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Resumen.

Introduccion: La regulacion de la temperatura corporal central tiene como objetivo el
mantenimiento de la temperatura corporal dentro de un rango de variacion minima a
pesar de las variaciones del medio ambiente. Se han identificado una serie de circuitos
locales inhibitorios y excitatorios en el hipotdlamo que convergen en relevos a nivel del
rafe palido rostral y neuronas preganglionares simpaticas y que terminan en organos
blanco que permiten la pérdida o produccion de calor y el balance de ambos determina
la temperatura corporal central. Recientemente se identificaron receptores para Insulina
gue al igual que los receptores de interleucina-1p (IL-1B) hiperpolarizan a las neuronas
GABAergicas dando como resultado su inhibicién, lo que produce predominio de la
actividad glutamatérgica y activacion de termogénesis. Los estudios con 2- [18F] fluoro-
2-desoxiglucosa (18F-FDG) indican que diferentes subconjuntos de tejido adiposo
participan en la termogénesis lo que puede abrir una nueva posibilidad de explicar el
porqué de la diferencia de magnitud de la respuesta térmica siendo mayor para IL-1f3
comparado a insulina, por tal motivo, el objetivo de nuestro estudio es determinar si los
mismos subconjuntos de tejido adiposo marrén son inducidos por la activacion

hipotalamica anterior de los receptores para IL-1f o insulina.

Disefio y métodos de investigacion: El efecto de la microinyeccion de IL-18 y de
insulina en el area preodptica del hipotalamo en ratones, se midio por radiotelemetria para
determinar la temperatura corporal central y su correlacion con la induccién del ARN
mensajero para UCPL1 y sus proteinas reguladoras.

Resultados: La microinyeccion con IL-1f induce un aumento significativo de la
temperatura corporal y de la induccién de ARNm UCP1 comparado al grupo control y el
tratado con insulina en el tejido adiposo marron subescapular y mediastino solamente,
sin modificar el ARNm de las proteinas reguladoras. La microinyeccién con insulina
produce una respuesta térmica, pero de menor magnitud a la IL-1B, pero
significativamente mayor al grupo control, sin modificar la induccién de ARNm para UCP1
o ARNm de proteinas reguladoras.
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Conclusiones: Nuestros resultados demuestran que la IL-18 induce ARNm para
UCP1 lo que puede explicar su elevada magnitud de respuesta y que el efecto térmico

de insulina no requiere regulaciéon de UCPL1.

Palabras clave: Insulina, IL-1B, hipotalamo, POA, hipertermia, tejido adiposo marrén,
ARNmM UCP1.



Abtract.

Introduction: The regulation of core body temperature aims to maintain body
temperature within a range of minimal variation despite extreme variations in the
environment. A series of local inhibitory and excitatory circuits have been identified in the
hypothalamus that converge in relays at the level of the anterior rostral raphe and
sympathetic preganglionic neurons and that end in target organs that allow the loss or
production of heat and the balance of both determines the core body temperature.
Receptors for insulin were recently identified and that, like interleukin-1p3 receptors,
hyperpolarize GABAergic neurons, resulting in their inhibition, which produces a
predominance of glutamatergic activity and activation of thermogenesis. Studies with 2-
[18F] fluoro-2-deoxyglucose (18F-FDG) indicate that different sets of adipose tissue
participate in thermogenesis, which may open a new possibility to explain the reason for
the difference in the magnitude of the thermal response being higher for IL-13 compared
to insulin, for this reason, the objective of our study is to determine whether the same sets
of brown adipose tissue are induced by anterior hypothalamic activation of IL-13 receptors

or insulin.

Research design and methods: The effect of IL-18 and insulin microinjection in the
preoptic area of the hypothalamus in mice was measured by radiotelemetry to determine
the core body temperature and its correlation with the induction of messenger RNA for

UCP1 and its regulatory proteins.

Results: Microinjection with IL-1p induces a significant increase in core body
temperature and an induction of UCP1 mRNA compared to the control group and the
group treated with insulin in the subscapular and mediastinal adipose tissue without
modifying the mRNA of the regulatory proteins. Microinjection with insulin produces a
thermal response, but of lesser magnitude to IL-18, but significantly greater than the
control group without modifying the induction of mRNA for UCP1 or mRNA of regulatory

proteins.



Conclusions: Our results show that IL-18 induces messenger RNA for UCP1, which
may explain its high response magnitude and that the thermal effect of Insulin does not

require regulation of UCPL1.

Key words: Insulin, IL-1B, hypothalamus, POA, hyperthermia, brown adipose tissue,
UCP1 mRNA
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1 ABREVIATURAS.

BAT Tejido adiposo marrén

iBAT Tejido adiposo marrdn interescapular
MBAT Tejido adiposo marrén mediastinico
aBAT Tejido adiposo marrén axilar

WAT Tejido adiposo Blanco

IL-18 Interleucina 1 beta

UCP1 Proteina desacoplante 1

POA Area preoptica

LPB Nucleo parabraquial lateral

MnPO Subnucleo preéptico medio

MPA Area preoptica medial

DMH Hipotalamo dorso medial

DH Area hipotalamica dorsal

RRPa Rafe pallidus rostral

IML Nucleo intermedio lateral

aCSF Liquido cefalorraquideo artificial
PPARyY Activador de la proliferacion de peroxisomas y

SNS Sistema nervioso simpéatico



2 | INTRODUCCION.

En animales homeotermos la temperatura corporal central, definida como la
temperatura de los Organos internos, tejidos profundos y cerebro, se mantiene
dinamicamente regulada en un nivel de ajuste constante, donde existe un rango minimo
de variacion térmica que son necesarios para optimizar las funciones celulares a pesar
de que el entorno ambiental térmico sea adverso y extremadamente variable (Madden &
Morrison, 2019). Para que este mantenimiento homeostatico ocurra, es necesario la
existencia de un centro modulador dentro del sistema nervioso central que actlia como
un “termostato biolégico” y que ajusta los requerimientos térmicos a un nivel fisiolégico
normal a través de la activacion de vias neuronales especificas encaminadas a controlar
la actividad autondmica para perder o ganar calor, asi como llevar a cabo cambios
conductuales encaminados a adoptar posturas corporales para aumentar o disminuir
superficie corporal y conservar o disipar temperatura. Dentro de las respuestas
autonémicas para producir o mantener calor podemos encontrar termogénesis en el
tejido adiposo marrén, hipoventilacion, vasoconstriccion y activacion de actividad
muscular (titiriteo), y dentro de las respuestas autondmicas que ayudan a perder calor se
encuentran vasodilatacion, sudoracion e hiperventilacién, asi como inhibicion de
termogénesis y actividad muscular (McAllen et al., 2010; Tan & Knight, 2018). En cuanto
a las respuestas conductuales encontramos que los organismos pierden calor al adoptar
cambios posturales para aumentar exposicion de superficie corporal, busqueda de
ambientes frios o aumentar ventilacion de madrigueras, mientras que para conservar
calor los organismos disminuyen exposicién de superficie corporal, buscan ambientes
mas calientes o se acurrucan en madrigueras o socialmente (Tan & Knight, 2018). La
caracterizacion de neuronas GABAergicas en el area preoptica fue determinante para
explicar la funcidén del termostato hipotalamico y los efectos de IL-1B en las neuronas
sensibles a calor (Davis et al., 2006; Sanchez-Alavez et al., 2006) y posteriormente los
estudios con 18F-FDG comprobaron también que los receptores a insulina en las
neuronas sensibles a calor participan en la termogénesis (Sanchez-Alavez et al., 2010),

pero que diferentes unidades de tejido adiposo marrén son activados por insulina



comparado a los activador por IL-18 lo que puede abrir una nueva posibilidad de explicar
por qué la diferencia de magnitud de la respuesta térmica es mayor para IL-1B
comparado a insulina, por tal motivo, el objetivo de nuestro estudio es determinar si los
mismos conjuntos de tejido adiposo marrén son inducidos por la activacion hipotalamica
anterior de los receptores a IL-13 o receptores a insulina a través de la medicion de

ARNmM para la UCP1 mitocondrial.

3 ANECEDENTES.

3.1 Hipotalamo anterior y control de temperatura central.

El ajuste de la temperatura corporal central esta controlado por un grupo de neuronas
llamadas neuronas sensibles a calor localizadas en forma esparcida en varias areas del
hipotdlamo anterior que incluyen el area preoptica (POA), area predptica mediana
(MnPO) y area preodptica medial (mPO) (da Conceicéo et al., 2020; Madden & Morrison,
2019). Estas neuronas, que en su mayoria son GABAérgicas forman circuitos locales y
circuitos de proyeccion fuera del hipotalamo anterior, ejerciendo un control inhibitorio
local y un control inhibitorio a distancia. Estas neuronas GABAérgicas coexisten con un
pequefio grupo de neuronas glutamatérgicas que provienen del area predptica mediana,
guienes a diferencia de la neuronas GABAérgicas, ejercen un control excitatorio (da
Conceigcédo et al., 2020) organizadndose también en circuitos locales y circuitos de
proyeccion que modulan relevos neuronales localizados en el hipotalamo dorsal medial
e hipotalamo dorsal (DMH/DA) y de ahi continan con relevos en el rafe dorsal para llegar
a relevos neurales finales que controlan la actividad autondmica efectora de los 6rganos
blanco. Las respuestas en los 6rganos blanco modulan cambios vasculares cutaneos
(vasoconstriccion o vasodilatacion activa), termogénesis (actividad muscular y accion
termogénica de tejido adiposo marron) y perdida de calor por evaporacion (sudoracion
en humanos, salivacion en roedores) (Cao et al.,, 2013; Madden & Morrison, 2019;
Morrison, 2016).
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Figura 1. Regulacion hipotalamica de la temperatura central. El sistema GABAérgico del
area preoptica (rojo) inhibe la actividad de las neuronas glutamatérgicas excitatorias (verde) del
hipotalamo dorsal medial e hipotalamo dorsal (DMH/DA) dando como resultado inhibicién de
termogénesis. Una reduccion de la actividad GABAérgica estimula termogénesis. El balance
entre produccion y perdida de calor determinara la temperatura central. Modificado del modelo
de Tupone y cols (2014). Rafe palido rostral (rRPa), area parapiramidal (PaPy), neuronas
preganglionares simpaticas (SPN), nucleo espinal intermediolateral (IML), tejido adiposo marrén
(BAT).

En 1961 Nakayama y colaboradores realizaron los primeros registros de la
actividad eléctrica de neuronas termosensibles en el POA in vivo y encontraron que las
neuronas descargan tonicamente a temperaturas termoneutrales (rango de temperatura
ambiental 28-32 °C donde la disipacién y conservacién de calor en el cuerpo es minima)
(Pallubinsky et al., 2019). Durante el calentamiento hipotalamico local las neuronas
aumentan sus descargas, Yy este evento coincide con la disminucién en la termogénesis
(Nakayama et al. 1961). Posteriormente se encontrd que el enfriamiento de la piel reduce

la descarga ténica de estas neuronas lo que coincide con un aumento de la termogénesis



(Boulant & Hardy, 1974). Subsiguiente se confirmd con base a las caracteristicas
electrofisiologicas, que estas neuronas son células GABAérgicas que responden a los
cambios de temperatura corporal central, aumentando su frecuencia de potenciales de
accion con el aumento de la temperatura hipotalamica local y en consecuencia inhiben
la produccion de calor (Boulant, 1998; Nakamura & Morrison, 2007) estableciéndose un
rol determinante en la conexion de temperatura hipotaldmica anterior y el ajuste a través
del cambio de las caracteristicas biofisicas de estas neuronas GABAérgicas dentro del

“termostato biolégico”.

Estudios méas detallados han encontrado que las proyecciones de neuronas
GABAérgicas en el &rea preoptica inhiben la actividad de las neuronas glutamatérgicas
excitatorias del hipotalamo dorsal medial e hipotalamo dorsal (DMH/DA) dando como
resultado inhibicién de termogénesis (C. L. Tan et al., 2017; da Conceicéao et al., 2021;
Mota et al., 2020). Por tanto, el balance entre la actividad GABAérgica y la actividad
glutamatérgica va a establecer una regulacion ténica donde podemos ver como
resultado: a) un predominio GABAérgico sobre la actividad glutamatérgica resultando en
inhibiciéon autonémica y disminucion de termogénesis, b) un déficit GABAérgico sobre la
actividad glutamatérgica resultando en estimulacion autonémica y aumento de
termogénesis (Tupone et al., 2014). El balance estimulatorio o inhibitorio se proyecta a
neuronas premotoras que se localizan en el rafe palido rostral (rRPa), el area
parapiramidal (PaPy) y la medula ventromedial rostral donde estas neuronas premotoras
proyectan a las neuronas preganglionares simpaticas (SPN) en el ndcleo espinal
intermediolateral (IML). De este grupo de neuronas premotoras se han caracterizado
neuronas que liberan glutamato y excitan a las SPN mientras que otro grupo de neuronas
premotoras liberan serotonina (5-HT1A) e inhiben interneuronas en el IML para favorecer
el flujo simpatico a tejido adiposo marrén (Madden & Morrison, 2019; Mohammed et al.,
2018; Tupone et al., 2014). Numerosos estudios demuestran que el descenso de la
temperatura ambiental es el estimulador principal de la organizacion hipotalamica para
la activacion del tejido adiposo marrén (Jespersen et al., 2013; Petrovic et al., 2010),
dicho evento se da por primera vez al momento del nacimiento, ante la diferencia de

temperatura intrauterina y extrauterina (Lubkowska et al., 2020).



La activacion del BAT inducida por el frio consume entre 25-400 kcal/dia (Cypess
et al., 2014). Pero no es el tnico impacto positivo, ya que también mejora el metabolismo
de la insulina y la leptina gracias a la capacidad que tienen los adipocitos termogénicos
de captar glucosa y lipidos de la circulacion (Guerra et al., 2001; Bartelt et al., 2011). Se
ha sefialado que ante la alta demanda de energia y frente a la termogénesis inducida por
la exposicion al frio o la dieta, el NPY en el DMH aumenta la termogénesis causando un
tono inhibitorio basal sobre el DMH (Cao et al., 2001; Cao et al., 2004; Cao & Morrison
2006; Dimicco & Zaretsky 2007).

3.2 Regulacién de latemperatura central durante la infeccién.

Dentro de la fase de respuesta aguda a la infeccion, las citocinas juegan un papel
muy importante en el desarrollo de la fiebre por inhibicién de la actividad GABAergica y
liberacidn de su efecto inhibidor sobre el papel de las neuronas glutamatérgicas dentro
del circuito autonémico controlado por el area preoptica. La IL-1p, el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina 6 (IL-6), son las citocinas proinflamatorias que
tienen un efecto inductor de termogénesis por su actividad en el area preoptica
(Engstrom y cols, 2012). El lipopolisacéarido (LPS) que deriva de la membrana de las
bacterias gramnegativas activa al receptor-Toll 4 (TLR4) que actia como un componente
de la membrana celular esencial para traduccion de sefiales e induccion de la produccion
de citoquinas (IL-1p, IL6 y TNF-alfa) (Sandeep, 2013). Se ha propuesto que la IL-1p3 juega
un rol importante en el inicio de la produccién de fiebre al activar en el area preéptica a
receptores de interleucina 1 (IL-1R1) (Madden & Morrison, 2019). Entre las vias de
sefalizacion dentro del area preoptica se encuentran la via dependiente de la activacion
de una via rapida que depende de la dimerizacion de MyD88, el cual activa a la N-
esfingomielinasa que posteriormente cataliza la formacién de ceramida y produce el
bloqueo de canales de NMDA y/o activacion de canales de K+ con la consecuente
hiperpolarizacion y disminucion de la frecuencia de disparo durante los primeros 30
minutos (respuesta rapida) (Sanchez-Alavez et al., 2006; Bartfai et al., 2007). La segunda
via de sefalizacion intracelular depende del acoplador MyD88 misma que fosforila IRAK-
4 y luego IRAK-1 seguido de activacion de TRAF6 y asi como los factores de



transcripcion NF-kB que activa la expresién de genes para las citoquinas COX2, ON y
PLA2. La COX2 va a actuar en el 4cido araquiddnico para la sintesis de prostaglandina
E2 a partir de la accion de la prostaglandina E sintasa (PgES), que es una enzima de 16-
17K, que actia sobre la prostaglandina endoperoxido H2 (PGH2). Se han identificado
varias prostaglandinas E sintasas, entre ellas la prostaglandina E sintasa microsomal 1
(mPgES-1), mPgES-2 y la PgES citosdlica (cPgES) y son necesarias para la formacién
de PGE2. Se ha demostrado que cuando se inyecta IL-1 de forma sistémica, se inicia un
aumento en la cantidad de ARNm de la PgES en los vasos sanguineos cerebrales
después de una hora, con un pico maximo de tres horas, y con retorno a las
concentraciones basales a las cinco horas después de la inyeccién. Al mismo tiempo, se
ha demostrado que estas mismas células vasculares presentan también un aumento en
la induccion del ARNm para la sintesis de la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2), misma
gue participa en la via de produccion de la PGE2. Por lo tanto, la cinética de induccion,
tanto de PgES como de COX-2, se relaciona con la produccion de PGE2, a partir del
acido araquidonico en los vasos sanguineos cerebrales después de la activacion inmune
(Simm et al., 2016; Endo et al., 2014).

La PGE2 se une al receptor EP3 en las neuronas GABAérgicas sensibles a
temperatura y las inhibe. En conclusion, la fiebre es una respuesta integral en cadena
gue inicia en el sistema circulatorio con LPS vy liberacion de citosinas que activan la
produccion de PGE2 en el &rea predptica, misma que inhibe a las neuronas GABAérgicas
de proyeccion, las cuales posteriormente van a liberar la actividad simpatica excitatoria
de las neuronas del rafe palido y éarea parapiramidal, estimulando la cadena
preganglionar simpatica de los ndcleos intermediolaterales de la médula espinal que

proyectan al tejido adiposo marrdn para activar la termogénesis.

3.3 Temperatura central y estado energético.

El equilibrio entre la produccion y perdida de calor determina el nivel de
temperatura corporal central, y es en forma directa un indicador del nivel de la

homeostasis energética, siendo regulados centralmente por distintos nucleos del



hipotalamo anterior. La homeostasis de los nutrientes esta regulada por diferentes
regiones hipotalamicas que incluyen el nucleo paraventricular y el ndcleo arcuato, que
contienen neuronas que responden a cambios en el nivel de glucosa, lipidos, grelina,
leptina e insulina (Leibowitz & Wortley, 2004; Plum et al., 2005). La caracterizacion de
transcriptos de DNAc por microarreglos indica que en las neuronas sensibles a calor del
hipotalamo anterior mostraron la presencia de ARNm del receptor de insulina,
adiponectina e IGF-1 (Eberwine & Bartfai, 2011), por lo que se evaluaron sus efectos en
la respuesta electrofisioldgica en rebanadas de cerebro de ratén, asi como la evaluacién
conductual in vivo en la induccion de respuesta térmica (Sanchez-Alavez et al., 2010,
2011; Kklein et al., 2011). La inyeccion de insulina en el area preoptica del hipotalamo
indujo una elevacion de la temperatura corporal central mediada por la estimulacion de
la termogénesis de BAT, asi como una disminucion de la tasa de intercambio respiratorio
(Sanchez-Alavez et al., 2010). Estos datos muestran como la insulina puede actuar a
modo de estimulador central en el hipotdlamo para activar la oxidacion de acidos grasos
en tejido adiposo marron. El trazado retrogrado indica que las neuronas sensibles al calor
WSN por sus siguas en ingles (warm sensitive neuron) que expresan el receptor de
insulina activan BAT a través de la proyeccion de relevos en rafe palido rostral. Sin
embargo, no todas las WSN probadas respondieron a la insulina y ninguna respondié a
la leptina 0 cambios en las concentraciones de glucosa lo que indica que las WSN
constituyen una poblacion heterogénea de neuronas y que la insulina inhibe solo un
subconjunto de estas neuronas del POA; no obstante, este subconjunto representa una
entrada lo suficientemente potente en la regulacion BAT, como para causar una
respuesta hipertérmica. Este mismo principio lo observamos con IGF-1 y adiponectina.
Las WSN sensibles a la insulina pueden mediar acciones importantes para el equilibrio
energeético y participar en los efectos térmicos de los alimentos, siendo necesario recalcar
gue este efecto esta inversamente correlacionado con el grado de resistencia a la
insulina, la grasa corporal y propuesto en el desarrollo de la obesidad (de Jonge & Bray,
1997).

Se ha establecido que la sefalizacion de la insulina y el IGF-1 mediante sus

receptores IR y IGF1R localizados en el area preoptica, son importantes para la
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respuesta hipertérmica no pirogénica (Kleinridders et al., 2014; Sanchez-Alavez et al.,
2011; Soto et al., 2019). El receptor de insulina (IR) y el de IGF1 (IGF1R) estan formados
por dos subunidades a y dos subunidades [3. Dichas subunidades estan conectadas por
puentes disulfuros, dando lugar a un heterotetramero a232. Presentan una alta similitud
en ambas subunidades, siendo de 45-65% en las a (unién a ligando) y del 60-85% en
los dominios con actividad tirosina quinasa (Belfiore et al., 2009). Aun siendo tan
similares, presentan particularidades con relacién a la especificidad de union a los
ligandos, distribucion tisular y en sus funciones bioldgicas. La regulacion del metabolismo
energético esti a cargo del IR, en tanto que IGF1R interviene en el crecimiento y el
desarrollo (Kim & Accili, 2002; Kleinridders et al., 2014).

El tejido adiposo en general estd conformado por tejido conectivo laxo, gran
cantidad de adipocitos, preadipocitos, células madre mesenquimatosas, células
inmunitarias, endoteliales y musculo liso, que se encuentran rodeados por amplias redes
de capilares e inervacion nerviosa (Cinti, 2012; Friihbeck, 2008). Los adipocitos maduros
solo constituyen entre 20 y 40% del contenido celular de un depésito graso (Rosen, E.
D., & Spiegelman, 2014; Song & Kuang, 2019). Los adipocitos presentan variantes
estructurales, asi, el adipocito marron es una variante celular que presenta multiples
vacuolas lipidicas, lo que le confiere una estructura multilocular con un ndcleo central y
gran numero de mitocondrias grandes, redondas, con crestas bien desarrolladas y la
proteina desacoplaste 1 (UCP1) en su membrana, las cuales son las responsables del
color marrén que da nombre a este tejido (Frontini & Cinti 2010). A diferencia, el adipocito
blanco (WAT) es unilocular, con un ndcleo en posicion periférica, bajo nimero de
mitocondrias pequefas, elongadas y con una disposicién de las crestas aleatoria
(Corina-Sosa et al., 2020). La termogénesis en tejido adiposo marrén esta mediada
principalmente por la UCP1 que se encuentra en la membrana mitocondrial interna de
los adipocitos, y se utiliza como marcador molecular para reconocer estos adipocitos
(Keipert et al., 2015).



3.4 Distribucién anatomica de tejido adiposo marron.

El BAT presenta diferencia de localizacion entre raton y humanos. En ratones, los
subconjuntos presentes son: mediastinico (MBAT), axilar (aBAT), perirrenal (prBAT),
cervical (cBAT) e interescapular (iBAT), siendo este ultimo el de mayor tamafio (de Jong
etal., 2015; Jung et al., 2019). EI iBAT esta presente en humanos neonatos y nifios, pero
no en adultos ya que suele ir desapareciendo con el desarrollo. En adultos los
subconjuntos de BAT se localizan a lo largo de médula espinal, en region axilar,
abdominal y supraclavicular (mas abundante), ademas en cuello, mediastino y zona
suprarrenal, que son equivalentes con el cBAT, mBAT y prBAT del raton (de Jong et al.,
2015; Madden & Morrison, 2019).

Los adipocitos beige son otro tipo celular que surge en el tejido adiposo blanco (WAT)
ante la exposicion al frio prolongada o la estimulacion adrenérgica (Algire et al., 2013;
Kajimura et al., 2015; Symonds et al., 2018). Su cantidad es variable de un depésito de

WAT a otro, teniendo mayor presencia en los conjuntos inguinal y retroperitoneal.

Con relacién a WAT, también existen diferencias entre raton y humano. En raton se
localiza en dos compartimentos subcutaneos: el anterior que comprende los
subconjuntos dorsal e interescapular, y el posterior formado por los subconjuntos
inguinal, dorsolumbar y glateo. Mientras que el compartimento visceral este se subdivide
en conjunto: retroperitoneal, mesentérico y perigonadal (de Jong et al., 2015). En tanto
gue, en humanos, el compartimento subcutaneo forma una capa continua a lo largo del
cuerpo exceptuando manos y pies (Giordano et al., 2014; Lapid & Graff, 2017; Miletta &
Horvath, 2018).

El tejido adiposo marron es pilar termogénico gracias a que posee caracteristicas
tales como: facil recepcion de sustrato metabdélico y distribucién fluida del calor, mediante
su amplia red vascular; asimismo el tejido adiposo marrén tiene elevada inervacion del
sistema nervioso simpatico (SNS) (Spiegelman & Flier, 2001; Tupone et al., 2014); y en
su membrana mitocondrial interna expresa la UCP1 (Chouchani et al., 2019; Kalinovich

et al., 2017). Como respuesta al frio los nervios simpaticos liberan noradrenalina (NA).
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La NA se une a los receptores B3 adrenérgicos presentes en la membrana celular del
adipocito marron, permitiendo que la adenilciclasa convierta el adenosin trifosfato (ATP)
en adenosin monofosfato ciclico (AMPc). Por un lado, el AMPc promueve la formacion
de tridotironina (T3) en los adipocitos marrones (Lynes & Tseng, 2018). Y por otro,
fosforila la proteina quinasa A (PKA) que fosforila la Perilipina 1 para que se liberen
almacenes lipidicos, y la lipasa sensible a hormonas (HSL) para unirse a las vacuolas
lipidicas al desprenderse Perilina 1, permitiendo la lipolisis de los triglicéridos a acidos

grasos libres y glicerol (Rajan et al., 2014).

Los acidos grasos libres convertidos a acetil-Coenzima A (acetil-CoA) se transforman
en acetil-carnitina por accién de la acetil-CoA, para ser transportados a través de la
isoforma M de la carnitil palmitoil transferasa 1 (CP- TI-M). Siendo este el punto limitante
de la B oxidacion, ya que CPTI-M puede ser inhibida por el malonil-CoA (sustrato
involucrado en la lipogénesis de novo), por tanto, en un estado de lipogénesis se impide
la oxidacién de los acidos grasos (Rutkowski JM et al., 2015). Enseguida, la carnitil
palmitoil transferasa 2 (CPTII) transporta a la acetil-carnitina permitiendo la liberacion del
acetil-CoA de la carnitina. La 8 oxidacién de los acidos grasos y la actividad del ciclo del
Krebs permiten la formacion de intermediarios reducidos como el flavin adenin
dinucledtido (FADH) y el nicotin adenin dinucleétido (NADH), mismos que se oxidan para
ceder sus electrones a la cadena de transporte de electrones. Esto permitira la
conduccion de los protones primero al espacio intermembranal mitocondrial formando un
gradiente que es usado para impulsar esos protones de regreso al interior de la matriz
mitocondrial a través de la proteina UCP1, transformando asi esta energia en calor
(Cannon & Nedergaard, 2004).

La NA induce la fosforilaciéon y activacion de p38 MAPK, el cual fosforila al factor
activador de la transcripcion 2 (Atf-2), para que se desplace al nucleo y promueva la
transcripcion del proliferador de peroxisomas inducido por cAMP 1a (Pgc1-a) (Seale &
cols., 2008). Por su parte, Pgcl-a es fosforilado y activado con el consiguiente aumento
de la transcripcion de genes termogénicos, como Ucpl (Villarroya & Vidal-Puig, 2013).

Asimismo, la expresion de UCP1 esta regulada indirectamente a través de la expresion
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de PGC1a misma que coactiva junto con el receptor gamma activado por el proliferador
de peroxisomas (PPARYy) al potenciador de UCP1 (Ciao et al., 2004).

Por tanto, la liberacién de norepinefrina (NE) activa receptores B3-adrenérgicos en el
tejido adiposo marrén para inducir termogénesis y en el tejido adiposo blanco para
desdoblar los triglicéridos. NE estimula la beta oxidacion en la mitocondria inducido por
AMPc y proteina quinasa A para formar Acil-CoA. El ciclo de &cido citrico incorpora
moléculas NADH y FADH para ser usado por el sistema de transporte de electrones en
la mitocondria y que acoplada con UCP1 produce liberacion de energia (Ikeda &
Yamada, 2020).

La funcibn mas conocida del WAT es como el reservorio primario de energia del
organismo, debido a su capacidad para acumular acidos grasos ante un exceso de
nutrientes. Sus enzimas lipogénicas permiten la sintesis de triglicéridos para ser
almacenados en la vacuola lipidica. En contraste, durante el ayuno se accionan
hormonas lipoliticas como HSL o ATGL, dando lugar a la lipolisis de los triglicéridos. De
esta manera los acidos grasos liberados viajan por el torrente sanguineo para ser
utilizados por distintos tejidos, entre ellos higado, musculo esquelético y cardiaco (Tang
& Lane, 2012). Otras de sus funciones importantes son: la mecéanica, protegiendo los
organos internos; la regulacion del metabolismo glucidico, expresan el transportador de
glucosa GLUT4 y la endocrina, al liberar adipoquinas que actian a nivel sistémico (Jung
et al., 2019).

Entre las adipoquinas mas conocidas de WAT, se encuentran leptina, adiponectina,
resistina, TNF-a e IL-6; las cuales contribuyen a regular el metabolismo energético y
nutricional (Gutiérrez-Ruiz et al., 2011; Lee et al., 2014). Otras adipoquinas que han ido
adquiriendo una mayor importancia son: la proteina de unién a retinol 4 (RBP4), que
transporta la vitamina A en el suero; el factor de crecimiento fibroblastico 21 (FGF21),
gue presenta efectos beneficiosos en la pérdida de peso (Rosen, E. D., & Spiegelman,
2014); y la proteina de adipocitos 2 (aP2), que permite la union y transporte de acidos
grasos a través del citosol. Se han descrito niveles elevados de aP2 en obesidad y se
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considera, promueve la resistencia a la insulina y la gluconeogénesis hepaticas (Cao et
al., 2013).

4 Planteamiento del problema.

En estudios separados, durante la evaluacion de los efectos térmicos de IL-18 (1.5
ng/0.5 uL), insulina (0.03 IU/0.5 uL), o IGF-1 (10 ng/0.5 uL) en hipotalamo anterior
encontramos que hay un efecto diferencial en la magnitud y duracion del efecto térmico
siendo de 8-12h para IL-1 (38.4 + 0.22 °C) (Eberwine y Bartfai, 2011), 6-8h para insulina
(37.11 £ 0.04 °C) (Sanchez Alavez y cols, 2010) o 5-7h para IGF-1 (37.5 + 0.43 °C
(Sanchez-Alavez y cols, 2011). El control térmico de referencia es el agonista sintético
CP-722221 (Pfizer, USA) que es especifico para el receptor adrenérgico B3 que induce
efecto térmico directo por estimulacion de tejido adiposo pardo durante 2 a 4h (37.2 +
0.18 °C) (Spaethling y cols, 2016). Durante estos estudios se evaluaron la captacion de
18F-FDG en el tejido adiposo marrédn localizado en la region subescapular, observando
por primera vez a nivel experimental que la captacion también tiene un gradiente
diferencial y selectivo en tejido adiposo marrén y que en realidad el tejido adiposo
subescapular esta formado por cuatro subunidades, dos de ellas mediales/superficiales
y otras dos ventrales/laterales y que la microinyeccion de IL-1f en el area predptica activa
las unidades mediales/superficiales (datos no publicados), en tanto que la microinyeccion
de insulina 0 IGF-1 en el area preoptica activa las unidades ventrales/laterales (Sanchez-
Alavez et al., 2010, 2011).

La medicion del consumo de oxigeno y la produccion de didxido de carbono y el
célculo de la tasa de eficiencia respiratoria (RER) por calorimetria indirecta indican que
en efecto la inyeccion de IL-1p, insulina o IGF-1 en el area predptica es seguida por un
mayor consumo de oxigeno y una RER mas baja en comparacion con los ratones
tratados con el respectivo vehiculo, lo que indica un cambio del metabolismo de la
glucosa ante la utilizacion elevada de acidos grasos (Sanchez-Alavez et al., 2010, 2011)
(Eberwine & Bartfai, 2011; Spaethling et al., 2016).
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50 ug/200uL IP POA POA POA
Spaethling No publicados Sanchez-Alavez Sanchez-Alavez
y cols, 2016 y cols, 2010 y cols, 2011

Figura 2. Regulacién hipotalamica de la activacion de tejido adiposo marrén. Visualizacion
del area predptica (POA) y tejido adiposo marrén interescapular (iBAT). La administraciéon del
agonista B3 sintético intraperitoneal activa selectivamente el tejido adiposo marrén.
Administracion de IL-1B en el area predptica activa las unidades mediales/superficiales en tanto
gue la microinyeccion de insulina o IGF-1 en el area predptica activa las unidades

ventrales/laterales.

La termogénesis del tejido adiposo marrén depende principalmente de la
activacion de la UCP1, que desacopla la fosforilacion oxidativa en las mitocondrias para
disipar el gradiente electroquimico en forma de calor. Nuestras observaciones indican
gue lainsulina y la IL-1B inducen captacion de 18F-FDG en diferentes conjuntos de BAT
lo que podria explicar la diferencia en la amplitud y la duracion de la induccion de
temperatura central (Sanchez-Alavez et al.,, 2006; Sanchez-Alavez et al., 2009).
Proponemos que existen diferentes proyecciones funcionales en el area preoptica, que
pueden explicar la activacion de diferentes subconjuntos de BAT apoyando la idea de
gue existe vias pirégenas a cargo del sistema inflamatorio y vias metabdlicas a cargo de

la insulina.
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5 JUSTIFICACION.

En el POA existen neuronas GABAergicas sensibles a calor (warm sensitive
neuron) con funcién inhibitoria sobre los circuitos glutamatérgicos que inducen
termogénesis. Las neuronas GABAergicas del POA expresan receptores a IL-1B y/o
receptores a insulina pero que su respectiva activacion se relaciona con un efecto térmico
diferente tanto en duracion como en magnitud. Nuestro proyecto consiste en comparar
el efecto térmico que hay entre la administracion de un pirdgeno enddgeno representado
por la IL-1B y un regulador metabdlico representado por la insulina en una region en
comun que es el area preoptica. Resultados publicados indican que ambos, la IL-1B y la
insulina producen hiperpolarizacién de las neuronas GABAergicas y que el resultado final
es un déficit GABAérgico sobre la actividad glutamatérgica causando una estimulacion
autondmica y aumento de termogénesis (Sanchez-Alavez et al., 2006; Sanchez-Alavez
et al., 2010; Eberwine & Bartfai, 2011; Tupone et al., 2014). Con base a los resultados
de la tasa de eficiencia respiratoria ambos favorecen el metabolismo de lipidos pero la
pregunta que apoya este proyecto es saber si la activacién de receptores en el area
predptica a IL-1B o insulina inhibe neuronas GABAergicas que sean parte de circuitos
independientes lo que pueda explicar la activacion de subconjuntos de BAT diferentes y
si es asi este proyecto abriria la puerta para proponer vias especificas pirogénicas y vias
especificas metabdlicas que regulan diferentes poblaciones de BAT a partir del area
preoptica. Al notar la activacion diferencial de iBAT nos preguntamos, si existe una
activacion selectiva. Por lo que, el analizar la respuesta de depdsitos de aBAT, mBAT y
iBAT nos permitirA conocer mas de su fisiologia en torno a la termorregulacion.
Contribuyendo a la comprensién de los mecanismos implicados en la eficiencia de la

utilizacion de energia durante la infeccion (IL-1B) o estado metabdlico (insulina).
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6 Objetivo general.

Determinar el efecto termogénico inducido por la microinyeccion de IL-18 o
insulina en el area preoptica del hipotdlamo anterior y evaluar la participacion de tres
conjuntos del BAT a través de la evaluacion de la induccién de mRNA de UCP1 en los
conjuntos de tejido adiposo marrén axilar (aBAT), mediastinico (mMBAT) y el subescapular
(IBAT).

6.1 Objetivos especificos.
*Analizar la expresion de ARNm de UCP1 en los conjuntos interescapular,

mediastinico y axilar de BAT en ratones C57BL6 inyectados con insulina en el area

predptica.

*Analizar la expresion de ARNm de UCP1 en los conjuntos interescapular,
mediastinico y axilar de BAT en ratones C57BL6 inyectados con IL-1 en el area

predptica.

*Cuantificar la temperatura corporal central de ratones C57BL6, antes durante y

después de la inyeccién de insulina o IL-1B en el area predptica.

7 HIPOTESIS

La microinyeccion de Insulina en el area preoptica del hipotalamo activa depositos
de tejido adiposo marron diferentes a los activados por IL-1.

8 MATERIAL Y METODOS.

Animales de experimentacion. Todos los procedimientos se realizaron en ratones
macho C57BL/6J (20-25 g de peso y 3 meses de edad), y su uso fue aprobado por el
Comité Institucional de cuidado y uso de animales de la Universidad Autonoma de Baja

California y por el comité para el cuidado y uso de animales de laboratorio de Instituto de
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Investigacion Scripps en La Jolla California. Los animales se mantuvieron con comida
regular (Harlan Teklad LM-485 Diet 7012; carbohidratos 65% kcal, grasas 13%, energia
metabolizable 3,41 kcal/g). El acceso a alimentos y agua fue ad libitum (libre demanda),
y el ciclo de luz:oscuridad fue 12:12 h con luces encendidas a las 7:00 a.m. a una

temperatura ambiental de 26 + 1°C.

8.1 Protocolos experimentales.

Los ratones se dividieron en 3 grupos de estudio: grupo control tratado con liquido

cefalorraquideo artificial (aCSF), grupo tratado con insulina (INS) y grupo tratado con IL-

1B (IL1).

El plan de uso de animales fue acorde al siguiente plan de tiempo:

registropor24 h de registro por 2h después
temperatura central de micro-inyeccion en POA

dial aclimatacidn dia7 dia 14 dia 18 dia 20 eutanasiay recoleccion
a bioterio de BAT para PCR
C57BL/6J Implante deldisposit'ivo ImQIante de’cél"lula grupo control n=8 Andlisis de
dzselemeltna encavidad En arelzla predpticadel grupoll-1b  n=8 resultados
abdomina ipotalamo grupoinsuinan=8

8.2 Medicion de temperatura corporal central por telemetria

A los 7 dias después que los ratones llegaron al bioterio se realizé la primera
cirugia de implante del dispositivo de telemetria. Los ratones fueron anestesiados con
isoflorano (induccién 3-5%, mantenimiento 1-1,5%) y se implantaron quirdrgicamente
con un dispositivo de radiotelemetria (TA-F20; Data Sciences, St Pau, MN) en la cavidad
peritoneal. Se utilizo una técnica antiséptica y se realizé incision de piel y pared anterior
de peritoneo y se expuso la cavidad peritoneal para depositar el implante. Se cerro la
cavidad peritoneal con sutura absorbible (Ethicon Plain Gut, 5-0, Fast Absorbing) seguida

17



de sutura de piel con nylon (Sutralon Nylon Micro Suture). Buprenorfina a 1.5 mg/kg fue
administrada por via intramuscular para manejo de dolor durante y después de la cirugia.
Se permitié que los ratones se recuperaran durante 7 dias. Los ratones se mantuvieron
en cajas individuales de plexiglas dentro del bioterio a temperatura ambiental de 25 + 0.5
° C enunciclo de luz-oscuridad de 12:12 h (luces encendidas a las 7:00 a.m.) con acceso

ad libitum a alimentos y agua.

Las jaulas se colocaron sobre placas receptoras (RPC-1; Data Sciences, St Paul
MN) y las sefales de radiotelemetria de los implantes se monitorearon continuamente.
La temperatura corporal central y la actividad locomotora (nUmero de movimientos
horizontales) fueron continuamente monitoreados con un sistema de adquisicion de
datos completamente automatizado (Dataquest ART Data Sciences, St Pau, MN). Se
realizaron registros durante 72h antes del tratamiento para asegurarse de que los niveles

de temperatura de referencia fueran estables con ritmo circadiano de 24h.

8.3 Farmacos.

La insulina (11507; Sigma, St. Louis, MO) se disolvid previamente en solucion
salina y posteriormente diluido en liquido cefalorraquideo artificial (aCSF, 60 IU/ml).
Interleukin-18 human (H6291-10UG, Sigma-Aldrich) se disolvid en solucion salina y

posteriormente en aCSF a un volumen de 1 pg/ml.

8.4 Cirugia estereotaxica.

Una semana después del implante de la interfase de telemetria (dia 14) los
ratones fueron sometidos a una cirugia estereotaxica y para esto se anestesiaron con
isoflurano (induccién 5%, mantenimiento 1-2%) y se colocé una canula guia (26 Ga, 7
mm de longitud) en el area predptica. Para esto, los animales fueron colocados en un
estereotaxico Modelo 902 Dual Small Animal Stereotaxic Instrument (David kopf
instruments, Tujunga, CA. USA), donde se fij6 el craneo utilizando lapices metalicos.
Posterior a esto, con la aplicacion de técnica aséptica de la piel del craneo se realizdé una

incision con un bisturi abriendo la piel que recubre el craneo; el musculo y la fascia
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superficial se desplaz6 hacia un lado para exponer el hueso. Se perforo un pequefio
agujero en el hueso parietal para la colocacién de un tornillo de acero inoxidable y otro
sobre la region de interés (Paxinos y Watson, 2013). Las coordenadas para la colocacion
de la canula guia al POA son: anterior-posterior de bregma: +0.34 mm; lateral: linea
media sobre bregma; y ventral, 3.4 mm. Esta canula guia se asegur6 con cemento dental
al tornillo. Se inserto una canula simulada con un estilete (31 ga, 7 mm de longitud) en la

canula guia para mantener la permeabilidad y reducir el riesgo de infeccion.

Al cuarto dia de recuperacion de la cirugia estereotaxica se realiz6 el registro de
la actividad motora y temperatura central por 24h. Después se realizé la microinyeccion
4h después del inicio del ciclo de luz (11:00 a.m.) de aCSF, insulina o IL-1B y se registré

por dos horas seguido de eutanasia y obtencion de tejido adiposo marron.

8.5 Microinyeccién en POA.

Se microinyecto insulina recombinante humana 0.03 U1/0.5 pl, IL-1p 500 pg/0.5 pl
0 aCSF 0.5 yl, directamente en el POA a través de la canula guia usando un inyector (33
Ga, 7.5 mm de longitud) conectado a un tubo de plastico y una microjeringa en un
volumen de 0.5 pl (Hamilton Company Reno, Nevada, USA) a una tasa de inyeccién

durante un periodo de 1 min para permitir la difusién del volumen microinyectado.

8.6 Eutanasiay extraccion de tejido BAT.

Después de dos horas de registro se sacrificaron a los ratones con Isoflurano a
dosis terminal (5%). Se diseco aBAT: es un depdsito intermuscular (= 100 mg)
encontrado directamente debajo de la escapula (hombro cuchillas); mBAT: es un
depdsito visceral (=10 mg) que se encuentra en el mediastino. La masa mas grande del
depdsito, que es utilizado en este estudio, se encuentra en el arco de la aorta; iBAT: se
guita la piel de la espalda, se identifica una capa de WAT al nivel de los oméplatos. Esta
capa cubre los dos I6bulos de iIBAT. Se disecan estos dos tejidos dorsales dejando

intactos los profundos.
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8.7 PCR entiempo real.

Para determinar las concentraciones de UCP1 de los subconjuntos de BAT se
purifico el ARN total utilizando un kit de ARN (Thermo Fisher). La purificacion adicional
de ARN se realiz6 usando el mini kit RNeasy (Qiagen, Valencia, CA). La concentracion
de ARN se determind a partir de la absorbancia a 260 nm en relacidén con la absorbancia
a 280 nm. El ARN se almacend a -70 ° C hasta que se realiz6 la transcripcion inversa.
Una alicuota (1 pg) de ARN de extracto se transcribi6 de forma inversa en ADN
complementario de primera hebra (ADNc) a 42 ° C durante 40 min, utilizando 100 U/ml|
de transcriptasa inversa (Applied Biosystem) y 0,1 uM de oligo (dT) - cebador adaptador
(Takara) en una mezcla de reaccion de 50 pL. Se realizé RT-gPCR semicuantitativa
usando iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad) en un sistema de deteccion de
PCR en tiempo real CFX384 Touch (Bio-Rad). La expresion relativa de ARNm se calculo
después de la normalizacion mediante un promedio de expresion de GAPDH y 18S. Los

primers fueron obtenidos de Qiagen de acuerdo al siguiente catélogo.

Primers usados, obtenidos de Qiagen

Simbolo del Nombre del gen Numero de

gen catalogo

UCP1 Proteina desacoplante 1 PPM05164B

PPARy Receptor gamma activado por el proliferador de PPM05108C
peroxisomas

PGCla Receptor gamma activado por el proliferador de PPM033601
peroxisomas, coactivador 1 alfa

GAPDH Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa PPMO02946E

18S ARN ribosémico 18S PPM72041A

8.8 Anadlisis estadistico

Los resultados obtenidos se representaran graficamente con medias +/- error
estandar. La significacion estadistica para las comparaciones multiples se determino
mediante ANOVA de una o dos vias, con la prueba de comparaciones multiples de Tukey
o la prueba t para datos no apareados (valor P de dos colas). Los graficos de correlacion
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se analizaron con regresion lineal (valor P de dos colas, IC del 95%). Se utilizé GraphPad
Prism 6 para el analisis estadistico. Los valores de p <0,05 se consideraron

estadisticamente significativos.

9 Resultados

Para determinar que los animales tienen un ritmo circadiano dependiente del ciclo luz
oscuridad y que no tienen alguna condicidén inflamatoria que altere los resultados se
realizo la evaluacion de la temperatura corporal por 24h antes de la administracion de
inyecciones en el area preoptica. Los resultados indican que los tres grupos de animales
tuvieron una fluctuacion de temperatura circadiana donde el aumento de temperatura
correlaciono al estado de actividad durante el ciclo de oscuridad mientras que la
disminucién de temperatura correlaciono con el periodo de descanso que es durante el
periodo de luz (Figura 3). Durante el dia del tratamiento, de manera similar a los ratones
inyectados con vehiculo (aCSF), los animales inyectados con insulina o IL-1B mostraron
una elevacion de la temperatura corporal central dependiente del estrés en el momento
del tratamiento. Sin embargo, la temperatura empieza a disminuir a niveles basales en
los grupos inyectados con vehiculo y con insulina, pero el grupo inyectado con IL-1B la
elevacién de la temperatura corporal central persiste elevada en forma significativa y se
mantuvo durante las dos horas de registro. El analisis estadistico indica que 50 minutos
después de la inyeccion el valor de la relacion F= 6.6 indica que existe una diferencia
general entre las medias de la muestra, aCSF (36.44 + 0.54 °C), insulina (36.54 + 0.47
°C) e IL-1B (37.29 + 0.52 °C). El valor p= 0.005732, y la prueba HSD (diferencia
honestamente significativa) de Tukey indica que en los pares de medias existe una
diferencia significativa y el resultado es significativo en p <0.05 (F IL-18 vs INS, aCSF).
Esta diferencia se mantiene hasta el final del registro que fue terminado a los 120 minutos
donde los valores de aCSF (34.82 + 0.32 °C), insulina (36.39 + 0.69 °C) e IL-1B (37.30 +
0.64 °C) mantienen una diferencia de p < 0.05 (£ IL-1B vs INS, aCSF). Ademas, a los 75
minutos después de la inyeccion el valor de la relacion F= 41.12 indica que esa diferencia
general entre las medias de la muestra es mas marcada. El valor p= 0.00001, la prueba
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HSD de Tukey indica que en los pares de medias existe una diferencia significativa y el
resultado es significativo en p <0.05 (1 IL-18 vs INS, aCSF; # INS vs aCSF).
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Figura 3. Fluctuacién circadiana de temperatura corporal central. La fluctuacion de
temperatura depende de la del ciclo luz oscuridad siendo mayor en el periodo oscuro y siendo
minimo durante el periodo de luz cuando los animales duermen. Los experimentos se realizaron
a las 11 de la mafana que es el periodo estandar de evaluacion del efecto farmacoldgico de

drogas hipertérmicas como insulina e I1L-1p3.
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Figura 4. Efecto hipertérmico de IL-1p e insulina inyectados en el area predptica. Las
microinyecciones se realizaron a las 11 de la mafiana que es el tiempo 0. Se toman dos horas
previas como temperatura basal para descarta efectos hipertérmicos en el animal. De lo contrario
son descartados para el experimento. Aumento de temperatura corporal central se eleva por
efecto del estrés y manipulacion de los animales. Después de 40 minutos la temperatura empieza
a bajar a niveles normales, pero para este tiempo la temperatura del grupo tratado con IL-13 se
mantiene elevada a diferencia del grupo tratado con insulina o0 aCSF. A los 75 minutos después
de la inyeccion el grupo de insulina muestra efecto hipertérmico. # p<5.05, IL-1B vs insulina,
aCSF. # p< 0.05 insulina vs aCSF.
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Figura 5. Induccion de UCP1 y genes reguladores en BAT interescapular por
administracion de IL-1f o insulina. El valor p= 0.0075, y la prueba HSD de Tukey indica que en
los pares de medias existe una diferencia significativa y el resultado es significativo para UCP1,
p <0.05 (** IL-1B vs INS, aCSF; IL-1B vs INS, p=0.025; IL-1B8 vs aCSF, p=0.010). No cambios

significativos en los genes reguladores PGCla y PPARYy.
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Figura 6. Induccion de UCP1 y genes reguladores en BAT de mediastino por
administracion de IL-18 o insulina. El valor p= 0.0075 para UCP1, y la prueba HSD de Tukey
indica que en los pares de medias existe una diferencia significativa y el resultado es significativo
en p <0.05 (** IL-1B vs INS, aCSF; IL-1B vs INS, p=0.025; IL-18 vs aCSF, p=0.010). No cambios

significativos en los genes reguladores PGCla y PPARYy.
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Figura 7. Induccion de UCP1 y genes reguladores en BAT axilar por administracion de IL-
1B o insulina. El valor de la relacion F=2.17, df (2, 21), p=0.13 indica que no existe una diferencia
general entre las medias de la muestra. Los valores normalizados al grupo control para UCP1
indican CSF (1 + 1.7), insulina (10.8 + 13.3) e IL-13 (111.14 + 201.7). p>0.05, (IL-1B vs INS,
p=0.22; IL-1B vs aCSF, p=0.16).
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9.1 Efectos de laadministracion de IL-1B e insulina en el area predptica en los

genes para UCP1, PGCia y PPARYy en tres depodsitos de tejido adiposo marron

asociados con el programa termogénico.

Los cambios en la transcripcion de genes que desempefian funciones importantes en
la termogénesis dentro de BAT pueden indicar como se produce la influencia de IL-1B e
insulina en los circuitos hipotaldmicos que controlan termogénesis en BAT. Entre los
genes relevantes para la termogénesis en BAT, UCP1 es fundamental en la generacién

de calor a partir de la respiracion mitocondrial (Pollard & Carling, 2020).

Con respecto al tejido adiposo marrén interescapular el analisis estadistico indica que
2 horas después de la inyeccion de IL-1B o insulina, el valor de la relacién F= 5.87, df
(2,21) indica que existe una diferencia general entre las medias de la muestra, y los
valores normalizados al grupo control: valores normalizados para CSF (1 + 1.7), insulina
(2.3 +5.19) e IL-1B (203.9 + 235.9). El valor p= 0.009417, y la prueba HSD (diferencia
honestamente significativa) de Tukey indica que en los pares de medias existe una
diferencia significativa y el resultado es significativo en p <0.05 (** IL-1B vs INS, aCSF).
Esta diferencia (** IL-1B vs INS, p=0.018; IL-1B8 vs aCSF, p=0.019) confirma que en el
tejido subescapular la induccion de UCPL1 esta activado por los circuitos autonémicos
modulados por area preédptica. La diferencia entre aCSF vs INS, p=0.99 indica que el rol
de la activacion de BAT subescapular por inyeccion de insulina en el area preoptica no
requiere la induccion de UCPL1 y que el efecto termogénico pueda involucrar otras vias
gue no requieren BAT. Con respecto a los genes moduladores el analisis estadistico
indica que para el gen PGC1a el valor de F=0.9, df (2,21), p=0.4, mientras que para el
gen PPARYy el valor de F=0.3, df (2,21), p=0.68 lo que indica que estos genes no
participan en la modulacién de la induccion de UCP1 (Figura 5).

Con respecto al tejido adiposo marrén del mediastino, el valor de la relaciéon F=6.2

indica que existe una diferencia general entre las medias de la muestra, y los valores
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normalizados al grupo control indican CSF (1 + 1.2), insulina (9.8 + 17.3) e IL-13 (75.4 +
77.9). El valor p= 0.0075, y la prueba HSD de Tukey indica que en los pares de medias
existe una diferencia significativa y el resultado es significativo en p <0.05 (** IL-1B vs
INS, aCSF). Esta diferencia (** IL-18 vs INS, p=0.025; IL-1p vs aCSF, p=0.010) confirma
que en el tejido de mediastino al igual que el tejido subescapular la induccion de UCP1
esta activado por los circuitos autondmicos modulados por area preoptica. La diferencia
entre aCSF vs INS, p=0.92 indica que el rol de la activacién de BAT subescapular por
inyeccion de insulina en el &rea predptica no requiere la induccién de UCP1y que al igual
que el tejido subescapular el efecto termogénico pueda involucrar otras vias que no
requieren BAT. Con respecto a los genes moduladores el andlisis estadistico indica que
para el gen PGC1a el valor de F=0.84, df (2,21), p=0.43, mientras que para el gen PPARy
el valor de F=3.4, df (2,21), p=0.052 lo que indica que estos genes no participan en la

modulacion de la induccion de UCP1 (Figura 6).

Con respecto al tejido adiposo marrén axilar, el valor de la relacion F=2.17, df (2,21),
p=0.13 indica que no existe una diferencia general entre las medias de la muestra. Los
valores normalizados al grupo control indican CSF (1 + 1.7), insulina (10.8 + 13.3) e IL-
18 (111.14 + 201.7). La prueba HSD de Tukey indica que en los pares de medias no
existe una diferencia significativa, p>0.05, (IL-1B vs INS, p=0.22; IL-1B vs aCSF, p=0.16)
La diferencia entre aCSF vs INS, p=0.98 indica que el rol de la activacion de BAT axilar
por inyeccion de insulina o IL-13 en el area predptica no requiere la induccién de UCP1
y que al igual que el tejido subescapular el efecto termogénico pueda involucrar otras
vias que no requieren BAT axilar. Con respecto a los genes moduladores el analisis
estadistico indica que para el gen PGC1a el valor de F=1.1, df (2,21), p=0.35, mientras
que para el gen PPARYy el valor de F=1.6, df (2,21), p=0.21 lo que indica que estos genes
no participan en la respuesta térmica a la aplicacion de insulina o IL-1f (Figura 7).

Nuestros resultados indican que en tejido adiposo marrén interescapular y
mediastinico la transcripcion de UCP1 fue modulada por el tratamiento con IL-18 (p
<0.05). Con respecto a los genes reguladores no se observaron cambios significativos

en ningun depdsito de tejido adiposo marrdn. La expresion de PPRy y PGC1a que son

28



dos factores clave que determinan la diferenciacién de preadipocitos hacia adipocitos

marrones no tuvieron cambios significativos con los tratamientos con IL-18 o insulina.

10 Discusion.

La termogénesis es el proceso de produccion de calor en organismos y tiene lugar en
estructuras especializadas. La temperatura corporal central y la homeostasis de los
nutrientes son componentes importantes del equilibrio energético que estan reguladas
centralmente por nicleos y neuronas hipotalamicas. El area preoptica es esencial para
la regulacion de CBT (Boulant, 1998). Esta region contiene neuronas sensibles a la
temperatura que son consideradas fundamentales para detectar y responder a los
cambios de temperatura local y de la piel (Tan et al., 2018). La homeostasis de nutrientes
esta regulada por diferentes regiones hipotalamicas como el nucleo paraventricular y el
nacleo arqueado, que contienen neuronas que responden a los cambios en el nivel de
glucosa, lipidos, grelina, leptina e insulina (Plum et al.,, 2005). La inyeccion
intracerebroventricular de insulina alcanza al hipotalamo anterior y reduce la actividad
unitaria de las neuronas del POA sensibles temperatura (Wang & Lin, 1985) pero la
respuesta es mas especifica cuando se inyecta directamente en esta area donde se
encuentran las neuronas GABAergicas que expresan el receptor a insulina y son
inhibidas (Sanchez-Alavez et al., 2010). El efecto térmico de insulina se asemeja al efecto
pirogénico de la IL-1B (Sanchez-Alavez et al., 2006; Nakamura & Morrison, 2007;
Nakamura & Morrison, 2011). Aunque todavia se desconoce si la insulina activa a las
mismas neuronas GABAEérgicas sensibles al calor activadas por IL-13 nuestros datos
apoyan la idea de que serian diferentes grupos neuronales los que podrian tener
proyecciones especificas a sistemas termogénicos. Un experimento critico que apoya
esta observacion es el uso de animales que carecen del receptor cerebral a insulina que
es el modelo de raton NIRKO (neuronal insulin receptor knock out model). Al inyectar
insulina en el area predptica nuestro grupo encontré que la respuesta termogénica
estaba ausente mientras que la administracion de IL-1B indujo termogénesis (Sanchez-
Alavez et al., 2011). Es importante mencionar que cuando se realizan evaluaciones de

actividad unitaria en rebanas de cerebro de raton que contienen el area preoptica, no
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todas las neuronas sensibles a calor respondieron a la insulina, lo que indica que estas
neuronas GABAergicas constituyen una poblacién heterogénea de neuronas y que la
insulina inhibe solo un subconjunto de estas neuronas (Sanchez-Alavez et al., 2010); sin
embargo, este subconjunto representa una entrada lo suficientemente potente para que
la regulacion BAT cause una respuesta hipertérmica, aunque nuestros experimentos en
este trabajo indiquen que la magnitud de estimulacion de UCP1 no sea significativa en
ninguno de los subconjuntos de tejido adiposo marrén evaluados. Por tanto, podriamos
apoyar la idea de que las neuronas GABAergicas sensibles a calor y que responden al
efecto inhibitorio de la insulina serian parte de un sistema que tiene efecto especifico
para el equilibrio energético y pueden participar en los efectos térmicos de los alimentos,
un fendémeno inversamente correlacionado con el grado de resistencia a la insulina 'y de
la grasa corporal y propuesto como importante en el desarrollo de la obesidad (Bo et al.,
2020). El hecho de demostrar el efecto hipertérmico de la insulina sugiere un vinculo
importante entre la termorregulacion y la homeostasis energética, aunque se abre las
puertas de explorar aun mas el resto de los depésitos de tejido adiposo marréon y
proponer que existen otros sistemas, como vasoconstriccibn o aumento de actividad
muscular, controlados por el area preoptica que puedan incrementar la produccién o

retencion de calor después de la administracion de insulina.

11 Conclusiones

Insulina e IL-1B inducen hipertermia cuando se inyectan localmente en hipotalamo
anterior en el area preodptica de raton. El nivel de respuesta de la hipertermia es
significativamente mayor en el grupo tratado con IL-18 y esto se ve reflejado en la
induccion de UCP1 en dos (BAT interescapular y mediastino) de los tres subconjuntos
de tejido adiposo marron estudiados. Con estos datos podemos apoyar los hallazgos
previos donde el tratamiento con insulina en ratones NIRKO que carecen del receptor a
insulina son capaces de responder a IL-13 o bien montar una respuesta hipertérmica con
IGF-1 pero no con insulina. Se puede concluir que diferentes poblaciones GABAergicas

gue tienen los receptores para insulina o para IL-13 se organizan para modular la

30



respuesta hipertérmica a través de la activacion periférica de diferentes sistemas

encaminados a participar a una funcion inflamatoria o una regulacién energética.
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