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El tejido adiposo, ha sido ignorado durante décadas por la ciencia, considerado
como una masa de poca actividad, reservorio de energia a la que se le atribuian pocas
caracteristicas de interés (Mokdad et al., 2003). Dos factores que han contribuido a
cambiar esa visidn son, en primer lugar el crecimiento en la poblacion de la obesidad, y
en segundo lugar, las consecuencias socioecondmicas que genera. Por ejemplo, el
20% de la poblacion en los Estados Unidos es obesa, incluso, presenta indices alar-
mantemente elevados en edades infantiles (Berthoud, 2006). En Esparia, los datos son
menos alarmantes con una prevalencia del 14,5% en la poblacién entre los 25-60 afos
y del 13,9% en la poblacion infantil y juvenil hasta los 25 afnos (Perez-Rodrigo et al.,
2006). Por otro lado, existe una alta correlacion entre el indice de masa corporal y el
desarrollo de la diabetes tipo Il, enfermedades cardiovasculares, enfermedad hepato-
biliar, osteoartritis y otros desdrdenes de caracter psicoldgico, que aumentan el gasto
sanitario y condicionan la calidad de vida (Allender & Rayner, 2007, Mokdad et al.,
2003). Todo ello ha sido el detonante perfecto para que en los ultimos afios se haya in-
cidido mas en el estudio del tejido adiposo. Gracias a ello, hoy sabemos que el tejido
adiposo es una fabrica de péptidos bioactivos, cuyas funciones son complejas y que en
muchos casos no se comprenden del todo. Es por ello que nos detendremos en su bio-

logia asi como en el estudio de algunos de los péptidos que sintetiza.
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Introduccion d

. Eladipocito: piedra angular del tejido adiposo.

La piedra angular del estudio del tejido adiposo es sin lugar a dudas su unidad
basica: el adipocito. Existen dos tipos de adipocitos, los blancos que configuran un teji-
do denominado grasa blanca (WAT) y los adipocitos pardos que son los constituyentes

de la grasa parda (BAT)".

1.1 La estructura del adipocito.

Los adipocitos son células poliédricas y relativamente grandes con tamanos entre
10 y 200 um (figura I). Esta divergencia en su tamario, se debe a que pueden aumentar
su diametro y por consiguiente su volumen segun la cantidad de triglicéridos (TG) al-
macenados, especializandose por tanto en el almacenaje de las grasas. Esto ocasiona
una morfologia caracteristica, presentando una gran vacuola lipidica en su interior y un

escaso citoplasma desplazado con el nucleo también desplazado (ver figura I).

A \
- <
] | # b
N Y
| <
; | -
3 e ) P
\ ! A
- % | Figura |. Microscopia optica de fejido
2 4 N y - adiposo blanco de rata donde se observan
\ 4 adipocitos blancos. En el interior de cada
{ \ 4 célula se encuentra una gran vacuola
! v, lipidica (flecha azul)

"'En lo sucesivo, a menos que se especifique lo contrario, nos referiremos a los adipocitos blancos y por ende a la WAT.
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1.2 El adipocito, el metabolismo lipidico y la homeostasis de la glucosa.

Los adipocitos, como ya se ha comentado, estan especializados principalmente
en el almacenamiento de la grasa. De hecho, aunque otras células pueden acumular
lipidos, los adipocitos no sélo los almacenan sino que los liberan de acuerdo con los
requerimientos energéticos del resto del organismo y por tanto intervienen de manera
activa en el metabolismo (Rosen & MacDougald, 2006). Asi, en el adipocito tienen lugar
dos procesos del metabolismo lipidico diferentes, a saber, la lipogénesis y la lipolisis.
La lipogénesis implica la formacion de TG a partir de los acidos grasos (AG), proceden-
tes principalmente de la dieta y del glicerol fosfato (GF), que se origina como conse-
cuencia del metabolismo glucidico en el adipocito. Por otro lado, la lipolisis implica la
degradacion de los TG, y como consecuencia la liberacion de AG que seran utilizados
como combustible por el organismo, (aunque una parte de los mismos puede volver a
reesterificarse). A su vez, el GF, durante la lipolisis, abandona la WAT para originar glu-

cogeno por neoglucogénesis.

La glucosa juega un papel activo en la actividad lipogénica del adipocito. La en-
trada de la glucosa en la célula estd mediada por unos transportadores denominados
GLUT, de los cuales el mas abundante en el adipocito es la isoforma 4 (75-90%) y cuya
expresion, esta regulada por factores metabdlicos, nutricionales y hormonales. La insu-
lina es el estimulo que acelera la entrada en el adipocito de la glucosa por activacion
de estos receptores (GLUT 4 y GLUT 1- que multiplica por 10 la accion del GLUT 4-),
de ahi que en condiciones postprandiales la glucosa sea desviada al musculo y a la
WAT. La glucosa en al adipocito sera utilizada para originar GF lo que favorece los me-

canismos de lipogénesis. Asi pues, el resumen del proceso es: como fruto de la inges-
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tion de alimento, los niveles de glucosa se ven aumentados en la sangre, de tal manera
que el pancreas secreta insulina, lo que favorece la captacion de la glucosa en el tejido
adiposo (10-15% de la captacion total - Kahn, 1996, Nelson & Cox, 2005, Pocock & Ri-
chards, 2004). Bajo esta perspectiva, la insulina no sélo tiene acciones sobre la gluco-
sa sino también sobre el metabolismo de los lipidos (Yu & Ginsberg, 2005), ya que la
glucosa en el tejido adiposo, origina, como ya se indicd, GP. A su vez, en situaciones de
exceso de glucosa, ésta se transforma en AG, que se pueden acumular en la WAT en

forma de TG y asi intervenir en el metabolismo lipidico.

1.3 Histologia, localizacion de la WAT y relacién con la actividad metabdlica.
Desde el punto de vista histoldgico, la WAT no estd compuesta exclusivamente
por adipocitos, aunque éstos son los constituyentes mas importantes. En efecto, el
50% del contenido celular total, en la WAT, se debe principalmente a células como fi-
broblastos, macréfagos o células endoteliales (Trayhurn, 2007). Por otro lado, debido a
su intensa actividad metabdlica, la WAT esta profusamente irrigada por vasos sangui-
neos, asi como inervada por fibras nerviosas de caracter simpatico (Bartness & Song,
2007), aunque inicialmente se sugirid la presencia de fibras parasimpaticas (Kreier et
al., 2002), existen evidencias que determinan la no presencia de las mismas (Ba-

llantyne, 1968, Giordano et al., 2006).

La distribucion anatdmica de la WAT es variable; asi, podemos encontrar depdsi-
tos en la piel configurando la grasa subcutanea (figura 1), - estos depdsitos son muy
temidos ya que producen la celulitis y se han convertido en la diana de los procedi-
mientos de liposuccion -. Existen otros depdsitos que ocupan posiciones mas internas,

nos referimos a la grasa visceral (ver figura Il). Estos depdsitos viscerales se encuen-
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tran rodeando a érganos como el intestino, los rifiones, el corazdn, las génadas e inclu-

so al rededor del retroperitoneo.

I
R ._“’/—WAT Subcutdnea
\ anterior

Q Figura Il. Tejido adiposo pardo y
blanco en el ratén adulto. Los
N_\\ [ ™~ diferentes depésitos fueron extraidos
'u\ Q O del animal y colocados sobre una
N\ ‘\f\,U" AT Subcutinea plantila tal cual se encuentran

_ posterior  @natdmicamente. Los testiculos y

rifiones se extrajeron conjuntamente.

/

Modificado de Cinti et al., 2008.

Los depdsitos de la WAT no sdlo se diferencian en su ubicacion, sino también en
su actividad bioldgica y metabdlica. En efecto, la grasa visceral presenta una actividad
bioldgica mayor que los depdsitos subcutaneos (Giorgino et al., 2005, Virtanen et al.,
2002). De hecho, existe una mayor lipolisis (Festuccia et al., 2006, Laplante et al.,
2007, Rebuffe-Scrive et al., 1989), produccion de quimiocinas y de otros factores hor-
monales (Thalmann & Meier, 2007), incluso existen diferencias en el potencial replica-
tivo de los adipocitos (Giorgino et al., 2005), en los depdsitos viscerales comparados
con los subcutaneos. Los mecanismos que se esconden detras de estas divergencias

no estan aun claros (Rosen & Spiegelman, 2006).
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2. El adipocito pardo

La unidad basica de la BAT es el adipocito pardo, que recibe este nombre debido
a su color (figura 1ll). Realmente estos adipocitos contienen una gran cantidad de gotas
lipidicas de pequeno tamano (Cinti, 2006), aunque la caracteristica mas notable es la
existencia en el citoplasma de una gran cantidad de mitocondrias (figura Ill), (Cinti,
2006). Estos organulos presentan unas proteinas que se han denominado UCP o pro-
teinas desacoplantes de las cuales existen al menos tres diferentes: UCP1, UCP2 y
UCP3, (Boss et al., 1997, Fleury et al., 1997, Nicholls & Locke, 1984). Las funciones
de las UCP2 y UCPS3, diez afios después de su identificacion permanecen en profunda
discusion (Cannon et al., 2006) aunque algunos autores postulan su implicacién en la
proteccion frente a las especies reactivas de oxigeno (Duval et al., 2007, Echtay &

Brand, 2007, Echtay et al., 2003, Echtay et al., 2002).

_ Figura lll. A: Microscopia optica de tejido adiposo
subcutaneo de raton donde se observan adipocitos
pardos y blancos. Los adipocitos pardos estan
¢ tefiidos con un anticuerpo especifico de UCP-1. B:
" Los adipocitos pardos presentan depositos
~ multiloculares de lipidos a diferencia de los

~ uniloculares en los adipocitos blancos. C:
- Microscopia electrdnica de un adipocito pardo, en
ella se observan grandes mitocondrias (M),
pequefias gotas de lipidos (L) y una vista parcial
del ndcleo (N). La barra es igual a 0,5 pm.

Modificado de Cinti et al., 2006
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La proteina UCP1, sin embargo, es la unica de dicha familia que se encuentra ex-
clusivamente en el tejido adiposo pardo (Cannon & Nedergaard, 2004), aunque algu-
nos autores dicen haberla encontrado en el musculo liso (Nibbelink et al., 2001) y en el
timo (Carroll et al., 2005), en contradiccidon con los datos encontrados por los demas
autores (Cannon et al., 2006). Esta proteina se describid, por primera vez, en la mito-
condria de los adipocitos pardos (Ricquier & Kader, 1976). Se caracterizé bioguimica-
mente en 1978 (Heaton et al., 1978) y fue aislada en 1980 (Lin & Klingenberg, 1980).
La UCP1 se clond en la rata (Bouillaud et al., 1985) identificandose su cadena de ami-
nodcidos (Bouillaud et al., 1986), variando entre 32 y 33 kDa de peso molecular segun
la especie (Freeman et al., 1985). La secuencia también se determiné a partir de la pro-
teina existente en el hamster, poniéndose de manifiesto que poseia una estructura se-
mejante al translocador de ADP/ATP (Aquila et al., 1982). A su vez, se codifica por un
gen que contiene 6 exones (Bouillaud et al., 1988, Cassard et al., 1990, Kozak et al.,
1988) localizado en el cromosoma 8 en ratones (Jacobsson et al., 1985) y en el 4 en

humanos (Cassard et al., 1990).

El 10% del contenido proteico de la membrana mitocondrial en los adipocitos par-
dos, se debe a la UCP1 (Ricquier & Kader, 1976), cuyas funciones se pueden dividir en
dos tipos. Por un lado, es responsable del fendmeno de termogénesis sin escalofrios
inducida por frio (Golozoubova et al., 2001, Nedergaard et al., 2001). En este caso, se
da la produccion de calor como respuesta al frio (ver figura IV), lo que permite el man-
tenimiento de la temperatura corporal. En condiciones normales, la oxidacion de sustra-
tos produce un gradiente de protones que origina la sintesis de ATP al atravesar la
ATP-sintasa de la membrana mitocondrial interna (ver figura V). La presencia de la pro-
teina UCP1, ubicada también en la membrana mitocondrial interna de los adipocitos

pardos, induce la disipacidon del gradiente de protones sin la consiguiente produccidn
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de ATP pero con una intensa génesis caldrica. Los acidos grasos se utilizan como
combustible de la produccion de calor (revisado por Cinti, 2006). Debido a la abundan-
cia de acidos grasos y del nimero de mitocondrias la produccidn de calor por parte de
estos adipocitos puede ser muy elevada (Klaus et al., 1991). La sefial para la activacion
de este proceso es una temperatura ambiental por debajo de la temperatura critica in-
ferior del rango de termoneutralidad. En tal caso, la noradrenalina activa los receptores
3 que induciran la sefalizacion celular para la produccion de calor (ver figura 1V). Por
otro lado, la UCP1 tiene un papel en la adaptacion metabdlica a diferentes dietas en un
proceso conocido como termogénesis inducida por la dieta del que todavia queda mu-
cho por estudiar (Cannon & Nedergaard, 2004, Kageyama et al., 2003, Kontani et al.,

2005).

Figura IV. Mecanismo de accién de las UCP1 durante la exposicidn al frio.
PKA: protein-kinasa A; TG: triglicéridos; AC: adenilato ciclasa; BettadAR: betta3
adreno-receptor.

Modificada de Mozo et al., 2005.
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A Espacio intermembrana B Espacio intermembrana

27,

Matriz mitocondrial Matriz mitocondrial

Figura V. A: Respiracion mitocondrial en ausencia de UCP1, el consumo de
oxigeno origina la sintesis de ATP. B: La existencia de la UCP1 permite la
recapfura de protones y la formacion de ATP.

Modificado de Mozo et al., 2005.

La BAT, en las especies de mamiferos de mediano o gran tamano, aparece en los
recién nacidos para ir desapareciendo progresivamente con la edad (revisado por Cinti,
2006) aunque en los adultos, pueden encontrarse adipocitos pardos aislados entre los
adipocitos blancos (figura lll). Este fendmeno es muy interesante, a la vez que ha sus-
citado dos interpretaciones diferentes. Aunque no es un mecanismo universalmente
aceptado, podria existir una trans-diferenciacion de los adipocitos blancos a pardos en
respuesta a condiciones de temperatura desfavorable y a farmacos agonistas de los
receptores adrenérgicos B3 (Cinti, 2006). ElI fendmeno descrito, podria usarse como
tratamiento antiobesidad debido a las caracteristicas termogénicas de la BAT. De he-
cho, se han encontrado masas de BAT en adultos, activas desde el punto de vista me-
tabdlico, lo suficientemente grandes y que podrian usarse como diana para el trata-
miento de la obesidad (Nedeergaard et al., 2007).
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IIl.  Los adipocitos y el balance energético.

Segun la primera ley de la termodinamica, la energia que capta un organismo ha
de ser igual a la energia que libera. Desde un punto de vista practico, este balance
energético también puede expresarse segun la relacion (Mokdad et al., 2003):

Energia Ingerida = Gasto Energético + Energia Almacenada

Los componentes de esta ecuacion son: (1) la energia ingerida en forma de ali-
mento, (2) el gasto energético, es decir, la energia liberada en forma de calor como re-
sultado del metabolismo y la energia consumida en forma de trabajo y por ultimo, (3) el
exceso de energia quimica que ademas, puede almacenarse. En condiciones en las
que la energia ingerida en forma de alimento es suficiente para equilibrar la cantidad de
energia liberada en forma de calor y de trabajo, el almacén energético permanece
constante (Pocock & Richards, 2004). Este proceso no sucede asi minuto a minuto, ya
que puede existir un desequilibrio de tal manera que el excedente energético se pierde
a través del catabolismo de los lipidos en situaciones de ayuno, o bien se almacena en
forma de TG en la WAT (ver figura VI, -Pocock & Richards, 2004, Rosen & Spiegelman,
2006-). Es por esto que los seres vivos tienen mecanismos de regulacion del balance
energético, y asi evitan las situaciones de exceso de almacenaje energético que se
traducen en un aumento excesivo del peso corporal (Schwartz et al., 2003). Una forma
de control del balance energético, se ejerce mediante la reduccion del alimento ingeri-
do, por cierto, un mecanismo de accidn voluntaria. El proceso anterior se relaciona con
otros mecanismos de reduccién del gasto energético. Estos procesos no son en abso-
luto voluntarios y dependen de una larga y variada lista de factores. En definitiva, todos
los mecanismos de control del balance energético son considerablemente mas comple-

jos que una interpretacion simplista de la ecuacion dada anteriormente (Rosen & Spie-
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gelman, 2006). En resumen, el balance energético se ve afectado por factores externos
de naturaleza psicoldgica y cultural, a la vez que por mecanismos internos de naturale-
za nerviosa (como la regulacion por parte de ciertos péptidos hipotalamicos del apetito
-Lopez et al., 2007-) y hormonal en los que nos centraremos brevemente (Abizaid et

al., 2006).

Energia Ingerida Gasto Energético

Metabolismo basal

Actividad fisica

Termogénesis adaptativa:
-Inducida por dieta
-Inducida por frio

Alimentacidn

Figura VI. Dependencia del balance energético entre las calorias ingeridas y el gasto energético.
Modificado de Puerta, 1996.

Las primeras senales de control del balance energético proceden del tracto diges-
tivo y de sus drganos asociados ya que éstos pueden controlar a corto plazo la canti-
dad de alimento ingerido (Lopez et al., 2007). Asi, mediante el sistema nervioso entéri-
co y las hormonas producidas en el tracto digestivo se controla el comienzo y la finali-
zacion de cada comida (Badman & Flier, 2005, Halford & Blundell, 2000, Perez-Tilve et
al., 2006). El sistema nervioso entérico, proyecta fibras al sistema nervioso central que
junto con el sistema nervioso parasimpatico y simpatico puede controlar los procesos
de motilidad digestiva y el tamano de la ingestion de alimento. Estas sefiales nerviosas,

a su vez, originan la produccion de hormonas que actdan en el sistema nervioso central
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y que pueden controlar la energia ingerida. Una de las primeras hormonas descritas
con estas actuaciones es la colecistoquinina (CCK) que se secreta por las células del
duodeno en respuesta a la ingestion del alimento y que reduce el tamafio de la comida
asi como la duracion de la alimentacién y por tanto regula a corto plazo la ingestion de
alimento (Konturek et al., 2004, Lopez et al., 2007, Muurahainen et al., 1988). A su vez,
otras hormonas producidas en el tracto digestivo son, la oxintomodulina (OXM) y el
péptido similar a glucagén (GLP-1), ambos inhiben el comportamiento alimentario (Da-
kin et al., 2004, Turton et al., 1996). Estas dos no son las uUnicas; también se conocen
con acciones anorexigénicas como el péptido YY y la bombesina (Lopez et al., 2007,
Martins et al., 2007, Silveira Rodriguez et al., 2006, Theisen et al., 2007). Por ultimo,
otra hormona con acciones orexigénicas y por tanto que contribuye al equilibrio energé-
tico es la ghrelina (De Vriese & Delporte, 2007, Lopez et al., 2007). Algunas otras hor-
monas implicadas en la regulacién del balance energético son las hormonas del tiroi-
des, los glucocorticoides, esteroides sexuales o la insulina (Coppola & Diano, 2007).
Por ultimo, desde el descubrimiento de la leptina (ver resumen conceptual 1), se sabe
que la WAT es un tejido implicado también en la regulacion del apetito y por lo tanto en
el balance energético (Anghel et al., 2007, Lopez et al., 2007). De hecho, la WAT no
s6lo puede informar al sistema nervioso central, sino que puede en el organismo ejer-
cer acciones sobre el balance energético mediante la regulacion de la ingestion de ali-
mento, asi como del gasto energético y de las rutas metabdlicas, a través de mecanis-
mos nerviosos y mecanismos hormonales (leptina, IL-1 etc: -Coppola & Diano, 2007,
Garcia et al., 2006-). Asi pues, se producen en el “secretoma” de la WAT una serie de
factores proteicos y de sefales que no solo se relacionan con el metabolismo de las
grasas sino que se implican con la regulacion de otros procesos de naturaleza diversa

(Trayhurn, 2007).
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Resumen Conceptual 1. La Leptina

El descubrimiento de la leptina en 1994 por Friedman y colaboradores (Zhang et al., 1994) marcé un
hito en los mecanismos de control energético y en el concepto moderno del tejido adiposo. Es una adi-
pocina de 16kDa (Zhang et al., 1994) sintetizada y liberada en los adipocitos blancos en respuesta a
cambios en la cantidad de la grasa (Ronti et al., 2006), aunque también se produce en la grasa parda,
estémago, placenta, glandula mamaria, foliculos ovaricos y ciertos 6rganos fetales como corazon, hue-
s0 o cartilago y cerebro (Masuzaki et al., 1997, Trayhurn & Beattie, 2001, Trayhurn et al., 1999). Se co-
difica por un gen llamado ob y recibe el nombre de leptina que en griego significa delgado (Ronti et al.,
2006). Fue la primera adipocina descrita capaz de modular la adiposidad (Friedman, 1999, 2002, Ha-
laas et al., 1995, Pelleymounter et al., 1995). Su principal funcion es la de disminuir el consumo de ali-
mento y promover el gasto energético (Rosen & Spiegelman, 2006) (ver figura VI). Asi pues, los anima-
les y los humanos con una mutacion en el gen de la leptina o en su receptor, son obesos. Aunque el
receptor de leptina se encuentra en diferentes localizaciones, los niveles de su sintesis son muy bajos,
en cualquier localizacién, en comparacion con los existentes en el hipotalamo mediobasal, en concreto
en el nucleo ventromedial, el dorsomedial y el nlcleo arqueado (Bjorbaek & Kahn, 2004, Fei et al.,
1997, Schwartz et al., 1996). La leptina, unida a su receptor, inicia una sefial de represion de rutas ore-
xigénicas en el nlcleo arqueado (neuropéptido Y, péptido liberador agouti) e induccién de rutas anore-
xigénicas (tales como pro-opiomelanocortinas y transcrito regulador de anfetamina y cocaina, - Arora &
Anubhuti, 2006) .
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lll. Obesidad y disfunciones metabolicas: la WAT como drgano endocrino.

Segun lo visto en el apartado anterior, la WAT no sdlo es un reservorio energético
sino que ademas esta implicada en la regulacién del balance energético. Como ya se
citd, un desequilibrio en el balance energético implica un aumento de la acumulacion
de TG en el tejido adiposo. Asi, la obesidad es el resultado del exceso de energia al-
macenada en la WAT (Coll et al., 2007, Lopez et al., 2007). El resultado de este incre-
mento de la grasa en el organismo, es una elevada correlacion positiva con el sindro-
me metabdlico o conjunto de anormalidades metabdlicas tales como riesgo cardiovas-
cular, intolerancia a la glucosa o diabetes mellitus de tipo 2, dislipemia, hipertension y
aumento de los depdsitos de grasa visceral en la denominada obesidad “central” (Pe-
truzzelli et al., 2007, Rodriguez et al., 2007). Para explicar la relacidn entre obesidad y

enfermedad surgen diferentes teorias.

La primera hipotesis, visceral/portal, postula que como consecuencia del incre-
mento de los depdsitos viscerales se origina un aumento de los AG libres en la sangre,
lo que inhibe la accidn de la insulina en los érganos sensibles a la misma (Heilbronn et
al., 2004, Randle et al., 1963, Ronti et al., 2006). A largo plazo, estos AG libres tienen
efectos lipotdxicos en el pancreas, lo que podria relacionar obesidad y diabetes tipo 2
(Wilding, 2007). Esta hipdtesis por si sola solo puede explicar los fendmenos de resis-
tencia a la insulina. Basandose en diferentes descubrimientos, dos nuevas hipdtesis
han surgido para explicar la relacion obesidad-enfermedad. Una de ellas, la teoria del
sindrome de acumulo de grasa ectdpica, se basa en diferentes descubrimientos. En
primer lugar, en los casos de lipodistrofia, es decir, de fallo en el acumulo de grasa en
el tejido adiposo en pro de acumulos en el higado, musculo esquelético y pancreas, se

origina severa resistencia a la insulina y diabetes. A su vez, los individuos obesos pre-
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sentan similares acumulos de grasa lo que nuevamente se correlaciona con la resis-
tencia a la insulina (Chaldakov et al., 2003, Garg, 2006). Simultaneamente a esta se-
gunda hipdtesis surge el concepto de tejido adiposo como drgano endocrino (concepto
denominado como el paradigma endocrino). Como ya se comentd en el apartado ante-
rior, desde el descubrimiento de la leptina el concepto de la WAT, ha cambiado enor-
memente. Asi, cada adipocito produce una serie de péptidos bioactivos denominados
adipocinas que tienen no solo efecto en el mismo adipocito sino que pueden liberarse a
la sangre y tener efectos muiltiples en otras localizaciones del organismo y de los cua-
les se han descrito unos 50 (Ronti et al., 2006, Trayhurn, 2007). Estas moléculas, son
la clave para explicar la relacion obesidad- enfermedad (ver figura VIl y tabla 1) y por
tanto convertirse en dianas terapéuticas. De todas las adipocinas descritas, vamos a
centrar nuestro estudio en cuatro que son: adiponectina, resistina, factor de necro-

sis tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6).

Pro-hiperglicemiantes Anti-hiperglicemiantes

Leptina

1
1
1
|
'
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Figura VIl. Diferentes proteinas secretadas por los adipocitos con sus acciones sobre la
homeostasis de la glucosa. Las adipocinas con acciones antidiabetégenas son leptina,
adiponectina, visfatina, y omentina (marcadas en verde). Las adipocinas con propiedades
hiperglicemiantes (marcadas en rojo) son resistina, TNF-q, IL-6 y RBP4.

Modificado de Rosen et al., 2006.
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Tabla I. Algunas de las adipocinas y sus principales efectos.

Adipocinas

Efecto

Adiponectina

Inflamacion, ateroesclerosis y resistencia a la in-
sulina.

Leptina Ingestion de alimento, reproduccion, angiogéne-
sis e inmunidad.

IL-6 Inflamacion, ateroesclerosis y resistencia a la in-
sulina.

PAI 1 Homeostasis vascular

Adipsina Respuesta inmune al estrés

TNF Inflamacion, ateroesclerosis y resistencia a la in-
sulina.

Resistina Inflamacion y resistencia a la insulina.

Angiotensindgeno

Homeostasis vascular

Visfatina

Resistencia a la insulina

Apelina

Resistencia a la insulina

1. La Adiponectina.

La adiponectina, es inicialmente identificada por cuatro grupos de investigacion
que usaban tanto modelos murinos como humanos, de ahi que haya recibido diferen-
tes nombres: AdipoQ (Hu et al., 1996), apM1 (Maeda et al., 1996), GBP28 (Nakano et
al., 1996), ACRP30 (Scherer et al., 1995). El gen de la adiponectina, localizado en el
cromosoma 16 de los roedores (Das et al., 2001) y en el 3g27 en humanos (Takahashi
et al., 2000), da lugar a una proteina de 244 aminodcidos (Szmitko et al., 2007) y 30

kDa de peso molecular (Waki et al., 2003) que puede presentarse en forma de trimero,
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hexamero o multimero de 12-18 subunidades (Pajvani et al., 2003) (ver figura VIIl). Se

expresa casi exclusivamente en el tejido adiposo (Rosen & Spiegelman, 2006), aunque

se ha encontrado expresion en cardiomiocitos (Pineiro et al., 2005) y recientemente en

las células madre hematopoyéticas (DiMascio et al., 2007) y en el oviducto de la rata

(Archanco et al., 2007). La adiponectina, no sdlo se localiza en los tejidos descritos an-

teriormente, sino que aparece en el suero tanto de humanos como de roedores

(Szmitko et al., 2007). Es mas, en la sangre representa el 0.01% del contenido proteico

total (Arita et al., 1999, Salani et al., 2006), se puede decir que circula en altas concen-

traciones en comparacion, por ejemplo, con las de la leptina o del TNF-a (Arita et al.,

2002, Szmitko et al., 2007).
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Figura VIII. Actividades pro y anti-inflamatorias de
la adiponectina. A: La adiponectina se origina por
los adipocitos pero también en células
endoteliales y musculo esquelético y cardiaco. La
adiponectina puede dar lugar a diferentes
isoformas diferenciadas segln su peso molecular.
B: Existen dos receptores de adiponectina cuya
internalizacion de la sefial y localizacion seran
diferentes.

Modificada de Tilg et al., 2006.
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Puesto que la adiponectina, es una adipocina secretada por la WAT, inicialmente
se midieron sus niveles en el plasma de modelos animales de obesidad y en humanos,
obteniendo resultados muy significativos. Asi, los animales obesos ob/ob presentan en-
tre un 70-90% de reduccion en la expresion de la proteina, en relacién con los contro-
les y una consiguiente disminucion en sus niveles plasmaticos (Hu et al., 1996, Maeda
et al., 2001). Los hallazgos encontrados en los humanos son similares, a saber, los ni-
veles de adiponectina son mas bajos en la sangre de los obesos en relacién con sus
controles (Arita et al., 1999). Por tanto, existe una correlacidon negativa de los niveles
de adiponectina con el indice de masa corporal (BMI, -Arita et al., 1999;Szmitko et al.,
2007-). A su vez, esta correlacion se encuentra mas marcada en los depdsitos viscera-
les que en los subcutaneos (Cnop et al., 2003, Szmitko et al., 2007), existiendo una re-
lacion con el sindrome metabdlico (obesidad principalmente visceral, hiperlipidemia y
resistencia a la insulina, -Okamoto et al., 2006-). Bajo esta perspectiva, la adiponectina
también se relaciona con la diabetes tipo Il (Hotta et al., 2000, Kowalska et al., 2006).
En efecto, los niveles de adiponectina en la sangre de los diabéticos son significativa-
mente menores que en la de sus controles (Hotta et al., 2000, Ohya et al., 2005). En
los modelos animales de resistencia a la insulina, la inyeccion de adiponectina mejora
la sensibilidad a la insulina y reduce la hiperglicemia (Berg et al., 2001, Maeda et al.,
2001, Yamauchi et al., 2003). Por otro lado, en ratones obesos la inyecciéon de adipo-
nectina mejora la sensibilidad a la insulina (Yamauchi et al., 2001), hecho que se ve re-
forzado por el papel protector que ejerce dicha proteina frente a la resistencia a la insu-
lina en modelos animales carentes de la adiponectina (Kubota et al., 2002, Maeda et
al., 2002). Estos hallazgos no se dan tan sdlo en roedores, sino que en otras especies,
como el macaco rhesus, la concentracion en el plasma de la adiponectina disminuye en

paralelo al desarrollo de la diabetes tipo Il (Hotta et al., 2001, Tigno et al., 2003). Por
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ultimo, los niveles elevados de adiponectina, se ha sugerido que presentan un papel
protector frente al desarrollo de la resistencia a la insulina (Daimon et al., 2003, Go-
ralski & Sinal, 2007, Spranger et al., 2003). Un ejemplo de ello se encuentra en un caso
de estudio con los indios Pima, propensos a la obesidad, diabetes tipo Il y resistencia a
la insulina, en los que aquellos individuos con altos niveles de adiponectina en la san-
gre desarrollaban menos diabetes tipo Il frente a los que tenian una concentracion me-
nor (Krakoff et al., 2003, Lindsay et al., 2002, Lindsay et al., 2003). Este mismo papel
protector de la adiponectina frente a la resistencia a la insulina, se ha observado en
caucasoides (Spranger et al., 2003) y en japoneses (Daimon et al., 2003, Matsuhisa et
al., 2007, Tamura et al., 2007). Un ultimo hecho que apoya la relacion adiponectina re-
sistencia a la insulina y diabetes tipo Il, es la accidon que los farmacos antidiabetdgenos
(como las tiazolidinedionas o TZD) tienen sobre la proteina, ya que aumentan su sinte-

sis y su secrecion a la sangre (Kubota et al., 2006, Nawrocki et al., 2006).

La adiponectina, a su vez, interviene en los mecanismos inflamatorios (Capeau,
2007), ejerciendo acciones sobre las células del sistema inmunoldgico, (ver figura IX,
-Tilg and Moschen, 2006, Wolf et al., 2004, Yokota et al., 2000-) y como consecuencia
de la alteracion de los niveles de adiponectina y de las moléculas inflamatorias asi co-
mo de células y otros componentes del sistema inmunoldgico, se han descrito una se-
rie de enfermedades como danos cardiacos (Shibata et al., 2004, Shibata et al., 2005),
cancer (Brakenhielm et al., 2004, Bub et al., 2006, Mantzoros et al., 2007), enfermedad
inflamatoria intestinal (Karmiris et al., 2006, Yamamoto et al., 2005) y artritis reumatoide
(Schaffler et al., 2003, Senolt et al., 2006) entre otras. Otros mecanismos en los que
interviene es en los procesos de aterogénesis (Calabro & Yeh, 2007) y de hematopoye-

sis (DiMascio et al., 2007).
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Figura IX. Efectos de la adiponectina sobre el sistema monocito-macréfago. La adiponectina
interacciona con los receptores adipoR1 y R2 suprimiendo el factor de transcripcién nuclear NF-«xp
dependiente de la sintesis del factor de necrosis tumoral TNF y de interferén gamma IF-y y por tanto
favoreciendo la produccién de IL-10 y del receptor antagonista de IL-1 moléculas anti-inflamatorias. La
adiponectina, a su vez, induce la apoptosis de monocitos e inhibe la fagocitosis por parte de los
macréfagos lo que previene los mecanismos de aterogénesis.

Modificada de Tilg et al., 2006.

2. La Resistina.

La resistina es un péptido de 12,5 kDa, rico en cisteina y que pertenece a una fa-
milia de proteinas denominadas “resistin-like” (RELMs) (Steppan et al., 2001b). Origi-
nalmente, fue descrita por tres grupos independientes de investigadores que trabaja-
ban en dreas bien diferenciadas (Holcomb et al., 2000, Kim et al., 2001, Steppan et al.,
2001a). Los estudios iniciales, mostraron una regulacion a la alta de los niveles de re-
sistina en modelos animales de roedores con obesidad y resistencia a la insulina. Por

otro lado, al tratar los animales con sensibilizadores de la accidon de la insulina, como la
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rosiglitazona (RSG), se observaba una regulacién a la baja (Holcomb et al., 2000, Kim
et al., 2001, Steppan et al., 2001a). A su vez, cuando se inmunoneutralizaba la concen-
tracion de resistina en la sangre, se veia una mejora de la hiperglucemia y de la sensi-
bilidad a la insulina (Steppan et al., 2001a). Estas primeras observaciones causaron
una gran expectacion, ya que la resistina parecia ser la potencial causa de la etiologia
de una de las enfermedades de mayor prevalencia en el mundo, esto es, la diabetes
tipo Il. Actualmente, sus acciones, asi como sus mecanismos de actuacion e incluso
sus relaciones con la obesidad y la diabetes tipo Il estan siendo profundamente debati-
das, debido a que desde su descubrimiento se han encontrado hallazgos muy contra-

dictorios.

El gen que codifica para la sintesis de resistina se ha denominado Retn que da
lugar a la sintesis de un polipéptido de 114 aminodcidos (Steppan et al., 2001a), y que
configurard un homodimero unido mediante puentes di-sulfuro (Banerjee & Lazar,
2001). Gracias a los estudios de difraccion de rayos X, se puede decir que su confor-

macion espacial se corresponde con un hexamero (Patel et al., 2004).

En roedores, la expresion de resistina se encuentra predominantemente localiza-
da en el tejido adiposo blanco (Steppan et al., 2001a) aunque también puede expresar-
se en la BAT (Oliver et al., 2003), el musculo (Palanivel et al., 2006), el tracto digestivo,
el higado, los rifiones, el corazén (Nogueiras et al., 2003), los pulmones (Holcomb et
al., 2000, Nohira et al., 2004) e incluso en el hipotalamo (Wilkinson et al., 2005). A su
vez, se han encontrado diferencias sexuales en los niveles plasmaticos de resistina asi

como su expresion en el tejido adiposo (Gui et al., 2004).

En humanos, la resistina principalmente se expresa en los macréfagos (Makkonen

et al., 2007) aunque algunos estudios determinan expresion de resistina por parte de
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los adipocitos (Baker et al., 2006, McTernan et al., 2002). Otros, sin embargo, no la han
encontrado (Fain et al., 2003), aunque si se han encontrado altos niveles de expresion
en la medula ¢sea (Patel et al., 2003) asi como en células del sistema inmunoldgico
(Curat et al., 2006, Jung et al., 2006). También otros tejidos como la placenta (Lappas
et al., 2005), los pulmones (Patel et al., 2003) y las células pancreaticas (Minn et al.,

2003) pueden expresar resistina.

Los estudios iniciales mostraban que la resistina podia ser la proteina causante
de la resistencia a la insulina y, por tanto, del desarrollo de la diabetes tipo Il. En la
sangre de ratones obesos ob/ob, db/db e incluso en modelos donde se inducia obesi-
dad mediante la dieta (DIO), fueron encontrados altos niveles de dicha molécula
(Steppan et al., 2001a). Por otro lado, la pérdida de peso en sujetos obesos conlleva
una disminucion en los niveles de la proteina, luego los datos apuntan a una posible
relacion resistina-obesidad (Jung et al., 2007). En otros modelos donde se estudia no
solo la relacion resistina-obesidad mediante pérdida de peso, sino también la resisten-
cia a la insulina en estados fisioldgicos como la vejez, se observa un aumento de la
proteina cuanto mayor es la resistencia a la insulina y la cantidad de grasa visceral,
mientras que nuevamente se reducen sus niveles cuando se realiza una restriccion en
la comida (Brown et al., 2007). Parece evidente que la resistina se relaciona con la dia-
betes tipo 1l y con la obesidad. Algunos otros datos que confirman esta idea son que la
sobre-expresion de resistina en adipocitos 3T3-L1, afecta al metabolismo lipidico y con-
tribuye no sodlo a la obesidad sino también a la resistencia a la insulina (Gu et al.,
2007). Otros trabajos ponen de manifiesto hechos contrarios a lo mostrado anterior-
mente, asi en una variedad de modelos animales donde se media la expresion y nive-
les circulantes de la proteina, la resistina se encontré disminuida (Juan et al., 2001, Ra-

jala et al., 2004). Todos estos hechos, independientemente de si tiene un papel sensibi-
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lizador o productor de resistencia a la insulina, determinan una relacién de la proteina
con la obesidad y la diabetes tipo Il aunque probablemente el mayor peso en el desa-
rrollo de la diabetes tipo Il no residiria en esta molécula sino en otras (Kusminski et al.,
2005, Ronti et al., 2006). En efecto, se han asociado las acciones de la resistina con
otras moléculas como IL-6 o TNF-a (Wang et al., 2007). Estas moléculas, pueden in-
crementar la expresion de resistina en humanos (Kusminski et al., 2007), aunque por
otro lado, la resistina ejerce acciones sobre IL-6 0 TNF-a como se observa en las ac-
tuaciones de la proteina sobre el hipotalamo, lo que favorece la expresion de IL-6 o
TNF-qa, y por tanto puede contribuir a la hiperglicemia en al diabetes tipo Il (Muse et al.,

2007).

3. El factor de necrosis tumoral alfa: TNF-a.

El TNF-a es una citoquina con multiples actividades inmunoldgicas. Inicialmente
se describid como causante de la necrosis asociada a la sepsis en animales; también
se asocid a los estados de caquexia inducida por infecciones y cancer (Coppack,
2001). Se expresa como una proteina de 26kD en la superficie celular para sufrir una

reduccion a 17kD en un estado soluble o forma activa de la proteina.

El TNF-a se sintetiza en multiples tipos celulares aunque los macrdfagos son los
mayores productores. En 1993 se descubrid su sintesis en el tejido adiposo, siendo
producida por adipocitos maduros asi como en las células del estroma vascular (Hota-
misligil et al., 1993). En seguida se relaciond su sintesis en el tejido adiposo con los es-
tados de obesidad y de resistencia a la insulina (Katsuki et al., 1998). En efecto, la neu-
tralizacion de TNF-a mejora la resistencia a la insulina en ratas obesas (Hotamisligil et

al., 1993, Ronti et al., 2006). Cuando se agrega TNF-a en cultivos celulares se reduce
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la accidén de la insulina, mientras que al inhibir la adipocina mediante agentes bioquimi-
cos se restauraba la sensibilidad a la insulina, (Rosen & Spiegelman, 2006). Los mis-
mos resultados se encuentran en ratones (Rosen & Spiegelman, 2006). Otros autores,
al neutralizar la proteina mediante anticuerpos, no encontraban una mejoria de la gli-
cemia o la sensibilidad a la insulina (Ofei et al., 1996). Estos datos contradictorios, po-
nen de manifiesto una relacidn entre el TNF-a con la obesidad y la sensibilidad a la in-
sulina de manera directa e indirecta. Asi, Peraldi y sus colaboradores (Peraldi et al.,
1996) encontraron que el TNF-a interfiere con los mecanismos de sefalizacion interce-
lular de insulina lo que impide las acciones de la misma. De hecho, aunque no existe
una correlacidn entre la cantidad de tejido adiposo y los niveles en sangre de TNF-q, si
que se ha encontrado entre su expresion y la cantidad de tejido adiposo, dato que pue-
de apuntar a acciones de caracter paracrino y autocrino por parte del TNF-a en el tejido
adiposo (Jellema et al., 2004). A su vez, el TNF-a disminuye los niveles de otras adipo-
cinas como la adiponectina e incrementa la sintesis de la IL-6 lo que hace que contri-
buya indirectamente a la resistencia a la insulina (Ruan et al., 2002). Por ultimo, el
TNF-a incrementa la lipolisis lo que origina un aumento en el plasma de la concentra-
cion de acidos grasos lo que conlleva que se favorezca la lipotoxicidad e indirectamen-

te la resistencia a la insulina (Yu & Ginsberg, 2005).

4. La Interleucina 6: IL-6.

La IL-6 es una citoquina circulante con multiples efectos en la inflamacion, defen-
sa inmunoldgica y respuesta frente al dafio tisular. Es sintetizada por muiltiples tipos ce-
lulares que incluyen las células inmunoldgicas, fibroblastos, células endoteliales, célu-

las del musculo esquelético y tejido adiposo y circula en el plasma como una proteina
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glicosilada (Mohamed-Ali et al., 1998, Ronti et al., 2006). De hecho, la IL-6 es una adi-
pocina cuya concentracion en plasma se correlaciona con los niveles de grasa total
(Bastard et al., 2000). Ademas, entre el 10-30% de su contenido en el plasma procede
del tejido adiposo blanco (Mohamed-Ali et al., 1997). Esta aportacion plasmatica, sin
embargo, no procede del adipocito maduro sino de preadipocitos, células endoteliale-

res y monocitos (Fain et al., 2004).

Los receptores de IL-6 se encuentran presentes en la mayoria de los tipos celula-
res. Estos, pertenecen a una familia de receptores de citoquinas de clase | que usan el
sistema de internalizacion de senales Jak/Stats. Se sabe que estas rutas de sefaliza-
cion interfieren con las de la insulina y por tanto la IL-6 se ha propuesto como un agen-
te capaz de desarrollar la resistencia a la insulina (lhle et al., 1995, Mooney et al.,
2001). De hecho, la IL-6 incrementa la glicemia y produce resistencia a la insulina (Tsi-
gos et al., 1997). En la WAT, esta adipocina disminuye la actividad de la lipoproteina
lipasa (LPL) incrementando la lipolisis, de esta manera aumentan los niveles de acidos
grasos en el plasma favoreciendo su lipotoxicidad y asi dando lugar a resistencia a la
insulina (Greenberg et al., 1992). Otras acciones descritas para la IL-6 son su partici-
pacion en la disminucion de la sintesis y liberacion de adiponectina, lo que contribuye

indirectamente con la resistencia a la insulina (Fasshauer et al., 2003).

De todos los multiples efectos de la IL-6 también tiene acciones sobre el metabo-
lismo. Los ratones deficientes en IL-6 desarrollan obesidad que revierte con dosis fisio-
I6gicas de la proteina (Wallenius et al., 2002). Su inyeccidn intracerebroventricular, pero
no periférica, incrementa el gasto energético a través de la activacién del sistema ner-
vioso simpatico, reduciendo el peso corporal y la masa de los depdsitos de grasa blan-

ca (Jansson et al., 2003, Li et al., 2002, Wernstedt et al., 2006). La presencia del recep-
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tor de IL-6 en el hipotalano, confirma acciones en el control del gasto energético a nivel
del sistema nervioso central (Li et al., 2002). Se desconoce si la IL-6 se produce a nivel
central o los niveles periféricos sirven de sefial en el hipotdlamo, aunque la inyeccién
sistémica de IL-6 produce activacion en ciertos marcadores hipotalamicos (Li et al.,
2002, Schobitz et al., 1993). Sin embargo, en humanos obesos no existe una correla-
cion entre sus niveles en el plasma y en el liquido cefalorraquideo (Jansson et al.,

20083, Stenlof et al., 2003).
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IV. Lagestacion en la rata.

La rata y en general los roedores, han sido y siguen usandose como herramientas
en el estudio cientifico. Conocer su fisiologia asi como su biologia es crucial, para otros
estudios, por eso vamos a ver algunos elementos en relacién con la gestacion en la ra-

ta.

La rata hembra presenta un ciclo estral que atraviesa 4 estadios con movimientos
hormonales bien diferenciados y que se han denominado proestro, estro, diestro | y
diestro Il (ver figura X). El estradiol que se produce durante el estro del animal, se re-
gula por el ovario y mantiene junto con la progesterona la receptividad sexual en la
etapa periovulatoria (Pfaff & Sakuma, 1979). La estimulacion vaginocervical producida
durante la cdpula inicia una serie de cambios neuroendocrinos que van a condicionar el
éxito de la reproduccion. Asi, esta estimulacion dispara la liberacidon de dos picos de
prolactina (uno nocturno y otro diurno), originando unos niveles que pueden persistir
hasta 10-12 dias, lo que impide la regresion del cuerpo ldteo en el ovario (Freeman,
1979, Smith et al., 1975, Smith et al., 1976). Todo ello conlleva la secrecidn sostenida
de progesterona que servira para iniciar y mantener la gestacion (Erskine et al., 2004,
Smith et al., 1975). Tras la copula, puede ocurrir que no se produzca la fecundacion,
en este estado que se ha denominado pseudogestacion, se producen los dos picos
prolactina y el inicio del comportamiento maternal (Erskine et al., 2004). De manera in-
teresante, la pseudogestacion, puede inducirse por estimulacion vaginocervical (Erski-

ne et al., 2004).
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Diestro |

Figura X. Representacion de las células tipicas que predominan a lo largo del ciclo estral en la rata. Para ob-
tenerlas se toman muestras del exudado vaginal que se tifien con el colorante azul de metileno. En la imagen
se diferencian 4 fases del ciclo que son:

Proestro: Es la etapa de comienzo del ciclo. Mediante la accion de la hormona estimulante del foliculo (FSH)
aumenta la secrecién de estrégenos y el crecimiento de los foliculos ovéricos. El Utero se va engrosando y la
mucosa vaginal sufre numerosas mitosis de modo que aparecen en el frotis células epiteliales nucleadas.
Estro: Esta etapa se caracteriza por el aumento méximo de la secrecion de estrogenos y la consiguiente in-
hibicion de la FSH y estimulo de LH u hormona luteinizante. Todo ello ocasiona la ovulacion, el ensancha-
miento del Utero y la aparicion en la vagina de numerosas células epiteliales degeneradas con estructura poli-
gonal sin nucleo y cornificadas.

Diestro I: Se elevan los niveles de progesterona debido a la formacion en el ovario del cuerpo liteo. Debido a
la regresion de la mucosa vaginal aparece gran cantidad de linfocitos y algunas células acompafiantes.
Diestro II: El cuerpo luteo entra en regresion disminuyendo los niveles de estrdgenos y de progesterona. El
Utero se hace pequefio, los leucocitos siguen coexistiendo con células nucleadas y alguna cornificada.
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La rata durante la gestacion puede servir como modelo del estudio de la resisten-
cia a la insulina. Mientras que la resistencia a la insulina asociada a la obesidad consti-
tuye una alteracion patoldgica, la gestacion ofrece para el estudio la ventaja de una
modulacidn fisioldgica, dual y seriada, aumentando primero y disminuyendo después la
sensibilidad a la insulina. De hecho, la gestacion es un estado que se caracteriza por
alteraciones fisioldgicas en la sensibilidad a la insulina que garantizan la adecuada dis-
tribucidn de substratos entre la madre y los fetos en cada momento del proceso. Asi,
durante la gestacion hay un aumento constante del peso corporal (Abelenda & Puerta,
1987, Herrera et al., 2000). Las demandas incrementadas de substratos por parte de
los fetos son abastecidas por la madre en forma de glucosa y cuerpos cetdnicos. Con
este fin, la sensibilidad a la insulina cambia desde un estado intensificado durante la
fase conocida como parte anabdlica de la gestacidn (dos primeras semanas), a un es-
tado de resistencia que re-dirige los substratos desde la madre hacia los fetos. En la
fase resistente a la insulina, hay una gluconeogénesis hepatica incrementada y una
menor captacion de glucosa en musculo y tejido adiposo (Leturque et al., 1987, Letur-
que et al., 1986, Okuno et al., 1993, Yanase et al., 1997). Simultaneamente, la termo-
génesis del tejido adiposo pardo es inhibida de modo que se reducen las demandas

energéticas de la madre (Abelenda & Puerta, 1987, Andrews et al., 1986).
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Objetivos

De a cuerdo con lo ya introducido y basandonos en el conocimiento del tema has-

ta la fecha de realizacion del presente trabajo nos propusimos los siguientes objetivos:

1. Comprobar que en nuestro modelo experimental, la rata Wistar gestante, tienen lu-

gar los cambios de sensibilidad a la insulina publicados por otros autores.

2. Determinar los niveles de adiponectina durante la gestacion, para asi relacionarlos

con los cambios ocurridos en la sensibilidad a la insulina y la masa de la WAT.

3. Determinar los niveles de resistina durante la gestacion, para asi relacionarlos con

los cambios ocurridos en la sensibilidad a la insulina y la masa de la WAT.

4. Determinar los niveles de TNF-a e IL-6 durante la gestacion, para asi relacionarlos

con los cambios ocurridos en la sensibilidad a la insulina y la masa de la WAT.

5. De los resultados obtenidos, surgio la necesidad de analizar el papel de las hormo-

nas relacionadas con la gestacion en los cambios observados en la resistina.
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Resultados y Discus

l. Resultados

Bajo el siguiente apartado se describen los resultados obtenidos, asi como una
discusion de los mismos. A efectos practicos y para dar respuesta a los objetivos plan-
teados se realizaron los siguientes experimentos: sintesis, liberacién y concentraciones
de las adipocinas (adiponectina, resistina, TNF-a e IL-6) en la rata a lo largo de la ges-
tacion y la modulacién de la resistina por parte de las hormonas implicadas en la re-
produccion. En todos los experimentos realizados, se especifica la revista en la que
han sido publicados o en que momento del proceso de publicacion se encuentran. Por
otro lado, en algunos casos los datos presentados en cada experimento han sido com-

pletados con otros resultados en un epigrafe especial al final del articulo.

Asi pues, los experimentos realizados son:

1. Expresion y concentraciones extracelulares de la adiponectina durante la ges-

tacion.

2. Expresion y concentraciones extracelulares de la resistina durante la gesta-
cion.
3. Expresidn y concentraciones plasmaticas de la resistina en ratas recién naci-

das.

4. Modulacidn de la resistina por parte de las hormonas implicadas en reproduc-

cion.
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-

5.  Sintesis y liberacion de la la IL-6 y del TNF-a en la WAT, sus concentraciones

en el suero y en el liquido cefalorraquideo.

6. Otros datos no publicados.
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1. Expresion y concentraciones extracelulares de la adiponectina durante la gesta-
cion.

Adiponectin values are unchanged during pregnancy in rats . J Endocrinol

Invest. 2005 Jul-Aug;28(7):609-15

La adiponectina se ha considerado como un factor que determina la sensibilidad a
la insulina. Se sabe, que dicha sensibilidad cambia de un estado aumentado al co-
mienzo de la gestacidn, a un estado reducido al final de la misma. Se ha propuesto un
papel, en el ratdn, para estos cambios de la adiponectina aunque se ha cuestionado en
los humanos. Asi pues, medimos la expresion de la adiponectina en la rata en los de-
pdsitos viscerales y subcutaneos, estudiando el contenido y la liberacién de la hormona
en ratas no gestantes y gestantes en los dias 8, 15 y 19 de gestacion. También se de-
termind su concentracion en el suero. Nuestros resultados indican que no existen dife-
rencias significativas en ninguno de los parametros medidos entre las ratas no gestan-
tes y gestantes en ningun dia de la gestacion, a pesar de los cambios en la masa del
tejido adiposo blanco y de la sensibilidad a la insulina. La adiponectina se detectd en el
liquido cefalorraquideo de ratas gestantes y no gestantes en concentraciones 1000 ve-
ces menores que en el suero, pero nuevamente no se encontraron diferencias significa-
tivas. En este estudio concluimos, que la adiponectina no juega papel alguno en la re-

gulacion de los cambios de la sensibilidad a la insulina durante la gestacion en la rata.
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Adiponectin values are unchanged during pregnancy

in rats

S. Caja, M. Torrente, |. Martinez, M. Abelenda, and M. Puerta
Department of Animal Physiclogy Il, Faculty of Biclogical Sciences, Complutense University, Madrid, Spain

ABSTRACT. Adiponectin is believed to be a key
factor in determining insulin sensitivity. In turn,
insulin sensitivity is known to change from an
enhanced state in early pregnancy to a reduced
one in late pregnancy. A role for adiponectin in
these changes has been proposed for mice but
questioned for humans. We addressed this issue
in rats by measuring adiponectin expression in
both visceral and subcutaneous white adipose
tissue, together with tissue content and release
of the hormone in non-pregnant and in pregnant
rats by days 8, 15 and 19 of pregnancy. Plasma
concentration was also determined. No dif-

INTRODUCTION

Traditional views of white adipose tissue (WAT) as
a passive lipid storage organ have changed to a
broader perspective, following the recognition that
white adipocytes release a wide range of signalling
molecules, the physiological significance of many of
which is unknown (1-3). Adiponectin is expressed
by adipocytes and has been detected in plasma of
both rodents and humans (4, 5). Initially described as
Acrp30 (4), it is also known as ApM1(6), AdipoQ (7)
and GBP28 (8). It was linked to energy balance after
the observation of both a diminished expression in
WAT and decreased plasma levels in several obese
radent models and in humans (5, 7, 9). Elevation of
plasma levels of adiponectin after direct administra-
tion of the molecule or of insulin sensitizers (such as
thiazolidinediones) improves insulin sensitivity and
reduces hyperglycemia in insulin-resistant animal
models (10-12). In lipoatrophic mice, adiponectin
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ferences were found in any of the parameters
measured between non-pregnant and pregnant
rats at any time of pregnancy despite changes in
white adipose tissue mass and insulin sensitivity.
Adiponectin was also detected in cerebrospinal
fluid at a concentration 1,000 times lower than
in plasma, but again no differences were found
between non-pregnant and pregnant animals. ltis
concluded that adiponectin does not play any role
in regulating changes in insulin sensitivity during
pregnancy in rats.

(J. Endocrinol. Invest. 28: 609-615, 2005)

©2005, Editrice Kurtis

reverses partially insulin resistance (13), and the
protective role of the protein was confirmed with
the adiponectin-null mice (14, 15). In a longitudinal
study in the Rhesus monkey, a species that develops
insulin resistance on aging, adiponectin plasma con-
centration declined in parallel with the appearance
of insulin resistance (16). In humans, high levels of
adiponectin are protective against the development
of insulin resistance (17). Taken together all these ob-
servations have made adiponectin to be considered
as a major modulator of insulin action.

During pregnancy, there is a continuous increase in
body weight (18, 19), but the relative contribution to
this increase from the maternal and fetal tissues var-
ies throughout pregnancy. During the first two weeks
of pregnancy, most of the body weight increase is
due to maternal growth whereas in the last week
maternal body weight stabilizes — or even decreases
the day before labor — and fetal growth accounts for
the increase in body weight (20, 21). The enhanced
substrate demand of the fetuses is supplied by the
mother primarily in the form of glucose or ketone
bodies. To that end, an insulin-resistant state ensues,
which allows enhanced hepatic gluconeogenesis and
reduced glucose uptake in maternal muscle and WAT
(22-25), thereby resulting in the maximum channeling
of glucose to the fetuses. Therefore, pregnancy is a
suitable model for studying natural changes in insulin
sensitivity and the related endocrine factors.
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Pregnancy leads to a reduction in plasma adi-
ponectin in mice which agrees with a role as an
insulin sensitizer (26, 27). None the less, in women
adiponectin concentrations did not differ in third tri-
mester pregnancy and post-partum samples which
argues against such a role (28). We address this is-
sue in another species, namely rats, hypothesizing
differences between rodents and humans. Contrary
to our expectations, we did not find any change in
adiponectin related values with pregnancy in rats.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Female Wistar rats weighing 180-200 g were housed at 22 C
in individual cages with water and food (A04 Panlab, Spain)
freely available, and with a 12 h light/12 h dark cycle (lights on at
8:00 h). The stage of the estrus cycle was assessed daily to de-
termine the reproductive status of the animals. In the morning
of estrus, a ferale was housed with a male for 4 h. Mating was
indicated by the presence of sperm in the vaginal smears. The
day of mating was considered as day O of pregnancy. Virgins rats
at diestrus |l were used as representing day O of pregnancy, i.e.
as non-pregnant rats. Animals were cared for and used in accord-
ance with the principles of the Council of European Communities
(86/609 EEC).

Sample collection

Atdays 8, 15 and 19 of pregnancy, animals were killed by decapi-
tation between 10:00-12:00 h. Non-pregnant rats were killed at
the same time interval. Just before sacrifice, cerebrospinal fluid
(CSF) was obtained under halothane anesthesia by inserting a
23-gauge butterfly needle into the cisterna magna. Only samples
without any blood contamination were processed. Trunk blood
was collected at the time of decapitation. It was allowed to clot,
centrifuged to obtain serum and stored at —80 C until analysis
Parametrial, retroperitoneal and subcutaneous WAT depots from
the left side of the animals were quickly removed, frozen in liquid
N and stored at-80 C until analysis. The corresponding right sicde
WAT depots together with the periovaric, inguinal and perirenal
depots were also removed and weighed.

Adiponectin tissue content

Afragment of parametrial WAT depot was homagenized in phos-
phate buffer (1 gin 1 ml), centrifuged at 3,400 g and the infrana-
tantwas assayed for the hormone

Adiponectin release

Parametrial WAT was obtained in aseptic conditions, minced
with scissors and a fragment of 250 mg incubated at 37 Cin 1 ml
of Krebs-Ringer-Phosphate (pH 7.4) with glucose (Tmg/ml) and
albumin (2%). After 8 h of incubation, the medium was recovered
and stored at 80 C until analysis.

mRNA detection

WAT samples were homogenized in Ultraspec reagent (Biotecx
Laboratories, USA), to obtain total cellular RNA, based on the
single-step method of Chomezynski and Sacchi (29). The pro-
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cedures used for the fractionation, blotting and hybridization of
mRNAs together with a chemiluminescence detection protocol
were carried out as described previously (30). In outline, RNAs
were fractionated by agarose electrophoresis gel, transferred
to a positively charged nylon membrane (Roche, Germany) by
capillary blotting and cross-linked under UV light. Adiponectin’s
mRNA was detected using a specific antisense oligonucleotid
end-labelled 5'with digoxigenin (Oswell, UK) as previously de-
scribed (31). The membranes were incubated sequentially with
the oligonucleotide and with an anti-digoxigenin FAB/alkaline
phosphatase conjugate (Roche, Germany) and then processed
essentially as in the protocols provided by the manufacturater.
CDP-star® (Roche, Germany) was used as the chemilumines-
cence substrate. Signals were obtained by X-ray film exposure
of the membrane (Hyperfilm ECL, Amershan Pharmacia Biotech,
UK). Membranes were stripped and reprobed for 185 rRNA to
adjust for any differences in the loading and transfer of RNA dur-
ing blotting. 185 rRNA was detected using a 31-mer antisense
oligonucleotide probe, as previously described (32).

Adiponectin detection

Serum adiponectin levels were measured with the mouse ra-
dioimmunoassay kit developed by Linca (USA), which is also
suitable for rats. The limit of sensitivity was 1 ng/ml and the limit
of linearity 100 ng/ml. The intra-assay coefficients of variation
provided by the manufacturer were 3.73 and 4.11% for serum
samples containing 3 and 8 pg/ml, respectively. The inter-as-
say coefficients of variation provided by the manufacturer were
8.24 and 6.56% for serum samples containing 3 and & pg/ml,
respectively. According to the assay procedure, serum samples
were diluted 1:1000 with assay buffer, prior to analysis. CSF was
analyzed without dilution. Infranatants of tissue extracts were
analyzed without any dilution whereas incubation medium of
WAT fragments were diluted 100 times.

Insulin tolerance test (ITT)

Rats fasted for 2 h were injected i.p. with insulin (human insulin,
Lilly, Spain, 0.2 1U/100 g b.w.) between 12:00-13:00 h. Blood
samples (50-60 pl) were collected by tail snip at O min (just before
insulininjection) and at 15, 30, 45, 60 and 120 min after injection.
Immediately, serum was separated and glucose analyzed by the
GOD-POD method by using diagnostic reagent kit (Spinreact,
Spain). The glucose disappearance rate (K7} was calculated us-
ing the formula 0.693 (t;,5) (33). The plasma glucose half-life (t2)
was calculated from the slope of the least-square analysis of the
plasma glucose concentration during the linear decay phase. It
has been previously shown a high degree of correlation between
the ITT and clamp studies used to determine insulin sensitivity
(34).

Statistical analysis

One-way analysis of variance (ANOVA) with time of pregnancy
as a factor —non-pregnant rats representing day 0 of pregnancy
- was used for comparing '"WAT depots mass, Ky, plasma and
CSF adiponectin, the O.D. of the bands corresponding to adi-
ponectin in Northern blots, adiponectin release in parametrial
WAT incubations and adiponectin content in parametrial WAT
depot. A Student-Newman-Keuls test was used for post-hoc
comparisons. A two-ways ANOVA for repeated measures was
used for comparing body weight of pregnant and non-pregnant
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animals (pregnancy and time were the between-subject factor
and within-subject factor, respectively). Pairwise comparisons
were done after Bonferroni method. p<0.05 was considered as
statistically significant throughout.

RESULTS

Pregnant rats showed a bigger body weight gain
than non-pregnant animals even in early pregnancy
(day 8) (Fig. 1). Changes in main fat pads are depict-
ed in Figure 2. It shows how during the 15 first days
of pregnancy there are no significant changes in fat
mass in the five WAT depots considered. However,
during the last 4 days considered - interval 15-19
days - there was a trend to increase fat mass which
aftained statistical differences in parametrial, perio-
varic and retroperitoneal depots. Indeed, fat mass in
day 19 was significantly higher than in day 15 when
the five WAT depots were considered as a whole.

Figure 3 shows that insulin sensitivity — as deducted
from the glucose disappearance rate after an insulin

Adiponectin in pregnant rats

300
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Fig. 1 - Changes in body weight during pregnancy. A group of
non-pregnant rats with similar body weight at the beginning of
the experiment was used as control. Data are expressed as mean
values+SEM of 8 animals. A two-way analysis of variance (ANOVA)
for repeated measures revealed p<0.000 for pregnancy and for
time with pairwise comparisons done by the Bonferroni method.

injection — changed during pregnancy as expected.
Thus, Kirrwas higher by day 8 than by day 0. Lateron,
itwas decreasing to reach the lowest level by day 19.
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Fig. 3 - Glucose disappearance rate (Kyp) after an Lp. insulin
injection in non-pregnant (day 0) and pregnant rats at different
times of pregnancy. Bars represent mean=SEM of 5-7 animals.
Different superscript letter means p<0.05 when analysed by a
one-way analysis of variance (ANOVA) using SNK test for post-hoc
comparisons. The insert shows the time-course of the changes in
plasma glucose concentration indicated as per cent of the initial
concentration (such initial values were 138=8, 1298, 984 and
86+3 mg/mlfor day 0, 8, 15 and 19, respectively)

Figure 4 shows representative Northern blots of
adiponectin mRNA at different times of pregnancy
together with their relative abundance — depicted
as arbitrary units. Three depots were analyzed, para-
metrial, retroperitoneal and subcutaneous. The one-
way ANOVA did not reveal any difference among
the 4 times considered in any depaot.

Tissue content of adiponectin was measured in ho-
mogenates of parametrial WAT of both non-preg-
nant and pregnant rats at three different times of
pregnancy. Figure 5A shows that no differences were
found among the 4 groups of rats by means of a one-
way ANOVA,

Figure 5B depicts the release of adiponectin to the
incubation medium of pieces of parametrial WAT
obtained from both non-pregnant and pregnantrats
at different times of pregnancy. Again, no statistical
differences were revealed among groups by means
of a one-way ANOVA.

Finally, adiponectin concentration was measured in
both plasma and CSF of pregnant and non-pregnant
rats. Adiponectin was present in similar concentra-
tion in the plasma of the four groups of rats consid-
ered, irrespective the time of pregnancy (Table 1).
Adiponectin was also detected in CSF but at con-
centration 1000 times lower than in plasma (Table 1).
Again, adiponectin CSF concentration was similar in
non-pregnant and pregnant animals.
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DISCUSSION

During pregnancy, there is maternal and fetal growth
brought about by a substantial increase in food in-
take and substrate re-partitioning (18, 19). To this
end, maternal insulin sensitivity changes from an
enhanced state during early pregnancy, allowing
maternal growth, to an insulin resistant state in late
pregnancy which diverts substrates away from the
mother for fetal growth (22, 23). These adjustments
in insulin sensitivity were also found in the pregnant
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Fig. 4 - Adiponectin mRNA levels in different white adipose tissue
(WAT) depots of non-pregnant (day 0) and pregnant rats at differ-
ent times of pregnancy. Fat pads were removed, RNA extracted
and Northern blots probed for adiponectin mRNA and 185 rRNA.
Reprasentative blots of adiponectin mRNA are shown in each
panel together with the relative abundance of mRNA. Bars rep-
resent mean+SEM of 4-8 animals. One-way analysis of variance
(ANOWA) did not reveal statistical differences. AU: arbitrary units.
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Fig. 5 - Adiponectin content and release from parametrial white
adipose tissue (WAT) of both non-pregnant (day 0) and pregnant
rats at different times of pregnancy. A) A fragment of parametrial
WAT was removed, homogenized in phosphate buffer and adi-
ponectin was measured in the infranatant after centrifugation to
eliminate lipids. B) A fragment of parametrial 'WAT was removed
and incubated for 8 h. Adiponectin was measured in the incuba-
tion medium. Bars represent mean+SEM of 6-8 animals. One-way
analysis of variance (ANOVA) did not reveal statistical differences
inany case.
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rats of this study, that showed an increase in insulin
sensitivity in the first week of pregnancy but a de-
crease in the last one (Fig. 3).

Accretion of fat mass has been shown to lead to
changes in the expression and plasma concentra-
tion of adiponectin. In fact, ob/ob mice (7, 9), fatty
Zucker rats (35) and obese humans (5, 9) show lower
adiponectin expression and plasma concentration
than their lean counterparts. As our results show,
during late pregnancy there is a significant enlarge-
ment of the WAT depots (Fig. 2) so that a decrease
in mRNA was expected. Nonetheless, no change
in adiponectin mRNA levels were found not only in
subcutaneous WAT -which is known to have a lower
expression than visceral (35) - but also in visceral fat
(parametrial and retroperitoneal). In agreement with
these results, no change in plasma concentration
was also recorded at any time of pregnancy (Table
1). Even more, adiponectin content in parametrial
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Adiponectin in pregnant rats

WAT was similar in virgin controls and in pregnant
animals at any time of pregnancy as well as the tis-
sue release of the hormone (Fig. 5). In short, we did
not observe any difference between non-pregnant
and pregnant rats in any of the adiponectin related
values. Therefore, it is difficult to propose any role
for adiponectin in changing insulin sensitivity dur-
ing pregnancy in rats as it was proposed for mice
(26, 27). On the contrary, present results agree with
observations in humans where no differences were
found in plasma adiponectin between third trimes-
ter pregnancy and post-partum samples (28). Thus,
this study suggests no role for adiponectin in regu-
lating insulin sensitivity during pregnancy in rats.
[t does not rule out any effect in other species, as
claimed for mice or in some clinical complications
during pregnancy as in gravid women with diabetes
mellitus (36, 37).

Adiponectin was also found in the CSF of virgin
controls, but at 1000 times lower concentration than
in plasma. It suggests that the hormone crosses the
blood brain barrier and could conceivably have a
central role. The concentration gradient between
plasma and CSF for adiponectin is much higher than
that found for leptin, which is only 10 times in the
case of rats (38, 39). The very high concentration
gradient in the case of adiponectin suggests that
there are very efficient mechanisms for controlling
its access to the brain and we cannot discount the
possibility that the hormone present in CSF reflects
'leakage’ rather than a regulated uptake.

Recently, it has been shown that insulin sensitiv-
ity in peripheral tissues is influenced by central
mechanisms (40-42). CSF adiponectin in pregnant
rats was unchanged with respect to non-pregnant
animals. So whatever the role of adiponectin in
brain, it seems to be unaltered by pregnancy which
reinforces our previous conclusion that adiponectin

Table 1 - Adiponectin concentration in plasma and in cerebros-
pinal fluid of non-pregnant (day 0) and pregnant rats at different
times of pregnancy.

Plasma (pug/ml) CSF (ng/ml)
Non-pregnant
Day 0 6.7+0.5(22) 5.7+0.7 (14)
Pregnant
Day 8 6.1x0.3(8) 4.6x0.3(8)
Day 15 6.5+0.4(7) 4.3+1.2(8)
Day 19 7.9+0.7 (14) 3.3£1.0(10

Data are expressed as mean=SEM of the number of animals indicated in
parenthesis. One-way analysis of variance (ANOVA) did not reveal statisti-
cal differences.
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does not play any role in regulating insulin sensitiv-
ity in pregnant rats. This conclusion gives way to
other adipokines as potential factors for regulating
insulin sensitivity during pregnancy in rats. In this
respect, it should be mentioned that plasma resistin
- another adipokine related to glucose metabolism
(43) -isincreased at the end of pregnancy (44).

In conclusion, adiponectin expression in WAT, tis-
sue content, release, plasma and CSF concentra-
tion are similar in non-pregnant and pregnant rats
at any time of pregnancy despite changes in insulin
sensitivity. Accordingly, adiponectin does not seem
to play any role in governing insulin sensitivity in
pregnant rats.
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Resistin expression and plasma concentration peak at different times during

pregnancy in rats. Journal of Endocrinology (2005) 185, 551-559

La resistina se ha propuesto como un factor antiadipogénico e inductor de la resis-
tencia a la insulina. Al final de la gestacion, la masa de la WAT aumenta mientras que la
sensibilidad a la insulina decrece. Para determinar la participacion de la resistina en es-
tos procesos, medimos la proteina en el suero de ratas gestantes, no gestantes y ma-
dres en lactancia. La resistina, en el suero se increment6 en el dia 15 de gestacion
permaneciendo elevada 5 dias tras el parto. El incremento en la concentracion de re-
sistina en el suero y la disminucion en la sensibilidad a la insulina se vio que transcu-
rrian en paralelo. La expresion de resistina aumentd de 5-15 veces en los depdsitos de
grasa blanca visceral en el dia 8 de gestacion, pero fue similar a los valores de las pre-
gestantes a dia 19. La expresion de resistina en la placenta y glandula mamaria fue si-
milar a la encontrada en el depdsito parametrial a dia 8, pero casi nula a dia 19. Sin
embargo, hubo un lapso de tiempo entre el aumento de expresidn y la concentracién
en el suero. La masa del tejido adiposo aumentd sin cambios en el tamano de los adi-
pocitos, 0 que es compatible con un papel antiadipogénico por un aumento en la ex-
presion de resistina. Una inyeccidn de gonadotropina coridnica a las ratas no gestantes
incrementd la expresion de resistina en el tejido adiposo blanco, indicando que esta
hormona se encuentra implicada en el control de la expresion de resistina. La resistina
no fue detectada en el liquido cefaloraquideo. Nuestros resultados sugieren un papel

de la resistina en la gestacion.
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Abstract

Resistin has been proposed as both an anti-adipogenic
factor and an inducer of insulin resistance. During late
pregnancy, white adipose tissue mass increases and insulin
sensitivity decreases. To check for the involvement of
resistin in these processes, we measured plasma resistin in
pregnant and non-pregnant rats and in lactating dams.
Plasma resistin increased by day 15 of pregnancy and
remained high 5 days post partum. The simultancous
increase in plasma resistin concentration and the decrease
in insulin sensitivity is compatible with resistin depressing
maternal insulin sensitivity. Resistin expression increased
5-15 times in visceral white adipose tissue depots by day
8 of pregnancy but was similar to pre-pregnancy values by
day 19. Resistin expression in the placenta and mammary

gland was similar to that in the parametrial adipose depot
by day 8 but was almost null by day 19. There was
therefore a time-lag between the peaks in expression
and in plasma concentration. White adipose tissue mass
increased without changes in adipocyte size once peaks in
resistin expression had passed, which is compatible with an
anti-adipogenic role for enhanced resistin expression. A
bolus injection of chorionic gonadotrophin — which peaks
in early pregnancy — to non-pregnant rats increased
resistin expression in white adipose tissue, indicating that
this hormone is involved in controlling resistin expression.
Resistin was not detected in cerebrospinal fluid. Our
results have suggested a role for resistin in pregnancy.
Journal of Endocrinology (2005) 185, 551-559

Introduction

The traditional view of white adipose tissue (WAT) as a
passive lipid storage organ has changed to a broader
perspective following the recognition that white adipo-
cytes release a wide range of signalling molecules. The
physiological significance of many of these signalling
molecules remains unknown (Frithbeck ef al. 2001,
Trayhurn & Beattie 2001, Guerre-Millo 2004). One of
these bioactive peptides, collectively termed adipokines,
is resistin. Resistin was originally described as FIZZ3
(Holcomb et al. 2000). Soon afterwards, Kim et al. (2001)
identified it as an adipocyte-secreted factor that inhibits
adipocyte differentiation in vitro. Simultaneously, Steppan
et al. (2001) proposed it as a factor in the development of
insulin resistance and renamed it resistin. This followed the
observation that increases in expression and plasma levels
occur in several models of obesity while the immuno-
neutralisation of plasma resistin with specific antibodies or
a decrease in plasma levels with thiazolidinediones
improved insulin action (Steppan ef al. 2001). Moreover,
administration of resistin to mice or rats induces insulin
resistance (Steppan ef al. 2001, Rajala et al. 2003). How-
ever, the contrasting observation of diminished resistin

Journal of Endocrinology (2005) 185, 551-559
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expression in the WAT of obese animals (Juan ef al. 2001,
Le Lay et al. 2001, Moore et al. 2001, Way et al. 2001,
Fujita et al. 2002, Milan et al. 2002) together with the
inhibition of expression by insulin in 3T3-L1 cells
(Haugen et al. 2001, Shojima et al. 2002) has cast doubt on
the role of resistin in the development of insulin resistance.
Additionally, in some physiological states related with an
altered insulin sensitivity, no changes in resistin expression
have been found (Bing et al. 2002, Gomez-Ambrosi ef al.
2002, Puerta et al. 2002). Nonetheless, mice lacking
resistin show reduced hepatic glucose production, suggest-
ing a role for resistin in glucose metabolism (Banerjee ef al.
2004).

During pregnancy, maternal and foetal growth is ena-
bled by a substantial increase in food intake and substrate
re-partitioning (Abelenda & Puerta 1987, Herrera et al.
2000). To this end, maternal insulin sensitivity evolves
from an enhanced state during early pregnancy, allowing
maternal growth, to an insulin-resistant state in late
pregnancy, diverting substrates away from the mother for
foetal growth. This latter ‘catabolic state” (for the mother)
is present during the last third of pregnancy (Leturque
et al. 1986, 1987). Pregnancy is therefore a suitable model
for studying natural changes in insulin sensitivity and the

DOI: 10.1677/joe.1.05932
Online version via http://www.endocrinology-journals.org
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related endocrine factors. On the other hand, WAT depots halothane anaesthesia at day 5 post partum. Pups were
increase their mass during pregnancy (Rocha et al. 2003), weaned at day 21 and a blood sample was again obtained
5o it is also a suitable model for studying adipogenesis. The at days 22 and 30 post partum.

aim of this paper was to test whether resistin expression or

plasma concentration change during pregnancy and, if so, Hormonal administration

to relate those changes to corresponding alterations in

! - 105¢ A single i.p. injection of human chorionic gonadotrophin
insulin sensitivity and WAT mass.

(hCG; Sigma, St Louis, MO, USA) was given to a group
of non-pregnant rats in di-oestrous II at 0900-0930 h.
They were killed 8 or 24 h later. Each animal received 200
1U in 140 ul phosphate-buffered saline. Controls received
a similar volume of vehicle.

Materials and Methods

Animals
Female Wistar rats weighing 180-200 g were housed at MRNA detection
22°C in individual cages, with water and f"_Od (A04, AT, placenta and mammary gland samples were hom-
Panlab, Barcelona, Spain) freely available and with a 12h ogenised in Ultraspec reagent (Biotecx Laboratories,
light:12 h darkness cycle (lights on at 0800 h). The stage of Houston, TX, USA) to obtain total cellular RNA, based
the oestrous cycle was 355655§d daily to detvermine the on the single-step method of Chomczynski & Sacchi
reproductive status of the animals. To obtain pregnant (1987). The procedures used for the fractionation, blotting
animals or da,ns, a female was hqlsed w‘Fh a male for 4 h and hybridisation of mRNAs together with a chemilumi-
on the morning of oestrus. 'Matmg was indicated by Fhe nescence detection protocol were carried out as described
prssence.ofsperm in the vaginal smears. The day of mating previously (Trayhurn ef al. 1994). In outline, RNAs were
was considered day O of pregnancy. Non-pregnant rats at fractionated by agarose electrophoresis gel, transferred to a
ch—f)estrus were used to represent day 0 of pregnancy. positively charged nylon membrane (Roche, Mannheim,
Ar.nm.als were cared for‘:md used in accordance ,Wlth the Germany) by capillary blotting and cross-linked under u.v.
principles of the Council of European Communities (86/ light. Resistin mRNA was detected using a specific
609 EEC). antisense oligonucleotide end-labelled 5’ with digoxigenin
(Oswel, Southampton, Hampshire, UK) as previously
Sample collection described (Puerta ef al. 2002). The membranes were
incubated sequentially with the oligonucleotide and with
an anti-digoxigenin FAB/alkaline phosphatase conjugate
(Roche) and then processed essentially as described in
the protocols provided by the manufacturer. CDP-star
(Roche) was used as the chemiluminescence substrate.
Signals were obtained by X-ray film exposure of the
membrane (Hyperfilm ECL; Amersham Pharmacia Bio-
tech, Amersham, Bucks, UK). Membranes were stripped
and reprobed for 18S rRNA to adjust for any differences
in the loading and transfer of RNA during blotting. 18S
rRNA was detected using a 31-mer antisense oligo-
nucleotide probe, as previously described (Trayhurn et al.
1995).

At days 0, 8, 15 and 19 of pregnancy, animals were killed
by decapitation between 1000 and 1200 h. Just before they
were killed, cerebrospinal fluid (CSF) was obtained under
halothane anaesthesia by inserting a 23 gauge butterfly
needle into the cisterna magna. Only samples with no
blood contamination were processed. Trunk blood was
collected at the time of decapitation, allowed to clot,
centrifuged to obtain serum and stored at —80 °C until
analysis.

Samples of parametrial, retroperitoneal and subcutane-
ous WAT depots from the left side of the animals were
quickly removed, frozen in liquid N, and stored at =80 °C
until analysis of resistin expression. A piece of parametrial
WAT was immersed in Bouin’s fluid for histological
examination. The corresponding right-side WAT depots ) ) .
together with the inguinal, periovaric and perirenal depots WAT samples were placed in Bouin’s fluid for 48 h and
were also removed and weighed. then stored in 70% alcohol at 4 °C. After dehydration with

In 8- and 19-day pregnant rats, pieces of placenta and increasing alcc?hol .concentrations t.hey were embedde.d in
mammary gland were also quickly removed and frozen in paraffin and sliced into 70 pm sections. They were stained
liquid N,,. In 8-day pregnant rats, the placenta is not fully wit.h sequential immersion in haematoxylin and eosin.
developed so, for the purposes of comparison, the whole Adl.p(.)cyte surface was measured in 150 cells from the‘ same
embryo together with the extra—embryonic membranes  individual using the MetaMorph  program  (Universal
and the surrounding uterine wall were also collected and ~ Imaging Corp., Downington, PA, USA).
frozen. These tissues together are referred to as placenta in
the rest of the paper.

A group of pregnant rats was allowed to deliver and a Resistin concentration was measured with the human
sample of blood from the jugular vein was collected under ~ enzyme immunoassay kit developed by Phoenix

Histology

Serum and CSF resistin
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Pharmaceuticals, Inc. (Belmont, CA, USA) which —
according to the manufacturer — recognises rat resistin.
Parallelism was tested and the results agreed with both the
manufacturer and previous reports using the kit in rats
(Chen & Nyomba 2003). Serum was assayed as it was
obtained. CSF was assayed either as it was obtained or after
being lyophilised and re-dissolved in a 2 times smaller
volume of buffer kit.

Insulin tolerance test (IT'T)

Rats fasted for 2 h were injected i.p. with insulin (human
insulin; 0-2 TU/100 g body weight; Lilly, Alcobendas,
Spain) between 1200 and 1300 h. Blood samples (50—
60 pl) were collected by tail snip at O min (just before
insulin injection) and at 15, 30, 45, 60 and 120 min after
injection. Serum was immediately separated and glucose
analysed with the GOD-POD method by using diagnostic
reagent kit (Spinreact, St Esteve de Bas, Gerona, Spain).
The glucose disappearance rate (Kipp) was calculated
using the formula 0-693(t,,,) (Lundback 1962). The
plasma glucose half-life (t, ,) was calculated from the slope
of the least-square analysis of the plasma glucose concen-
tration during the linear decay phase. A high degree of
correlation between the ITT and clamp studies used to
determine insulin sensitivity has been shown previously
(Bonora ef al. 1989).

Statistical analysis

One-way ANOVA with time of pregnancy as a factor —
non-pregnant rats representing day 0 of pregnancy — was
used for comparing Kir, WAT depot mass and plasma
resistin during pregnancy, adipocyte size and the optical
density of the bands corresponding to resistin in Northern
blots. A Student—Newman—Keuls (SKN) test was used for
post hoc comparisons. One-way ANOVA was also used to
analyse the effects of hCG administration. A two-way
ANOVA for repeated measures was used for comparing
body weight of pregnant and non-pregnant animals (preg-
nancy and time were the between-subject factor and
within-subject factor respectively). Pair wise comparisons
were done according to the Bonferroni method. Plasma
resistin in dams was analysed by one-factor within-subjects
ANOVA. Pair wise comparisons were done according to
the Bonferroni method. P<0-05 was considered statisti-
cally significant throughout. In the Figures and Tables,
differences have been indicated by a superscript so that
data with an ‘a” are different from those with a ‘b’ but are
the same as ‘a,b’.

Results

From early pregnancy (day 8), pregnant rats showed a
greater body weight gain than non-pregnant animals

www.endocrinology-journals.org

Body Weight (g)

0 8 15 19
Days

Figure 1 Changes in body weight during pregnancy. A group of
non-pregnant rats with similar body weight at the beginning of the
experiment was used as control. Data are expressed as mean
values =+ sem. of eight animals. A two-way ANOVA for repeated
measures revealed P<0:000 for pregnancy and for time with pair
wise comparisons done by the Bonferroni method.

(Fig. 1). The number of foetuses was 6—14. Figure 2 shows
that insulin sensitivity — as deduced from the glucose
disappearance rate after an insulin injection — changed
during pregnancy, as expected. Thus, K was higher by
day 8 than by day 0. Later on, it decreased to reach the
lowest level by day 19.

% Glucose change
coNBsu83888

0 15 ki 4 g 3 €D 105 12
Tine(rites)
2
b
15 ab
= a
£
210
£ c
x
5
0
Day0 Day8 Day 15 Day19

Figure 2 K after an i.p. insulin injection in non-pregnant (day 0)
and pregnant rats at different times during pregnancy. Bars
represent the mean = sem. of five to seven animals. Different
superscript letters mean P<0-05 when analysed by a one-way
ANOVA using the SNK test for post hoc comparisons. The insert
shows the time-course of the changes in plasma glucose
concentration indicated as % of the initial concentration (such
initial values were 138 +8, 129 +8, 98 + 4 and 86 + 3 mg/ml for
days 0, 8, 15 and 19 respectively).
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Figure 3 Changes in fat mass in visceral WAT depots in non-pregnant (day 0) and
pregnant rats at different times during pregnancy. Each point represents the mean + sem.
of eight rats. Different superscript letters mean P<0-05 when analysed by a one-way
ANOVA using the SNK test for post hoc comparisons.

Changes in main fat pad mass are depicted in Fig. 3
which shows how, during the first 15 days of pregnancy,
there were no significant increases in fat mass in the five
WAT depots considered. However, during the last 4 days
considered — an interval of 15-19 days — there was a trend
to increased fat mass. The increase reached statistical
differences in parametrial, periovaric and retroperitoneal
depots. Indeed, fat mass on day 19 was significantly higher
than on day 15, when the five WAT depots were
considered as a whole.

The adipocyte size in parametrial WAT of pregnant rats
was measured at the times when resistin expression was
highest and lowest. A representative microscopic image is
shown in Fig. 4 which also shows that no change in
adipocyte size took place between days 8 and 19 of
pregnancy.

Journal of Endocrinology (2005) 185, 551-559

Figure 5 shows representative Northern blots of resistin
mRNA at different times during pregnancy, together with
their relative abundance — depicted as arbitrary units.
Three depots were analysed, the parametrial, retroperito-
neal and subcutaneous. A 10-15 times increase was
observed in parametrial WAT in early pregnancy. By day
15 it was still 5-10 times higher but it was similar to
non-pregnant rats by the end of pregnancy. A 3-5 times
increase was also recorded by day 8 in retroperitoneal
‘WAT but no differences from non-pregnant rats were
evident by day 15. Subcutaneous WAT did not show any
increase in resistin expression in early or mid pregnancy
but underwent a reduction by day 19.

Resistin expression was also analysed in tissues related to
reproduction; namely, the placenta and mammary gland.
The expression in these tissues was compared with that

www.endocrinology-journals.org
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Figure 4 Adipocytes from parametrial WAT of pregnant rats in 2
early and late pregnancy. (a) Representative microscopic image of 1.00
adipocytes. Pieces of WAT were fixed in Bouin’s fluid, dehydrated, 0.00

embedded in paraffin and stained. (b) Cell size of adipocytes. Bars
represent the mean + sem. of five to six rats, the value for each rat
resulting from counting 150 cells. No differences were found by

one-way ANOVA. ¢. Subcutaneous

T T
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obtained in parametrial WAT. Results obtained are 2.00
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Figure 5 Resistin mRNA levels in different WAT depots of
non-pregnant (day 0) and pregnant rats at different times during
pregnancy. Fat pads were removed, RNA extracted and Northern
blots probed for resistin mRNA and 18S rRNA. Representative
blots of resistin mMRNA are shown in each panel together with the
relative abundance of mRNA. Bars represent the mean + sem. of
six to eight animals. Different superscript letters mean P<0-05
when analysed by a one-way ANOVA using the SNK test for post
hoc comparisons.

nits

Arbitrary

Resistin concentration was measured in plasma at dif-
ferent times during pregnancy and in both lactating and
non-lactating dams. Pregnancy altered plasma resistin. By
day 8, the resistin concentration in pregnant rats was lower
than that of non-pregnant ones but by days 15 and 19 of
pregnancy it was higher (Table 1). During early lactation,
plasma resistin remained higher (Table 2) but by day 22
post partum — and 1 day after weaning — plasma resistin
was similar to that of non-pregnant rats.

CSF was obtained from non-pregnant and pregnant rats
but no resistin was detected in CSF either by processing as
it was collected or after lyophilisation and redilution in a 2

Discussion

Discovered 4 years ago in rodent WAT (Holcomb ef al.

times smaller volume.

In an attempt to find systemic factors modulating
resistin expression and considering that plasma hCG in-
creases and peaks in early pregnancy, hCG was adminis-
tered to a group of non-pregnant rats. It produced a
statistically significant increase in resistin expression in
parametrial WAT 24 h after injection (Fig. 7). However,
no change in serum resistin was observed at that time

(values not shown).

www.endocrinology-journals.org

2000), resistin has proven to be one of the most elusive
adipokines. Initially proposed as an inhibitory adipogenesis
factor (Kim et al. 2001) it was soon related to insulin
resistance as a causative factor (Steppan ef al. 2001).
Pregnancy is a model of physiologically driven alterations
in insulin sensitivity that changes from an enhanced state
in the first third of pregnancy to a reduced one in the last
third (Leturque et al. 1986, 1987). At the same time, an
increase in WAT mass takes place during pregnancy

Journal of Endocrinology (2005) 185, 551-559
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Figure 6 Resistin mRNA levels in parametrial (PM) WAT, placenta
(PL) and mammary gland (MG) in (a) 8-day and (b) 19-day
pregnant rats. Samples were removed, RNA extracted and
Northern blots probed for resistin mRNA and 185 rRNA.
Representative blots of resistin mRNA are shown in each panel
together with the relative abundance of mRNA. Bars represent the
mean % sem. of five to six animals. Different superscript letters
mean P<0-05 when analysed by a one-way ANOVA using the
SNK test for post hoc comparisons.

(Rocha et al. 2003). We measured resistin expression in
three different WAT depots at three different times during
pregnancy. A dramatic increase in resistin expression was
found in parametrial (15 times) and in retroperitoneal
(4 times) WAT depots by day 8 of pregnancy (Fig. 5). As
pregnancy progressed, resistin expression decreased in
both depots so that it was similar to that of non-pregnant
controls at the end of pregnancy. Since resistin has been
found to be expressed in organs other than WAT, i.e. in
mouse pituitary (Morash et al. 2004), in the mammary
gland (Steppan et al. 2001, Komatsu ef al. 2003) and in the
human placenta (Yura et al. 2003), we also analysed
resistin expression in organs developed during pregnancy,
namely, the placenta and the mammary gland (Fig. 6).

Table 1 Resistin plasma concentration during pregnancy in rats.
Data are expressed as mean values = sEm. of six to eight animals

Resistin (ng/ml)

Day 0 295+ 1-3°
Day 8 23:6 + 25"
Day 15 400+ 10
Day 19 373 % 2:1°¢

Different superscript letters indicate P<0-05 when analysed by a one-way
ANOVA using the SNK test for post hoc comparisons.

Journal of Endocrinology (2005) 185, 551-559

Table 2 Resistin plasma concentration in dams either lactating or
not lactating. Data are expressed as mean values + sem. of three
to four animals

Resistin (ng/ml)

Lactating dams

Day 5 post partum 460+ 017
Non-lactating dams

Day 22 post partum 23-74 10"

Day 30 post partum 215+ 26"

Different superscript letters indicate P<0-000 when analysed by a one-factor
within-subject ANOVA with pair wise comparisons done by the Bonferroni
method.

Resistin expression in both organs was as intense as that
found in parametrial WAT by day 8 of pregnancy.
However, it turned out to be much smaller than that of
‘WAT by day 19. In other words, resistin expression in
early pregnancy was very high in visceral WAT, the
placenta and the mammary gland, showing similar levels of
expression. As pregnancy progressed, it decreased, reach-
ing basal levels by day 19 in WAT and even lower levels
in the placenta and mammary gland. These results con-
trasted sharply with those obtained for plasma resistin in
the same rats (Table 1). In fact, by day 8 of pregnancy —
when resistin expression was at its highest level — plasma
concentration was even lower than in non-pregnant con-
trols. On the other hand, by day 19 — when resistin
expression had returned to pre-pregnancy levels — plasma
resistin was dramatically enhanced.

We looked for an explanation for the different time-
course changes in resistin expression and plasma resistin by

R e R )

b
a a

Vehicle hCG8 hCG24
Figure 7 Resistin mRNA levels in parametrial WAT of
non-pregnant rats after receiving a single dose of hCG at either
8 h (hCG8) or 24 h (hCG24) after injection. Fat pads were
removed, RNA extracted and Northern blots probed for resistin
mRNA and 18S rRNA. Representative blots of resistin mRNA are
shown in each panel together with the relative abundance of
mRNA. Bars represent the mean =+ sem. of six to eight animals.

Different superscript letters mean P<0-05 when analysed by a
one-way ANOVA using the SNK test for post hoc comparisons.
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analysing the possible contribution of every organ studied
to enhancing plasma resistin at the end of pregnancy. In
the case of WAT, to explain the inconsistency between
low resistin expression and high plasma resistin found in
several models of obesity (Steppan et al. 2001, Way et al.
2001), it has been argued that plasma resistin reflects the
total number of adipocytes while resistin mRINA is related
to fat cell size (Steppan & Lazar 2002). When we
measured the mass of parametrial WAT (Fig. 3), we
observed an increase between days 8 and 19 but no change
in adipocyte size was recorded (Fig. 4). These observations
implied a higher number of adipocytes in late pregnancy
with no change in adipocyte size. The increase in plasma
resistin in late pregnancy could be due, at least in part, to

a higher number of adipocytes.

The contribution of the placenta to enhancing plasma
resistin in late pregnancy is doubtful. In fact, although
plasma resistin increased by days 15 and 19 of pregnancy,
when the placenta is well developed, it remains enhanced
5 days post partum when the placenta was no longer
present (Table 2). Opposite results have been found in
humans, where both placenta expression and plasma
resistin increase at the end of pregnancy, placenta expres-
sion being even higher than that of WAT (Sagawa et al.

2002, Ryan 2003, Yura ef al. 2003).

The involvement of the mammary gland in the en-
hanced plasma resistin concentration in late pregnancy
and during lactation is also uncertain. Although plasma
resistin levels remained high in lactating dams and fell
when suckling pups were separated from their mothers
(Table 2), the expression in the mammary gland was so
weak at the time of highest plasma levels that it is difficult
to support a role for the mammary gland in enhancing
plasma resistin concentration in late pregnancy and in

lactating dams.

An alternative explanation that could reconcile the
delayed peak in plasma resistin with peaks in expression
could be either a long delay between synthesis and release
or a reduced disappearance from serum (longer half-life) or
both. Unfortunately, the present study did not deal
with such possibilities. Moreover, this study does not rule
out the contribution of other synthesising organs not

considered in this work.

‘What might be the role of the increase in serum resistin
in late pregnancy? Despite controversies about the role of
resistin in governing insulin sensitivity, administration of
resistin to male mice or rats induces insulin resistance
(Steppan et al. 2001, Rajala et al. 2003). It seems,
therefore, that the increase in serum resistin in late
pregnancy could be a systemic signal to reduce insulin
sensitivity, as found in this (Fig. 2) and previous studies.
Moreover, plasma resistin remained elevated in lactating
dams at peak lactation (day 5 post partum) when insulin
sensitivity still remains diminished (Bell & Bauman 1997).

‘What might be the role of the extremely high increase
in resistin expression in visceral fat in early pregnancy?

www.endocrinology-journals.org

There is evidence that resistin has an anti-adipogenic role
both in vitro (Kim et al. 2001) and in vivo (Kim et al. 2004).
This paper has shown that WAT mass does not increase
during the first 15 days of pregnancy, except in the last
week, despite a continuous increase in body weight (Figs
3 and 1 respectively). It has also shown that the adipocyte
size in parametrial WAT does not differ between early
and late pregnancy. This indicates a higher number of
adipocytes at late pregnancy, i.e. adipocyte proliferation
(Fig. 4). Thus, when resistin expression is greatly en-
hanced in visceral fat, no increase in fat mass takes place.
These results are compatible with the anti-adipogenic role
proposed for resistin. In short, it seems that in early
pregnancy not only is there an increase in both food intake
(Abelenda & Puerta 1987, Rocha ef al. 2003) and insulin
sensitivity (Fig. 2) to allow maternal growth but an
anti-adipogenic state also exists that prevents the deposi-
tion in the form of fat of the extra fuels ingested. This
anti-adipogenic effect could be carried out by resistin
acting locally. No role for the increased resistin expression
in the placenta or mammary gland during early pregnancy
was evident from the present results.

‘When we injected hCG into rats, an enhancement in
WAT resistin expression was detected (Fig. 7), but no
increase in serum resistin took place. Since hCG appears in
plasma as soon as pregnancy begins and its concentration
peaks in early pregnancy (Lenton et al. 1981), our results
suggested that this hormone could enhance resistin expres-
sion at least in visceral fat, thus avoiding adipogenesis in
early pregnancy. Later on, when hCG serum concen-
tration falls, fat deposition for subsequent lactation could
occur.

It has been hypothesised that resistin may be an adipose
sensor for the nutritional state of animals since fasting
reduces its expression in WAT while refeeding increases it
(Kim et al. 2001, Steppan et al. 2001, Bertile & Raclot
2004, Morash et al. 2004). Accordingly, it could be a
signalling molecule for hypothalamic centres involved in
energy balance maintenance. However, we were unable
to detect resistin in CSF even when it was concentrated at
twice its initial volume. This does not unequivocally prove
the absence of resistin in CSF. However, it demonstrates
that, if present, its concentration would be lower than in
plasma, indicating some sort of regulation for resistin going
to the central nervous system.

In conclusion, resistin expression is enhanced in rat
visceral fat, the placenta and the mammary gland during
early pregnancy when no increase in fat mass takes place.
It is suggested that it could act in WAT locally as an
adipogenesis suppressor. hCG  administration enhances
resistin expression in visceral fat and is suggested as the
agent responsible for the detected increases. In contrast,
serum resistin increases in the third week of pregnancy and
remains elevated at peak lactation. It could be responsible
for the reduced insulin sensitivity during both pregnancy
and lactation. Resistin was not detected in CSF.

Journal of Endocrinology (2005) 185, 551-559
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Otros resultados complementarios al articulo 2.

A continuacion, se muestran algunos otros resultados no incluidos en lo publicado. La
figura anexa 8 muestra la ganancia en peso de los animales a lo largo de la gestacion,
descontando el peso de los fetos. Asi, se observaron incrementos significativos del pe-
so de los animales desde el comienzo de la gestacion, en comparacion con el grupo de
no gestantes. Por otro lado, la figura anexa 9 muestra la expresion de los receptores
GLUT 4 existentes en el musculo soleus a diferentes dias durante la gestacion, donde

se observd un aumento en la expresion del receptor hacia el final de la misma.

Ganancia en Peso.

70 ~

60 1 —e— Non-Pregnant

50 A —m— Pregnant

40 4

30 +

BW gain (g)
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10

0

Day 0 Day 8 Day 15 Day 19

Figura anexa 8. Ganancia en peso de los animales a lo largo de la gestacion descontando el
peso de los fetos. El dia cero representa a los animales que se encontraban en diestro Il (no pre-
fiados). Los datos estan expresados como el valor medio+E.M.E. de 8-21 animales. Un ANOVA
de doble via intra-sujetos para medidas repetidas por el método de Bonferoni, reveld diferencias
significativas (p<0.000).
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Expresion GLUT4 en Soleo.
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Figura anexa 9. Expresion de ARNm en unidades arbitrarias (A.U.) del transportador GLUT4 en el
musculo esquelético soleo, para dos grupos de animales: uno de prefiados y sacrificados a dife-
rentes dias de gestacion (day 8, 15y 19) y un segundo grupo de animales no prefiados (day 0).
Las barras representan la media=E.M.E. de 6-8 animales. Cada letra representa diferencias sig-
nificativas cuando p<0.001 al aplicar un ANOVA de una via con un SNK como test pos hoc.
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3. Expresion y concentraciones plasmaticas de la resistina en ratas recién nacidas.

Articulo en proceso de publicacion

La resistina es una adipocina producida en la WAT, que esta implicada en el desa-
rrollo de la diabetes tipo Il. La gestacidon ofrece un modelo para el estudio de los niveles
de resistina y su variacion, ya que se da una modulacion de la resistencia a la insulina.
Asi, al comienzo de la gestacion no varia la concentracion en plasma de la proteina pa-
ra aumentar en el ultimo trimestre. Estos hechos, ocurren en ratas adultas pero en las
crias a los primeros dias de vida, se desconoce como varian la expresion y las concen-
traciones en el suero de la proteina. Por tanto, el objetivo del presente trabajo, consiste
en determinar en qué momento comienza a expresarse la hormona en las crias asi
como sus variaciones sexuales. Para ello se utilizaron crias que fueron sacrificadas a
dia 5, 22 y 29 tras el parto. A su vez se obtuvieron muestras de sangre de las madres,
antes y después del parto. Tras el destete (dia 22) se observd un aumento en la expre-
sion de resistina en la grasa parta de las crias, en comparacion con la encontrada a dia
5. Mientras que en la sangre disminuyd la concentracion de la proteina en paralelo al
aumento de expresion. A dia 5 tras el parto, la grasa parda produjo 33 veces mas resis-
tina que el higado. No se observaron diferencias significativas en cuanto a los sexos en
las crias a los dias 5, 22 y 29 tras el nacimiento. Las madres, presentaron un aumento
en la concentracion en el suero de resistina que cayo tras el destete. Podemos concluir,
que la resistina aparece en estadios iniciales del desarrollo y que modula su propia ex-
presion de acuerdo a sus nhiveles plasmaticos. Las madres al final de la gestacion y du-
rante la lactacion, mantienen elevados niveles de dicha hormona lo que probablemente

sirva como senal para las crias, de tal manera que podrian tener una adecuada ho-
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meostasis de la glucosa. A su vez, no existen diferencias entre los sexos en cuanto a
concentracion plasmatica y expresion de resistina, hecho que apunta a una posible re-

gulacidn por parte de las hormonas sexuales de dicha molécula.
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Expresion y concentraciones plasmaticas de la resistina en ratas recién nacidas.
Caja S, Puerta M.

Departamento de Fisiologia (Fisiologia Animal II). Universidad Complutense de Madrid.

La resistina es una adipocina producida en la WAT, que esta implicada en el desarrollo de la diabetes tipo Il. La gestacién ofre-
ce un modelo para el estudio de los niveles resistina y su variacién, ya que se da una modulacién de la resistencia a la insuli-
na. Asi, al comienzo de la gestacién no varia la concentraciéon en plasma de la proteina para aumentar en el Ultimo trimestre.
Estos hechos, ocurren en ratas adultas pero en las crias a los primeros dias de vida, se desconocen como varian los niveles
de la proteina. Por tanto, el objetivo del presente trabajo, consiste en determinar en qué momento comienza a expresarse la
hormona en las crias asi como las variaciones sexuales. Para ello se utilizaron crias, procedentes de hembras prefiadas, que
fueron sacrificadas a dia 5, 22 y 29 tras el parto. A su vez se obtuvieron muestras de sangre de las madres, antes y después
del parto. Tras el destete (dia 22) se observa un aumento en la expresion de resistina en la grasa parta de las crias, en compa-
racion con los niveles a dia 5. Mientras que en el suero existe una disminucién de la concentracion de la proteina paralela al
aumento de expresion. A dia 5 tras el parto, la grasa parda produce 33 veces mas resistina que el higado. No se observan

diferencias significativas en cuanto a los sexos en las crias a los dias 5, 22 y 29 tras el parto. Las madres, presentan un au-
mento en la concentracion en el plasma de resistina que cae tras el destete. Se concluye que la resistina aparece en estadios
iniciales del desarrollo y que modula su propia expresién de acuerdo a sus niveles plasmaticos. Las madres al final de la ges-
tacion y durante la lactacion, mantienen elevados niveles de dicha hormona lo que probablemente sirve como sefal para las
crias, de tal manera que puedan tener una adecuada homeostasis de la glucosa. A su vez, no existen diferencias entre los

sexos en cuanto a concentracion plasmatica y expresion de resistina, hecho que apunta a una posible regulacién por parte de
las hormonas sexuales de dicha molécula.

|
ke” (RELMs) (Steppan et al., 2001b). Original-
mente, fue descrita por tres grupos independientes
de investigadores que trabajaban en areas bien
diferenciadas (Holcomb et al., 2000, Kim et al.,

Introducciéon

El tejido adiposo es una fabrica de una gran va-
riedad de péptidos bioactivos implicados en una

amplia gama de procesos. Estas hormonas, se de-
nominan adipocinas y sus funciones, asi como su
biologia, estan siendo ampliamente estudiadas y
debatidas (Kusminski et al., 2005). Entre ellas,
encontramos la leptina, adiponectina, IL-6, TNF-a
y la resistina que sera el objeto de nuestro estudio
y la recientemente descrita omentina (Schaffler et
al., 2005b, Yang et al., 2006) . Asi pues, haremos
un breve recorrido historico desde su descubri-
miento, pasando por su estructura molecular y
localizacion, para llegar a sus funciones y posi-
bles relaciones con ciertas enfermedades como la
diabetes tipo II o diabetes del adulto, muy rela-
cionada con la obesidad.La resistina es un péptido
de 12,5 kDa, rico en cisteina y que pertenece a
una familia de proteinas denominadas “resistin-li-

2001, Steppan et al., 2001a). Los estudios inicia-
les, mostraron una regulacion a la alta de los nive-
les de resistina en modelos animales de roedores
con obesidad y resistencia a la insulina. Por otro
lado, al tratar los animales con sensibilizadores de
la accion de la insulina, como la Rosiglitazona
(RSG) , se observaba una regulacién a la baja
(Steppan et al., 2001a). A su vez, cuando se in-
munoneutralizaban los niveles de resistina en la
sangre, se veia una mejora de la hiperglucemia y
de la sensibilidad a la insulina (Steppan et al.,
2001a). Estas primeras observaciones causaron
una gran expectacion, ya que la resistina parecia
ser la potencial causa de la etiologia de una de las
enfermedades de mayor prevalencia en el mundo,
esto es, la diabetes tipo II. Actualmente, sus ac-
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ciones, asi como sus mecanismos de actuacion e
incluso sus relaciones con la obesidad y la diabe-
tes tipo II estan siendo profundamente debatidas,
debido a que desde su descubrimiento se han en-
contrado hallazgos muy contradictorios.

El gen que codifica para la sintesis de resistina se
ha denominado Retn que da lugar a la sintesis de
un polipéptido de 114 aminoacidos (Steppan et
al., 2001a), y que configurara un homodimero
unido mediante puentes di-sulfuro (Banerjee &
Lazar, 2001). Gracias a los estudios de difraccion
de rayos X, se puede decir que su conformacion
espacial se corresponde con un hexdmero (Patel et
al., 2004).

En roedores, la expresion de resistina se encuentra
predominantemente localizada en el tejido adipo-
so blanco (Caja et al., 2005, Steppan et al.,
2001a), existiendo una expresion diferencial de
resistina segun el deposito de grasa blanca del que
hablemos. Asi, los depdsitos viscerales dan lugar
a una mayor expresion que los subcutaneos (Borst
et al., 2005, Caja et al., 2005). Por otro lado, otros
grupos de investigacion han encontrado expresion
en la grasa parda (Oliver et al., 2003), el musculo
(Palanivel et al., 2006) el tracto digestivo, el hi-
gado, los rifiones, el corazon (Nogueiras et al.,
2003), la placenta (Caja et al., 2005), los pulmo-
nes (Holcomb et al., 2000, Nohira et al., 2004) e
incluso en el hipotalamo (Wilkinson et al., 2005).
A su vez, se han encontrado diferencias sexuales
en los niveles plasmaticos de resistina asi como su
expresion en el tejido adiposo (Gui et al., 2004).
En humanos, algunos estudios determinan cierta
expresion de resistina por parte de los adipocitos
(Baker et al., 2006, McTernan et al., 2002), mien-
tras que otros no la han encontrado (Fain et al.,
2003), aunque si se han encontrado altos niveles
de expresion en la medula osea (Patel ef al., 2003)
asi como en células del sistema inmunologico
(Curat et al., 2006, Jung et al., 2006). También
otros tejidos como la placenta (Lappas et al.,
2005), los pulmones (Patel ez al., 2003) y las célu-
las pancreaticas (Minn et al., 2003) pueden expre-
sar resistina.

Segun lo ya comentado, los estudios iniciales
mostraban que la resistina podia ser la proteina
causante de la resistencia a la insulina y, por tanto,
del desarrollo de la diabetes tipo II. En sangre de
ratones obesos ob/ob, db/db e incluso en modelos
donde se inducia obesidad mediante la dieta
(DIO), fueron encontrados altos niveles de dicha
molécula (Steppan et al., 2001a). Asi mismo,
otros estudios encontraron que en una variedad de
modelos animales la expresion y la secrecion es-
taban disminuidas (Juan et al., 2001, Rajala et al.,
2004). Asi pues, se sugirié una posible relacion
con la enfermedad aunque habria otros factores
implicados, que a su vez podrian regular dicha
molécula. Por tanto, el mayor peso en el desarro-
llo de la diabetes tipo II no residiria en esta mo-
1écula sino en otras (Kusminski et al., 2005).

La gestacion es un buen modelo de estudio de la
variacion de la resistencia y sensibilidad a la insu-
lina. Durante este proceso, se da una variacion en
el comportamiento metabolico de la rata. Esta va-
riacion conlleva aumentos de la expresion de re-
sistina para posteriormente descender a los nive-
les basales (Caja et al., 2005). Estudios de nuestro
grupo de investigacion ponen de manifiesto una
relacion entre la expresion de resistina con los
niveles de esteroides sexuales femeninos. La pro-
duccion de resistina asi como su fisiologia en
crias de rata ha sido apenas estudiada. Asi, no se
tienen datos anteriores al destete comenzado los
estudios a la tercera semana de vida (Gui et al.,
2004, Oliver et al., 2003).

Basandonos en las observaciones en las madres
durante la gestacion y la poca informacion exis-
tente en cuanto a las crias asi como las funciones
atribuidas a esta proteina, nos planteamos los si-
guientes objetivos: Determinar los niveles de re-
sistina en crias tras el parto para determinar en
que momento de la vida extrauterina empieza a
expresarse la hormona. Realizar un estudio de la
variacion de los niveles plasmaticos en las madres
para si cabe establecer una relacion con las crias
antes y después del destete. Estudiar la variacion
de los mismos segun el sexo de las crias.
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Material y Métodos

Material Biolégico.

Para la realizacion del presente trabajo, se utiliza-
ron ratas (Rattus norvegicus) hembras virgenes de
la cepa Wistar, de 200 gramos de peso corporal.
Los animales fueron albergados en una camara
termostatizada a 22°C, en jaulas individuales, con
un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuri-
dad (las luces eran encendidas a las 8 a.m.). A su
vez, se les proporcionod agua y alimento ad /ibi-
tum, utilizando un pienso comercial (Pamlab,
Barcelona, Espafia) cuya composicion era: 15,4%
proteina; 2,9% materia grasa; 4,1% celulosa;
5,3% ceniza.

En todo momento el cuidado, manejo y utiliza-
cion de los animales de experimentacion, se aco-
gi6 a lo dispuesto en el Real Decreto 223/1988
(BOE nim.67), asi como en los principios de la
Unioén Europea (86/609 EEC).

Disefio Experimental.

Para su aclimatacion a las nuevas condiciones
ambientales, los animales a su llegada al laborato-
rio, permanecieron en la camara termostatizada
durante una semana. Transcurrido ese tiempo,
fueron pesados y se determind el momento del
ciclo estral donde se encontraban. Asi, con la
ayuda de una torunda de algodon se tomaron
muestras del exudado vaginal. Por la accion del
colorante azul de metileno se visualizaron las cé-
lulas y por tanto se pudo diferenciar entre: proes-
tro, estro, diestro I y diestro II. Las hembras que
se encontraban en estro fueron introducidas en
una jaula con un macho durante 4 horas. Transcu-
rrido ese tiempo, se comprobo la copula visuali-
zando los espermatozoides en el exudado vaginal.
El dia del apareamiento se consideré como dia
cero de la gestacion.

Tras 21 dias de gestacion las hembras dieron a luz
sus crias. Transcurridas 24 horas después del
alumbramiento las camadas fueron igualadas a 8
crias por camada. Por fin, 21 dias después del
parto se realizo el destete y las crias fueron sepa-
radas de la madre.

Obtencion de Muestras.

En los dias 5, 22 y 29 tras el parto (post partum,
pp), 8 crias de ambos sexos (total 16 crias por
dia) fueron sacrificadas por dislocacion cervical.
Se extrajeron muestras del tejido adiposo pardo
(BAT) que rapidamente fueron congeladas a
-80°C. A las crias que fueron sacrificadas el dia
Spp se les extrajeron, también, muestras de higa-
do.

A su vez, tras la decapitacion se obtuvieron mues-
tras de sangre. Para obtener el suero, la sangre fue
centrifugada a 5000 r.p.m. durante 20 minutos y 4
°C posteriormente se almaceno a -80 °C.

Del grupo de madres se obtuvieron muestras de
sangre de la yugular en los dias 5, 22 y 29pp. Para
ello el animal fue ligeramente anestesiado con
halothano. A partir de la sangre se obtuvo el suero
segun se ha indicado anteriormente.

Estudios de expresion génica mediante Northern
Blott.

El primer paso en la determinacion del ARN men-
sajero fue la extraccion del ARN total mediante el
método de un solo paso derivado del descrito por
Chomczynski y Sacchi (Chomczynski & Sacchi,
1987). Para ello, se homogeneizaron los depdsi-
tos de BAT y las muestras de higado (entre 300-
500 mg) en 1ml de Ultraspec a (Biotex Laborato-
ries Inc., USA) o reactivo de extraccion, a 13.500
r.p.m. en un homogeneizador mecanico (Ultra-tu-
rrax T25).

Los procedimientos de fraccionamiento, transfe-
rencia a membrana e hibridacion con una sonda
de mRNA asi como la deteccion de dicha sonda
mediante quimioluminiscencia siguieron los pro-
tocolos descritos por Trayhurn (Trayhurn et al.,
1994). El RNA fue fraccionado y separado me-
diante una electroforesis en gel de agarosa. Poste-
riormente fue transferido por capilaridad, a una
membrana de nylon cargada positivamente (Ro-
che, Mannheim, Alemania). Para fijar los RNAs a
la membrana, ésta se sometid a radiacion ultravio-
leta. La deteccion del RNA de resistina se realizo
utilizando un oligonucledtido antisentido marcado
en 5' con digoxigenina (Oswell, Southampton,

Sintesis, liberacién y concentraciones de adipocinas en la rata a lo largo de la gestaciéon. Su modulacién por
las hormonas implicadas en la reproduccién.

74



Resultados y Discusion

Expresion y concentraciones plasmaticas de la resistina en ratas recién nacidas.

Hampshire, UK). La secuencia de dicho oligonu-
cledtido fué: 5'DIG-CGG ACG TCC CAT GAG
CCA CAG CCA GAG CCA (Oswell, UK). Las
membranas fueron incubadas con el oligonucled-
tido de resistina y posteriormente con FAB/ fosfa-
tasa alcalina conjugada con anti-digoxigenina
(Roche). Como sustrato quimioluminiscente fue
usado CDP-star (Roche), para exponer poste-
riormente la membrana a una pelicula fotografica
(Hyperfilm ECL, Amersham Pharmacia Biotech,
UK). A su vez, la membrana fue hibridada con el
18S que es la subunidad pequeiia del ribosoma y
que se utilizd6 como control interno de la expre-
sion ya que no se ve afectado por factores exter-
nos, segin protocolo descrito por Trayhurn
(Trayhurn et al., 1995).

Medida de Resistina en el Suero.

La concentracion de resistina en el suero de los
animales fue medida utilizando un (ELISA) desa-
rrollado por Phoenix Pharmaceuticals, Inc. (Bel-
mont, CA, USA). Este ELISA es especifico de
humanos, aunque produce una reacitividad cruza-
da con rata. Para determinar si este hecho era cier-
to, se realizd un test de paralelismo, cuyos resul-
tados coincidieron con los datos anteriormente
publicados (Chen & Nyomba, 2003) y lo determi-
nado por Phoenix Pharmaceuticals, Inc.

Andlisis estadisticos.

El analisis estadistico se realizd usando el pro-
grama SPSS, version 10. Todos los datos se ex-
presan como media + el error estandar de un nu-
mero de entre 4 al2 animales.

Para determinar la existencia de diferencias signi-
ficativas se aplicaron diferentes test estadisticos
teniendo en cuenta el valor de n 6 numero de re-
sultados obtenidos y los grupos a comparar. Se
aplicod un ANOVA de una via y si se procedia, un
Student Newman Keuls (SNK) como post hoc
para determinar las diferencias entre:

Expresion de resistina en crias en BAT.
Diferencias de expresion y concentracion en san-
gre entre sexos.

Concentracion de resistina en el suero de las ma-
dres durante la gestacion.

Un test Kruskal-wallis se aplicd para determinar
las diferencias en la concentracion de resistina en
el suero de las crias. La prueba t de Student sirvid
para la determinacion de diferencias significativas
en la expresion de resistina en BAT e higado en
las crias. Para determinar las variaciones en la
concentracion plasmatica de resistina en las ma-
dres durante la lactancia, se aplico un ANOVA
intra-sujetos. Por ultimo para estudiar la existen-
cia de una relacion lineal entre concentracion de
resistina en suero y expresion en BAT en las crias,
se aplico una correlacion de Pearson. Se estable-
cieron diferencias significativas cuando los valo-
res de p<0,05. A su vez, estas diferencias fueron
resaltadas mediante letras.

Resultados
LR B R
25
b
20 b
.15 a
<
= 10
05
0.0
Dia 5pp Dia 22pp Dia 29pp

Figura 1. Expresion de resistina en la grasa parda de crias a diferentes dias tras el
partro (pp). La cantidad de mRNA de resistina se representa en unidades arbitrarias
(U.A.). A su vez junto con la grafica se ha introducido la banda que se corresponde a la
resistina detectada mediante Northern Blott. Una flecha azul indica el momento del
destete. Las barras representan la media + EM.E de 5-12 animales. Las diferentes
letras revelan diferencias estadisticas entre los grupos, cuando se aplica un ANOVA de
una via y un SNK como test post hoc.

La expresion de resistina fue medida en la BAT de
las crias a los dias 5, 22 y 29pp. Se observd un
aumento de la expresion de 0,5 veces a dia 22 pp
que se mantuvo en el dia 29pp (figural). Al anali-
zar los niveles de resistina en la sangre de las
crias se observo un efecto inverso, (figura 2). Asi,
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en el dia 22pp (24 horas después del destete) se mente no se vuelven a encontrar diferencias entre
produjo una disminucién de la concentracion de los sexos.

la proteina que pas6é de 12,5+2,1 (dia 5pp) a

9,3£0,4 y que se mantuvo en 9,4+0,6 (dia 29pp).

A su vez, se encontraron diferencias significativas 2

cuando se analizaron los datos mediante un test de K .
Kruskal-Wallis. § 1
5 10 v " .
2 5
Ay -4
a
=1 . 0+ T T T T )
E 0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50
2., b Expresion de mRNA (A.U.)
& 8 Figura 3. Relacion linear entre la concentracion de resistina en suero y
la expresion de resistina en la grasa parda. Para determinar la relacion
8 estadistica se realizé una correlacion de Pearson siendo el resultado
B =-0,46; n = 21; p<0,05.
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Figura 2. Panel A: Concentracion (ng/ml) de resistina en el suero de recién 0.2 b
nacidos a diferentes dias tras el parto. Una flecha azul representa el mo- 0

mento del destete. Cada punto representa el valor de la media + E.M.E de

5-12 animales. Las diferentes letras expresan valores de p<0.05 entre los BAT Higado
grupos cuando se aplica un test de Kruskal-Wallis.
Panel B: Concentracion (ng/ml) de resistina en el suero de hembras a dife- Figura 4. Comparacion de la expresion de resistina en grasa parda

rentes dias tras el parto antes y después del destete (representado por una
flecha azul). Cada punto representa el valor de la media + E.M.E de 4 ani-
males. Las diferentes letras expresan valores de p<0.000 entre grupos
cuando son analizados por un ANOVA de una via intra-sujetos.

(BAT) e higado. La cantidad de mRNA se representa en unidades arbi-
trarias (U.A.). A su vez, junto con la gréfica se introdujeron las bandas
correspondientes a los niveles de resistina detectados mediante Nort-
hern Blott. Las barras representan la media + E.M.E. de 5-12 animales.
Las diferentes letras expresan diferencias significativas entre los gru-

., . . pos al aplicar una prueba t de Student.
La figura 3 muestra una relacion linear inversa

entre la concentracion de resistina en sangre y su
expresion en BAT. Al aplicar un test de correla-
cion de Pearson se obtuvo un r = -0,46 cuando n
=21y con un p<0,05. Al medir la expresion dife-
rencial de resistina entre BAT e higado durante el
dia 5pp (figura 4) se observo una produccion de
33 veces por debajo de la que se origina en BAT.
Cuando se comparan las diferencias de expresion
entre machos y hembras, no se observa ninguna
diferencia significativa (resultado no mostrado).
Por otro lado la tabla 1 muestra las diferencias en
la concentracion en sangre segun el sexo. Nueva-

En las madres, se da un aumento y disminucion
de los niveles de resistina en la sangre durante la
gestacion y la lactancia (tabla 2 y figura 2). Al
final de la gestacion aumenta la concentracion de
resistina (tabla 2) y se mantiene elevada durante
la lactancia (figura 2) hasta el dia 22pp (24 horas
después del destete) donde cae a niveles proximos
a los que tenia a dia 0 de gestacion (tabla 2).
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Tabla 1. Concentracion (ng/mi) de resistina en el suero de recién nacidos cuando se comparan machos
con hembras. Los dias en los que se extrajo sangre fueron los dias 5, 22 y 29 tras el parto (pp).

Machos Hembras

Dia5 pp 125£21

Dia 22 pp 9406  93:06

Dia 29 pp 121+£10 118£20

Los datos se representan como las medias + EM.S. de 58 animales. No se encontraron diferencias
estadisticas entre los grupos al realizarse un ANOVA de una via.

Tabla 2. Concentracion de resistina en el suero (ng/ml) de madres durante la gestacion.

Dia 0 20.5+1.32
Dia 8 23.6+2.50
Dia 15 40.0£1.0¢
Dia 19 37.3£2.1¢

Los valores se expresan como la media + E.M.E. de 6-8 animales. Las diferentes letras indican
valores de p<0.05 cuando se analizan mediante un ANOVA de una via usando un SNK como
test post hoc.

Discusion

Varios eran los objetivos del presente trabajo. En
primer lugar, estudiar los niveles de resistina en
las crias tras el nacimiento ya que no habian sido
descritos anteriormente. En segundo lugar, deter-
minar los niveles de resistina en madres durante la
lactancion y tras el destete. Por ultimo, determinar
la existencia de variaciones sexuales en la expre-
sion y los niveles plasmaticos de resistina en las
crias.

Atendiendo a lo planteado en el primer objetivo,
observamos que las crias expresaban resistina al
menos en dos tejidos, estos son, la BAT y el higa-
do. Este hecho coincide con los datos ya publica-
dos para adultos y ratas jovenes que también ex-
presan la resistina en ambos tejidos (Nogueiras et
al., 2003, Oliver et al., 2003). Se sabe que en el
periodo perinatal, una perfecta regulacion de la
glucemia es crucial para el buen mantenimiento
del equilibrio energético durante la vida adulta
(Garg et al., 2006, Moura et al., 2002). Puesto que

la resistina se cree implicada en el metabolismo
de la glucosa (Kusminski et al., 2005) no parece
extrafia, su existencia en edades tan tempranas
como las analizadas en el presente estudio. Esto
es, nuestro trabajo demuestra que la resistina se
expresa y, probablemente se necesita, desde los
primeros dias de vida extrauterina.

Aunque la expresion de resistina se observa ya en
el dia 5 pp, dicha expresion esta aumentada a dia
22 manteniéndose elevada en el dia 29 pp. Sin
embargo, la concentracion plasmatica muestra un
perfil de variaciones distinto, de tal manera que el
incremento de expresion entre los dias 5y 22pp
corre paralelo a una disminucion en la concentra-
cion plasmatica. De hecho, existe una correlacion
inversa entre expresion y concentracion plasmati-
ca (figura 3). Mas tarde, a dia 29 pp la expresion
se mantuvo y, sin embargo, la concentracion
plasmatica recuper6 sus valores iniciales (dia 5
pp)- Puesto que la expresion de resistina en las
crias aumenta tras el destete y su concentracion en
plasma también resulta aumentada unos dias mas
tarde (dia 29 pp); entendemos que dicho incre-
mento plasmatico procede del aumento concomi-
tante de la expresion de las crias. En otras pala-
bras, los bajos niveles de resistina son probable-
mente detectados por los adipocitos y estos a su
vez responden aumentando la produccion de una
hormona, la resistina, necesaria para el organis-
mo.

Esta explicacion deja, sin embargo, inexplicados
los resultados observados a dia 5 pp en los cuales,
la concentracion plasmatica es tan elevada como
la observada a dia 29, cuando la expresion en la
BAT lleva varios dias elevada. Por lo tanto, cabe
la posibilidad de que los niveles plasmaticos a los
5 dias de vida en las crias, no procedan de la BAT,
sino (a) de otras fuentes existentes en la propia
cria, (ya que la resistina no se expresa exclusiva-
mente en tejido graso) o (b) procedan de la madre,
ya que hasta donde sabemos no existen datos que
indiquen que la resistina no cruza la barrera ma-
terno-fetal. Para ensayar la primera posibilidad,
analizamos la expresion hepatica de resistina en
las crias, ya que el higado es uno de los 6rganos
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que expresa resistina con mayor intensidad ex-
cluido el tejido adiposo (Nogueiras et al., 2003).
Nuestros resultados descartaron dicha posibilidad
ya que, como muestra la figura 4, la expresion
hepatica fue 33 veces menor que la de la BAT, lo
que dificilmente puede explicar la concentracion
plasmatica alcanzada en ese momento por las
crias. Para ensayar la segunda posibilidad, me-
dimos la concentracion de resistina en las madres
antes y después del parto e incluso después del
destete (tabla 2 y figura 2 respectivamente).
Mientras que el parto no tuvo influencia en la re-
sistina plasmatica materna, si observamos una
caida muy pronunciada tras el destete; lo cual su-
giere que la separacion de las crias reduce la ne-
cesidad materna de resistina. Todo ello nos hace
pensar que la elevada concentracion de resistina
plasmatica en las crias detectada a dia 5 pp es,
probablemente, de origen materno. Esta interpre-
tacion se ve reforzada por el hecho de que las
crias tienen cantidades insignificantes de grasa
blanca (lo que, por cierto, nos forzo a trabajar con
el otro depdsito graso, bien desarrollado en las
crias) y por la ya mencionada necesidad de una
regulacion muy precisa de la glucemia en la etapa
perinatal (Garg et al., 2006, Moura et al., 2002).
Este mismo hecho ha sido observado en recién
nacidos donde también se observan concentracio-
nes plasmaticas de resistina elevadas en las ma-
dres y que se mantienen en las crias tras el parto
(Ng et al., 2005). Puesto que al destete, los nive-
les de prolactina materna disminuyen drastica-
mente, nuestros resultados sefialan a la prolactina
como mensajero quimico implicado en dicha cai-
da. De hecho, en cultivos de adipocitos se ha en-
contrado una inhibicién de la liberacién de resis-
tina al medio por parte de la prolactina (Schaffler
et al., 2005a).

Nuestro ultimo objetivo consistia en analizar las
posibles diferencias sexuales en los niveles de
resistina tanto en la expresion como en la concen-
tracion plasmatica de las crias. Gui et al (2004),
ponen de manifiesto la existencia de diferencias
significativas en dichos niveles en ratones, donde
las hembras poseen mayores concentraciones de

resistina en sangre asi como una expresion mas
elevada que los machos, atribuyendo estas dife-
rencias a los niveles de hormonas sexuales. No-
gueiras et al (2003), encuentra diferencias signifi-
cativas en la expresion de resistina por parte de la
BAT en rata Sprague-Dawley a los dos meses de
vida. Por ello, nos planteamos lo que ocurriria en
estadios iniciales tras el parto.

Cuando estudiabamos los niveles plasmaticos de
resistina en crias (tabla 1), asi como su expresion
(resultado no mostrado), no observamos diferen-
cias entre los sexos. Teniendo en cuenta a) que
durante la pubertad en la rata empiezan a aumen-
tar los niveles hormonales para fomentar los cam-
bios necesarios que originaran el comportamiento
sexual; esta etapa se corresponde con los dos me-
ses de vida (Gui et al., 2004, Henderson et al.,
2006, Wesson & McGinnis, 2006) y b) que los
estudios de nuestro grupo de investigacion han
puesto de manifiesto una relacion entre los este-
riodes sexuales y la concentracion plasmatica y
expresion de resistina, podemos concluir a la luz
de los datos presentados que la ausencia de dife-
rencias sexuales en la concentracion plasmatica
asi como la expression en la BAT de las crias
pueden verse condicionadas por la falta de con-
centraciones suficientes de ciertas hormonas se-
xuales. Este hecho viene avalado por la existencia
de diferencias de expression en la BAT en ratas a
los dos meses de vida o en la pubertad, mientras
que las crias en los dias muestreados en este estu-
dio, no presentan dichas diferencias. Asi pues, las
diferencias sexuales en cuanto a los niveles de
expresion asi como concentracion plasmatica de
la resistina aparecerian tras la pubertad donde los
niveles de hormonas sexuales son diferentes en
machos que en hembras y por tanto anterior a este
proceso la resistina no varia entre sexos.
Concluimos que la resistina aparece en estadios
iniciales del desarrollo y que modula su propia
expresion de acuerdo a sus niveles plasmaticos.
Las madres al final de la gestacion y durante la
lactacion, mantienen elevados niveles de dicha
hormona lo que probablemente sirve como sefial
para las crias, de tal manera que puedan tener una
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adecuada homeostasis de la glucosa. A su vez, no
existen diferencias entre los sexos en cuanto a
concentracion plasmatica y expresion de resistina,
hecho que apunta a una posible regulacion por
parte de las hormonas sexuales de dicha molécula.
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4. Modulacion de la resistina por parte de las hormonas implicadas en la reproduc-
cion.

Control by reproduction-related hormones of resistin expression and plasma

concentration. Horm. Metab. Res. 2007; 39:1-6.

Aungue no simultaneamente, la expresion de resistina en el tejido adiposo blanco
y su concentracion en plasma aumentan en la rata durante la gestacién. Para aclarar la
implicacion de las hormonas sexuales en ambos incrementos, se administré durante 3-
5 dias progesterona, estradiol o gonadotropina coriénica a ratas hembras en diestro Il.
La progesterona incremento la expresion de resistina en el depdsito retroperitoneal de
la grasa blanca pero no tuvo efecto sobre los depdsitos parametrial y subcutaneo. A su
vez se observd un aumento en la concentracion de resistina en el suero. El estradiol
disminuyo la expresion de resistina en los depdsitos parametrial e inguinal de la grasa
blanca aunque no tuvo efecto sobre los depdsitos retroperitoneales. Esta no alter la
concentracion de resistina en el suero. La gonadotropina coridnica humana incrementd
la expresion de resistina pero no alteré su concentracion en el suero. Estos resultados
muestran que las influencias hormonales sobre la expresion de resistina son depen-
dientes de cada depdsito de grasa blanca y que pueden correr independientemente de
los cambios en la concentracion plasmatica. Por otro lado, el efecto restrictivo local de
la progesterona sobre la expresion de resistina en comparacion con la de gonadotropi-
na coridnica humana sugiere que no es la unica hormona que aumenta la expresion de
resistina al comienzo de la gestacion. Sin embargo, podria aumentar la liberacion de
resistina al final de la gestacion. El estradiol, puede estar implicado en la disminucion

de la expresion de resistina al final de la gestacion. Por ultimo, como la gonadotropina
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coridnica humana actua a través de los receptores de LH, nuestros resultados sugieren

por tanto que éstos se encuentran presentes en la grasa blanca y que controlan la ex-

presion de resistina.
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Abstract

v

Although not simultaneously, resistin expression
in white adipose tissue (WAT) and resistin plasma
concentration have been shown to increase in
pregnant rats. To clarify the involvement of sex
hormones in such increases, we administered
for 3-5 days progesterone, estradiol, or human
chorionic gonadotropin (hCG) to female rats
in dioestrus II. Progesterone increased resis-
tin expression retroperitoneal WAT but lacked
effect in parametrial or subcutaneous depots.
It also increased resistin plasma concentration.
Estradiol decreased resistin expression in both
parametrial and inguinal WAT but was without
effect on retroperitoneal depots. It did not alter
plasma resistin. Human hCG increased resistin

expression in all the visceral depots examined
- parametrial, inguinal and retroperitoneal
- but did not change plasma resistin. These
results show that hormonal influences in resis-
tin expression are depot-dependent and can run
separately from changes in its plasma concentra-
tion. Besides, the locally restricted effect of pro-
gesterone in resistin expression compared with
that of hCG suggests it is not the only hormone
enhancing resistin expression in early pregnancy.
However, it could enhance resistin release in late
pregnancy. Estradiol could be involved in the
decrease of resistin expression in late pregnancy.
Finally, since hCG acts through LH receptors, our
results suggest that they are present in WAT and
that they control resistin expression.

Introduction

v

White adipocytes are an active secretory cell type
that releases a vast array of adipokines. Resistin
is one of the most controversial ones. Proposed
initially as a suppressor of adipocyte differentia-
tion [1] it was soon related with glucose metabo-
lism and insulin resistance [2]. At present after
five years of research, none of these roles is uni-
versally accepted due to discrepant results among
different laboratories (reviewed in [3]). As adi-
pocytes are both the main cellular type for stor-
ing energy and an active secretory cell, it is
reasonable to presume for adipokines a role in
energy balance. Because of the clinical and eco-
nomical importance of the epidemic of obesity in
Western countries and the associated insulin
resistance, resistin research have been centered
in differences between lean and obese rodents
and humans [3,4].

First approaches to resistin role in physiological
situations associated with intense metabolic
changes in energy metabolism, such as lactation

[5], exposure to cold [6], and cancer-related
cachexia [7] were carried out by analyzing resis-
tin expression in main white adipose tissue
(WAT) depots. Since no changes were observed, it
cast more doubt about a role in normal physiol-
ogy. However, pregnancy has been shown
recently to be a physiological situation where the
intense changes in energy metabolism are corre-
lated with the higher increase in resistin expres-
sion published so far. Moreover, substantial
changes in plasma concentration were also
recorded. Interestingly, the same study revealed
that changes in resistin expression are not mir-
rored by changes in plasma concentration of the
protein and vice versa [8]. Simultaneously, dis-
crepancies in the changes of expression and
plasma concentration were also found in obese
rodents [9,10] and in aging mice [11] raising a
new issue in resistin control.

During pregnancy there are major changes in
hormonal pattern. In the rat, the presence of the
corpus luteum is required during the whole preg-
nancy which is the only source of progesterone, a
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hormone essential for maintaining pregnancy. Indeed, ovariec-
tomy produces abortion [12]. Mechanical stimulation of vagina
during mating triggers hypophiseal prolactin surges that persist
for the first 8-10 days of pregnancy. Later on, it is placental lac-
togen that maintains corpus luteum. On the contrary, in pri-
mates corpus luteum maintenance at the beginning of pregnancy
is achieved by the release from the embryonic sincytiotropho-
blasts of a chorionic gonadotropin (CG) structurally similar to
pituitary LH [13-15]. Nonetheless, progesterone is not the only
sex steroid that changes during pregnancy. In fact, plasma estra-
diol increases sharply at the end of pregnancy [16,17].

It has been shown that human CG (hCG) is active in female rats
where it increases either plasma progesterone [18] or plasma
estradiol [19] depending on the duration of the treatment and
on the stage of the estrus cycle. At the same time, we previously
observed that a single dose of hCG given at dioestrus enhances
resistin expression in parametrial WAT [8]. Thus, the first aim of
this work was to check whether progesterone or estradiol could
be responsible for the changes in resistin expression and plasma
concentration observed during pregnancy. The second aim of
this work was to analyze if hCG effects in resistin expression
could be mediated by rising estradiol or progesterone plasma
concentration.

Materials and Methods

v

Animals

Female Wistar rats weighing 200 g were housed at 22°C in indi-
vidual cages, with freely available water and food (A04, Panlab,
Barcelona, Spain) and 12-hour light/12h darkness cycle. Three
groups of animals were considered according to the hormonal
treatment they received. Progesterone treated rats were
implanted with two progesterone-filled Silastic capsules, under
halothane anesthesia; controls receiving empty capsules. Killing
took place 5 days after capsules implantation. Estradiol treated
rats received a daily s.c. injection of estradiol for three consecu-
tive days; control received vehicle only. Killing took place 24
hours after giving the last injection. Gonadotropin treated rats
received a daily injection of hCG during three consecutive days.
They were killed 24 hours after receiving the last injection. Con-
trol animals received vehicle only. Injections, capsule implanta-
tion, and sacrifice took place between 10:00 and 12:00AM. All
treatments began in rats in diestrus Il as judged by examination
of vaginal smears. Rats were killed by decapitation. Animals
were cared for and used in accordance with the principles of the
Council of European Communities (86/609 EEC).

Hormonal Treatment

Silastic capsule (Dow Corning, MI, USA. 4cm long; 3.18mm o.d.;
1.57mm i.d.) were filled with 25 mg progesterone each. We have
previously observed a joined daily release of 0.15-0.2mg [20].
Estradiol (Sigma, St Louis, MO, USA), was dissolved in 10 ml ses-
ame oil containing less than 0.5% of ethanol at a concentration
of 1mg/ml. Every dose injected contained 0.2 mg of estradiol.
hCG (Sigma, St Louis, MO, USA) was dissolved in phosphate-
buffered saline (PBS). Every animal received a 140yl injection
containing 2001.U.hCG.

Sample collection
Trunk blood was collected at the time of decapitation. It was

centrifuged to obtain serum that was stored at -80°C until anal-
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ysis. Samples of parametrial, retroperitoneal, subcutaneous and
inguinal WAT depots from left side of animals were quickly
removed, frozen in liquid N, and stored at -80°C until analysis
of resistin expression.

mRNA detection

WAT samples were homogenized in Ultraspec reagent (Biotecx
Laboratories, Houston, TX, USA), to obtain total cellular RNA,
based on the single-step method of Chomczynski and Sacchi
[21]. The procedures used for the fractionation, blotting and
hybridization of mRNAs together with a chemiluminescence
detection protocol were carried out as described previously [22].
In outline, RNAs were fractionated by agarose electrophoresis
gel, transferred to a positively charged nylon membrane (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) by capillary blotting and
cross-linked under UV light. Resistin’s mRNA was detected using
a specific antisense oligonucleotide end-labeled 5’ with digoxi-
genin (Oswell, Southampton, UK) as previously described [6].
The membranes were incubated sequentially with the oligonu-
cleotide and with an anti-digoxigenin FAB/alkaline phosphatase
conjugate (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) and then
processed essentially as in the protocols provided by the manu-
facturer. CDP-star® (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
was used as the chemiluminescence substrate. Signals were
obtained by X-ray film exposure of the membrane (Hyperfilm
ECL, Amershan Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK). Mem-
branes were stripped and reprobed for 18S rRNA to adjust for
any differences in the loading and transfer of RNA during blot-
ting. 18S rRNA was detected using a 31-mer antisense oligonu-
cleotide probe, as previously described [23].

Serum Measures

Resistin concentration was measured with the human enzyme
immunoassay kit (Phoenix Pharmaceuticals, Inc., Belmont, CA,
USA), which according to the manufacturer, recognizes rat resis-
tin. Parallelism was tested and results agreed with both the
manufacturer and previous reports using the kit in rats [8,24].
hCG, estradiol, and progesterone were assayed in serum of the
respective treated groups using EIA kits (LDN, Nordhorn, Ger-
many).

Statistical analysis

We first checked whether or not data followed a normal distri-
bution so that we could choose the proper test for statistical
comparison between groups. It was carried out using a Levene’s
test that calculates the homogeneity of the variance. If variance
is homogeneous, p>0.05 in Levene’s test, it indicates a normal
distribution of the data and Student t-test was used. On the con-
trary, when p<0.05 in Levene’s test, a Mann-Whitney test was
used. A p Value of <0.05 was considered as statistically signifi-
cant in both cases.

Results

v

Progesterone treatment

Progesterone-filled implants increased plasma progesterone 9
times reaching values similar to those in pregnant rats in middle
pregnancy [16] (Table 1). A 4 times increase in resistin expres-
sion was observed in retroperitoneal WAT of the treated rats
(© Fig. 1). However, the treatment lacked any effect in parame-
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Table 1 Hormone concentration in plasma of rats receiving progesterone, es-
tradiol, or human chorionic gonadotropin for 3-5 days and in their respective
control vehicle treated animals

Treatment Controls Treated rats
progesterone ng/ml 6.6:4.0 54.6+7.54°
estradiol pg/ml 6.1:1.3 33.2:5.7

hCG miU/ml n.d. 636.3+39.3

Data are expressed as mean values + S.E.M. of 6-8 animals
“indicates p<0.05 when compared with the respective control by either a Student
t-test (progesterone) or a Mann-Whitney test (estradiol)

Table2 Plasma resistin (ng/ml) in rats receiving progesterone, estradiol, or
human chorionic gonadotropin for 3-5 days and in their respective control
vehicle treated animals

Treatment Controls Treated rats
progesterone 18.0:1.4 243132
estradiol 31.7+29 29.9+3.3
hCG 30.8+2.5 34.1+0.1

Data are expressed as mean values + 5.E.M. of 6-8 animals
“indicates p<0.05 when compared with the respective control by either a Student
t-test (estradiol) or a M: Whitney test (hCG and

trial or subcutaneous WAT. At the same time, progesterone
increased plasma resistin (Table 2).

Estradiol treatment

Daily estradiol administration was effective in increasing plasma
concentration of the hormone (Table 1). The 3-5 times increase
is similar to that published for pregnant rats. The presence of
high plasma estradiol concentration produced a clear depres-
sing effect (30%) in resistin expression in parametrial WAT, as
shown in © Fig. 2. Such effect was also observed in inguinal and
retroperitoneal WAT, but it did not attain statistical significance.
The reduction in resistin expression did not alter plasma resistin
that was unchanged after estradiol treatment (Table 2).

Gonadotropin treatment

Table 1 shows the effectiveness of the hCG treatment. Indeed,
hCG was undetected in control animals, but clearly measurable
in treated rats. After three days of hCG administration, plasma
progesterone was unaltered (data not shown) but plasma estra-
diol was significantly enhanced (3.4+0.7 in controls versus
29.3+3.6 in treated rats). © Fig. 3 shows that resistin expression
was enhanced in three different visceral WAT depots after hCG
treatment. Such enhancement was 2-3 times in retroperitoneal
WAT whereas it was 5-6 times in both parametrial and inguinal
WAT. Nonetheless, plasma resistin was not altered by the pres-
ence of high plasma levels of hCG (Table 2).

Discussion

v

Data presented in this paper show that resistin expression is
influenced by those hormones involved in reproduction, namely
progesterone, estradiol, and chorionic gonadotropin. Their
effects are, however, different in intensity and trend and are also
site dependent. In fact, progesterone increases resistin expres-
sion but only in retroperitoneal WAT (¢ Fig. 1). At the same
time, it increases moderately plasma concentration of resistin
(Table 2). Estradiol decreases resistin expression in parametrial
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Fig. 1  Resistin mRNA levels in different WAT depots of rats receiving

progesterone five days by means of subcutaneous implants. Fat pads were
removed, RNA extracted and Northern blots probed for resistin mRNA and
18S rRNA. Representative blots of resistin mRNA are shown in each panel
together with the relative abundance of mRNA. Bars represent mean +
S.E.M. of 6-8 animals. Different superscript letter means p<0.05 when
compared with the respective control by either a Student t-test (parametrial
and subci oraMann-Whitney test (i peri )

and inguinal WAT depots (¢ Fig. 2) - as previously shown in
ovariectomized rats [25] and mice [11] - but no change in plasma
resistin accompanied with that change (Table 2). hCG increases
resistin expression in all the three of the WAT depots examined
- parametrial, inguinal, and retroperitoneal - but again no
change in plasma resistin took place simultaneously (¢ Fig. 3,
Table 2). These differential effects in expression and in plasma
concentration demonstrate that hormones influence on WAT
resistin can be carried out only at the level of expression but
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Fig. 2 Resistin mRNA levels in different WAT depots of rats receiving
a daily injection of estradiol for three consecutive days. Fat pads were
removed, RNA extracted and Northern blots probed for resistin mRNA
and 18S rRNA. Representative blots of resistin mRNA are shown in each
panel together with the relative abundance of mRNA. Bars represent
mean +S.E.M. of 7 animals. Different superscript letter means p<0.05 when
compared with the respective control by either a Student t-test (inguinal
and i 1) or a M Whitney test (p ial).

without a concomitant change in plasma concentration and vice
versa, as generally assumed. Moreover, they agree with results
in pregnant rats [8], where increases in resistin expression and
plasma concentration take place at different times, and in obese
mice, where obesity developed by a high fat diet increases
plasma resistin without changing its expression [9,10], and in
aging female mice, where plasma levels decrease despite RNA
levels are maintained [11].
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Fig. 3  Resistin mRNA levels in different WAT depots of rats receiving a
daily injection of human chorionic gonadotropin for three consecutive
days. Fat pads were removed, RNA extracted and Northern blots probed
for resistin mRNA and 185 rRNA. Representative blots of resistin mRNA are
shown in each panel together with the relative abundance of mRNA. Bars
represent mean + S.E.M. of 6-7 animals. Different superscript letter means
p<0.05 when compared with the respective control by either a Student t-
test (inguinal and retroperitoneal) or a Mann-Whitney test (parametrial).

Estradiol and progesterone effects depended on the WAT depot
analyzed, progesterone being effective on retroperitoneal WAT
but ineffective in parametrial depot whereas estradiol was effec-
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tive in parametrial and inguinal but not in retroperitoneal
(© Figs. 1, 2). These results probably reflect the differential dis-
tribution of sex steroid receptors which are present in WAT
depots in an unevenly distribution [26,27] suggesting that every
'WAT depot plays a specific role in resistin physiology. Our results
could also explain some divergent results obtained in previous
studies. Indeed, ovariectomy has been previously used as a tool
to asses the effects of female sex steroids in resistin expression,
rendering either no effect in rats [28] or an increase in mice and
rats [11,25]. Two out of these three studies [11,28], however,
analyzed only one depot. This fact indicates the importance of
analyzing several depots before reaching definitive conclusions
and gives support to the view that white adipose tissue cannot
be viewed as a single physiological unit but as a collection of
them. The discrepancies between the in vivo studies just men-
tioned and the in vitro one, that use of 3T3-L1 adipocytes has
found a stimulatory influence of estradiol on resistin expression
[29], remains to be explained.

CG is used by primates to maintain corpus luteum during the
first half of pregnancy [13,14]. However, there is no specific
receptor for this gonadotropin that acts through the LH receptor
which is consequently known as LH/CGR [30,31]. We adminis-
tered hCG at the end of the oestrus cycle when luteal cells are
close to disappearance and new follicles are developing. We
obtained a dual effect. On the one hand, plasma estradiol was
enhanced in agreement with the stimulatory role of hCG on fol-
licular steroidogenesis [19]. On the other hand, resistin expres-
sion was also enhanced despite the inhibitory role of estradiol
on such parameter. Therefore, these divergent results suggest
that hCG effects are not mediated to its effects on follicular
esteroidogenesis. Moreover, the stimulatory effects of hCG took
place without any change in plasma progesterone thus implying
that the effect of hCG had taken course without the participa-
tion of progesterone. This conclusion is reinforced by the
increases obtained with hCG together with its broader distribu-
tion in WAT depots. Indeed, mutant mice with inactivated LH/
CGR are not rendered normal with estradiol and progesterone
administered jointly indicating a LH/CG signaling independent
of gonadal steroids [32]. Certainly, the presence of LH/CGR is
documented in a variety of nongonadal tissues [33], although, as
long as we know, no studies have dealt with the presence of
LH/CGR in WAT as suggested by the present study.

What could be the role of sex steroids on controlling resistin
during pregnancy? The moderate stimulatory effect of proges-
terone and the inhibitory one of estradiol suggest that they are
no major players in the dramatic increase in resistin expression
in visceral WAT depots in early pregnancy. Later on, by the end
of pregnancy, when progesterone falls and estradiol increases,
the inhibitory role of estradiol and the reduction in the stimula-
tory one of progesterone suggest that they can be major players
in controlling resistin expression. At the same time, progeste-
rone, before its own decline, could contribute to the increase in
plasma resistin that takes place in late pregnancy.

To our knowledge, hCG is the most potent hormonal signal in
increasing resistin expression in WAT depots. This result can be
extremely useful as a tool for analyzing the factors involved in
controlling resistin gene expression. From a physiological point
of view it is clear which signal is responsible for the dramatic
increases in resistin expression in early pregnancy since, as
already mentioned, rats lacks CG. Nonetheless, since CG acts
through LH/CGR, this study points out some involvement of LH
in controlling resistin expression during oestrus cycle. Undoubt-
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edly, other factors not considered in this study should be consid-
ered in future studies. Prolactin would be a good candidate since
it not only increases in plasma in early pregnancy but also is
known to suppress resistin release from adipocyte cultures
[34].

To summarize, estradiol and progesterone increased and
decreased resistin expression, respectively, but these effects
were not present in all WAT depots suggesting specific effect in
every one of them. hCG increased resistin expression in all the
depots examined but such effect seemed to be independent of
both estradiol or progesterone. It suggested the presence of LH/
CGR in WAT. Only progesterone modified plasma resistin indi-
cating that hormonal influences on WAT expression can be
carried out without changes in plasma secretion.
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5. Sintesis y liberacion de la la IL-6 y del TNF-cx en la WAT, sus concentraciones en

el suero y en el liquido cefalorraquideo.

White adipose tissue production and release of IL-6 and TNF-a do not para-
llel plasma and cerebrospinal fluid concentrations in pregnant rats. Manuscrito

en fase de revision.

La IL-6 y el TNF-a se sintetizan en el tejido adiposo blanco por los adipocitos y
por la fraccion del estroma vascular. Ambas interfieren en la sefalizacion de la insulina
reduciendo la sensibilidad a la insulina y el depdsito de lipidos. A nivel central la IL-6
aumenta la actividad del sistema nervioso simpatico como consecuencia aumentan la
lipolisis y reduce la masa grasa. Al final de la gestacion, la masa del tejido adiposo
blanco incrementa y la sensibilidad a la insulina decrece. Para estimar la participacion
de las dos adipocinas en ambos procesos, se analizaron su contenido y liberacion en la
grasa parametrial y subcutanea y su concentracidon en suero y en liquido cefalorraqui-
deo de ratas no gestantes y gestantes a dias 8, 15 y 19. El contenido de los tejidos de
ambas adipocinas aumentd de 5-6 veces en el dia 8 hasta el final de la gestacion para
el depdsito parametrial, mientras que este incremento ocurrid en el dia 15 para la grasa
subcutanea. No se detectd liberacidon del tejido lo que sugiere una accion local. La con-
centracion de IL-6 en suero se encontré aumentada a dia 8 de gestacion hasta el final
de la misma, lo que sugiere otra fuente ademas de la grasa blanca. La concentracién
de IL-6 en el liquido cefalorraquideo fue paralela a los aumentos en el suero en los dias
8 y 15, lo que sugiere un origen sistémico. Sin embargo, disminuy¢ hasta alcanzar los
niveles basales en el dia 19 lo que sugiere una resistencia central. TNF-a no se detecté

ni en el suero ni en el liquido cefalorraquideo. Estos resultados nos llevan a concluir

Sintesis, liberacién y concentraciones de adipocinas en la rata a lo largo de la gestaciéon. Su modulacién por
las hormonas implicadas en la reproduccién. 90



Resultados y Discusion 4

que a lo largo de la gestacion las adipocinas controlan el que se deposite grasa en el
tejido adiposo blanco dependiendo del tiempo y del tipo de depdsito. Ambas actdan di-
rectamente a nivel local e indirectamente por activaciéon del gasto energético a nivel

central.
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Abstract

IL-6 and TNF-a are synthesized in white adipose tissue both by adipocytes and by the
stroma-vascular fraction. They both are known to interfere with insulin signalling reducing insu-
lin sensitivity and lipid deposition. At a central level, I1-6 enhances sympathetic nervous system
activity thus enhancing lipolysis and reducing fat mass. During late pregnancy, white adipose
tissue mass increases and insulin sensitivity decreases. To assess the involvement of both adipo-
kines in such processes we analyzed the tissue content and release of both adipokines in parame-
trial and subcutaneous WAT depots and their plasma and cerebrospinal fluid concentration in non
pregnant rats, and in pregnant rats by days 8, 15 and 19 of pregnancy. Tissue content of both adi-
pokines was enhanced 5-6 times by day 8 till the end of pregnancy in parametrial WAT, whereas
the increase took place by day 15 in subcutaneous WAT. No increase in tissue release was detec-
ted suggesting a local action. Plasma concentration of IL-6 was enhanced by day 8 till the end of
pregnancy suggesting sources other than WAT. IL-6 concentration in cerebrospinal fluid paralle-
led the increases in plasma by days 8 and 15 suggesting a systemic origin. However, it turned
down to basal levels by day 19 suggesting central resistance. TNF-a was not detected either in
plasma or in cerebrospinal fluid. These results made us to conclude that across pregnancy adipo-
kines control fat deposition in WAT depots in a time-dependent and a depot dependent way. They
do it both directly, by local production, and indirectly, by activating the central control of energy

expenditure.
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Introduction

The knowledge of the physiology of white adipose tissue (WAT) has increased substan-
tially during the last decade. Adipocytes are no longer considered passive energy stores but pro-
ducers of endocrine and paracrine molecules that actively contribute to control food intake,
energy expenditure and lipids and carbohydrates metabolism. These molecules are collectively
termed adipokines (Ronti et al. 2006). It has also become clear that in states of excess of fat mass
—as present in obese animals- the production of adipokines is altered, thus contributing to the de-
regulated lipids and carbohydrates metabolism characteristic of the obese state and to insulin re-
sistance (Yu & Ginsberg 2005). From an histological point of view, the fat depots of the obese
animals are profusely infiltrated of macrophages —a state of low grade chronic inflammation-
which also contributes to the production of some adipokines in WAT depots, especially in the
visceral ones (Bastard et al. 2006).

IL-6 is an adipokine whose plasma concentration is correlated with total fat mass (Bas-
tard et al. 2000). Moreover, a 10-30% of its plasma content in obese animals comes from WAT
(Mohamed-Ali et al. 1997). However, main IL-6 WAT production does not take place in mature
adipocytes but in cells of the stroma-vascular fraction including preadipocytes, endothelial cells
and monocytes-macrophages (Fain et al. 2004). Besides, IL-6 production is not homogeneous
but greater in visceral than in subcutaneous fat (Fried et al. 1998). IL-6 receptors are present in
many cellular types. They belong to the cytokines receptors class I family that use the Jak/Stats
signalling pathway. It is already known that those receptors signalling pathway interferes with
that of insulin so that IL-6 has been related to insulin resistance development (Thle et al. 1995,
Mooney et al. 2001). In fact, IL-6 infusion increases glycaemia and produces insulin resistance

(Tsigos et al. 1997). In WAT, IL-6 diminishes LPL activity and increases lypolisis thus increasing

Sintesis, liberacién y concentraciones de adipocinas en la rata a lo largo de la gestaciéon. Su modulacién por
las hormonas implicadas en la reproduccién. 96



Resultados y Discusion

fatty acids in plasma favouring lipotoxicity and thus insulin resitance (Greenberg et al. 1992). It
also decreases adiponectin synthesis and release thus contributing indirectly to insulin resistance
(Fasshauer et al. 2003).

IL-6 has not only systemic effects related to metabolic control but also central ones. IL-6
deficient-mice develop mature-onset obesity which is corrected with physiological replacement
doses (Wallenius et al. 2002). ICV administration but not peripheral one increases energy expen-
diture through the activation of the sympathetic nervous system, reducing body weight and the
mass of individual WAT depots (Jansson et al. 2003, Li G. et al. 2002a, Wernstedt et al. 2006).
The presence of IL-6 receptors in the hypothalamus signals it as the target for the central actions
of IL-6 in controlling energy expenditure (Li G. et al. 2002a). Whether or not IL-6 is produced
centrally or comes from peripheral levels is unknown although systemic injection of IL-6 produ-
ces activation markers in hypothalamus (Li G. et al. 2002a, Schobitz et al. 1993). Nonetheless,
in obese humans there is no correlation between plasma and cerebrospinal levels (Jansson et al.
2003, Stenlof et al. 2003).

TNF-a is produced in several cellular types but macrophages are the main one. In WAT,
TNF-a is also produced by mature adipocytes and by the stroma-vascular cells. TNF-a plasma
concentration is low even in obese animals with no correlation with fat mass. However, there is a
positive correlation between TNF-a expression and fat mass indicating that TNF-a acts in a pa-
racrine and an autocrine way in WAT depots (Jellema et al. 2004). In fact, the administration of
circulating antibodies for TNF-a. does not improves glycemia or insulin sensitivity (Ofei et al.
1996). Indeed, TNF-a has been related with the genesis of insulin resistance both directly and
indirectly. TNF-a interferes with insulin receptors signalling pathway thus decreasing directly

insulin action (Peraldi ef al. 1996). But it also decreases adiponectin and increases IL-6 synthesis
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thus contributing indirectly to insulin resistance (Ruan et al. 2002). TNF-a also increases li-
polysis with the concomitant increase in the plasma concentration of fatty acids thus favouring
lipotoxicity and indirectly insulin resistance again (Yu & Ginsberg 2005).

We have previously shown that during pregnancy there is an increase in visceral WAT
mass resembling obese-states. However, the increase is not linear but takes place only in the last
week of pregnancy with a different pattern in every WAT depot (Caja et al. 2005a, Rocha et al.
2003). On the other hand, as a way to redistribute substrates, maternal insulin sensitivity changes
from an enhanced state during the first half of pregnancy to a reduced one at the end of preg-
nancy (Caja et al. 2005a). Our group has previously studied the changes of other adipokines du-
ring pregnancy in rats. We showed that changes in fat mass and in insulin responsiveness during
pregnancy are correlated with changes in resistin expression and plasma concentration thus
suggesting a role for resistin in controlling metabolic changes during pregnancy. We failed,
however, to find any change in adiponectin parameters (Caja et al. 2005a, Caja et al. 2005b).
Considering the involvement of IL-6 and TNF-a in governing insulin sensitivity, we analyzed
possible changes of IL-6 and TNF-a parameters in pregnant rats in an attempt to relate these adi-

pokines with the changes in fat mass and insulin sensitivity that takes place during pregnancy.

Materials and Methods
Animals

Female Wistar rats weighing 180-200g were housed at 22°C in individual cages, with wa-
ter and food (A04 Panlab, Spain) freely available and with a 12h light/12h dark cycle (lights on
at 8 a.m.). The stage of the oestrus cycle was assessed daily to determine the reproductive status
of the animals. To obtain pregnant animals, a female was housed with a male for 4 hours on the

morning of oestrus. Mating was indicated by the presence of sperm in the vaginal smears. The
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day of mating was considered day 0 of pregnancy. Non-pregnant rats at diestrus were used for
representing day 0 of pregnancy. Animals were cared for and used in accordance with the Uni-
versity Bioethical Committee guidelines that follow the principles of the Council of European

Communities (86/609 EEC).

Sample collection

At days 0, 8, 15 and 19 of pregnancy, animals were killed by decapitation between 10-12
a.m. Just before sacrifice, CSF (cerebrospinal fluid) was obtained under halothane anaesthesia by
inserting a 23-gauge butterfly needle into the cisterna magna. Only samples with no blood con-
tamination were processed. Trunk blood was collected at the time of decapitation, allowed to

clot, centrifuged to obtain serum and stored at —80°C until analysis.

Tissue content
A fragment of either parametrial or subcutaneous WAT was homogenized in phosphate
buffer (1g in 1ml), centrifuged at 3,400g and the infranatant was assayed for the corresponding

adipokine.

Tissue release

Parametrial WAT was obtained in aseptic conditions, minced with scissors and a fragment
of 250 mg was incubated at 37°C in 1ml of Krebs-Ringer-Phosphate (pH 7.4) with glucose
(1mg/ml) and albumin (2%, w/v). After 8h of incubation, the medium was recovered and stored

at -80°C until analysis.
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Plasma and CSF measurements

IL-6 concentration was measured with the rat immunoassay kit developed by Biosource
(Camarillo, California, USA). The limit of sensitivity was <8 pg/ml and the limit of linearity
1,536 pg/ml. The intra-assay coefficients of variation provided by the manufacturer were 3.93%
and 4.9% for serum samples containing 233.4 and 1,530.9 pg/ml, respectively. The inter-assay
coefficients of variation provided by the manufacturer were 9.9% and 5.9% for serum samples
containing 213.6 and 1,515.2 pg/ml, respectively. No dilution or concentration was necessary for
serum, CSF samples or for the infranatants obtained for tissue content determinations. The incu-
bation mediums for tissue release determinations were diluted 1:3 with the standart diluent buffer
provided with the kit.
TNF-a concentration was measured with the rat immunoassay kit developed by HyCult biote-
chnology (Uden, The Netherlands). The limit of sensitivity was <8 pg/ml and the limit of linea-
rity 2,000 pg/ml. The intra and inter-assay coefficients of variation were not provided by the ma-
nufacturer. Samples for measurement of plasma concentration, tissue content and release were

used as they were.

Statistical analysis

One-way analysis of variance (ANOVA) with time of pregnancy as a factor —non-preg-
nant rats representing day 0 of pregnancy- was used for comparing tissue content and release, of
both IL-6 and TNF-a. A Student-Newman-Keuls (SNK) test was used for post-hoc comparisons.
A Kruskal-Wallis test was used for comparing either plasma or CSF concentration of IL-6.
P<0.05 was considered statistically significant throughout. In figures and tables, differences have
been indicated by letters so that data with an “a” is different from those with a “b” but are the

same as “a,b”.
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Results

Figure 1A shows that IL-6 content in parametrial WAT of non-pregnant rats was about 80
pg/100 mg tissue. Such content was increased eight times in pregnant rats irrespective of the day
of sampling. Figure 1B also shows that IL-6 release to the medium from the tissue fragments
was unchanged despite the big increase in tissue content. A more modest (x 1.5 times) increase in
IL-6 content was also observed in subcutaneous WAT but only at the end of pregnancy (day 19)
(Fig 2A). Again, IL-6 release was unchanged by pregnancy in subcutaneous WAT (Fig 2B).

In the course of pregnancy, plasma concentration of IL-6 increased during the first two
weeks to be maintained in the last week (Fig 3). IL-6 was detected in CSF but its concentration
was lower than that found in plasma. We also observed an increase during the first two weeks
but, contrary to plasma, it was substantially decreased at the end of pregnancy (Fig 3).

TNF-a was also detected in WAT. As well as the other adipokine analyzed, TNF-o con-
tent in WAT was enhanced during the whole pregnancy in parametrial WAT (x2.5 times) but only
in the second half in subcutaneous WAT (Fig 4). Although TNF-a release from WAT was only
measured in the parametrial depot, no changes were observed between non-pregnant and preg-
nant rats (Fig 4C). Although TNF-a was measured in plasma of both pregnant and non-pregnant

rats, it was not detected despite the high sensitivity of the kit used (data not shown).

Discussion

This study shows that IL-6 and TNF-a are present in both parametrial —visceral- and sub-
cutaneous WAT of non pregnant rats. Their abundance was different, so that TNF-a was present
in tens of pg per 100 mg tissue whereas IL-6 was in hundreds of pg per 100 mg tissue. These re-

sults indicate a basal production of both adipokines even when no net fat accumulation — except
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that of a young animal growing normally- is taking place. Since the stroma-vascular fraction is
the main source of both adipokines, the involvement of this cellular fraction in the basal produc-
tion of the adipokines studied is inferred.

Pregnancy seems to be a stimulus big enough to enhance tissue adipokine production,
particularly in visceral fat whose adipokine content was found to be increased eight days after
pregnancy began. Subcutaneous fat took longer to increase its tissue content underlining pre-
vious observations showing that I1-6 production is greater in visceral than in subcutaneous fat
(Fried et al. 1998) and highlighting that WAT cannot be viewed as a single physiological unit but
a collection of them (Caja & Puerta 2007). Fat accretion has been suggested to be related causa-
1ly with alterations in adipokines production (Trayhurn & Wood 2004). Indeed, dozens of genes
are upregulated after one week on a high fat diet (Li J. et al. 2002b). However, it is difficult to
claim such explanation for the early increases observed in TNF-a and IL-6 detected in WAT of
pregnant rats since —as we have shown earlier (Caja et al. 2005a)- fat accumulation both in vis-
ceral and subcutaneous depots takes place only during the third week of pregnancy, this is, later
than the observed increases in TNF-a and IL-6 tissue content took place. Therefore, the early
adipokines response indicates quick stimuli for adipokines production other than those claimed
for an expanding fat depot. Whether or not pregnancy related hormones are involved in this issue
remains to be investigated. Meaningfully, no increase in the tissue release of both adipokines was
detected at any time of pregnancy despite the increased tissue contents. Therefore, it suggests a
local role for such increases. Indeed, in other studies WAT mass correlates with TNF-o. expres-
sion but not with plasma levels indicating paracrine or/and autocrine actions (Jellema et al.
2004).

Both IL-6 and TNF-a are known to interfere with insulin signalling. In turn, insulin sti-

mulates LPL activity and lipogenesis in adipocytes so contributing to fat accumulation. Therefo-
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re, the rapid increase in IL-6 and TNF-a. WAT content in pregnant rats probably reduces insulin
sensitivity in adipocytes thus reducing lipids accumulation and diverting lipids to other tissues.
This explanation agrees with the either unchanged or even decreased mass of main WAT depots
during the first two weeks of pregnancy (Caja et al. 2005a) despite the already enhanced increase
in food intake (Abelenda & Puerta 1987, Rocha et al. 2003) and the reported increase in total
carcass fat content in early pregnancy (Lopez-Luna et al. 1991). During the third week, the en-
suing hyperinsulinemia (Ramos et al. 2003) could exceed this brake resulting in lipid accumula-
tion thus increasing mass depot (Caja et al. 2005a). Certainly, both WAT and skeletal muscles are
insulin resistant in late pregnancy (Leturque et al. 1986), but in early pregnancy —when total in-
sulin sensitivity is enhanced- the higher mass of skeletal muscle (x 3 times) could mask the redu-
ced sensitivity of visceral adipocytes suggested by this study. This reasoning is further supported
by the fact that most studies dealing with insulin sensitivity during pregnancy have been carried
out with in vivo tests using whole animals or humans (Caja et al. 2005a, Kirwan et al. 2002, Ra-
mos et al. 2003). On the contrary, opposing to our proposal is a recent study showing that white
adipocytes from late pregnant rats are less responsive to insulin than those isolated from early
pregnant rats (Ramos et al. 2003). Nonetheles, regional differences probably made this discre-
pancy only apparent. In fact, our study shows a quick enhancement of adipokines content in vis-
ceral fat but a late one in subcutaneous fat. The opposing study (Ramos et al. 2003) used lumbar
WAT, which is consider metabolically in between visceral and subcutaneous (Arner 1997)
suggesting and intermediate appearance of adipokines content increase. Thus, our results to-
gether with those already published on the issue raise the possibility that the insulin sensitivity of
adipocytes from pregnant rats could be governed by local production of IL-6 and TNF-a in both

a time-dependent and depot dependent way.
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It is noteworthy that despite no change in the tissue release of both adipokines, a high
increase in plasma levels of IL-6 was observed indicating sources other than WAT. Placenta is a
rich source of adipokines that are released to the maternal circulation —IL-6 and TNF-a among
them -(Benyo et al. 2001, Lepercq et al. 2001, Malek et al. 2001). A prevalent hypothesis is that
the placenta-released cytokines contribute to the metabolic changes of the mother (Hauguel-de
Mouzon & Guerre-Millo 2006). Indeed, plasma TNF-a in pregnant women correlates with insu-
lin resistance (Kirwan et al. 2002). Our suggestion about a local control of white adipose tissue
insulin sensitivity together with the high plasma levels of IL-6 in the last third of pregnancy,
when the insulin sensitivity of the whole animal decreases made us to argue that placental adipo-
kines control of insulin sensitivity in mainly directed to skeletal muscle whose insulin sensitivity
is also highly reduced in late pregnancy (Leturque et al. 1986).

In our pregnant rats both plasma and CSF levels were increased regularly during the first
two weeks of pregnancy. Later on, plasma concentration was maintained at a high level but CSF
was decreased to the values found in controls. These observations set the following question.
Does CSF IL-6 come from that in plasma? Since systemic injection of IL-6 produces activation
markers in hypothalamus (Li G. et al. 2002a, Schobitz et al. 1993) the answer could be yes for
the two first week of pregnancy. However, another explanation is needed for the third week.
Perhaps, our results are reflecting late central IL-6 resistance, a fact similar to that described for
leptin in pregnant animals whose central nervous system becomes leptin resistant at the end of
pregnancy —when leptinemia increases- thus avoiding the suppressive effects of leptin in food
intake (Ladyman & Grattan 2004). Whatever the reason, the inferred role of the enhanced levels
of IL-6 in CSF of pregnant rats agrees with the local control of insulin sensitivity proposed pre-
viously. In other words, at central levels, IL-6 is known to stimulate sympathetic nervous system

activity (Jansson et al. 2003, Li G. et al. 2002a, Wernstedt et al. 2006). In turn, it enhances adi-
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pocytes lipolysis thus reducing lipids deposition -as local IL-6 does-. This effect would take pla-
ce for the first two weeks of pregnancy. Later on, the recovery of control levels of CSF IL-6 in
the third week would allow fat deposition in WAT depots, as we have demonstrated that occurs
(Caja et al. 2005a).

In summary, our results show that in pregnant rats there is an intense local production of
both IL-6 and TNF-a that is time and depot-dependent. It probably modulates local lipid and
carbohydrates metabolism in individual depots by reducing insulin sensitivity. Plasma levels of
IL-6 are enhanced during the whole pregnancy period. This plasma IL-6 is probably from pla-
cental origin and probably governs muscle insulin sensitivity. The progressive increase in I1L-6
plasma concentration during the first two weeks of pregnancy is paralleled by similar increased
in IL-6 CSF concentration suggesting a systemic origin. Central IL-6 probably reinforces local
action by activating SNS and reducing lipolysis. However, during the third week, CSF IL-6
concentration turns back to control levels despite the maintenance of the high plasma concentra-

tion thus suggesting central IL-6 resistance.
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Figure 1. IL-6 content and release from parametrial WAT of both non-pregnant (day 0) and preg-
nant rats at different times of pregnancy. A) A fragment of parametrial WAT was removed, ho-
mogenized in phosphate buffer and IL-6 was measured in the infranatant after centrifugation to
eliminate lipids. B) A fragment of parametrial WAT was removed and incubated for 8 hours. IL-

6 was measured in the incubation medium. Bars represent mean + S.E.M. of 5-7 animals. Diffe-

rent letter represent P<0.5 when compared by one-way ANOVA using SNK as a post hoc test.

Figure 2. IL-6 content and release from subcutaneous WAT of both non-pregnant (day 0) and
pregnant rats at different times of pregnancy. A) A fragment of subcutanecous WAT was removed,
homogenized in phosphate buffer and IL-6 was measured in the infranatant after centrifugation
to eliminate lipids. B) A fragment of subcutaneous WAT was removed and incubated for 8

hours. IL-6 was measured in the incubation medium. Bars represent mean = S.E.M. of 5-7 ani-
mals. Different letter represent P<(0.05 when compared by one-way ANOVA using SNK as a post

hoc test.

Figure 3. IL-6 concentration in plasma and in cerebrospinal fluid of both non-pregnant (day 0)
and pregnant rats at different times of pregnancy. Bars represent mean + S.E.M. of 8 animals.

Different letters represent P<0.05 when compared by Kruskal-Wallis test.

Figure 4. TNF-a content and release from parametrial and subcutaneous WAT from both non-
pregnant (day 0) and pregnant rats at different times of pregnancy. A) A fragment of either para-
metrial or subcutaneous WAT was removed, homogenized in phosphate buffer and TNF-o was
measured in the infranatant after centrifugation to eliminate lipids. B) A fragment of parametrial
WAT was removed and incubated for 8 hours. TNF-a was measured in the incubation medium.
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Bars represent mean + S.E.M. of 8 or 5 animals for content or release values, respectively.

Different letter represent P<0.05 when compared by one-way ANOVA using SNK like a post hoc

test.
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6. Otros datos no publicados.

A continuacidn, se presentan algunos otros resultados que no han sido publicados
y que completan los experimentos realizados. Habida cuenta de los resultados obteni-
dos en el articulo 2, en el que los cambios de expresion no suponen cambios en la libe-
racion, también medimos el contenido en la WAT vy la liberacidn de resistina tras un tra-
tamiento con estradiol (figuras anexas 1y 2). El depdsito parametrial contuvo menos
resistina en comparacion con su control, mientras que sdlo el depdsito inguinal, liberd
una concentracion menor de resistina en comparacion con su control. Por otro lado, se
analizo el contenido de resistina en los depdsitos parametrial, inguinal y retroperitoneal
tras un tratamiento con hCG (figura anexa 3). Los depdsitos inguinal y retroperitoneal
contuvieron del orden de 2,5 veces mas resistina que sus controles, mientras que el
parametrial no experimentd variacion alguna. A su vez, tan sdlo el depdsito retroperito-

neal libera mas resistina, al tratarse los animales con hCG (figura anexa 4).

Finalmente, siendo la prolactina una de las hormonas predominantes en la prime-
ra mitad de la gestacion de la rata, decidimos analizar su efecto en relacion con la re-
sistina. La figura anexa 5, muestra la expresion de resistina en tres depdsitos de WAT,
es decir, parametrial, inguinal y retroperitoneal, al aplicar dos diferentes tratamientos
con prolactina. Asi, la expresién de la proteina se vio disminuida en los depdsitos pa-
rametrial y retroperitoneal, mientras que en el inguinal sélo disminuy¢ tras el tratamien-
to con 600ug de prolactina. Por el contrario los 3 depdsitos analizados no mostraron
variaciones en la cantidad de resistina que liberan durante 24 horas (figura anexa 6).
En la sangre, la concentracion de resistina, se vio disminuida tras el tratamiento, exis-

tiendo diferencias significativas entre grupos (control, 600ug y 300ug, - figura anexa 7-).
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Figura anexa 1. Contenido en resistina del depdsito parametrial de la WAT, cuantificado en
unidades arbitrarias (A.U.), mediante western blot, tras un tratamiento con estradiol. Las barras
representan el valor de la mediatE.M.E de 6 animales. Las diferentes letras representan
valores de p<0.05 cuando se comparan los grupos mediante una U de Mann-Whitney.
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Figura anexa 2. Liberacion de resistina en diferentes depdsitos de la WAT después de un trata-
miento con estradiol. Las barras representan el valor de la mediatE.M.E de 6 animales. Las
diferentes letras representan valores de p<0.01 cuando se comparan los grupos mediante una U
de Mann-Whitney.
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Figura anexa 3. Contenido de resistina en la WAT después de un tratamiento con gonadotropi-
na coridnica humana (hCG), cuantificada mediante western blot y medida en unidades arbitra-
rias (A.U.). Las barras representan el valor de la media£E.M.E de 6 animales. Las diferentes
letras representan valores de p<0.05 cuando se comparan los grupos mediante una T de
Student.
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Liberacion de Resistina

A. Parametrial

12 -
10 -
0.8 4 T
0.6 4
0.4 4

Resistin ng/100mg 24h

0.2 4
0.0

B. Inguinal

2.0 4

Resistin ng/100mg 24h

0.0

C. Retroperitoneal

2.0 b

Resistin ng/100mg 24h

Control hCG

Figura anexa 4. Liberacion de resistina en la WAT después de un tratamiento con gonadotropi-
na corioénica humana (hCG). Las barras representan el valor de la mediatE.M.E de 6 animales.
Las diferentes letras representan valores de p<0.05 cuando se comparan los grupos mediante
una T de Student.
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Expresion de resistina
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Figura anexa 5. Expresion de resistina en diferentes depésitos de WAT tras dos diferentes trata-
mientos con prolactina (300 ug y 600 ug ), frente a los controles (tratados con PBS), durante 3
dias. Las barras representan la media+E.M.E. de 4-7 animales. Las diferentes letras expresan
valores de p<0.05 al usar un ANOVA de una via con un SNK como test pos hoc.
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Figura anexa 6. Liberacion de resistina en diferentes depésitos de WAT tras dos diferentes trata-
mientos con prolactina (300 pug y 600 pg ), frente a los controles (tratados con PBS), durante 3
dias. Las barras representan la media+tE.M.E. de 6 animales. Las diferentes letras expresan
valores de p<0.05 al usar un ANOVA de una via con un SNK como test pos hoc.
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Concentracion de resistina en suero
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Figura anexa 7. Concentracion de resistina en el suero de ratas tras un tratamiento de 3 dias con
prolactina. La hormona se suministré a diferentes concentraciones en ratas hembras que se en-
contraban en diestro Il. Las letras reflejan diferencias significativas entre los grupos, al aplicar un
ANOVA de una via usando un SNK como test pos hoc.
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Il. Discusion de los resultados.

Durante la gestacion, existe un crecimiento tanto materno como fetal que se logra
mediante el incremento de la ingestion de alimento, asi como por un reparto de sustra-
tos (Abelenda & Puerta, 1987). El crecimiento materno, se traduce en un estado de hi-
perfagia, lo que implica un aumento tanto del peso corporal como de la WAT (Douglas
et al., 2007, Rocha et al., 2003, Shirley, 1984). En efecto, las ratas gestantes en nues-
tros experimentos, sufrieron este incremento en su peso corporal, (exp. 1 fig. 1 p.53,
exp. 2 fig. 1 p.61), no solo por las aportaciones de los fetos sino porque en si mismas
aumentaron su masa, como se observa en el exp. 2 fig. anexa 8 p.68. En este contex-
to, el peso de los depdsitos de la WAT se vio incrementado de una manera significativa,
sobre todo al final de la gestacidon (expe. 1 fig. 2 p.53, expe. 2 fig. 3 p.62). Este es un
mecanismo fisioldgico (aumento del peso corporal e incremento de la WAT), para ade-
cuarse a los nuevos requerimientos metabdlicos en las madres gestantes y para pro-
veer de reservas energéticas, necesarias no solo en la gestacion, sino también durante
la lactacién (Douglas et al., 2007). Debido a esto, las gestantes experimentan cambios
en la sensibilidad a la insulina, pasando de un estado de sensibilidad aumentada al
comienzo de la gestacion a un estado de resistencia al final de la misma (Leturque et
al., 1987, Leturque et al., 1986). Estas variaciones en la sensibilidad a la insulina se
encontraron en nuestros experimentos, mostrando un incremento de sensibilidad en la
primera semana de gestacion para disminuir hacia el final (exp. 1 fig. 3 p.54, exp. 2 fig.
2 p.61). A su vez, la expresion de los receptores GLUT 4 en soleus, se vio aumentada
hacia el final de la gestacion (exp. 2 fig. anexa 9 p.69). Este mecanismo ocurre como

respuesta fisioldgica a la resistencia a la insulina, ya que si esta sigue aumentando, el
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final de la gestacion implicaria el desarrollo de diabetes. Asi, la sobre expresién de los
transportadores GLUT 4 permite una mejor captacion de glucosa por parte de las ma-
dres, ya que favorece la sensibilidad a la insulina (Carvalho et al., 2005, Im et al.,
2007). Debido a estas variaciones en el peso de los depdsitos de la WAT, asi como de
la sensibilidad-resistencia a la insulina, cabe preguntarse ¢existira alguna variacion en
los niveles de las adipocinas?. Es por ello que surgen las tres hipdtesis, punto de parti-

da del presente trabajo, que pasamos a citar nuevamente:

1.  Determinar los niveles de adiponectina durante la gestacion, para asi relacio-
narlos con los cambios ocurridos en la sensibilidad a la insulina y la masa de la

WAT.

2. Determinar los niveles de resistina durante la gestacion, para asi relacionarlos

con los cambios ocurridos en la sensibilidad a la insulina y la masa de la WAT.

3. Determinar los niveles de TNF-a e IL-6 durante la gestacion, para asi relacio-
narlos con los cambios ocurridos en la sensibilidad a la insulina y la masa de la

WAT.

La adiponectina es una proteina producida por el tejido adiposo, que se ha impli-
cado entre otros procesos con la obesidad y la resistencia a la insulina y por tanto con
el desarrollo de la diabetes tipo Il (Lara-Castro et al., 2007). En ratones ob/ob, en ratas
obesas Zucker y en humanos, se da una menor expresion de la adiponectina en la
WAT cuando aumentan los depdsitos de grasa (Altomonte et al., 2003, Arita et al.,
1999, de Assis et al., 2006, Hotta et al., 2000, Hu et al., 1996, Kim et al., 2007, Lara-

Castro et al., 2007). En nuestros resultados, el incremento de la WAT no se relacioné

Sintesis, liberacién y concentraciones de adipocinas en la rata a lo largo de la gestaciéon. Su modulacién por
las hormonas implicadas en la reproduccién. 126



Resultados y Discusion

con un aumento de expresion de adiponectina, de hecho la expresidon no se modificé a
lo largo de la gestacion en comparacion con los no gestantes, en ninguno de los depé-
sitos analizados, es decir, ni en los viscerales ni en los subcutaneos (exp. 1 fig. 4 p.54).
Este fendmeno ha sido confirmado por otros autores posteriormente a la fecha de
nuestra publicacion (Josephs et al., 2007). Cuando se estudid el contenido de la WAT
en adiponectina, asi como la liberacion de la misma (exp. 1 fig. 5 p.55), no se observa-
ron diferencias entre las gestantes y las no gestantes. De acuerdo con estos datos, la
concentracion de la hormona en el suero no se vio alterada (exp. 1 table 1 p.55), a dife-
rencia de lo que ocurre al final de la gestacion tanto en ratones como en humanos,
donde los valores de la proteina se encuentran disminuidos (Catalano et al., 2006,
Combs et al., 2003). Incluso, las mujeres con diabetes gestacional, tienen niveles de
adiponectina disminuidos cuando se comparan con la gestacion normal (Worda et al.,
2004, Thyfault et al., 2005), cosa que no ocurrié en nuestro modelo en el periodo de
resistencia a la insulina, al final de la gestacion (exp. 1 fig. 3 p.54, exp. 2 fig. 2 p.61 y
fig. anexa 9 p.69). La adiponectina, se enconiré en el CSF de los controles como de las
prefiadas 1000 veces por debajo de los niveles en sangre (exp. 1 table 1 p.55). Estos
hallazgos se relacionan con lo publicado en ratdn y en humanos, donde se observan
pequefias cantidades de la hormona en CSF, asi como la existencia de receptores hi-
potalamicos de la misma (Kos et al., 2007, Neumeier et al., 2007). En humanos, se ha
observado que la adiponectina puede atravesar la barrera hematoencefalica (Kus-
minski et al., 2007, Neumeier et al., 2007), pudiendo actuar a nivel del SNC, aunque su
papel no esta del todo claro (Pan & Kastin, 2007). En nuestros experimentos, los nive-
les de la hormona en el CSF permanecieron inalterados a lo largo de la gestacion e
iguales a los de los controles no gestantes. Se sabe, que la sensibilidad a la insulina en

tejidos periféricos esta influenciada por mecanismos centrales (Bruning et al., 2000,
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Haque et al., 1999, Obici et al., 2002), aunque esto ocurre asi, no parece que la adipo-
nectina existente en el CSF juegue un papel en la modulacion de la resistencia a la in-
sulina, al menos en el modelo de rata gestante. Este hecho esta reforzado por lo publi-
cado en humanos, donde la adiponectina en el CSF no afecta a la resistencia a la insu-
lina (Kos et al., 2007). Parece dificil, a la luz de estos descubrimientos, encontrar un
papel para la adiponectina dentro de los cambios ocurridos en la sensibilidad a la insu-
lina durante la gestacidn en la rata y por tanto es probable que otras adipocinas, actien
como posibles factores reguladores. Una de las adipocinas candidatas para explicar

estos fendmenos es la resistina.

La resistina, es una adipocina producida en el tejido adiposo asi como en otras
localizaciones, que mas controvertida parece en sus efectos, propuesta inicialmente
como el agente causal de la resistencia a la insulina (Steppan et al., 2001). Como la
gestacion es un modelo fisioldgico de alteraciones de la sensibilidad a la insulina asi
como de incremento de la WAT, estudiamos el papel de esta adipocina durante este
proceso. Con este fin, medimos la expresion de resistina en tres diferentes depdsitos
de la WAT a diferentes dias durante la gestacion. Asi, la resistina aumentd 15 veces en
el depdsito parametrial y 4 veces en el retroperitoneal a dia 8 de gestacion, para dismi-
nuir progresivamente al final de la misma, haciéndose similar a los valores encontrados
en los controles (exp. 2 fig. 5 p.63). Este proceso ocurre en paralelo a las variaciones
del peso de la WAT, en otras palabras, la sobre expresion de resistina a dia 8 de gesta-
cion coincidié con disminuciones del peso de la WAT en los depdsitos parametrial y en
el retroperitoneal donde, aun sin haber diferencias significativas, se observé un menor
peso (exp. 2 fig.3 p.62). La resistina se ha propuesto como inhibidor de la adipogénesis
tanto in vitro como in vivo (Kim et al., 2001, Kim et al., 2004, Liu et al., 2006). Nuestros

resultados apuntan a que la sobre expresién de la proteina al comienzo de la gesta-
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cion, puede tener un papel antiadipogénico al menos, a nivel local. Este hecho esta re-
forzado por lo encontrado en el exp. 2 fig. 4 p.63, donde el tamafo de los adipocitos no
se modificéd durante la gestacion, en otras palabras, las variaciones en el peso de los
depdsitos de WAT, se deben a una disminucidon o aumento en el nimero de sus célu-
las y no variaciones en su tamano. Otro hecho que se desprende de los datos de ex-
presion son las diferencias entre depdsitos, variando entre los viscerales y los subcuta-
neos, es decir, los depdsitos viscerales dan lugar a una mayor expresion que los sub-
cutaneos. Esta expresion diferencial ha sido encontrada por otros autores (Borst et al.,

2005).

Los valores de la proteina también se midieron en el suero tanto de las gestantes
como de los controles no gestantes. Asi, se observaron valores de concentracion dis-
minuidos al comienzo de la gestacion, para progresivamente verse aumentados al final
de la misma y mantenerse durante la lactacidn hasta el destete, donde experimentaron
una caida a las concentraciones iniciales (exp. 2 table 1 y 2 p.64). La concentracion de
resistina en el suero no concuerda con la expresion en la WAT, ya que al comienzo de
la gestacion su expresion fue elevada y su concentracidon en suero baja, para invertirse
al final de la misma. Estas diferencias se ajustan a lo encontrado en otros modelos de
ratones obesos, ratones delgados y en ratones con resistencia a la insulina (Lee et al.,
2005), donde se atribuye la responsabilidad de la resistencia a la insulina a los altos
niveles de la resistina encontrados en la sangre (Chen et al., 2007, Lee et al., 2005, Li
et al., 2006). Bajo esta perspectiva, nuestros resultados apuntan en esta direccion ya
que la concentracion en el suero de la proteina se movié en relacion con la variacion de
la resistencia a la insulina, es decir, al final de la gestacion la resistencia a la insulina
esta aumentada, en paralelo con los elevados niveles de la resistina en sangre (exp. 2

table 1y 2 p.64, exp. 2 fig. 2 p.61). A su vez, se sabe que la inyeccién de resistina ori-
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gina resistencia a la insulina en ratones y ratas (Asensio et al., 2004, Nakata et al.,
2007, Rajala et al., 2003, Steppan et al., 2001). En definitiva, la resistina es un agente

que podria originar la resistencia a la insulina en la rata durante la gestacion.

Debido a que la expresion de resistina no se correlaciona con su concentracion en
el suero, es posible que existan otras fuentes alternativas diferentes de la WAT. La ges-
tacion, implica por un lado la formacion de la placenta y por otro lado el desarrollo de la
glandula mamaria, ademas se sabe que estos drganos son susceptibles de expresar
resistina (Komatsu et al., 2003, Steppan et al., 2001, Yura et al., 2003). Asi, analizamos
los niveles de la proteina en la glandula mamaria y la placenta al comienzo de la gesta-
cion y al final de la misma cuando ambos drganos estan muy desarrollados. En la pri-
mera parte de la gestacion, la expresion en ambos drganos, fue tan elevada como la
encontrada en la grasa parametrial (exp. 2 fig. 6 p.64), mientras que al final de la mis-
ma, estuvo muy por debajo de la obtenida en la grasa parametrial. Asi pues, el incre-
mento en el suero de la resistina al final de la gestacion, no parece deberse a las apor-
taciones de la glandula mamaria y de la placenta, ya que su expresion se encontré muy
por debajo de la encontrada en el depdsito parametrial. Bajo esta perspectiva, cabe
preguntarse si existen otros drganos productores de resistina que no se hayan medido
en nuestro trabajo. Esta opcidn, aunque no es despreciable parece poco probable, ya
que el principal érgano productor de la resistina es la WAT (Nogueiras et al., 2003, Ro-
sen & Spiegelman, 2006). Otras posibles explicaciones de este fenédmeno son, o bien
que la proteina tarde en liberarse del adipocito y/o que se acumule en la sangre tenien-
do una vida media larga, aunque por desgracia ni la liberacion ni la vida media se pu-
dieron medir en el presente trabajo. Los resultados obtenidos en las crias, pueden
aportar cierta informacion para explicar las diferencias observadas entre expresion de

resistina y su concentracion en el suero. Asi, segun se muestra en el exp. 3 p.70, en las
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crias se expresd resistina en la BAT2. Esta no se relaciond con sus niveles plasmaticos
(exp. 3 fig. 1y 2 p.75 y 76), de hecho, 5 dias tras el nacimiento (p.p.) los animales tu-
vieron una menor expresion de resistina que a dia 29p.p. (tras el destete), presentando
la misma concentracion de la proteina en el suero. Este hecho apunta a que las ma-
dres podrian regular a través de la leche los niveles circulantes de resistina de sus
crias, sefal para la correcta homeostasis de la glucosa, lo que también se ha descrito
en humanos (Ng et al., 2005). Las crias tras el destete presentaron un aumento de ex-
presion de la resistina, como respuesta fisioldgica al descenso de los niveles de la mo-
lécula en sangre, - recordemos que cesa el aporte materno- (exp. 3 fig. 2 y 3 p.76). En
las crias a partir del destete, se observé una relacidn directa expresion-contenido en
suero de resistina, luego debe existir un factor que varia entre el adulto y la cria. A este
respecto, tras el desarrollo sexual existen diferencias entre los niveles de resistina en-
tre machos y hembras (Gui et al., 2004, Sieminska et al., 2006, Wang et al., 2004), he-
cho que no se observo en las crias antes del desarrollo sexual (exp. 3 tabla 1 p.77). Es-
te dato apunta a que las hormonas sexuales pueden ser responsables de la modula-
cion de la proteina y explicar al menos en parte, las diferencias observadas en el com-
portamiento de la resistina en nuestro modelo de rata gestante. Con este fin, se estu-
diaron 4 hormonas sexuales que estan implicadas en la gestacion, a saber, la gonado-

tropina coriénica humana (hCG), la progesterona, el estradiol y la prolactina.

Segun se muestra en el exp. 2 fig. 7 p.64 y exp. 4 fig. 3 p.87, la inyeccidn con
hCG aumentd la expresion de resistina en todos los depdsitos de grasa analizados. Al
estudiar la sintesis de resistina en los diferentes depdsitos (exp. 6 fig. anexa 3 p.120),

se observd un incremento en los depdsitos inguinal y retroperitoneal frente a los contro-

2 S6lo se midié en la BAT y no en la WAT, debido a que esta Ultima es casi inexistente en los recién nacidos.
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les, en el depdsito parametrial existio un aumento de la sintesis aunque no se observa-
ron diferencias significativas. Como resultado del estudio de la liberacidon de resistina
en los depdsitos tras el tratamiento con hCG (exp. 6 fig. anexa 4 p.121), no se obser-
varon variaciones entre tratados y controles, en la grasa parametrial e inguinal, mien-
tras que el depdsito retroperitoneal liberd mas resistina. Aunque el depdsito retroperito-
neal liberé mas resistina tras el tratamiento con hCG, parece que su contribucion a los
niveles plasmaticos de la proteina es pequefia, ya que no se observaron cambios en la
concentracion de resistina en el suero de aquellos tratados con hCG frente a sus con-
troles. A su vez, la hormona hCG aumentd significativamente los niveles de estradiol,
mientras que los de progesterona permanecieron inalterados (exp. 4 p.82). Tras el tra-
tamiento con estradiol (exp. 4 fig. 2 p.87), los depdsitos parametrial e inguinal presenta-
ron una menor expresion de resistina (estos datos concuerdan con lo publicado para
ratas ovariectomizadas y ratones, -Gui et al., 2004, Huang et al., 2005, Sieminska et
al., 2006, Wang et al., 2004-). Al analizar la liberacion de resistina en el tratamiento con
estradiol (exp. 6 fig. anexa 2 p.119), sdlo el depdsito inguinal liberd menos proteina en
relacion con los controles. Nuevamente su contribucidn a la sangre no fue suficiente
para que existan diferencias significativas en la concentracion de resistina, aunque se
observaron valores mas bajos en aquellos animales tratados con estradiol que en los
controles (exp. 4 table 2 p.86). Por el contrario, el tratamiento con progesterona tan so6-
lo aumento la expresion de resistina (3,5 veces) en el depdsito retroperitoneal® (exp. 4
fig. 1 p.86). Este hecho se relaciona con lo ocurrido en la sangre, donde la concentra-

cion de resistina aumentd significativamente en aquellos animales tratados al ser com-

3 Para los experimentos con hormonas se utilizaron diferentes depdsitos de WAT. En los tratamientos con progesterona, debido
a que los depodsitos subcutaneos no presentaron diferencias en la expresion, equiparables a lo encontrado en los mismos depd-
sitos subcutaneos en las ratas durante la gestacion, decidimos suprimir de nuestros posteriores estudios la grasa subcutanea e
incrementar un depdsito mas de grasa visceral, esto es la grasa inguinal. El orden de aparicion de los experimentos en la pre-
sente tesis no se agrup6 de manera cronoldgica, sino obedeciendo a criterios practicos, de ahi que aparezca esta pequefia
variacion en los depoésitos estudiados segun el experimento del que tratemos.
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parados con sus respectivos controles (exp. 4 table 2 p.86). Por ultimo, la expresion de
resistina se vio disminuida en todos los depdsitos analizados tras un tratamiento con
prolactina (exp. 6 fig. anexa 5 p.122). Aunque en la sangre la concentracion de resistina
también disminuyd tras el tratamiento con prolactina (exp. 6 fig. anexa 7 p.124), no
existieron diferencias en la liberacion de resistina por parte de los diferentes depdsitos
de WAT (exp. 6 fig. anexa 6 p.123). Estas observaciones no concuerdan con lo publi-
cado en cultivos celulares (Schaffler et al., 2005) donde la prolactina tiene un efecto
inhibitorio sobre la liberacion de resistina. Asi, la prolactina afecta de manera indepen-
diente a la expresion de resistina en la WAT y a su concentracion en el suero; la causa

que se esconde detras de esta divergencia debe ser objeto de estudios posteriores.

De todas las observaciones precedentes, en relacion con los tratamientos hormo-
nales, se desprenden algunas conclusiones de interés. En primer lugar, los datos ante-
riores confirman el hecho de que la expresidn de resistina asi como sus niveles en la
sangre, pueden verse afectados al menos por las cuatro hormonas estudiadas. Todas
ellas, producen efectos diferentes en cuanto a la expresion de resistina y sus concen-
traciones en la sangre. El efecto del estradiol y de la progesterona es diferente segun el
depdsito que se analiza, hecho que probablemente refleje la diferente distribucion de
los receptores de hormonas relacionadas con la reproduccion segun el depdsito de
WAT que se considere (Mayes & Watson, 2004, Rodriguez-Cuenca et al., 2005), estos
datos a su vez sugieren que cada depdsito de WAT puede jugar un papel diferente en
la regulacion de la fisiologia de la resistina. De acuerdo con lo anterior, la WAT ha de
ser estudiada en su conjunto ya que los datos entre depdsitos pueden ser muy diver-
gentes. Por otro lado, en la rata como en los demas mamiferos estudiados, no existen
receptores especificos para la CG, sino que actua a través de los receptores LH, cono-

cidos como LH/CGR (Ascaoli et al., 2002, Costagliola et al., 2005), cuyos efectos son el
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mantenimiento del cuerpo Iiteo durante la primera parte de la gestacion (Freeman,
1994, Leymarie & Martal, 2001). Como resultado de la inyeccion de la hormona, la ex-
presion de resistina se vio incrementada, lo que sugiere la existencia de receptores LH/
CGR en la WAT, hecho no observado antes por ningun otro autor, aunque hay datos
publicados de la existencia de LH/CGR en tejidos no gonadales (Rao, 2001). El efecto
estimulante de la progesterona e inhibitorio del estradiol, no pueden explicar plenamen-
te la sobre expresion de resistina al comienzo de la gestacion. Por otro lado, al final de
la gestacion se observd una caida de los niveles de progesterona y un aumento del es-
tradiol, lo que explicaria la disminucidn en la expresion de resistina por parte del tejido
adiposo. A su vez, la progesterona, antes de verse disminuida hacia el final de la ges-
tacion, podria contribuir al incremento de los niveles de resistina en suero, que se da
en este periodo. La prolactina que se vio incrementada en el suero al comienzo de la
gestacion, podria ser la candidata para explicar el descenso de los niveles plasmaticos

de resistina al inicio de la misma.

Por fin, como sumario del proceso, podemos decir que el inicio de la gestacion
supone el aumento de LH, y de prolactina. Ambas hormonas tendrian dos efectos dife-
rentes al comienzo de la gestacion sobre la expresion y niveles plasmaticos de resisti-
na. Por un lado, la activacion de los receptores LH/CGR por parte de la LH aumentaria
la expresion de resistina en la WAT (como muestran nuestros datos con hCG). La pro-
lactina, podria ser la hormona responsable de la disminucidn en la sangre de la con-
centracion de resistina. Por otro lado, hacia el final de la gestacion antes de la caida de
progesterona, ésta aumentaria los niveles en la sangre de resistina, mientras que el
estradiol podria ser el responsable de la disminucion de la expresion de resistina en al

menos el depdsito parametrial. Estos datos ofrecen la posibilidad de una regulacion si-
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multanea con otros factores de naturaleza diversa que puedan modular la resistina a lo

largo de la gestacion.

El TNF-a y la IL-6 son otras dos adipocinas producidas en el tejido adiposo que se
han relacionado con la resistencia a la insulina y con la obesidad (Fontana et al., 2007,
Olszanecka-Glinianowicz et al., 2005, Wang et al., 2007). Como se muestra en el exp.
5 fig. 4 p.116, el contenido en la grasa parametrial de TNF-a se vio aumentado al co-
mienzo de la gestacion y se mantuvo hasta el final de la misma. Cuando se midid la li-
beracion por parte del depdsito parametrial de la WAT (exp. 5 fig. 4 p.116), no se ob-
servaron diferencias entre las gestantes en comparacion con los controles. Por otro la-
do, el contenido de la adipocina en la grasa subcuténea sdlo se vio incrementado a dia
15 de la gestacion (exp. 5 fig. 4 p.116). Los niveles de la adipocina eran tan bajos que
no se pudieron detectar en el suero ni en el CSF. A su vez, durante la gestacion tam-
bién aumentd el contenido de IL-6 en el depdsito parametrial de la WAT (3,5 veces
mas), frente a los controles no gestantes, como se muestra en el exp. 5 fig. 1 p.113.
Los depdsitos subcutaneos solo vieron aumentado su contenido en IL-6 al final de la
gestacion (exp. 5 fig. 2 p.114). También se midid la liberacion de la adipocina en los de-
pdsitos parametrial y subcutaneo, (exp. 5 fig. 1y 2 p.113 y 114), donde no se observo
ninguna variacion. Por tanto, aunque el contenido de la IL-6 se vio aumentado durante
la gestacion, no se libera mas. Por otro lado en el suero existid un aumento de la con-
centracion a lo largo de toda la gestacion, alcanzando valores maximos (3 veces mas)
al final de la misma (exp. 5 fig. 3 p.115). La concentracion en CSF mostrd un patrén si-
milar que en la sangre, aunque al final de la gestacion cayd a valores similares a los

controles no gestantes (exp. 5 fig. 3 p.115).
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Estos datos, muestran que ambas adipocinas, es decir, IL-6 y TNF-a, se encuen-
tran presentes en la WAT, al menos en los depdsitos parametrial y subcutaneo, tanto de
ratas gestantes como de sus respectivos controles no gestantes. Parece que la gesta-
cion es un estimulo suficiente como para poder aumentar la produccion de estas adi-
pocinas, particularmente en la grasa parametrial. Este hecho concuerda con lo ya pu-
blicado, al menos para IL-6, donde se determind que la grasa visceral es mas producto-
ra que la subcutanea (Fried et al.,1998). La sefial que puede hacer que aumenten los
niveles de estas adipocinas puede ser o bien los esteroides sexuales implicados en la
reproduccion, o bien la sobre expresion de resistina, ya que se ha visto que existe una
relacion entre TNF-a , IL-6 y resistina (Guzik et al., 2006, Pantsulaia et al., 2007). Los
incrementos de ambas adipocinas fueron independientes de la adipogénesis ocurrida
en el depdsito parametrial al final de la gestacion, -recordemos que a comienzo de la
gestacion propusimos que la resistina era responsable de la inhibicidn de la adipogé-
nesis, para progresivamente aumentar hacia el final de la gestacién donde el peso de
los depdsitos viscerales es mayor que el de sus controles, (exp. 1 fig. 1y 2 p.53)-. Lue-
go, parece evidente que el aumento de ambas adipocinas en la WAT es independiente
de la variacion del peso del depdsito, en otras palabras, que el depdsito aumente su
masa no ocurre en paralelo al aumento de IL-6 y TNF-a, cosa que no pasa con la resis-
tina. Este dato, junto con la ausencia de diferencias en lo liberado por el tejido, apuntan
a una funcion a nivel local de ambas adipocinas. Se sabe, que la IL-6 y el TNF-a pue-
den interferir con las rutas de sefializacion de la insulina. Este factor, es de una gran
importancia en la gestacidn, ya que la insulina estimula la actividad lipogénica en los
adipocitos, en otras palabras, se acumula grasa en los adipocitos. El incremento rapido
en la WAT de IL-6 y de TNF-a, podria reducir la sensibilidad a la insulina y por tanto fa-

vorecer que los depdsitos de grasa no acumulen lipidos, permaneciendo disponibles
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para el uso de otros drganos. Esta primera respuesta, se ve observada al comienzo de
la gestacion cuando los depdsitos de grasa se ven disminuidos en su peso. A lo largo
de la gestacion, se incrementa la resistencia a la insulina de tal manera que la hiperin-
sulinemia originaria en ultima instancia la acumulacion de lipidos y el crecimiento del
depdsito. La sobre expresion de resistina, como ya se propuso, podria tener acciones a
nivel local en la inhibicién de la adipogénesis, luego, al inicio de la gestacion, por un
lado la resistina inhibiria la adipogénesis y la IL-6 y el TNF-a reducirian la sensibilidad a
insulina, ya que sobre el dia 8 de gestacion se produjo la mayor sensibilidad a la insuli-
na. En definitiva, como respuesta fisioldgica al aumento de la sensibilidad a la insulina
en la WAT, se inhibiria la adipogénesis, es decir menos células disponibles para acu-
mular grasa y mas resistentes a la insulina. Asi, aumenta la hiperinsulinemia hacia el
final de la gestacion (Ramos et al., 2003), hecho que coincide con el descenso de la
expresion de resistina en la WAT. En este estadio (final de la gestacion), no existe una
inhibicion de la adipogénesis a nivel local, implicando aumentos del tejido y una mayor

acumulacion de la grasa.

La IL-6 aumentd en el suero durante la gestacion, lo que sugiere un aporte por
parte de otro tejido diferente de la WAT. La placenta es un recurso de adipocinas que
se liberan a la sangre (Benyo et al., 2001, Lepercq et al., 2001, Malek et al., 2001) y asi
se pueden controlar los cambios metabdlicos de las madres (Hauguel-de Mouzon &
Guerre-Millo, 2006). De hecho, el TNF-a esta correlacionado con la resistencia a la in-
sulina en mujeres durante la gestacion (Kirwan et al., 2002). Estas adipocinas, podrian
gobernar la resistencia a la insulina a nivel local pero también de manera sistémica, ya
que al menos la IL-6 fue detectada en la sangre. Un drgano susceptible de sus accio-
nes es el musculo, ya que al final de la gestacion presenta resistencia a la insulina (Le-

turque et al., 1986). Este hecho, se ve reforzado por nuestros datos de expresion de los
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receptores GLUT 4 en el musculo soleus. Por otro lado, los niveles de IL-6 en el CSF
se movieron en paralelo a los del suero en las primeras dos semanas de gestacion. En
la dltima semana, la concentracion en el suero se mantuvo mientras que en el CSF
disminuyd haciéndose similar a los controles. Entonces cabe preguntarse: ¢la IL-6 del
CSF podria proceder de la existente en el suero?. La respuesta probablemente sea si
puesto que se correlacionan las concentraciones en el suero con las existentes en el
CSF. Asi pues, parece que al menos durante las dos primeras semanas de gestacion
los niveles de IL-6 en el CSF proceden de los existentes en el suero. Y ¢ qué ocurre con
la dltima semana?. Lo que probablemente reflejan nuestros datos, es que en la ultima
semana de gestacion se produce un fendmeno de resistencia central a la IL-6, esto
mismo se ha descrito para leptina en ratas gestantes, hecho que evita el efecto que
tendria el aumento de leptina sobre la ingestion de alimento al final de la gestacion
(Ladyman & Grattan, 2004). En cualquier caso, la existencia de IL-6 en el CSF con-
cuerda con el papel propuesto para la IL-6 en el control de la resistencia a la insulina.
Asi, a nivel central la IL-6 estimula la actividad simpatica (Jansson et al., 2003, Li et al.,
2002, Wernstedt et al., 2006), lo que aumenta la lipolisis en los adipocitos. Este fend-
meno podria tener lugar en las dos primeras semanas de la gestacion reduciendo la
deposicion de lipidos en la WAT, para después recuperar unos valores similares a los
controles y asi favorecer la deposicidn de grasa en la WAT. Parece por tanto evidente
la participacion del TNF-a e IL-6 en la gestacion y en las variaciones de la sensibilidad-

resistencia a la insulina.

En resumen, la gestacion implica una serie de cambios que conllevan el incre-
mento de la masa corporal, asi como de la resistencia a la insulina, para que exista un
mejor aporte de sustratos energéticos a las crias. Con este fin, los niveles de expresion

de la resistina se vieron aumentados en la WAT al comienzo de la gestacion, sefal pro-
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bablemente capaz de inhibir la adipogénesis. La concentracion plasmatica de resistina
durante este periodo permanece disminuida. Las hormonas sexuales podrian, junto con
otros factores, modular estas variaciones en la resistina a lo largo de toda la gestacion.
A su vez la IL-6 y TNF-a aumentaron localmente en la WAT, como respuesta fisioldgica
para contrarrestar la elevada sensibilidad a la insulina que se ocasiond en la primera
semana de gestacion. Durante esta fase, la concentracion de IL-6 va aumentando en el
suero probablemente debido a la produccion placentaria de la adipocina. Asi, hacia el
final de la gestacion, la expresion de resistina se vio disminuida probablemente por ac-
cion de las hormonas sexuales, lo que permite el crecimiento de los depdsitos de la
WAT vy por tanto la acumulacion de lipidos para frenar en parte la hiperinsulinemia ocu-
rrida. Este hecho se desarrolla en paralelo a la elevacion de los niveles de resistina en
el suero, probablemente inducidos por las hormonas sexuales. La elevacion de IL-6 y
de resistina en el suero durante este periodo de la gestacidn, serviria como sefial para
la resistencia a la insulina en musculo. Las concentraciones de IL-6 en el CSF aumen-
taron en paralelo a los niveles de la adipocina en sangre en las dos primeras semanas
de la gestacion, lo que podria afectar a la sensibilidad de la insulina en el musculo y
favorecer la accion del sistema nervioso simpatico sobre la lipolisis. Este efecto, tiende

a desaparecer al final de la gestacion por resistencia central a la IL-6.
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A la luz de los datos publicados hasta la fecha, asi como de los resultados obteni-

dos en el presente trabajo podemos concluir:

1.

La expresién de adiponectina en la WAT, su contenido, su liberacién, asi como su
concentracion en suero y CSF son similares entre los controles no gestantes y las
ratas durante la gestacion. Por tanto, la adiponectina no parece jugar un papel en el

control de la sensibilidad a la insulina en la rata durante la gestacion.

La expresion de resistina en la WAT, asi como su concentracion en el suero de las
ratas durante la gestacion y lactacidn varia de una manera diferencial siendo los
cambios en el suero paralelos a la variacion de la sensibilidad-resistencia a la insu-
lina, lo que indica un papel de la adipocina en el control de la resistencia a la insuli-
na durante gestacion en la rata. Los cambios en la expresion sugieren un control
adipogénico negativo. Las hormonas implicadas en la reproduccion, estan relacio-

nadas al menos en parte con el control de su expresién y de su liberacion.

La IL-6 y TNF-a, se encuentran aumentadas en los depdsitos de la WAT. También la
IL-6 se detecta en el suero y el CSF, variando sus concentraciones a lo largo de la
gestacion, lo que indica un papel de ambas adipocinas en la modulacion de la sen-

sibilidad-resistencia a la insulina durante la gestacion en la rata.

En resumen, durante la gestacion en la rata, existen cambios en las adipocinas.

Algunos de esos cambios parecen tener efectos locales en los depdsitos grasos contro-

lando el metabolismo de los propios depdsitos, mientras que otros se logran con efec-
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tos sistémicos y centrales, aunque el origen de las adipocinas no necesariamente sea

la WAT.
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Adenda: Algunas Re

«No sé como puedo ser visto por el mundo, pero en mi opinion, me he comportado como
un nifio que juega al borde del mar, y que se divierte buscando de vez en cuando una piedra mds
pulida y una concha mds bonita de lo normal, mientras que el gran océano de la verdad se ex-

ponia ante mi completamente desconocido.» Isaac Newton

Hace tiempo lef la dedicatoria de un libro que rezaba de la siguiente manera: “No
os obstinéis en descubrir algo practico. Si no lo conseguis, los que os siguen lo logra-
ran. Vosotros sélo preocupaos de indagar y sofiar™. Sofiar, es una palabra hermosa
que representa sin lugar a dudas el avance tecnoldgico y la ciencia, porque a mi juicio,
son un sueno hecho realidad. De todas las acepciones que el diccionario da a la pala-
bra sonar, hay una que me gusta particularmente y que quiza define el sentido de todo
lo demas: anhelar persistentemente algo. No recuerdo muy bien el momento pero des-
de muy pequefio deseé jugar con microscopios y tubos de ensayo. Un suefio que poco
a poco se irfa materializando hasta que llegué a culminar mis estudios de licenciatura
en biologia. Durante los 5 afios de carrera comprobé cuanto me interesaba la ciencia y

desarrollé una cierta fascinacion por todos aquellos aspectos relacionados con los pro-

4 John D. Rockefeller- a los cientificos presentes en el acto de inauguracién del Rochefeller Institute, hoy universidad.
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cesos moleculares, celulares, fisioldgicos etc. El paso por los afios de licenciatura fue
una experiencia transformadora, conoci a Marisa Puerta y empecé a trabajar en aspec-
tos concretos de la biologia, aspectos que me han tenido absorbido durante estos ulti-
mos anos, coincidiendo con los anos de mi doctorado. Creo que he recibido mucho y
que algo he aportado al conocimiento general dentro de mi campo, aunque ninguno de
estos suenos tiene sentido sino se responde a dos preguntas que creo fundamentales:
y todo esto ¢por el capricho de un nifio, por un deseo sin mas, por titulos, méritos y
respeto? y en segundo lugar ¢qué clase de “cientifico” quiero ser?. Hace tiempo deje
de creer que las cosas se tienen que hacer porque simplemente apetece, escuchando
solo las llamadas de un instinto animal, para empezar a hacerlas porque tienen un sen-
tido, porque hay una necesidad o porque alguien recibira un beneficio de ello. Puede
parecer al que lee estas lineas un principio que denota egoismo o interés, pero debo
decir que nada mas lejos de la realidad. En si mismo, lo que pretendo es encontrar
sentido a las cosas y a mi inversion del tiempo. Y la pregunta aun esta en el aire ¢ por
qué quiero ser doctor?, ¢por que dedicar mi vida a la ciencia?, ¢por qué invertir tanto
en esta actividad?, ;merece la pena? y es que conozco a tantos que estan en esto por
estar, porque es la mejor opcion; yo busco algo mas que eso. Debo confesar que es
una cuestion en la que he reflexionado durante estos afios, en paralelo a mis experi-
mentos. Y puesto que he sacado mis propias conclusiones, también quiero reflejarlas

en este trabajo global que aqui he presentado.

Puedo resumir los interrogantes ya descritos en dos cuestiones basicas que son:
¢por qué quiero ser cientifico? y ¢qué clase de cientifico quiero llegar a ser?. Para res-
ponder a estas preguntas revisé algunos ejemplos de cientificos a lo largo de la historia
que pudieran inspirarme en la busqueda de mis propias respuestas. De todos los estu-

diados quiero destacar dos de ellos, pioneros y adelantados a su época, eruditos don-
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de los haya que trabajaron en campos muy diferentes a saber: Isaac Newton y Carl

von Linné.

Isaac Newton, nace el 4 de enero de 1643 en Woolsthorpe, Lincolnshire, Inglate-
rra. Hijo de campesinos puritanos tiene una vida un tanto compleja debido a que su pa-
dre muere poco después de su nacimiento. Se gradua en el Trinity College como un
alumno mediocre. Cuentan las crdnicas, que no acudia frecuentemente a sus clases,
debido a que pasaba horas en la biblioteca estudiando por su cuenta. Es uno de los
cientificos de vocacion autodidacta mas grandes de su tiempo y cuyos descubrimientos
y desarrollos cientificos han sido el sustento de la ciencia moderna. Desarrolla el calcu-
lo diferencial e integral, realiza trabajos sobre la luz, define las leyes de la gravitacion
universal, las leyes de la dinamica (inercia, interaccion y fuerza, accién-reaccion) inclu-
so hace aportaciones a la politica. Pese a todos los descubrimientos cientificos por los
que es recordado, Newton destaca de una manera sobresaliente en el campo de la teo-
logia. Dedicd mas tiempo al estudio de la Biblia que de las ciencias, escribiendo
1,400,000 palabras de teologia en diferentes obras, con tintes muy variados. Fue res-
petado durante su vida, como pocos cientificos, prueba de ello fueron los cargos que
ostenté como miembro del parlamento, custodio de la casa de la moneda, presidente
de la Royal Society y por ultimo la concesion del titulo de Sir. Sin lugar a dudas, la obra
de Isaac Newton es modelo de un cientifico adelantado a su época que busca respues-

ta a muiltiples interrogantes y que usa de manera cientifica la razén unida con la fe.

Carl von Linné, nace en Rashult, Suecia el 23 de mayo de 1707. Hijo del pastor
luterano Nils Ingemarsson y Kristina Brodersonia, desde muy pequefio comienza a cul-
tivar su propio jardin cerca de la iglesia donde oficia su padre. Estudia medicina en la

universidad de Lund y posteriormente se traslada a Uppsala y es en esta ultima donde
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entra en contacto con grandes cientificos como Celsius o Rudbeck. Lleva a cabo dife-
rentes misiones cientificas en Laponia y Dalecarlia, por encargo de la academia de
ciencias y no sélo en Suecia sino en otras partes del mundo. Se convierte en un cienti-
fico importante en su época ocupando la catedra de botanica de la universidad de Upp-
sala, es médico de la casa real sueca y finalmente obtiene un titulo nobiliario. Tiene in-
tereses cientificos en el campo de la mecanica, de la dptica y en general de la fisica.
Como hechos curiosos destacan su inversion de la escala de temperaturas de Celsius
que hasta 1745 fijaba el 0°C como punto de ebullicidon del agua y el 100°C como punto
de fusion del agua. También desarrolla un sistema para la produccién de perlas artificia-
les. Pero no es recordado por estos hechos sino por sus aportaciones a la botanica y la
zoologia. La frase: Nomina si nescis, perit et cognitio rerum, (Si ignoras el nombre de
las cosas, desaparece también lo que sabes de ellas), le pertenece y define perfecta-
mente su propdsito cientifico. Una de sus obras mas importantes es Systema Naturae,
donde tras estudiar personalmente mediante la observacion diferentes plantas y anima-
les, realiza una clasificacion de los mismos. Linneo es creacionista, segun él, los ani-
males y los vegetales han sido creados por Dios de acuerdo al relato del Génesis y por
tanto su objetivo fundamental es demostrar la grandeza de Dios a través de la natura-
leza. Debido a esta idea, a partir de la décima edicién de su obra Systema Naturae,
Linneo generaliza una forma de nomenclatura binomial basado en el concepto de gé-
nero y especie del libro del Génesis Biblico. Hoy, reconocemos a Linneo como el padre
de la biologia moderna, en concreto de la botanica y de la zoologia y sin lugar a dudas

es uno de los cientificos que mas han producido a lo largo de la historia de la ciencia.
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Tanto Linneo como Newton comparten algunas caracteristicas, que a mi juicio,
son de vital importancia. Ambos, se dedican con pasion a observar la naturaleza y asi
como fruto pueden sacar conclusiones, y en su caso, conclusiones que han cambiado
la historia del conocimiento. Este hecho que parece evidente, es de vital importancia
porque observan, conocen, exploran, se quedan fascinados por ese mundo natural, y
es éste el objeto de su fascinacién y encanto. Asi, el objetivo no es otro que observar la
naturaleza, aunque esta observacion va ligada a una experiencia religiosa profunda.
Ambos cientificos tienen un interés especial en lo religioso y por tanto no es de extra-
Aar que su obra trate de magnificar al Cientifico por excelencia. En ellos, por tanto, se

encarna un modelo de hombre de fe-cientifico.

A mi juicio, la ciencia hoy, adolece de las dos caracteristicas que hacen notorios a
Linneo, a Newton y a otros. En un mundo de enfermedades, de politicas cientificas, de
dinero farmacéutico, de presidn en la produccion cientifica no hay sitio para jugar con
las conchas en la orilla de ese vasto océano que es la verdad, contemplando a Aquel
que las molded. Pero no solo eso, sino que faltan cientificos de convicciones, de princi-
pios morales férreos, inquebrantables, fieles a la verdad como la brdjula al polo. En un
mundo donde la gente mira a la ciencia como la solucidn a sus problemas y le confie-
ren un rango de credibilidad muy elevado, jcuanto por el bien de la humanidad se po-
dria hacer y qué poco se hace!. Hoy, y espero se me permita recalcar la idea, necesi-
tamos cientificos que busquen respuestas, pero que en si mismos sean ejemplo en lo
moral, en lo ético, en el caracter. Considero que aun hoy es posible conjugar en uno
mismo razon y fe, ciencia y creencia. Y no sdlo conjugar, sino hacer de esto el objetivo
de tu vida cientifica. Y asi, bajo ese prisma, erigir una trayectoria personal y profesional
basada en un sistema de principios consecuentes que no se desmoronen, que no se

compren ni se vendan. Este es mi suefio actual y como aquel que vislumbré en la in-
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P

fancia sera perseguido hasta que se haga realidad. Sirvan estas reflexiones como
preambulo de una trayectoria cientifica, como el deseo de lo que quiero llegar a tener y
como una declaracién de principios.

Sergio Caja Galan
Septiembre de 2007

“La mayor necesidad del mundo es la de hombres que no se vendan ni se compren; hombres que
sean sinceros y honrados en lo mds intimo de sus almas, [...], hombres cuya conciencia sea tan
leal al deber como la briijula al polo; hombres que se mantengan de parte de la justicia aunque
se desplomen los cielos”. Ellen G. White
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