento semanal promedio de ratones alimentados con una dieta normal (DN) o con
una dieta alta en grasa (DAG) por 12 semanas después de ser separados en un ambiente normal (AN)
o en un ambiente enriquecido (AE). El consumo para el grupo experimental 1 (Ay B) y el grupo
experimental 2 (C y D) se representa en gramos de alimento (A y C) y en kilocalorias (B y D). En las
graficas se muestran las medias # error estindar (n=14-15). * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. (* vs.
DN AN y DN AE, + vs. DN AE, # vs. DAG AN; ANOVA de una via)
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Estos resultados son consistentes con las variaciones de peso, donde se observoé que los
dos grupos de dieta normal mantuvieron el mismo peso aunque estuvieron sometidos a
ambientes diferentes, ya que continuaron consumiendo una cantidad similar de kilocalorias.
Por otro lado, los ratones alimentados con una dieta alta en grasa en un ambiente enriquecido
consumieron menos comida y kilocalorias a la semana, lo que puede explicar la disminucién

de peso observada al comparar con los ratones de la misma dieta en un ambiente normal.

Otro parametro que indica el estado del metabolismo de glucosa son los niveles basales
de glucosa en sangre después de un ayuno (Tabak et al., 2012). Observamos que los ratones
del grupo experimental 1 alimentados con una dieta normal presentaron valores similares de
glucosa basal entre los diferentes ambientes (Figura 11A), mientras que en el grupo
experimental 2 los niveles de glucosa basal se encontraron disminuidos en los ratones
sometidos a un ambiente enriquecido (Figura 11B). La administracién de una dieta alta en
grasa elevo los niveles de glucosa basal en los ratones en un ambiente normal, que a su vez se
encontraron disminuidos en los ratones sometidos a un ambiente enriquecido (DAG AE). Sin
embargo, los valores de glucosa en sangre de los ratones DAG AE fueron significativamente

mayores a los niveles observados en los ratones alimentados con una dieta normal.
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Figura 11 - Niveles de glucosa basal en sangre posterior al cambio al ambiente enriquecido

(A y B) Niveles de glucosa en sangre basal de ratones alimentados con una dieta normal (DN) o con
una dieta alta en grasa (DAG) del grupo experimental 1 (A) 10 semanas después de ser separados en
un ambiente normal (AN) y ambiente enriquecido (AE) (26 semanas totales), y del grupo
experimental 2 (B) 9 semanas después de ser separados en un AN y un AE (22 semanas totales). Los
ratones fueron sometidos a un ayuno de 6 horas previo al experimento. En las graficas se muestran
los valores de glucosa en sangre de cada individuo, asi como la media * el error estandar por grupo.
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 (* vs. DN AN, + vs. DN AE, # vs. DAG AN; ANOVA de una via)

Posteriormente, los ratones fueron sometidos a las pruebas de tolerancia a la glucosa y

de resistencia a la insulina después de 10 semanas (Grupo experimental 1) y 9 semanas
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(Grupo experimental 2) de estar en condiciones habitacionales diferentes (26 y 22 semanas
totales respectivamente) (Figura 12 y 13). Al realizar la prueba de tolerancia a la glucosa
observamos respuestas similares para los dos grupos experimentales, donde los 2 grupos de
ratones alimentados con una DN tuvieron un comportamiento correcto a un bolo de glucosa,
observando un incremento en la glucosa en sangre a los 15 minutos después de los cuales esta
disminuy6 hasta llegar a los niveles basales (Figura 12A y 12C). Sin embargo, la respuesta en
los ratones del grupo experimental 2 fue mas lenta, lo que se podria explicar por la diferencia
en la edad de los ratones entre grupos al inicio del experimento. Por otro lado, los ratones en
una DAG AN presentaron una intolerancia a la glucosa ya que después de la inyeccién de
glucosa los niveles en sangre continuaron elevandose hasta los 60 minutos, después de los
cuales disminuyeron ligeramente sin acercarse a los niveles basales, lo que nos indica que los

ratones ya no estan respondiendo correctamente a un bolo de glucosa.
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Figura 12 - Prueba de tolerancia a la glucosa (PTG) en animales sometidos a un ambiente
normal o enriquecido

(Ay C) PTG en ratones alimentados con una dieta normal (DN) o con una dieta alta en grasa (DAG)
del grupo experimental 1 (A) 10 semanas después de ser separados en un ambiente normal (AN) y
ambiente enriquecido (AE) (26 semanas totales), y del grupo experimental 2 (C) 9 semanas después
de ser separados en un AN y un AE (22 semanas totales). Las graficas representan la concentracion de
glucosa en sangre posterior a una inyeccién intraperitoneal de 1.8 mg/gr de glucosa. (B y D) El area
bajo la curva (ABC) utilizando la férmula de Tai para el grupo 1 (B) y el grupo 2 (D) de las curvas de
glucosa. En las graficas se muestran las medias * error estandar (n=5). ** P<0.01, *** P<0.001 (* vs.
DN AN y DN AE, # vs. DAG AN; prueba t de Student)
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Interesantemente, observamos que los ratones en una DAG AE todavia son capaces de
responder a una inyeccién de glucosa disminuyendo los niveles de glucosa en sangre a partir
de los 30 minutos, aunque esta respuesta se vio alterada ya que los niveles de glucosa fueron
mayores a lo largo de toda la curva al comparar con los ratones alimentados con una DN. Al
calcular el area total bajo la curva de la concentraciéon de glucosa en sangre, podemos
observar que el area de los dos grupos alimentados con una DAG fue significativamente mayor
al area de los grupos alimentados con una DN (p<0.01 DAG AN, p<0.001 DAG AE) (Figura 12B
y 12D). De igual manera, el drea bajo la curva de los ratones en una DAG AE fue menor a la de
los ratones sometidos en una DAG AN, aunque esta diferencia no es significativa para el grupo
experimental 1 probablemente debido a la alta dispersién de los datos de los ratones en un
ambiente normal (47295 + 13351.34 DAG AN vs. 37390.5 + 4897.33 DAG AE, p=0.0819 gp1),
mientras que en el grupo experimental 2 la diferencia entre las areas si resulta
significativamente diferente (65277 + 859.8 DAG AN vs. 48593 * 3291 DAG AE p<0.01 gp2)
(Tabla 3).

Al realizar la prueba de resistencia a la insulina en los dos grupos experimentales,
observamos que los ratones alimentados con una DN respondieron a una inyeccién de
insulina disminuyendo los niveles de glucosa en sangre (Figura 13A y 13C). Sin embargo,
observamos diferencias entre los dos grupos alimentados con una DN, donde la disminucion
en los niveles de glucosa en sangre fue menor en el grupo DN AN en comparacion a los del
grupo DN AE a lo largo del tiempo. Al calcular el area bajo la curva de estos grupos,
observamos que el area de los ratones en una DN AE fue significativamente menor al
comparar con el drea de los ratones en una DN AN (p<0.01 gpl y p<0.5 gp2) (Figura 13By
13D). Adicionalmente, observamos un ligero aumento en los niveles de glucosa en sangre en
los ratones en una DAG AN después de recibir la inyeccion intraperitoneal de insulina para los
dos grupos experimentales, lo que nos indica que los ratones ya no responden a la sefial de
insulina disminuyendo los niveles de glucosa en sangre (Figura 13A 'y 13C). Por el contrario,
los ratones en una DAG AE todavia son capaces de responder a la sefial de insulina ya que, en
respuesta a la inyeccién de insulina, disminuyeron los niveles de glucosa en sangre (Figura
13A y 13C). De igual manera, el area bajo la curva de los ratones sometidos en una DAG AE
fue significativamente menor al comparar con el area de los ratones en una DAG AN (p<0.01)

(Figura 13B y 13D).
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Figura 13 - Prueba de resistencia a la insulina (PRI) en animales expuestos al ambiente
enriquecido o normal.

(A y C) PRI en ratones alimentados con una dieta normal (DN) o a una dieta alta en grasa (DAG) del
grupo experimental 1 (A) 10 semanas después de ser separados a un ambiente normal (AN) y un
ambiente enriquecido (AE) (26 semanas totales), y del grupo experimental 2 (C) 12 semanas después
de ser separados a un AN y un AE (25 semanas totales). Las graficas representan la concentracién de
glucosa en sangre posterior a una inyeccién intraperitoneal de 1mU/gr de insulina. (B y D) El 4rea
bajo la curva (ABC) utilizando la férmula de Tai para el grupo 1 (B) y el grupo 2 (D) de las curvas de
glucosa. En las gréaficas se muestran las medias # error estdndar (n=5). * P<0.05, ** P<0.01,
*#* P<0.001 (* vs. DN AN, + vs. DN AE, # vs. DAG AN; prueba t de Student)

En conjunto, los resultados de las pruebas de tolerancia a la glucosa y resistencia a la
insulina nos indican que antes del cambio al ambiente enriquecido los ratones alimentados
con una dieta alta en grasa presentaron alteraciones en el metabolismo de glucosa (similar a
un estado pre diabético para el grupo experimental 1 y al desarrollo de diabetes tipo II para el
grupo experimental 2); mientras que las pruebas realizadas después de la division en
ambientes indican que los ratones alimentados con una dieta alta en grasa en un ambiente
normal presentan una intolerancia a la glucosa y una resistencia a la insulina (similar al
desarrollo de diabetes tipo II). Al realizar las pruebas después de separar a los ratones en
diferentes ambientes, observamos que los ratones alimentados con una dieta normal todavia

respondieron a las sefiales de glucosa y de insulina aunque en menor grado a lo observado
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previo al cambio de ambiente (Figuras suplementarias 2 y 3). Lo anterior es consistente con
estudios previos donde observan que la cepa C57BL/6 desarrolla una ligera resistencia a la
insulina con la edad (Collins et al., 2004). De manera interesante, los ratones alimentados con
una dieta normal sometidos a un ambiente enriquecido presentaron una mayor sensibilidad a
la insulina al comparar con los ratones alimentados con la misma dieta en un ambiente
normal. Esta respuesta es comparable con la observada en la prueba de resistencia a la
insulina realizada antes de la separacidén en ambientes (Figura suplementaria 3). De igual
manera, el ambiente enriquecido mejoré significativamente la respuesta a glucosa y a insulina
en los ratones alimentados con una dieta alta en grasa, los cuales se comportaron de manera
similar a las pruebas realizadas en los ratones alimentados con una dieta alta en grasa antes
de la division en ambientes (Figuras suplementarias 4 y 5). Estos datos en conjunto nos
sugieren que el ambiente enriquecido es capaz de aumentar la sensibilidad a la insulina y
mejorar el metabolismo de glucosa en ratones alimentados con una dieta normal durante el
envejecimiento y en ratones alimentados con una dieta alta en grasa que desarrollan

obesidad.
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(144

Grupo 1 Grupo 2
DN AN DN AE DAG AN DAG AE DN AN DN AE DAG AN DAG AE
TlemPo en 12 semanas (28 semanas totales) 12 semanas (25 semanas totales)
ambiente
Peso 28.2 gr 29.02 gr 41.45 gr 39.17 gr 29.6 gr 29.15 gr 41.32 gr 39.72 gr
Inicial +0.8 +0.76 gk | e + 1.5 +0.77 +0.69 +1.09 ™+ +0.95 ™+
Peso Final 32.5gr 30.54 gr 47.36 gr 40.4 gr 33 gr 28.88 gr 47 gr 46.38 gr
*1.17 +0.98 £ 1.5 + 1.8 e *1.16 £0.74™ +1.22 7 +0.58 "+
Consumo 25.7 gr 24.5 gr 223 gr 15.3 gr £ 0.47 23.6 gr 22.7 gr 17.2 gr 15 gr £ 0.48
Alimento +0.16 £0.22™ +0.34 "+ T s A +0.66 + 0.46 +0.14 ™+ S e
Consumo 79.8 kcal 76 kcal 116.4 kcal 81 kcal 73.2 kcal 70.4 kcal 90.2 kcal 78.6 kcal
Kcal +0.45 +0.65 +1.73 "7+ + 2.5 #i +2.05 +1.43 +0.76 "+ + 2.5+ #H#
Glucosa 1409 mg/dL | 137.6 mg/dL | 182.5mg/dL | 159.4 mg/dL 162 mg/dL 150.5 mg/dL | 226.3 mg/dL | 192.5 mg/dL
Basal +3.4 +5.7 + 7.3 +10.24 +;# +4.2 +2.7" +12.2 ™7+ + 14,47+ #
ABC PTG 239955 23911.5 47295 37390.5 + 29947.5 26893.5 65277 485925 +
+1472.5 +1341.6 *+6675.7 7+ | 2190.2 7+ +3458.4 +1020 +860 " | 3291 ;e #E
ABC PRI 14821.5 10494.4 211575+ 14010 17944.5 14185.5 21933.75 16785
+779.8 +881.6™ 1095.1 ™ +++ + 1413 ## +1158 +878" +953 %+ +828.7 +; ##

Tabla 3. Resumen de los resultados obtenidos de los ratones alimentados con una dieta normal (DN) o una dieta alta en grasa (DAG) después de ser
separados en un ambiente normal (AN) o en un ambiente enriquecido (AE) por 12 semanas. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 (* vs. DN AN, + vs. DN AE,

# vs. DAG AN)




EL AMBIENTE ENRIQUECIDO DISMINUYE LA PREVALENCIA DE ESTRUCTURAS DE
TIPO CORONA EN EL TEJIDO ADIPOSO DE RATONES ALIMENTADOS
CON UNA DIETA ALTA EN GRASA

Los ratones fueron sacrificados a las 28 semanas (grupo experimental 1) y 27 semanas
(grupo experimental 2) después de haber iniciado el experimento para obtener sangre, tejido
adiposo, higado, hipotdlamo y cerebro completo. Se realizéd un andlisis histolégico de tejido
adiposo del grupo experimental 1 para determinar si los ratones sometidos a un ambiente
enriquecido presentaban cambios en el tamafio de los adipocitos y en la infiltracién de células
del sistema inmune (Figura 14). Podemos observar que los ratones de los dos grupos a los
cuales se les administro una dieta normal presentaron adipocitos de tamafio similar, al igual
que poca infiltracion de células al tejido adiposo (Figura 14A y 14B). Los adipocitos de los
ratones en una DAG AN son de mayor tamafio que los de ratones a los cuales se les administré
una dieta normal; asi mismo, se observo la presencia de estructuras tipo corona de adipocitos
rodeados por macréfagos (Figura 14C). Al comparar a los ratones en una DAG AN contra los
ratones en una DAG AE observamos que el tamafio de los adipocitos fue similar, pero se
observ6 una menor presencia de estructuras de tipo corona en los ratones en un ambiente
enriquecido (Figura 14D). No observamos diferencias en la morfologia del tejido adiposo en
los ratones de DN AN y DN AE. Estos resultados sugieren que la administraciéon de una dieta
alta en grasa lleva a un aumento en el tamano de los adipocitos y a la formacion de estructuras
de tipo corona que corresponden a adipocitos en proceso de muerte rodeados por
macroéfagos. El ambiente enriquecido no previene el aumento de tamafio de los adipocitos
pero disminuye la prevalencia de estructuras de tipo corona. Esto sugiere que el ambiente
enriquecido podria estar regulando la activacién de vias que promuevan la muerte de

adipocitos o la infiltracion y diferenciacion de macréfagos al tejido adiposo.
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Figura 14 - Histologia de tejido adiposo de ratones alimentados con una dieta alta en grasa y

en un ambiente enriquecido

A-D) Imagenes representativas de cortes histolégicos de tejido adiposo tefiidos con hematoxilina y
eosina de ratones del grupo experimental 1 alimentados con una dieta normal en un ambiente
normal (DN AN) (A), con una dieta normal en un ambiente enriquecido (DN AE) (B), con una dieta
alta en grasa en un ambiente normal (DAG AN) (C) o con una dieta alta en grasa en un ambiente
enriquecido (DAG AE) (D). Las flechas indican las estructuras de tipo corona, en (C) se muestra un
acercamiento de una estructura tipo corona. Las microfotografias fueron tomadas utilizando el
objetivo 20X. E) Distribucién del tamafio de los adipocitos. En la grafica se muestra el promedio * la
desviacion estandar (n=2) * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 (* vs. DN AN, # vs. DN AE; ANOVA de una

via)
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EL AMBIENTE ENRIQUECIDO REGULA LA ACTIVACION DE JNK EN HIGADO

Diferentes estudios han determinado que la obesidad lleva a un estado de inflamacién

que se caracteriza por la activacion de las vias de JNK y NF-kB/IKK, entre otras, en diferentes

tejidos incluyendo higado, tejido adiposo y pancreas (Arkan et al., 2005; Bashan et al., 2007;

Cai, 2009; Sabio and Davis, 2010). Asi mismo, se ha determinado que la inhibicién de estas

vias en diferentes tejidos mejora la sensibilidad a la insulina y la homeostasis de glucosa

(Tuncman et al., 2006; Yuan et al, 2001), por lo que decidimos determinar el impacto del

ambiente enriquecido sobre el estado de activacién de estas vias. Para ello, realizamos

ensayos de Western Blot a partir de extractos proteicos de higado. Se determinaron los niveles

de fosforilacion de la cinasa o/ de IxB (IKKa/f) como indicador de la activacién de la via de

NF-kB/IKK, al igual que los niveles de fosforilacion de la cinasa NH2-terminal de cJun (JNK)

para determinar su activacion.
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Figura 15 - Activacion de la via de JNK en higado en respuesta a una dieta alta en grasay a un
ambiente enriquecido
A) Analisis representativo de Western Blot para JNK fosforilado (p-JNK) y JNK total en higados de
ratones del grupo experimental 1 alimentados con una dieta normal en un ambiente normal (DN AN),
dieta normal en un ambiente enriquecido (DN AE), dieta alta en grasa en un ambiente normal (DAG
AN) y dieta alta en grasa en un ambiente enriquecido (DAG AE) utilizando ERK como control de
carga. (B-D) Cuantificacién por densitometria de los niveles de fosforilacién de la isoforma grande de
JNK (p-JNK p54) (B), de los niveles totales de la isoforma grande de JNK (JNK p54) (C) y de los
niveles totales de la isoforma pequefia de JNK (JNK p46) (D). En las graficas se muestran medias +
error estandar (n=6). * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 (* vs. DN AN, + vs. DN AE, # vs. DAG AN;
prueba t de Student)
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En los extractos proteicos de higado no logramos observar la presencia de IKKa/[3
fosforilado (datos no mostrados). Al determinar los niveles de JNK fosforilado (p-JNK)
observamos que solo la isoforma grande de JNK (JNK p54) se encuentra fosforilada en higado,
aunque las dos isoformas se observaron en su forma no fosforilada (Figura 154, 16A).
Posteriormente, se realizé un andlisis de cuantificaciéon por densitometria para comparar los
niveles de proteina entre los grupos. En los ratones del grupo experimental 1, observamos
menores niveles de p-JNK en los ratones en una DN AE al comparar con el grupo DN AN; de
forma similar observamos una menor fosforilacién de JNK en los ratones en una DAG AE
comparando con el grupo DAG AN y DN AN (Figura 15B) (Tabla 4). Adicionalmente,
observamos niveles disminuidos de JNK p54 total en los dos grupos de ambiente enriquecido
(Figura 15C), mientras que la isoforma pequefia [NK p46 tiene niveles similares entre los
cuatro grupos (Figura 15D). Contrario a lo esperado, no observamos un aumento en los
niveles de p-JNK o JNK total en los ratones sometidos a una DAG AN. De estos andlisis
podemos concluir que en el grupo experimental 1, el ambiente enriquecido disminuye los
niveles de JNK p54 total y fosforilado en higado, independientemente de la dieta (DN o DAG)
que hayan recibido los ratones.

Los ensayos de Western Blot mostraron que en los extractos proteicos de higado del
grupo experimental 2 (Figura 16A) los niveles de p-JNK p54 se encuentran aumentados en el
grupo DAG AN en comparacién con el grupo DN AN, y de forma inesperada encontramos que
los grupos DN AE y DAG AE presentan valores ain mayores a los ratones en un ambiente
normal (Figura 16B) (Tabla 4). No se observaron diferencias en los niveles de JNK p54 entre
los cuatro grupos (Figura 16C), mientras el grupo de DAG AE presentd niveles disminuidos
de JNK p46 al ser comparado con el grupo DN AN (Figura 16D). Estos resultados sugieren
que en el grupo experimental 2 el ambiente enriquecido aumenta los niveles de
p-JNK en higado, lo que difiere con los resultados obtenidos para el grupo experimental 1
(Figura 15B), y disminuye los niveles de JNK p46 en los ratones a los que se les administré
una dieta alta en grasa. En el grupo experimental 2 también fue evidente que los niveles de la
cinasa ERK (utilizada como control de carga) parecieran estar variando entre los 4 grupos

(Figura 16A), lo que podria estar afectando los valores de densitometria.
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Figura 16 - Activacion de la via de JNK en higado en respuesta a una dieta alta en grasay a un
ambiente enriquecido

A) Analisis representativo de Western Blot para JNK fosforilado (p-JNK) y JNK total en higados de
ratones del grupo experimental 2 alimentados con una dieta normal en un ambiente normal (DN AN),
dieta normal en un ambiente enriquecido (DN AE), dieta alta en grasa en un ambiente normal (DAG
AN) y dieta alta en grasa en un ambiente enriquecido (DAG AE) utilizando ERK como control de
carga. (B-D) Cuantificacién por densitometria de los niveles de fosforilacién de la isoforma grande de
JNK (p-JNK p54) (B), de los niveles totales de la isoforma grande de JNK (JNK p54) (C) y de la
isoforma pequeria de JNK (JNK p46) (D). En las graficas se muestran medias * error estandar (n=6).
*P<0.05, ** P<0.01 (*vs.DN AN, + vs. DN AE, # vs. DAG AN; prueba t de Student)

EL AMBIENTE ENRIQUECIDO DISMINUYE LA ACTIVACION DE JNK E IKK
EN EL HIPOTALAMO

La administracion de una dieta alta en grasa también lleva a la activacion de las vias de
JNK y NF-kB/IKK en el hipotdlamo (De Souza et al,, 2005; Zhang et al., 2008), lo que lleva al
desarrollo de resistencia a la leptina y a la insulina en esta region del cerebro. De igual
manera, la delecion de JNK1 o de IKKB en neuronas y en el hipotalamo, lleva a una
disminucién en la ingesta y aumenta la sensibilidad a la insulina (Belgardt et al., 2010; Benzler
et al, 2013; Posey et al, 2009; Sabio et al., 2010), por lo que decidimos determinar la

activacion de estas vias en el hipotdlamo en nuestras condiciones experimentales.

En los extractos proteicos de hipotalamo del grupo experimental 1 (Figura 17A),
podemos observar que los ratones en una DAG AE presentan menores niveles de IKKa/f3

fosforilados (p-IKK) al comparar con el grupo de DAG AN y DN AE (Figura 17B). En cuanto a
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los niveles de p-JNK p54 observamos una gran variabilidad en los valores de densitometria de
cada grupo lo que no nos permite determinar diferencias entre los grupos (Figura 17C).
Adicionalmente, observamos menores niveles de p-JNK p46 en los grupos de DN AE y DAG AN
al ser comparados con el grupo DN AN (Figura 17D), mientras que detectamos niveles

similares de JNK total entre los cuatro grupos (Figura 17E y 17F).
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Figura 17 - Activacion de la via de IKK y de JNK en hipotilamo en respuesta a una dieta alta en
grasa y a un ambiente enriquecido

A) Andlisis de Western Blot para IKKa /[ fosforilado (p-IKK), JNK fosforilado (p-JNK) y JNK total en
hipotalamos de ratones del grupo experimental 1 alimentados con una dieta normal en un ambiente
normal (DN AN), dieta normal en un ambiente enriquecido (DN AE), dieta alta en grasa en un
ambiente normal (DAG AN) y dieta alta en grasa en un ambiente enriquecido (DAG AE) utilizando
ERK como control de carga. (B-F) Cuantificacién por densitometria de los niveles de fosforilacién de
de IKKa/B (p-IKK) (B), de fosforilacion de la isoforma grande de JNK (p-JNK p54) (C), de
fosforilacion de la isoforma pequefia de JNK (p-JNK p46) (D), de los niveles totales JNK p54 (E) y de
JNK p46 (F). En las graficas se muestran medias * desviacion estdndar (n=3). * P<0.05 (* vs. DN AN,
+vs. DN AE, # vs. DAG AN; prueba t de Student)
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Figura 18 - Activacion de la via de IKK y de JNK en hipotdlamo en respuesta a una dieta alta en
grasa y a un ambiente enriquecido

A) Analisis de Western Blot para IKKa/f fosforilado (p-IKK), JNK fosforilado (p-JNK) y JNK total en
hipotalamos de ratones del grupo experimental 2 alimentados con una dieta normal en un ambiente
normal (DN AN), dieta normal en un ambiente enriquecido (DN AE), dieta alta en grasa en un
ambiente normal (DAG AN) y dieta alta en grasa en un ambiente enriquecido (DAG AE) utilizando
ERK como control de carga. (B-F) Cuantificacion por densitometria de los niveles de fosforilacion de
de IKKa/B (p-IKK) (B), de fosforilacion de la isoforma grande de JNK (p-JNK p54) (C), de
fosforilacion de la isoforma pequefia de JNK (p-JNK p46) (D), de los niveles totales JNK p54 (E) y de
JNK p46 (F). En las graficas se muestran medias + desviacién estandar (n=3). * P<0.05, ** P<0.01
(* vs. DN AN, + vs. DN AE, # vs. DAG AN; prueba t de Student)

Al determinar la activacion de estas vias en los extractos proteicos de hipotalamo del
grupo experimental 2 (Figura 18A), los resultados mostraron una disminucién en los niveles
de p-IKK en los grupos DN AE y DAG AN al comparar con el grupo DN AN, mientras que el
grupo DAG AE muestra niveles inferiores al comparar con los otros tres grupos (Figura 18B).
En cuanto a los niveles de p-JNK p54, observamos un aumento significativo en el grupo DAG

AN al compararlo con los ratones en una DN AN, los cuales se ven disminuidos en los ratones
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en una DAG AE (Figura 18C). Adicionalmente, observamos que los niveles p-JNK p46
disminuyen en ambos grupos de ambiente enriquecido al comparar con los grupos de
ambiente normal en la misma dieta (DN AE vs. DN AN y DAG AE vs. DAG AN) (Figura 18D)
(Tabla 4). Finalmente, no se observaron diferencias en los niveles totales de las dos isoformas
de JNK entre los cuatro grupos (Figura 18E y 18F). En conjunto, los resultados de los dos
grupos experimentales sugieren que en el hipotdlamo la administraciéon de una dieta alta en
grasa eleva los niveles de fosforilacién de JNK p54, y que estos disminuyen en respuesta a un
ambiente enriquecido, mientras que el ambiente enriquecido disminuye los niveles de p-IKK y

de p-JNK p46 en ratones sometidos a una dieta normal y a una dieta alta en grasa.

EL AMBIENTE ENRIQUECIDO INDUCE MOLECULAS IMPORTANTES PARA EL
FUNCIONAMIENTO NEURONAL

Diferentes estudios han determinado que el ambiente enriquecido lleva a un aumento
en los niveles de ARN mensajero del factor de transcripcién c-Fos y en los niveles proteicos de
la neurotrofina BDNF en diferentes regiones del cerebro (Ali et al., 2009; Bakos et al., 2009;
Ickes et al, 2000; Zhao et al., 2001), lo que es indicativo de un aumento en la actividad
neuronal. BDNF es sintetizado como un precursor (pre-proBDNF) que rapidamente sufre un
corte proteolitico para dar lugar a proBDNF (32kDa). proBDNF puede ser procesado
intracelularmente por diferentes enzimas y ser secretado en su forma madura de 14kDa, o
puede ser secretado como pro-BDNF y luego cortado por proteasas extracelulares (Cunha et
al., 2010), por lo que las dos formas tienen relevancia biolégica. Dados estos antecedentes,
decidimos determinar los niveles de c-Fos, pro-BDNF y BNDF para determinar si el ambiente

enriquecido favorece la activacion del hipotdlamo en nuestras condiciones experimentales.

En los extractos proteicos de hipotalamo del grupo experimental 1 podemos observar
una disminucién en los niveles de c-Fos y de proBDNF en los ratones en una DAG AN al
comparar con los ratones sometidos a una DN AN y DN AE (Figura 19B y 19(C).
Adicionalmente, observamos un aumento en los niveles de BDNF maduro (BDNF) en los
ratones en un ambiente enriquecido al comparar con los ratones en un ambiente normal que
consumian la misma dieta (DN AE vs. DN AN y DAG AE vs. DAG AN) (Tabla 4), siendo este
aumento mas evidente en el grupo DAG AE (Figura 19D). Al determinar los niveles totales de
BDNF (proBDNF + BDNF) observamos una disminucidn significativa en los ratones sometidos
a una DAG AN, mientras que los ratones en una DAG AE no presentaron esta disminucion

(Figura 19E).
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Figura 19 - Niveles de c-Fos y BDNF en el hipotalamo en respuesta a una dieta alta en grasay a
un ambiente enriquecido
A) Anadlisis de Western Blot para c-Fos, proBDNF y BDNF en hipotdlamos de ratones del grupo
experimental 1 alimentados con una dieta normal en un ambiente normal (DN AN), dieta normal en
un ambiente enriquecido (DN AE), dieta alta en grasa en un ambiente normal (DAG AN) y dieta alta en
grasa en un ambiente enriquecido (DAG AE) utilizando ERK como control de carga. (B-E)
Cuantificacién por densitometria de los niveles de c-Fos (B), de proBDNF (C), de BDNF maduro
(BDNF) (D), y de BDNF total (pro-BDNF + BDNF) (E). En las graficas se muestran medias + desviacion
estandar (n=3). * P<0.05, ** P<0.01 (* vs. DN AN, + vs. DN AE, # vs. DAG AN; prueba t de Student)

En el grupo experimental 2 (Figura 20A), observamos una disminucién en los niveles
proteicos de c-Fos y de proBDNF en el hipotadlamo de los ratones en una DAG AN en
comparacion con los hipotdlamos de ratones alimentados con una dieta normal, que es
revertida en los ratones en una DAG AE (Figura 20B y 20C). Sin embargo, aun falta por
determinar los niveles de BDNF maduro utilizando geles de poliacrilamida de mayor
porcentaje para separar BDNF (14 KDa) del frente del gel (Figura 20A). Independiente de
esto, los resultados sugieren que la administracion de una dieta alta en grasa disminuye los
niveles de BDNF y c-Fos en el hipotdlamo, mientras que el ambiente enriquecido impide o

revierte esta disminucion y pareciera aumentar el procesamiento de pro-BDNF a BDNF, ya

que los niveles de BDNF total no se ven alterados.
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Figura 20 - Niveles de c-Fos y BDNF en el hipotalamo en respuesta a una dieta alta en grasay a
un ambiente enriquecido

A) Analisis de Western Blot para c-Fos, proBDNF y BDNF en hipotalamos de ratones del grupo
experimental 2 alimentados con una dieta normal en un ambiente normal (DN AN), dieta normal en
un ambiente enriquecido (DN AE), dieta alta en grasa en un ambiente normal (DAG AN) y dieta alta
en grasa en un ambiente enriquecido (DAG AE) utilizando ERK como control de carga. (B-C)
Cuantificacion por densitometria de los niveles de c-Fos (B), y de proBDNF (C). En las graficas se
muestran medias * desviaciéon estandar (n=3). * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 (* vs. DN AN,
+vs. DN AE, # vs. DAG AN; prueba t de Student)

ACTIVACION DE LA VIA DE SENALIZACION DE INSULINA

La activacién de las vias de IKK y JNK lleva a la inhibicién de la via de sefalizacién de
insulina (Aguirre et al., 2002; Gao et al., 2002), por lo que realizamos un analisis de los niveles
de fosforilacion de AKT (p-AKT) como indicador de la activacion de esta via en el hipotalamo
(Figura 21A). Previo al sacrificio, los ratones fueron sometidos a un ayuno de 6 horas donde
un subconjunto de ratones de cada grupo recibié una inyeccion intraperitoneal de insulina
(ImU/gr) 5 minutos antes del sacrificio. Posteriormente se colectaron los hipotdlamos para

obtener extractos proteicos.

Considerando unicamente los ratones sin inyecciéon de insulina, podemos observar que
los animales en un ambiente enriquecido presentaron niveles basales de p-AKT elevados al
comparar con los ratones en un ambiente normal (Figura 21B). Al ver la activacién de p-AKT

en respuesta a una inyeccién de insulina (normalizando los valores de cada grupo con

50



respecto a los niveles de p-AKT basal) observamos un aumento en p-AKT en los grupos DN AN
y DAG AN, que no fue observado en los ratones de los grupos de ambiente enriquecido
(Figura 21C). Estos resultados sugieren que el ambiente enriquecido incrementa los niveles
basales de p-AKT, lo que podria indicar una mejor activaciéon de la via de sefializacion de
insulina. Contrario a lo esperado, observamos una induccién en los niveles de AKT fosforilado

en los ratones alimentados con una dieta alta en grasa en un ambiente normal (Figura 21B).

Esto sugiere que, aunque observamos una resistencia a la insulina en las pruebas, el
hipotalamo todavia es capaz de responder a la inyeccién de insulina para activar a AKT. Aun
asf, faltaria hacer mas pruebas para determinar el estado de activacion del resto de la via de
sefalizaciéon de insulina (por ejemplo, los niveles de fosforilacion de IRS) y si esta se

encuentra inhibida en los ratones alimentados con una dieta alta en grasa.
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Figura 21 - Activacion de la via de AKT en el hipotalamo en respuesta a una dieta alta en grasa
y a un ambiente enriquecido

A) Analisis de Western Blot para AKT fosforilado (p-AKT) y AKT total en hipotdlamos de ratones del
grupo experimental 1 alimentados con una dieta normal en ambiente normal (DN AN), dieta normal
en un ambiente enriquecido (DN AE), dieta alta en grasa en un ambiente normal (DAG AN) y dieta
alta en grasa en un ambiente enriquecido (DAG AE) utilizando ERK como control de carga. Los
ratones fueron sometidos a un ayuno de 6 horas y fueron divididos en dos grupos: sin tratamiento (-)
y con una inyeccién de 1mU/gr de insulina 5 minutos previo al sacrificio (+). (B) Cuantificacién por
densitometria de los niveles de fosforilacién de AKT en higado de ratones en ayuno (p-AKT basal).
(C) Cuantificacién por densitometria de los niveles de p-AKT en higado en respuesta a una inyeccién
de insulina, normalizando los valores de cada grupo con los niveles de p-AKT basal (n=1).
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Grupo 1 Grupo 2
DN AN DN AE DAG AN DAG AE DN AN DN AE DAG AN DAG AE
1 0.56 0.8 03+ 1 14.91 + 2.97 14.64
o | PINKpS54 +0.09 £0.13" +0.12 0.075™# | £0.25 474" £0.84%+ | £5.47%#
S NK 054 1 0.83 0.90 0.70 1 1.07 1.01 0.95
&0 | INKp +0.06 +0.02 +0.07 +0.04 " +0.03 +0.11 +0.05 +0.06
= INK pd6 1 0.85 1.06 0.87 1 0.91 0.92 0.65
+0.09 +0.06 +0.14 +0.04 +0.01 +0.09 +0.14 +0.12"
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1 0.43 13 0.42 1 1.48 2.28 0.88
p-JNKp54 +0.41 +0.16 +0.75 +0.24 +0.14 +0.23 +0.36 +0.29 #
1 0.68 0.77 0.98 1 0.54 1.15 0.60
p-JNKp46 +0.065 +0.11°" +0.05" +0.26 +0.18 +0.03* +0.13 + +0.02 #
° 1 1.05 1 0.94 1 0.91 0.83 0.77
E INK p54 +0.24 +0.09 +0.17 +0.07 +0.05 +0.055 +0.12 +0.065 *
5 1 1.035 0.97 0.98 1 1.00 0.95 0.92
2 +0.2 +0.06 +0.12 +0.095 +0.1 +0.05 +0.1 +0.04
= 1 0.64 0.145 0.36 1 0.71 0.32 0.66
e c-Fos +0.36 +0.14 +0.05 % * +0.13 + 0.02 +0.15 +0.05"+ | +0.08";*
1 0.75 0.065 0.64 1 1.04 0.04 0.475
B DL +0.17 +0.09 +0.02%+ | +0.07# +0.2 +0.17 +0.009 %+ | +0.01+###
1 5.12 3.37 8.5
BDNF +0.04 +0.74" +1.42 +1.27 7544 ND ND ND ND
LWL el + (}.25 x 01.09 + 096@3*; v | s (())'.23 # AP A i i

Tabla 4. Resumen de los resultados obtenidos de los ensayos de Western Blot de los ratones alimentados con una dieta normal (DN) o una dieta alta en grasa
(DAG) después de ser separados en un ambiente normal (AN) o en un ambiente enriquecido (AE) por 12 semanas. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001

(* vs. DN AN, + vs. DN AE, # vs. DAG AN)




En conjunto nuestros resultados nos sugieren que el ambiente enriquecido disminuye la
activacion de las vias de IKK y de JNK, y previene la disminucién en los niveles de c-Fos y
BDNF en el hipotdlamo causada por la administracién de una dieta alta en grasa. A nivel
hepatico, la respuesta fue mas compleja y no fue consistente entre los dos grupos
experimentales, por lo que habria que realizar mas pruebas para determinar la activacién de

estas vias en la periferia.
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DISCUSION

La obesidad y la diabetes tipo II son un problema creciente de salud que afecta la
calidad de vida de muchas personas a nivel mundial. El consumo de un exceso de nutrientes,
en especial una dieta alta en grasa, genera un estado de inflamaciéon crénico de baja
intensidad que tiene un papel directo en la inhibicién de las vias de sefializacion de insulina y
de leptina en el hipotdlamo, lo que altera la homeostasis energética del organismo. Diferentes
estudios han determinado que la exposiciéon a un ambiente enriquecido favorece la activacion
del hipotalamo y puede alterar elementos de la respuesta inmune. Cao y colaboradores (Cao et
al., 2011) demostraron que los ratones sometidos a un ambiente enriquecido presentan una
menor ganancia de peso al ser alimentados con una dieta alta en grasa. En ese estudio los
ratones fueron sujetos al ambiente enriquecido y alimentados con una dieta alta en grasa
desde las 3 semanas de edad, lo que muestra un papel preventivo del ambiente enriquecido
en el desarrollo de obesidad (Cao etal, 2011). Nosotros quisimos determinar si el ambiente
enriquecido era capaz de activar la funcién homeostatica del hipotdlamo una vez que ya se ha
establecido una condicion de obesidad y una alteracion del metabolismo de glucosa debido a

la administraciéon de una dieta alta en grasa.

Para probar nuestra hipétesis utilizamos un modelo murino de obesidad y diabetes tipo
II inducido por dieta, en el cual administramos una dieta alta en grasa a ratones por 3 o 4
meses para generar obesidad y alteraciones en el metabolismo de glucosa, utilizando ratones
alimentados con una dieta normal como control. Posteriormente, los ratones fueron divididos
en un ambiente normal o un ambiente enriquecido por 3 meses adicionales para valorar sus
efectos. En nuestras condiciones logramos validar nuestro modelo experimental,
recapitulando los resultados obtenidos en diferentes estudios donde muestran que la
administracién de una dieta alta en grasa genera un aumento en el peso, intolerancia a la

glucosa y resistencia a la insulina (Collins et al., 2004; Parekh et al., 1998; Xu et al., 2003).

De acuerdo con nuestra hipotesis, observamos que someter a ratones obesos a un
ambiente enriquecido mejora la homeostasis de glucosa y la sensibilidad a la insulina. A pesar
de que observamos una disminucién de peso en las primeras semanas en los ratones
alimentados con una dieta alta en grasa después de que fueron cambiados a un ambiente
enriquecido, los ratones continuaron aumentando de peso aun cuando consumian menos
cantidad de calorias a la semana que los ratones en un ambiente normal. Interesantemente,

observamos que los ratones alimentados con una dieta normal en un ambiente enriquecido
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presentaron mayor sensibilidad a la insulina que los ratones en un ambiente normal, los
cuales desarrollan una ligera resistencia a la insulina con la edad (Collins et al, 2004).
Nosotros no observamos una disminucién en el peso de los ratones sometidos a un ambiente
enriquecido en una dieta normal a diferencia de lo reportado en otros estudios (Cao et al,
2011), lo que probablemente se deba a la ausencia de ruedas de ejercicio en nuestras
condiciones de ambiente enriquecido. Estos resultados nos sugieren que bajo nuestras
condiciones experimentales, el ambiente enriquecido es capaz de mejorar la homeostasis de la
glucosa y aumentar la sensibilidad a la insulina de forma independiente a la pérdida o

ganancia de peso en los ratones.

En el tejido adiposo observamos un aumento en el area de los adipocitos, ademas de
una mayor infiltracién de células y la presencia de estructuras tipo corona en los ratones
alimentados con una dieta alta en grasa, como ha sido reportado en otros estudios (Park et al.,
2010; Strissel et al., 2007; Weisberg et al,, 2003). De manera interesante, nuestros datos
muestran que el ambiente enriquecido disminuye la prevalencia de estructuras tipo corona en
el tejido adiposo de los ratones alimentados con una dieta alta en grasa. Sin embargo, no
observamos una disminucién en el tamafio de los adipocitos ni en la infiltracién de células al
tejido adiposo respecto a los ratones alimentados con una dieta normal. Diferentes estudios
han determinado que un estado de obesidad favorece la infiltracion de células del sistema
inmune al tejido adiposo y su activacion hacia fenotipos inflamatorios (Ji et al., 2012; Lumeng
etal, 2007; Nishimura et al., 2009; Zeyda et al., 2007). Adicionalmente, se ha determinado que
el ambiente enriquecido tiene un efecto en diferentes células del sistema inmune incluyendo
una mayor activacion de células NK y a la activaciéon alterna de microglia (macréfagos
residentes del sistema nervioso) mediada por IL-4 (Cao et al, 2010; Ziv et al, 2006).
Resultaria interesante evaluar la proporcion y el tipo de células infiltradas en el tejido adiposo
de los ratones en un ambiente enriquecido alimentados con una dieta alta en grasa, ya que
otros estudios han observado que una mayor actividad de células NKT y la activacién de
macrofagos con IL-4 hacia un fenotipo M2, que secreta un perfil de citocinas anti-inflamatorio,
aumenta la sensibilidad a la insulina y disminuye la ganancia de peso y los niveles de leptina
en sangre (Ji et al,, 2012; Lynch et al, 2012; Odegaard et al.,, 2008); lo que podria explicar
nuestros resultados. Adicionalmente seria interesante evaluar los niveles de citocinas en
sangre con el objeto de determinar si en nuestras condiciones experimentales el ambiente
enriquecido es capaz de disminuir los niveles de citocinas pro-inflamatorias descritas durante

la obesidad (Leptina, TNF-a, IL-1b e IL-6) (Hotamisligil et al., 1995; Park et al., 2010) y a su
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vez, aumentar los niveles de marcadores anti-inflamatorios (adiponectina, IL-4 e IL-10). Por
tanto, se requieren mas estudios para determinar el mecanismo que conlleva a la disminucién
de la formaciéon de estructura de tipo corona, ya sea por un menor reclutamiento y
diferenciacion de macréfagos o por una disminucidn en la muerte de adipocitos. Contrario a lo
descrito por Cao y colaboradores (Cao et al., 2011), no observamos algiin cambio en el color o
en la morfologia del tejido adiposo que nos pudiera indicar una diferenciacién del tejido
adiposo blanco a tejido adiposo pardo en los ratones sometidos a un ambiente enriquecido.
Esto podria deberse a la ausencia de ruedas de ejercicio en nuestro modelo de ambiente

enriquecido, o al tipo de tejido adiposo analizado.

La activacion de las vias de sefializacion de IKK y de JNK tiene un papel directo en la
inhibicién de la sefializacién de insulina en diferentes tejidos (Aguirre et al., 2002; Gao et al,,
2002). A su vez, se ha determinado que la inhibicién o deleciéon de IKKf3 o JNK1 en neuronas
del hipotalamo genera una disminucién en la ingesta de alimento y aumenta el gasto
energético y la sensibilidad a insulina en ratones obesos (Belgardt et al., 2010; Sabio et al,
2010; Zhang et al,, 2008), por lo que decidimos evaluar el efecto del ambiente enriquecido
sobre la activacion de estas vias de sefalizacion. En nuestras condiciones experimentales no
logramos observar la activacién de IKKa/f3 en higado en respuesta a una dieta alta en grasa
reportada en otros estudios (Cai et al.,, 2005), por lo que habria que utilizar otro marcador
para poder evaluar la activacién de esta via. Con respecto a la via de JNK, los resultados
obtenidos en higado no fueron concluyentes ya que observamos una disminucién en los
niveles de JNK p54 total y fosforilado en los ratones del grupo experimental 1, mientras que
observamos un aumento en la fosforilaciéon de JNK p54 en el grupo experimental 2 en los
ratones sometidos a un ambiente enriquecido. Por lo tanto se requieren mas estudios para
determinar el estado de activacién de las vias inflamatorias en la periferia, ya sea mediante el
uso de otros marcadores, o evaluando la activacién de estas vias en otros tejidos (ej. en tejido

adiposo).

Observamos un aumento en la activaciéon de la via de JNK en el hipotilamo de los
ratones alimentados con una dieta alta en grasa, que concuerda con lo reportado en otros
estudios (Belgardt et al., 2010; De Souza et al., 2005). Sin embargo, en nuestras condiciones
experimentales no logramos observar un aumento en los niveles de fosforilacion de IKK que
habia sido reportado previamente (Posey et al., 2009), pero faltaria determinar si podemos

observar la activacion de esta via por un aumento en la actividad de NF-xB (De Souza et al,
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2005; Zhang et al., 2008). Adicionalmente, el ambiente enriquecido disminuy6 la activaciéon
de las vias inflamatorias de JNK e IKK en el como habiamos sugerido en nuestra hipotesis.
Diferentes estudios han determinado que la inhibicién de las vias de JNK e IKK en el
hipotalamo llevan a una disminucién en la ingesta y ganancia de peso, al igual que a un
aumento en la sensibilidad a la insulina (Belgardt et al., 2010; Benzler et al., 2013; Posey et al.,
2009; Sabio et al., 2010), lo que sustenta los efectos que estamos observando en los ratones
sometidos a un ambiente enriquecido alimentados con una dieta alta en grasa. De forma
interesante, observamos que los ratones alimentados con una dieta normal en un ambiente
enriquecido presentan un aumento en la sensibilidad a la insulina y una menor activacién de
IKK y de JNK en el hipotdlamo. Esto podria deberse a que durante el envejecimiento se ha
observado un aumento en la activaciéon de NF-«kB (Zhang et al.,, 2013), lo que correlaciona con
el desarrollo de una ligera resistencia a la insulina en los ratones C57BL/6 con la edad (Collins

etal., 2004).

Adicionalmente, nosotros observamos una disminucién en los niveles de c-Fos en los
hipotdlamos de ratones alimentados con una dieta alta en grasa que es prevenida en los
ratones sometidos a un ambiente enriquecido. Los niveles proteicos de c-Fos se han visto
alterados en respuesta a la administracion de una dieta alta en grasa, donde se observ una
disminucién en el hipotdlamo ventromedial y un aumento en el hipotadlamo lateral (Wang et
al., 1999) lo que es consistente con los efectos observados en la activacion de las poblaciones
neuronales orexigénicas y anorexigénicas durante la obesidad. Estos resultados sugieren una
mayor actividad neuronal en el hipotdlamo en respuesta a un ambiente enriquecido en los
ratones alimentados con una dieta alta en grasa, y seria de interés determinar si este aumento
en la actividad sucede en las regiones anorexigénicas del hipotalamo. Diferentes estudios han
reportado un aumento en los ARN mensajeros de c-Fos en diferentes regiones del cerebro en
respuesta a un ambiente enriquecido (Ali et al., 2009; Bezard et al., 2003; Reichmann et al.,
2013). En nuestras condiciones experimentales no observamos un aumento en los niveles de
proteina de c-Fos en respuesta a un ambiente enriquecido en los ratones que fueron
alimentados con una dieta normal, por lo que faltaria determinar si logramos ver una

induccidén a nivel de mensajero.

De igual manera, se ha reportado que el ambiente enriquecido induce un aumento en
los niveles de BDNF en diferentes regiones del cerebro incluyendo el hipotdlamo (Cao et al.,

2010, 2011; Ickes et al,, 2000; Kuzumaki et al., 2011; Rampon et al., 2000; Zhao et al., 2001).
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Consistente con esto, observamos un aumento en los niveles de BDNF maduro en respuesta a
un ambiente enriquecido en el hipotdlamo. Nosotros observamos que los niveles de proBDNF
y de BDNF total se encuentran disminuidos en los ratones a los cuales se les administr6 una
dieta alta en grasa, mientras que el ambiente enriquecido previene la disminucién de los
niveles de BDNF en el hipotalamo. Esto concuerda con diferentes estudios en murinos donde
han observado que la deficiencia de BDNF en el hipotalamo genera hiperfagia, resistencia a la
leptina y obesidad (Unger et al., 2007), mientras que la administracién exdgena de BDNF en el
hipotdlamo disminuye la ingesta y los niveles de glucosa e insulina en sangre (Cao et al., 2009;
Godar et al., 2011; Ono et al., 1997). Estos resultados nos indican que la disminucién en la
ingesta observada en los ratones alimentados con una dieta alta en grasa podria estar
mediada por un aumento en los niveles de BDNF en el hipotalamo en respuesta a un ambiente

enriquecido.

En conjunto estos resultados nos indican que el ambiente enriquecido es capaz de
activar al hipotadlamo y a su vez disminuir la inflamacién en un estado de obesidad y de
diabetes (Figura 22). Esto nos sugiere un mecanismo molecular que podria reestablecer la
respuesta del hipotadlamo a las sefiales energéticas del organismo para regular la ingesta, la
ganancia de peso, y la sensibilidad a la insulina. Ademas, este estudio pone en evidencia que el
ambiente enriquecido puede estimular nucleos especificos del hipotalamo dependiendo de las
condiciones experimentales, ya que a pesar de que en nuestras condiciones observamos una
mejoria en la sensibilidad a insulina y glucosa los ratones continuaron aumentando de peso.
Estos datos sugieren que el control de la respuesta inflamatoria en un modelo de diabetes tipo

Il es primordial para el restablecimiento del metabolismo de la glucosa.
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Figura 22 - Efecto del ambiente enriquecido en un modelo murino de obesidad y diabetes tipo II
La administracién de una dieta alta en grasa lleva a un aumento en el peso corporal y al desarrollo de
un proceso inflamatorio que genera intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina. Adicionalmente,
en el hipotdlamo se puede observar un aumento en la activacién de JNK y una disminucién en los
niveles proteicos de BDNF y c-Fos. Nosotros observamos que la exposiciéon a un ambiente enriquecido
disminuye la ingesta y aumenta la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina en ratones
obesos. De igual manera, el ambiente enriquecido disminuye la activacién de JNK e IKK y aumenta los
niveles de BDNF y c-Fos en el hipotalamo. Estos resultados nos sugieren un mecanismo molecular por
el cual el ambiente enriquecido lleva a la activaciéon del hipotdlamo para reestablecer el balance
energético.
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CONCLUSIONES

e La administracién de una dieta alta en grasa en ratones genera un aumento en el peso,

altera la homeostasis de glucosa, y lleva al desarrollo de resistencia a la insulina.

¢ El ambiente enriquecido previene el desarrollo de resistencia a la insulina causado por la

edad en ratones alimentados con una dieta normal

¢ El ambiente enriquecido mejora la homeostasis de glucosa y aumenta la sensibilidad a la

insulina en los ratones alimentados con una dieta alta en grasa

e La administraciéon de una dieta alta en grasa genera un aumento en el tamafio de los
adipocitos, ademas de una mayor infiltraciéon de células y la presencia de estructuras tipo

corona en el tejido adiposo.

e El ambiente enriquecido no impide el aumento en el tamafio de los adipocitos pero

disminuye la presencia de estructuras de tipo corona

e En el hipotdlamo, el ambiente enriquecido disminuye la activacion de las vias de JNK e IKK

causada por la administracion de una dieta alta en grasa.

¢ El ambiente enriquecido previene la disminucién de los niveles de c-Fos y BDNF en el

hipotalamo causada por la administracién de una dieta alta en grasa.
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APENDICE I - FIGURAS SUPLEMENTARIAS

Realizamos una prueba para determinar la respuesta a insulina en los ratones
alimentados con una dieta alta en grasa en un ambiente normal (DAG AN) o en un ambiente
enriquecido (DAG AE). Se utilizé6 como control ratones inyectados con PBS para medir las
variaciones en los niveles de glucosa en sangre causados por el estrés que conlleva la prueba.
En respuesta a una inyeccion de insulina, los niveles de glucosa en sangre disminuyeron en el
raton control (Ctrl) alimentado con una dieta normal y en los ratones en una DAG AE (Figura
S1A). Adicionalmente, observamos un aumento en los niveles de glucosa en sangre en los
ratones inyectados con PBS al igual que en los ratones en una DAG AN inyectados con insulina.
Al calcular el area bajo la curva no observamos diferencias entre los ratones en una DAG AN
con los ratones inyectados con PBS, mientras que el area fue menor en el grupo DAG AE
(Figura S1B). Estos resultados nos sugieren que la inyecciéon de insulina en los ratones
alimentados con una dieta alta en grasa en un ambiente normal no tiene un efecto en la

regulacion de los niveles de glucosa en sangre, indicativo de una resistencia a la insulina.
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Figura S1 - Prueba de resistencia a la insulina (PRI) en ratones alimentados con una dieta alta
en grasa

(A) PRI en ratones del grupo experimental 1 alimentados con una dieta alta en grasa. La prueba se
realiz6 10 semanas después de ser separados a un ambiente normal (AN) y ambiente enriquecido
(AE) (26 semanas totales). Se utilizé un ratén de 7 meses de la cepa BALB/c como control (Ctrl) de la
respuesta a insulina (n=1). Las graficas representan la concentracion de glucosa en sangre posterior
a una inyeccion intraperitoneal de 1mU/gr de insulina (Ctrl, DAG AN y DAG AE) o una inyeccién
intraperitoneal de PBS 1X en ratones DAG AE. (B) El 4rea bajo la curva (ABC) utilizando la férmula de
Tai de las curvas de glucosa. En las graficas se muestran las medias * error estdndar (n=3-5).
* P<0.05, ** P<0.01 (* vs. PBS, # vs. DAG AN)
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Al finalizar con las pruebas de tolerancia a la glucosa y de resistencia a la insulina
decidimos hacer una comparacion entre las pruebas realizadas antes y después del cambio al
ambiente enriquecido. En la prueba de tolerancia a la glucosa no observamos diferencias en la

respuesta en los ratones alimentados con una DN en los dos grupos experimentales (Figura
S2A-D).
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Figura S2 - Prueba de tolerancia a la glucosa (PTG) en animales alimentados con una dieta
normal antes y después del cambio al ambiente enriquecido.

(A) Comparacién de las PTG realizadas a los ratones del grupo experimental 1 alimentados con una
dieta normal, a las 15 semanas totales (DN) y a las 10 semanas (26 semanas totales) de ser divididos
en un ambiente normal (DN AN) y un ambiente enriquecido (DN AE). (C) Comparacién de las PTG
realizadas a los ratones del grupo experimental 2 alimentados con una dieta normal, a las 11
semanas totales (DN) y a las 9 semanas (22 semanas totales) de ser divididos en un ambiente normal
(DN AN) y un ambiente enriquecido (DN AE). Las graficas representan la concentracion de glucosa en
sangre posterior a una inyeccion intraperitoneal de 1.8 mg/gr de glucosa. (B y D) El area bajo la
curva (ABC) utilizando la férmula de Tai para el grupo 1 (B) y el grupo 2 (D) de las curvas de glucosa.
En las graficas se muestran las medias * error estandar (n=5).
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Sin embargo, podemos observar que en la prueba de resistencia a la insulina realizada
después del cambio al ambiente enriquecido los ratones del grupo DN AN respondieron
menos a una inyeccién de insulina, mientras que los ratones del grupo DN AE se comportaron
de manera similar a la prueba realizada antes del cambio (DN) (Figura S3A-D). Estos
resultados nos sugieren que el ambiente enriquecido previene el desarrollo de resistencia a la

insulina debido a la edad en los ratones alimentados con una dieta normal.
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Figura S3 - Prueba de resistencia a la insulina (PRI) en animales alimentados con una dieta
normal antes y después del cambio al ambiente enriquecido.

(A) Comparacién de las PRI realizadas a los ratones del grupo experimental 1 alimentados con una
dieta normal, a las 15 semanas totales (DN) y a las 10 semanas (26 semanas totales) de ser divididos
en un ambiente normal (DN AN) y un ambiente enriquecido (DN AE). (C) Comparacién de las PRI
realizadas a los ratones del grupo experimental 2 alimentados con una dieta normal, a las 11
semanas totales (DN) y a las 12 semanas (25 semanas totales) de ser divididos en un ambiente
normal (DN AN) y un ambiente enriquecido (DN AE). Las graficas representan la concentracién de
glucosa en sangre posterior a una inyeccién intraperitoneal de 1mU/gr de insulina. (B y D) El area
bajo la curva (ABC) utilizando la formula de Tai para el grupo 1 (B) y el grupo 2 (D) de las curvas de
glucosa. En las graficas se muestran las medias + error estindar (n=5). * P<0.05, ** P<0.01,
*** P<0.001 (* vs. DN, # vs. DN AN)
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En cuanto a la prueba de tolerancia a la glucosa realizada en los ratones alimentados
con una DAG del experimento 1, observamos que los ratones del grupo DAG AE respondieron
igual a los ratones antes de la divisién en diferentes ambientes, mientras que los ratones del

grupo DAG AN presentaron intolerancia a la glucosa (Figura S4A-D).
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Figura S4 - Prueba de tolerancia a la glucosa (PTG) en animales alimentados con una dieta
alta en grasa antes y después del cambio al ambiente enriquecido.

(A) Comparacién de las PTG realizadas a los ratones del grupo experimental 1 alimentados con una
dieta alta en grasa, a las 15 semanas totales (DAG) y a las 10 semanas (26 semanas totales) de ser
divididos en un ambiente normal (DAG AN) y un ambiente enriquecido (DAG AE). (C) Comparacién
de las PTG realizadas a los ratones del grupo experimental 2 alimentados con una dieta normal, a las
11 semanas totales (DAG) y a las 9 semanas (22 semanas totales) de ser divididos en un ambiente
normal (DAG AN) y un ambiente enriquecido (DAG AE). Las graficas representan la concentracion de
glucosa en sangre posterior a una inyeccién intraperitoneal de 1.8 mg/gr de glucosa. (B y D) El area
bajo la curva (ABC) utilizando la férmula de Tai para el grupo 1 (B) y el grupo 2 (D) de las curvas de
glucosa. En las graficas se muestran las medias * error estandar (n=5). * P<0.05, *** P<0.001
(* vs. DAG, # vs. DAG AN)
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De igual manera, en la prueba de resistencia a la insulina en los ratones del grupo
experimental 1 observamos que los ratones del grupo DAG AN generaron resistencia a la
insulina mientras que los del grupo DAG AE todavia respondieron a la inyeccidn de insulina,
de forma similar a la respuesta observada antes de la division en ambientes (Figura S5A-D).
En el grupo experimental 2, podemos observar que los ratones ya presentaban resistencia a la
insulina previo a la division en ambientes, mientras que el ambiente enriquecido aumento la
sensibilidad a la insulina. Estos resultados nos indican que el ambiente enriquecido mejora la
homeostasis de glucosa y aumenta la sensibilidad a la insulina de ratones que fueron

alimentados con una dieta alta en grasa.
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Figura S5 - Prueba de resistencia a la insulina (PRI) en animales alimentados con una dieta
alta en grasa antes y después del cambio al ambiente enriquecido.

(A) Comparacién de las PRI realizadas a los ratones del grupo experimental 1 alimentados con una
dieta alta en grasa, a las 15 semanas totales (DAG) y a las 10 semanas (26 semanas totales) de ser
divididos en un ambiente normal (DAG AN) y un ambiente enriquecido (DAG AE). (C) Comparacién
de las PRI realizadas a los ratones del grupo experimental 2 alimentados con una dieta alta en grasa,
a las 11 semanas totales (DAG) y a las 12 semanas (25 semanas totales) de ser divididos en un
ambiente normal (DAG AN) y un ambiente enriquecido (DAG AE). Las graficas representan la
concentracion de glucosa en sangre posterior a una inyeccion intraperitoneal de 1mU/gr de insulina.
(B y D) El area bajo la curva (ABC) utilizando la férmula de Tai para el grupo 1 (B) y el grupo 2 (D)
de las curvas de glucosa. En las graficas se muestran las medias * error estandar (n=5). * P<0.05,
** P<0.01 (* vs. DAG, # vs. DAG AN)
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APENDICE II - BUFFERS Y SOLUCIONES

TRITON LYSIS BUFFER (TLB)

Ingrediente Stock 50 ml 100 ml
20mM Tris pH 7.4 1M 1 ml 2 ml
137mM NacCl X 0.4 gr 0.8 gr
25mM B-glicerofosfato X 0.27 gr 0.54 gr
2mM PPiNa X 0.0446 gr 0.089
2mM EDTA pH 7.4 0.5M 0.2 ml 0.4 ml
1% Triton X-100 100% 0.5ml 1ml
10% Glicerol 100% 5ml 10 ml
H:0 Aforar a 50 ml Aforara 100 ml

Filtrar en campana y guardar a 4°C

Tris IMpH 7.4 EDTA 0.5M pH 7.4
Tris 121.14 gr EDTA 376 gr
H,0 1L H.0 1L
Ajustar pH con HCI Ajustar pH con NaOH

TLB SUPLEMENTADO CON INHIBIDORES ENZIMATICOS

Inhibidor Stock 1ml
1 mM PMSF 100 mM 10 pl
5 pg/ml Leupeptina 2.5 mg/ml 2ul
5 pg/ml Pepstatina 2.5 mg/ml 2l
5 ug/ml Antipaina 2.5 mg/ml 2ul
5 pg/ml Aprotinina 2.5 mg/ml 2 pl
1 mM NazVO, 100 mM 10 pl
0.5 mM DTT 0.5M 1l
H.0 971 ul

* Preparar al momento
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SOLUCIONES PARA WESTERN BLOT

4X Lower gel buffer 4X Upper gel buffer Acrilamida 30%
Tris-base  18.17 gr Tris-base  6.06 gr Acrilamida 58.35 gr
SDS 0.4 gr SDS 0.4 gr Bisacrilamida  1.65 gr
Ajustar pH a 8.8 con HCl Ajustar pH a 6.8 con HCI Aforar a 200 ml con H,0

Aforar a 100 ml con H,0

Aforar a 100 ml con H,0

Filtrar y almacenar a 4°C

Resolving (Lower) gel 10% 12% Stacking (Upper) gel
H:0 39ml 3.25ml H,0 2.9 ml
4x Lower gel buffer 2.5 ml 2.5 ml 4x Upper gel buffer 1.25 ml
Acrilamida 30% 3.35ml 4 ml Acrilamida 30% 0.7 ml
APS 10% 50 ul 50 ul APS 10% 12.5 pl
TEMED 7 ul 7 ul TEMED 7 ul
10 ml 10ml 5ml

Buffer de Corrida 10X Buffer de Transferencia 10X

Glicina 144 gr Glicina 144 gr

Tris 30 gr Tris 30 gr

SDS 10 gr Aforara 1 L con H20

Aforara 1L con H;0 Para usar 1X agregar 200 ml de

*Usar 1X metanol

*Guardar a 4°C

4X Tris/SDS pH 6.8 Buffer de carga con SDS

Tris-base 6.05 gr 4X Tris/SDS pH 6.8 7 ml

SDS 0.4 gr Glicerol 3 ml

Aforar a 100 mL con H20 SDS 1gr

Ajustar pH con HCl [-mercaptoetanol 1.2 ml

Filtrar y almacenar a 4°C Azul de bromofenol =10 mg

Aforar a1 ml con H;0
*almacenar a -20°C
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10X TBS
Tris-base 24.22 gr
NaCl 87.66 gr

Aforar a 1L con H,0
AjustarpHa 7.4

Solucion desnudante

Glicina (0.2M) 7.5gr
NaCl (0.5M) 14.61 gr
Aforar a 500 ml con H;0

Ajustar pH a 2.5 con HCl

* Guardar a 4°C

TBS-T (0.1%) Tween

10X TBS 50 ml
H,0 450 ml
Tween 20 500 pl
Ajustar pH con NaOH

TBS-T 0.1% Alta Sal

10X TBS 50 ml

NaCl 13.5gr
Tween 20 500 pl
Aforar a 500 ml con H;0
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APENDICE IIl - PROTOCOLOS

PRUEBA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA Y DE RESISTENCIA A LA INSULINA

MATERIAL
e Lampara e Glucosa (180 mg/ml) e (Gasas
e Jaula Limpia e Insulina (0.1 U/ml) e Plumén indeleble
e Bisturi / Tijeras e Jeringas numeradas e Timer
e Glucémetro e Tiras reactivas (5 por e Adaptador de
ratén) plastico

N ok

10.
11.

Poner a los ratones en ayuno 4 o 6 horas antes de realizar la prueba
Dependiendo de la prueba a realizar preparar:
A. Prueba de tolerancia a la glucosa: Glucosa 180 mg/ml en PBS 1x estéril
B. Prueba de resistencia a la insulina: Insulina 0.1 U/ml en PBS 1X estéril a
partir de diluciones seriales (100 U/ml -> 10 U/ml -> 1U/ml -> 0.1 U/ml)
Colocar a los ratones debajo de la lampara 10 minutos antes del experimento para
favorecer la vasodilatacion
Marecar a los ratones con plumoén indeleble para diferenciarlos
Registrar el peso de cada ratén
Marecar las jeringas en baso al nimero de los ratones
Cargar 10 pl de solucion por gramos de peso de cada raton (1.8 mg de glucosa o
1 mU de insulina por gramo).
Programar el Timer a 120 minutos
Cortar la punta de la cola del ratén con un bisturi o tijeras, ayudarse del adaptador
de plastico
Obtener una gota de sangre y colocarla en la tira reactiva
Registrar los valores de glucosa en sangre en cada intervalo de tiempo (15, 30, 60

y 120 minutos)
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WESTERN BLOT.

Preparacién de las muestras:

Tomar el volumen necesario para tener 30ug de proteina (dependiendo de la
concentracion de cada muestra)

Agregar 5 pl de buffer de carga 6X

Llevar a un volumen de 30 pl con H0 miliQ estéril

Hervir las muestras por 5 minutos

Guardar a -20°C si no se van a utilizar en el momento.

Preparacién del gel de acrilamida:

Limpiar los vidrios con separadores y peines a emplear (Separadores de 1.5 mm y
peines de 15 pozos)

Ensamblar los vidrios en el molde. Verter agua con una piseta para verificar que los
vidrios estén correctamente ensamblados. Retirar el agua y secar con papel filtro.
Introducir el peine dentro de los vidrios y hacer una marca 1 cm debajo del final del
peine

Preparar 10 ml de Resolving (Lower) gel por cada gel que se vaya a hacer de acuerdo al
porcentaje que se vaya a utilizar (ver apéndice II)

Verter la mezcla dentro de los vidrios hasta la marca asegurandose de no formar
burbujas. Colocar unas gotas de etanol con una piseta y dejar polimerizar

Preparar 5 ml de Stacking (Upper) gel por cada gel que se vaya a hacer (ver apéndice II)
Verter la mezcla dentro de los vidrios hasta llenarlos.

Introducir inmediatamente el peine y dejar polimerizar

Corrida del gel v transferencia:

Retirar el peine con cuidado

Lavar los pozos utilizando una piseta de agua destilada

Montar el gel en la cadmara, utilizando el buffer dam si no son nimero par, y llenar el
tanque de buffer de corrida 1X hasta donde se indique dependiendo del nimero de geles
a correr

Cargar las muestras y 5 pl de marcador de peso molecular en el gel.

Agregar 5 pl de buffer de carga 6X a los pozos que no tengan muestra

Correr a 30mA por gel hasta que se obtenga la separacion deseada ente los marcadores
Detener la corrida y desensamblar los vidrios con cuidado para sacar el gel, no dejarlo
secar

Armar el “sdndwich” para la transferencia en una charola con buffer de transferencia 1X
como se muestra en el diagrama, asegurandose que no queden burbujas entre la
membrana y el gel. El gel debe quedar del lado negativo y la membrana del lado
positivo.
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Cerrar el sindwich presionando para sacar las burbujas que hayan quedado atrapadas.
Poner el sindwich en la cdAmara de transferencia y llenar de buffer de transferencia 1X
hasta donde indica la marca.

Transferir a 100 volts por 90 o0 120 minutos.

Colocar gel refrigerante o correr la transferencia en el cuarto frio

Terminada la transferencia, desarmar el sandwich para sacar la membrana.

Tefiir la membrana con rojo de Ponceau por 5 minutos y lavar con agua destilada para
quitar el exceso de colorante. Colocar la membrana en un protector para poderla
escanear

Cortar la membrana dependiendo del tamafio de las proteinas que se quiere observar
utilizando un bisturf{

Si no se va a continuar, guardar la membrana seca a temperatura ambiente en el
protector

Incubacién de anticuerpos:

Bloquear la membrana en leche al 5% en TBS-T 0.1% durante 1-2 horas a temperatura
ambiente en agitacion

Enjuagar membrana en TBS 1X, si no se va a continuar guardar en TBS 1X a 4°C

Colocar el anticuerpo primario diluido en leche o BSA al 5% en TBS-T 0.1% segun
indicado. Incubar la membrana durante 4 horas o toda la noche (dependiendo del
anticuerpo) a 4°C en agitacion

Realizar 3 lavados de 5 minutos con TBS-T 0.1%

Colocar el anticuerpo secundario correspondiente diluido en leche o BSA al 5%. Incubar
la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente en agitaciéon

Revelar

Stripping de membranas:

Después de revelar hacer stripping de las membranas en las que se vaya a ver mas de
una proteina (ej. proteina fosforilada y luego total)

Lavar 20 minutos con Solucién desnudante

Lavar 10 minutos con TBS-T alta sal

Lavar 10 minutos con TBS-T 0.1%

Incubar anticuerpo primario
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