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INTRODUCCION

1. RESISTENCIA A LA INSULINA

La resistencia a la insulina es un concepto clinico que implica la secrecion de
insulina a niveles suprafisioloégicos debido a un fallo sistémico en la acciéon de la
misma. Los tres 6rganos mas importantes de accién de la insulina son el higado, el
musculo y el tejido adiposo. En consecuencia, son los tres 6rganos mas relevantes en la
resistencia a la insulina.

La resistencia a la insulina es la puerta de entrada de manera progresiva a la
diabetes tipo 2 y ademds, junto con otros componentes, es una caracteristica

tisiopatoldgica esencial en el llamado sindrome metabélico.

1.1. MODELOS DE RESISTENCIA A LA INSULINA

A lo largo de los afios se han generado distintos modelos de ratones
modificados genéticamente con objeto de estudiar las complicaciones metabélicas de
la resistencia a la insulina.

De una forma clésica, la regulacion del metabolismo glucidico mediado por la
insulina en los tejidos periféricos, es decir, higado, tejido adiposo y misculo
esquelético, se produce a través de la ruta de sefializacion IRS-PI3K-Akt. En el tejido
adiposo y en el musculo esquelético, la activacion de la via produce la translocacién
del transportador de glucosa GLUT-4 provocando la captaciéon de glacidos por la
célula. En el higado, la insulina tiene otro papel distinto y principal como es regular la
producciéon de glucosa mediante la inhibicién de los genes gluconeogénicos. En la
siguiente tabla se resumen los principales modelos monogénicos y poligénicos

generados en raton (Tabla 1).

Gen Fenotipo Referencia
IR Muerte a los siete dias por cetoacidosis diabética Joshi y col., 1996

IRS-1 Retraso en el crecimiento Tamemoto y col., 1994

IRS-2 Disfuncién de la célula Previs y col., 2000

IRS-3 No se observé nada aparente Liu y col., 1999

IRS-4 Crecimiento retardado, intolerancia a la insulina Fantin y col., 2000
IRS-1+IRS-2 Letal embrionario My col, 2001

Withers y col., 1999

IRS-1+IRS-3 Diabetes lipoatrofica Laustsen y col., 2002
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Gen Fenotipo Referencia
IRS-1+IRS-4 | Crecimiento retardado, intolerancia a la insulina Laustsen y col., 2002
PI3K Hipoglucemia Terauchi y col., 1999
Glut-2 Fallo en la secrecién de insulina, diabetes Guillam y col., 1997
Glut-4 Corazon hipertréfico Katz y col., 1995
PTP-1B Aumento de sensibilidad a la acciéon de la Elchebly y col., 1999
insulina
Akt2 Resistencia a la insulina Cho y col., 2001

Tabla 1. Modelos de resistencia a la insulina en ratén.

La resistencia a la insulina desempefia un papel clave en la patogénesis de
diabetes, obesidad, hipertension y enfermedades vasculares. La predisposiciéon a la
resistencia a la accién de la insulina es el resultado de factores genéticos y ambientales.
La busqueda de variantes genéticas que favorecieran la apariciéon de resistencia a la
insulina ha sido infructuosa y frustrante debido a que es una enfermedad poligénica.
Sin embargo, el uso de animales de experimentaciéon permite, mediante técnicas de
mutagénesis y transgénesis, desarrollar modelos murinos experimentales para verificar
distintas hipdtesis en la patogénesis de la resistencia a la insulina y comprobar la
naturaleza poligénica de la misma.

El receptor de la insulina (IR) juega un papel muy importante en esta patologia,
asi que obviamente, uno de los primeros modelos generados fue el del ratén carente
del IR en todo el organismo. Estos animales fallecieron a los pocos dias de nacer debido
a una severa cetoacidosis [Joshi y col., 1996]. Cuando se eliminaron los sustratos del IR,
IRS-1 e IRS-2, se observé que la ausencia del primero causaba un moderado retraso del
crecimiento en esos ratones y una moderada intolerancia a la glucosa [Tamemoto y
col., 1994]; sin embargo, el ratén carente de IRS-2 present6 una severa intolerancia a la
glucosa y un defecto en la secrecién de insulina debido a hipoplasia en las células B
pancredticas [Previs y col., 2000].

Cuando se obtuvo el modelo doble heterocigoto para IR/IRS-1*/- [Bruning y col.,
1997], se observé que presentaba resistencia a la insulina y que aproximadamente un
50% desarrollaba diabetes a los 6 meses. Este fenotipo se agrava en el triple

heterocigoto IR/IRS-1/IRS-2*/- [Kido y col., 2000].
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1.2. MODELOS ANIMALES CARENTES DEL IR DE FORMA ESPECIFICA DE

TEJIDO (IRKO)

La inactivacion de un gen utilizando la tecnologia estandar de recombinacién

homologa produce una pérdida de funcionalidad del gen en todas las células del

organismo. Sin embargo, mediante la tecnologia LoxP-Cre, se pueden generar modelos

murinos carentes de un determinado gen en un tejido especifico o en unas

determinadas células, siempre y cuando se encuentre un promotor especifico de ese

tejido que permita expresar la recombinasa tinicamente en el sitio de interés.

Utilizando la tecnologia LoxP-Cre se han desarrollado modelos carentes del IR

en varios tejidos (Tabla 2).

Genotipo Fenotipo Referencia
Accili y col., 1996
Constitutivo Diabético, cetoacidosis. Letal
Joshi y col., 1996
Msculo
esquelético Discreta intolerancia a la glucosa y adiposidad | Bruning y col., 1997
(MIRKO)
Msculo/tejido
Intolerancia a la glucosa Lauro y col., 1998
adiposo
Hipoplasia de células B, severa inhibicién de la
Célula beta
secrecion de insulina e intolerancia a la Kulkarni y col., 1999
(BIRKO)
glucosa
SNC
Obesidad, infertilidad Bruning y col., 2000
(NIRKO)
Tejido adiposo
marrén Defecto en la secreciéon de insulina. Diabetes Guerra y col., 2001
(BATIRKO)
Msculo
Reduccién del tamafio y funcionalidad del
cardiaco Belke y col., 2002
corazon
(CIRKO)
Bluher y col., 2002;
Adipocito Resistencia a la obesidad, longevidad

Bluher y col., 2003
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Genotipo Fenotipo Referencia

Endotelio
Predisposicion a alterar la reactividad vascular
vascular Vicent y col., 2003
y a desarrollar retinopatias

(VENIRKO)
Higado Severa resistencia a la insulina con
Michael y col., 2000
(LIRKOXc) hiperglucemia transitoria
(LIRKO:i) Severa resistencia a la insulina e
Escribano y col., 2009

hiperinsulinemia, progresién a diabetes tipo 2

Tabla 2. Modelos murinos carentes del receptor de insulina de forma especifica de tejido
(IRKO).

El tejido mayoritario que requiere insulina para la utilizacién de la glucosa
como fuente de energia es el musculo esquelético, y por ello, el primer modelo
generado de ratén carente del receptor de insulina tejido-especifico fue MIRKO. Este
ratén presentaba un descenso de la actividad quinasa del receptor de insulina de mas
del 90%, lo que conllevaba un cese severo de la accién de la insulina, pero no se
llegaba a desarrollar diabetes. Sin embargo, el modelo MIRKO si presentaba
alteraciones metabdlicas como aumento de los depdsitos de grasa e
hipertrigliceridemia, caracteristicas del cuadro de sindrome metabélico [Bruning y
col., 1997].

El modelo carente de IR en célula 3, presenté un defecto en la secreciéon de la
insulina similar al que aparece en los diabéticos tipo 2, causando una progresiva
intolerancia a la glucosa y en alguno casos, incluso diabetes [Kulkarni y col., 1999].

El modelo NIRKO present6 hiperfagia, obesidad e hipogonadismo que condujo
a una reduccién de la fertilidad, poniendo de manifiesto la implicacion del receptor de
insulina en el control de la supresion del apetito y en la reproducciéon [Bruning y col.,
2000].

El modelo CIRKO mostr6 un menor tamafio de cardiomiocitos y un
metabolismo alterado, con un aumento de las tasas de asimilaciéon de glucosa y de
glucolisis y un descenso de la oxidacion de 4cidos grasos, manteniendo un fenotipo de

corazén inmaduro [Belke y col., 2002]
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Del higado se generaron dos modelos, uno con delecién del IR constitutiva
(LIRKOc) y otro inducible (LIRKOi), es decir, se producia la delecion del IR en
respuesta a la inyecciéon de un estimulo externo. En el modelo LIRKOc [Michael y col.,
2000] se observé una importante resistencia a la insulina acompafiada de una severa
intolerancia a la glucosa y un fallo en la supresién de la produccién hepética de dicho
metabolito. Dicha intolerancia a la insulina revertia a partir de los cuatro meses. De
hecho, a los seis meses los animales presentaban un fenotipo hipoglucémico. Sin
embargo, en el LIRKOi [Escribano y col., 2009] se observé una alta hiperinsulinemia y
un aumento de la masa de célula B pancredtica proporcionales a la deleciéon hepatica
del IR, y finalmente un fallo de la secrecién de insulina que condujo a una diabetes
descontrolada. Dicho fenotipo era irreversible.

Para estudiar la implicacién de la insulina en la funciéon endotelial, se gener6 el
modelo VENIRKO [Vicent y col., 2003] que present6é una homeostasis de la glucosa y
un desarrollo de la vasculatura normales, pero se observaron alteraciones en la
regulacion de la presién sanguinea y en la expresiéon de endotelina-1 y eNOS. Para
estudiar mas a fondo el papel que puede desempefiar la resistencia a la insulina
endotelial en el agravamiento del proceso aterosclerético, recientemente se ha
generado el modelo doble knockout VENIRKO/ Apo E-/- [Rask-Madsen y col., 2010] y
se ha puesto de manifiesto que la pérdida de la sefalizacién de la insulina en el

endotelio acelera la aterosclerosis basal de los ratones apo E -/-.

1.3. MODELO BATIRKO

Uno de los modelos carentes del IR de forma tejido- especifica, fue el de tejido
adiposo marrén (BAT) que recibié el nombre de BATIRKO y se gener6é en nuestro
laboratorio en el afio 2001 [Guerra y col., 2001].

Este raton se obtuvo usando la tecnologia LoxP-Cre, de manera que el exén 4 del
IR estaba flanqueado por las secuencias LoxP. La recombinasa Cre se encontraba bajo
el promotor de la proteina desacoplante 1 (UCP-1), que es especifica del tejido adiposo
marrén. De manera que la inactivaciéon del IR se producia exclusivamente en dicho

tejido adiposo.
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Figura 1. Delecion del receptor de la insulina en los ratones BATIRKO. A la izquierda, se
observa que la delecién del receptor de la insulina fue estable a lo largo de la vida del animal. A
la derecha, se puede observar que esta delecién fue especifica del tejido adiposo marrén.
[Guerra y col., 2001]

Estos ratones presentaron una lipoatrofia del tejido adiposo marrén dependiente
de la edad. Asi, a los 6 y 12 meses de edad, el BAT de los animales transgénicos se
habia reducido un 65% con respecto a los ratones control, debido a un enorme

descenso de la expresion de genes lipogénicos.

Figura. 2. Lipoatrofia marrén del raton BATIRKO. En las fotografias del tejido adiposo
marrén de los ratones BATIRKO (izquierda) podemos observar una lipoatrofia marrén
severa, caracterizada por una pérdida de la masa del tejido adiposo marrén debido
fundamentalmente a una pérdida de lipidos, de manera que aumenta la eosinofilia
(derecha), tal y como se describi6 en el trabajo publicado por Guerra y col., 2001.

Curiosamente, de forma paralela a la lipoatrofia marrén, estos animales
presentaron una intolerancia a la glucosa dependiente de la edad, sin que tuviera lugar
resistencia a la acciéon de la insulina. De manera que a los seis meses de edad, los
animales BATIRKO presentaron una moderada hiperglucemia en el ayuno y esta
intolerancia a la glucosa aument6 a medida que los animales envejecian.

Al estudiar més a fondo esta circunstancia, se encontr6 un defecto en la

secrecion de insulina intrinseco al animal, razén por la que no habia una
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hiperinsulinemia compensatoria a la hiperglucemia presente. Este defecto de la
secrecion de insulina se debia a un descenso de aproximadamente el 35% del tamafio
de los islotes pancreaticos, debido a un efecto indirecto de la delecion del receptor en el

tejido adiposo marroén.

s 1600 -
&= 1200 -
=E
£ 2 8001
o — {
éf 400 4

VL e — -

S 10
Timee (min)

—e— Comtral —a— BATIRKO

Figura. 3. Intolerancia a la glucosa y fallo en la secrecién de insulina en los ratones
BATIRKO. A la izquierda se puede observar la intolerancia a la glucosa de los ratones
BATIRKO vy a la derecha se muestra el test de secrecién aguda a la insulina en el que se refleja
el fallo en dicha secreciéon del ratéon BATIRKO, como se describi6 en el trabajo publicado por
Guerra y col., 2001.

En definitiva, este modelo murino puso de manifiesto dos aspectos desconocidos
hasta la fecha de la homeostasis fisiologica del tejido adiposo marrén. El primero, es el
importante papel de la insulina y su receptor en la adipogénesis del BAT a lo largo del
desarrollo. Y el segundo es la importancia del tejido adiposo marrén en la regulaciéon
de la secrecién de la insulina y la homeostasis glucidica, ya que la lipoatrofia marrén
conduce a una reduccion del porcentaje de masa de célula B y un defecto en la

secrecion de insulina en respuesta a la glucosa.

2. SINDROME METABOLICO

El sindrome metabélico se conoce también como sindrome plurimetabdlico,
sindrome de resistencia a la insulina o sindrome X. Es una entidad clinica
controvertida, con amplias variaciones fenotipicas, que aparece en personas con una
predisposicién endégena, determinada genéticamente y condicionada por factores
ambientales. Se caracteriza por la presencia de insulino-resistencia e hiperinsulinemia
como mecanismo de compensacién, asociada a una intolerancia al metabolismo de

glacidos, hipertension arterial, alteraciones lipidicas (hipertrigliceridemia, elevaciéon de
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cLDL, disminucién de cHDL, aumento de acidos grasos libres y lipemia postpandrial)
y obesidad, con un aumento de la morbimortalidad de origen arteriosclerético.

Los factores ambientales que condicionan la aparicion del sindrome metabdlico
son variados, entre ellos estan la obesidad central o abdominal, el sedentarismo, la
dieta hipercaldrica rica en grasas o gltcidos y el tabaquismo.

El sindrome metabolico seria el paso inmediatamente anterior a la aparicién de
diabetes tipo 2 en pacientes que presenten resistencia a la insulina y obesidad, lo que

ademas constituye un factor de riesgo para la enfermedad cardiovascular.

3. DIABETES TIPO 2

La diabetes es la primera y principal consecuencia del desorden anormal de la
secrecion de insulina y/o la deteriorada accion de la misma. Aproximadamente el 10%
de los adultos con diabetes mellitus (DM) muestra una absoluta deficiencia de insulina
(diabetes tipo 1 o insulino-dependiente), y el resto sufren una variacién de grados de
resistencia a la acciéon de la insulina dependiente de tejido (tipo 2 o no insulino-
dependiente). Los principales tejidos diana de las acciones metabdlicas de la insulina
son el higado, el musculo esquelético y el tejido adiposo. De éstos, el musculo
esquelético es cuantitativamente el mayor consumidor de glucosa. El corazén, por su
naturaleza muscular también seria un tejido dependiente de insulina. Sin embargo, es
el tejido con menor disposicion corporal de glucosa.

La diabetes tipo 2 es una enfermedad poligénica que afecta al 5-10% de la
poblacién de las sociedades occidentales y se caracteriza por defectos en la secrecion y
en la accion de la insulina [Warram y col., 1990; Virkamaki y col., 1999]. El primer
defecto destacable de la diabetes tipo 2 es la resistencia periférica a la acciéon de la
insulina en el musculo esquelético, tejido adiposo blanco e higado [Martin, B. C. y col.,
1992; Kahn 1994]. Se han descrito diversas alteraciones moleculares en el proceso de
resistencia a la insulina, incluidos un descenso en el namero o expresion del receptor
de insulina, una disminucién en la actividad del receptor tirosina (Tyr) quinasa, menor
expresion del sustrato IRS-1, descenso de la fosforilaciéon de IRS-1 y defectos en la
translocacion de los transportadores [Caro y col., 1987; Olefsky y Nolan 1995; Kerouz y
col,, 1997; Rondinone y col.,, 1997]. Esta resistencia a la insulina se compensa
inicialmente por una hipersecrecion de insulina. Sin embargo, en situaciones de

enfermedad avanzada, este aumento de la secrecién no es suficiente para que la
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insulina acttie adecuadamente, por lo que se produce una hiperglucemia y un deterioro
progresivo de las células B pancreéticas.

Varios estudios epidemioldgicos en diferentes grupos de la poblacién, indican
que la DM tipo 2 progresa a lo largo de un continuo empeoramiento en la respuesta a
la accion de la insulina, comenzando por una resistencia periférica a dicha hormona y
terminando con la pérdida de secrecién por parte de las células § del pancreas. En la
mayoria de los pacientes, la resistencia a la accién de la insulina puede ser detectada
mucho antes de que se produzca la intolerancia a la glucosa. Asimismo, la aparicién en
el tejido adiposo de resistencia a los efectos antilipoliticos de la insulina, provoca un
incremento de la lipdlisis y la liberacion de acidos grasos, disminuyendo la
lipogénesis. Esta desregulacion del metabolismo de los glacidos y los lipidos,
contribuye a acelerar la progresiéon de la resistencia a insulina. En los primeros
estadios, las células B pancreaticas responden con un incremento en la secreciéon de la
hormona generando este desorden metabdlico. El exceso prolongado de insulina
circulante hace que las células § no puedan mantener el mecanismo de compensacién
y fallen en el momento de responder apropiadamente a la glucosa, y esto desemboca
en el desarrollo de intolerancia al azdcar. Asi, aproximadamente un 5-10% de los
pacientes intolerantes a la glucosa se convierte en diabético en menos de un afio,
continuando con un agravamiento progresivo de la resistencia a insulina. Las células
adiposas generan mds acidos grasos, el higado produce glucosa de manera
incontrolada y las células B pancredticas fallan totalmente, llegando a las tltimas
etapas de la enfermedad donde se requieren ya altas dosis de insulina exégena [De
Fronzo, 1988]. La falta de respuesta a la accion de la insulina y la hiperinsulinemia,
incluso en ausencia de diabetes, conducen a una gran variedad de anormalidades
entre las que se incluyen un aumento de los triglicéridos, una disminucién de los
niveles de HDL, un aumento de secrecién de VLDL, desérdenes en la coagulacion,
aumento de resistencia vascular, cambios en las concentraciones de hormonas
tiroideas, atenuacion del flujo de sangre periférico y ganancia de peso. Por todo ello, la
resistencia a la insulina se asocia con obesidad, hipertensién, sindrome de ovario

poliquistico, dislipidemia y aterosclerosis.

4. ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis es la primera causa de morbimortalidad cardiovascular en el

mundo occidental. Se define como un proceso multifactorial y que presenta una lesion
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tipica conocida como placa de ateroma. Esta lesion se desarrolla en la pared de los
vasos a lo largo de los afios. Esta formada por un depésito lipidico recubierto de tejido
conectivo y distintos tipos celulares como células de musculo liso vascular (CMLV) y
componentes de la sangre (monocitos/macréfagos, linfocitos T y plaquetas).

El desarrollo de la lesion se debe a una respuesta inflamatoria del endotelio que
consta de tres fases: 1) disfuncién endotelial y formacion de la estria grasa; 2)
progresion de la lesién; y 3) rotura de la placa y trombosis.

La aterosclerosis es una respuesta inflamatoria a una lesién del endotelio
vascular [Ross 1993]. La etapa de estria grasa puede tener lugar en la infancia o en la
juventud, siendo una lesién inflamatoria pura en la que participan linfocitos T y
monocitos, que migran hasta la capa intima [Stary 1994]. La progresiéon de la placa
aterosclerotica esta caracterizada por el aumento de los tipos celulares que se acumulan
en la zona dafiada de la pared vascular. La fase final de la lesion esta precedida por la
formaciéon de un trombo que puede dar lugar a accidentes vasculares en corazén,

cerebro o extremidades [Fuster y col., 1992].

4.1. DISFUNCION ENDOTELIAL Y FORMACION DE LA ESTRIA GRASA

Se han desarrollado varias teorias para explicar la aterosclerosis, pero la més
aceptada es la descrita por Ross [Ross 1993], que considera dicha enfermedad una
respuesta inflamatoria a una lesion del endotelio vascular provocada por estimulos de
diversa indole. Esta lesién no tiene por qué ser fisica, bastaria con que fuera funcional
para que se pusieran en marcha los mecanismos de respuesta a la agresion. Asi, surgio
el concepto de disfuncién endotelial, de origen orgéanico o funcional, que se acompafa
de una serie de consecuencias como son: adhesion e infiltracién celular de monocitos,
alteracion de la capacidad antitromboética, de la capacidad fibrinolitica y de la
respuesta vasomotora de la superficie vascular.

Si la lesion endotelial es méas intensa, puede producirse la rotura de la capa
endotelial como barrera de paso. Este hecho provoca que distintas moléculas tengan un
acceso mas facil al interior de la pared, como por ejemplo las lipoproteinas, el
fibrinégeno, etc. Existen numerosas evidencias experimentales, genéticas,
epidemioldgicas y clinicas, que resaltan el papel primordial que ejercen los lipidos en
las fases mas tempranas de la aterosclerosis. En condiciones normales, existe un
intercambio de macromoléculas entre la luz y la pared vascular para la nutricién de la

capa media. Entre otras sustancias, las células endoteliales captan lipoproteinas de baja
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densidad (LDL) circulantes y las transportan hacia el espacio subendotelial donde se
unen a proteoglicanos. La cantidad de LDL que atraviesa la pared arterial, es regulada
por el endotelio y la lamina elastica interna [Penn y col., 1994]. Sin embargo, cuando
tiene lugar una elevacién de las concentraciones plasmaticas de LDL, se produce un
aumento de la presencia de estas particulas en la pared vascular. Las LDL tienen
tendencia a unirse a proteoglicanos, esto incrementa el tiempo de residencia de estas
lipoproteinas en el espacio subendotelial y aumenta la probabilidad de oxidacién en
contacto con los radicales libres liberados por las células endoteliales, macréfagos y
CMLV [Steinberg, D. 1997; Morel y col., 1984]. Estas LDL oxidadas (LDLox) pueden
activar el endotelio [Rangaswamy y col., 1997], estimular la expresion de moléculas de
adhesion [Parthasarathy y Rankin 1992] y la secrecion de factores quimiotécticos, como
la proteina quimiotidctica para monocitos (MCP-1) [Cushing y col, 1990],
incrementando la adhesion y migracién de las células circulantes y de las CMLV hacia
la intima [Chatterjee 1992].

Los monocitos se activan y se diferencian a macréfagos que expresan receptores
de la LDL modificada (también llamados scavenger o basurero). Este receptor reconoce
la LDLox y provoca la fagocitosis por parte del macréfago que hidroliza y reesterifica
el colesterol, almacenandolo en gotas lipidicas y transformandose en célula espumosa
[Quinn y col., 1987]. El acimulo de estas células ricas en contenido lipidico, con un leve
engrosamiento de la intima cubierto de endotelio intacto, constituye
macroscopicamente la estria grasa. Si el estimulo aterogénico desaparece y se controla
la actividad inflamatoria, la estria grasa puede regresar, de manera que se regenera el

endotelio y se restaura la funcién endotelial.

4.2. PROGRESION DE LA LESION

Si la primera respuesta inflamatoria no se neutraliza de forma eficaz, el proceso
contintia. Una hiperlipidemia prolongada o la propia inflamacién, conduce a una
agresion mayor del endotelio, que incluso puede ir acompafnada por su citolisis. En
estas condiciones se favorece la liberacion de factores mitogénicos, como el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), que estimula la proliferacion y
migracion de las CMLV desde la capa media hasta la intima, dando lugar al
engrosamiento de la neointima. Las células presentes en la neointima contribuyen en la

formacion de agentes quimiotacticos que atraeran a mds células inflamatorias. A su
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vez, las CMLV sintetizan matriz extracelular, lo que conducird a la formaciéon de la

placa madura.

La ingesta continuada de LDLox por los macréfagos presentes en la lesion,
provocara que se diferencien a células espumosas y que finalmente estallen, liberando
todo su contenido intracelular al espacio extracelular. Esto dard lugar a la formacién
del ntcleo lipidico, que sera recubierto por matriz extracelular rica en coldgeno y por

CMLV (Figura 4).

Migracién : Adherencia y

Mma y
células Células Activacién  agregacisn
misculo lise espumesas Células T plaquetaria de leucocitos

Figura 4. Esquema de la formacién y progresion de la placa aterosclerdtica. A) Se puede
observar como se forma la placa aterosclerédtica, caracterizada por un ntcleo necrético
recubierto de una capa fibrosa que contiene macréfagos y lipidos. B) A medida que progresa la
lesion, se van acumulando CMLYV, células espumosas, plaquetas y otras células del sistema
inmune.
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4.3. ROTURA DE LA PLACA Y TROMBOSIS

La rotura de la placa de ateroma puede deberse a distintos procesos. Por un
lado, se ha demostrado en diferentes trabajos la pérdida de células presentes en la
lesién mediante un proceso denominado apoptosis o muerte celular programada [Isner
y col., 1995; Bjorkerud y Bjorkerud 1996; Han y col., 1995]. Esta disminucién en el
contenido celular da lugar a una reduccion de la resistencia de la pared de la lesién,
pudiendo provocar una fisura. Por otro lado, las CMLV y los macréfagos sintetizan
metaloproteasas, enzimas capaces de degradar la matriz extracelular, lo que provoca
una menor consistencia de la lesion.

La presencia de un proceso inmunoinflamatorio en la placa aterosclerética se
considera el mecanismo decisivo que conduce a la desestabilizacién, rotura y
subsiguiente formacién de un trombo, que es la base de las consecuencias clinicas mas
graves de la aterosclerosis.

La mayoria de las trombosis de las lesiones aterosclerdticas van precedidas de
una fisura en la placa que pone en contacto el ntcleo lipidico, rico en factor tisular, con
la sangre [Toschi y col., 1997] (Figura 5). Ademéas se ha demostrado la presencia de
macréfagos y CMLV activadas en la proximidad de las zonas de la fisura en placas de
pacientes fallecidos por infarto agudo de miocardio [van der Wall y col., 1994]. Por ello,
la reaccién inflamatoria puede desempenar un papel importante en la rotura de la
placa. Del mismo modo, se ha encontrado una mayor incidencia de infiltracién de
macrofagos en muestras procedentes de endarterectomia carotidea de pacientes con
sindromes isquémicos agudos que en las muestras procedentes de pacientes con

angina estable [Moreno y col., 1994].

Pared arterial |-

b

Figura 5. Corte transversal de una arteria totalmente ocluida por la rotura de la placa de
ateroma. Se puede observar un trombo taponando la luz del vaso, impidiendo el paso del flujo
de sangre y produciendo isquemia en el tejido afectado.
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Una vez que se produce la fisura, rotura o ulceracién de la placa, se exponen a la
circulacion los componentes del ntcleo lipidico (mayoritariamente lipidos,
microcalcificaciones y detritus celulares que incluyen macréfagos y CMLV activados)
que, conjuntamente con la exposicién del factor tisular, condicionan la formacién local
de trombina, la activaciéon de plaquetas y la formaciéon de fibrina [Golledge y Siew
2008]. Los monocitos-macrofagos presentes en la lesiéon sintetizan agentes
procoagulantes (factor tisular o el factor Xllla), factores relacionados con la fibrinolisis
como el activador del plasmindgeno semejante a la uroquinasa (u-PA), activador
tisular del plasminégeno (t-PA) o inhibidores del activador del plasminégeno (PAI), asi
como radicales libres o proteasas. Estas tltimas poseen capacidad de aumentar el dafio
endotelial y el espacio intersticial, favoreciendo la digestion de la matriz extracelular, lo

que disminuye la resistencia de la pared arterial y aumenta la disfuncién endotelial.

De la mayor o menor labilidad del trombo y de la capacidad de la fibrinolisis
local, pueden resultar 3 evoluciones: 1) organizaciéon del trombo con crecimiento
progresivo de la placa; 2) oclusiones intermitentes que producen isquemias
transitorias, y 3) oclusién completa con necrosis de la zona afectada [Crouse 2006]. La
mayoria de los episodios vasculares agudos, como el infarto agudo de miocardio y la
angina o dngor inestable, se producen por trombosis en zonas de dafio endotelial o en

placas inestables [Burke y Virmani 2007].

Una vez formado el trombo, éste es invadido por monocitos que liberardn factor
tisular que a su vez induce la formacién trombina y dicha proteina es un potente
activador de plaquetas. Estas junto con la trombina, activan las CMLV de la vecindad
de la arteria en la que reside el trombo. Las CMLV penetran en el trombo y empiezan a
sintetizar colageno invadiéndolo completamente, de forma que a los 8-10 dias el
trombo esta completamente rodeado de endotelio disfuncional. La hipercolesterolemia
estd asociada con hipercoagulabilidad y con un aumento de la reactividad de las
plaquetas en la zona de la lesion vascular [Badimon y col., 1991]. La génesis del tejido
conectivo continda hasta que a las 4-12 semanas el endotelio se normaliza y es capaz de
sintetizar 6xido nitrico, terminando el proceso cicatrizal. Las LDLox inhiben la
actividad de la NO sintasa, promoviendo la formacién de trombos, debido a que

aumentan la union al fibrinégeno [Chen, L. Y. y col., 1996].
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4.4. MOLECULAS IMPLICADAS EN LA DISFUNCION VASCULAR
4.4.1. Oxido Nitrico
El oxido nitrico (NO) es una pequefia molécula gaseosa que acttia como
mediador en numerosos procesos biolégicos. Se produce a partir del grupo guanidino
de la L-arginina, siendo el otro producto de la reaccion la L-citrulina. Esta reaccion esta
catalizada por la 6xido nitrico sintasa (NOS). Esta es una hemoproteina que, ademas
del sustrato [Leone y col, 1991], requiere oxigeno molecular, la presencia de
calmodulina y cuatro cofactores: nicotinamin adenin dinucleétido fosfato reducido
(NADPH), flavin adenin dinucleétido en su forma oxidada (FAD), flavin
mononucleétido oxidado (FMN) y tetrahidrobiopterina (BH4) [Stuehr 1997].
En el hombre se han identificado tres isoformas de este enzima: la NOS
inducible (iNOS o NOS3), la NOS neuronal (nNOS o NOS1) y la NOS endotelial (eNOS
o NOS2) [Forstermann y Kleinert 1995; Griffith y Stuehr 1995]. La NOS neuronal y la
endotelial se expresan constitutivamente, pero la iNOS requiere la presencia de
estimulos extracelulares especificos para su expresiéon. Las enzimas constitutivas
generan pequefas cantidades de NO, sin embargo la actividad de la iNOS es
aproximadamente mil veces mayor. El NO sintetizado por la via constitutiva participa
en procesos fisiolégicos o reguladores, mientras que el NO formado por la via
inducible participa en procesos inmunes, inflamatorios y de lesion celular.
Para que la NOS sea activa tiene que producirse el acoplamiento entre dos
monoémeros. Cada mondémero a su vez presenta dos dominios, uno con actividad
oxigenasa y otro con actividad reductasa, que acttan de manera independiente.
La actividad de las isoformas constitutivas estd controlada por el complejo
Ca*2/calmodulina intracelular, disminuyendo la actividad de éstas en presencia de
quelantes de calcio [Moncada y col., 1990] y antagonistas de la calmodulina [Busse y
Mulsch 1990]. Este control se ejerce de dos maneras:
a) Mediante el aumento de la concentracién de calcio: la mayoria de los
agentes con efecto dependiente de endotelio (acetilcolina, angiotensina
II, ATP, estradiol) aumentan la concentracion de calcio, éste se une a la
calmodulina y el incremento de este complejo induce una mayor
actividad enzimatica de la eNOS [Michel y col., 1997].

b) Fosforilacién de residuos tirosina: la activacién de eNOS por agonistas

dependientes de calcio, como el estradiol o el factor de crecimiento del

20



INTRODUCCION

endotelio vascular (VEGF) requiere que se produzca la fosforilacién de
residuos tirosina del enzima [Papapetropoulos y col., 1997].

Ademads de la regulacion por calcio y por fosforilacion de residuos tirosina, la
actividad de eNOS se puede modificar por la accién de mdltiples proteina quinasas,
mediante la fosforilacion en el residuo serina 1177. Entre estas quinasas se encuentra la
proteina quinasa activada por AMP (AMPK), la proteina quinasa C (PKC), la proteina
quinasa dependiente de AMPc (PKA) y la serina/treonina quinasa Akt. Los factores
que activan la eNOS a través de la fosforilacién en la serina 1177 mediada por Akt son
el estradiol, el VEGF vy el factor de crecimiento similar a la insulina I (IGF-I) [Hisamoto
y col., 2001; Fulton y col., 1999; Michell y col., 1999 respectivamente]. Por otro lado, la
fosforilaciéon del residuo treonina en la posicion 497 provoca un descenso de la
actividad de eNOS [Michell y col., 2002]. Estudios recientes demuestran que las sefiales
a través de la PKA conducen a fosforilaciéon de la serina 1177 y defosforilacion de la
treonina 497, aumentando la actividad enzimatica de eNOS. Sin embargo, la PKC
promueve la defosforilaciéon de la serina 1177 y la fosforilacién de la treonina 497,

causando un descenso de la actividad de eNOS.

ACh on
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Figura 6. Regulacion de la actividad de eNOS. La regulaciéon de eNOS puede ejercerse a
través de la unién del complejo calcio/calmodulina o bien a través de la fosforilacion-
defosforilacion de residuos de aminoacidos en la subunidad reductasa de la eNOS. ACh:
acetilcolina; E: estradiol; AT II: angiotensina II; Cam: calmodulina; Thr: treonina; Ser: serina.
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Los estudios realizados hasta el momento sugieren que el NO sintetizado en una
célula determinada no ejerce su respuesta biolégica principal en las células de origen,
sino en las células diana cercanas. Por lo tanto, de acuerdo con las propiedades
fisicoquimicas, el NO sintetizado en las células endoteliales difunde rapidamente fuera
de éstas hasta el interior de las CMLV adyacentes. Una vez en el citoplasma, promueve
la activacion de la guanilato ciclasa soluble (GCs), aumentando los niveles
intracelulares de guanosin monofosfato ciclico (cGMP) sinterizado por ella, y por
consiguiente, provocando vasodilataciéon [Moncada y Higgs 1991, Martin, W. y col.,
1988].

El tono vascular se mantiene mediante la liberacion endotelial de sustancias
vasodilatadoras y vasocontrictoras [Davignon y Ganz 2004], siendo el NO el principal
agente vasodilatador. Ademads de esta accion vasodilatadora, el NO también inhibe la
proliferaciéon celular y la inflamacién, y tiene efectos antiagregantes sobre las
plaquetas.

Una caracteristica esencial de la disfuncién vascular es la pérdida de
vasodilatacion dependiente de endotelio, lo que se relaciona con una disminucién de
NO. Este descenso, puede deberse a una reduccién de la actividad y/o de la expresiéon
de eNOS.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) reaccionan con el NO, disminuyendo la
cantidad disponible, y formando peroxinitritos (ONOO-) [Koppenol y col., 1992]. Estos
radicales libres son oxidantes citotoxicos que causardn la nitraciéon de proteinas,
afectando a su funcién y por tanto a la funcién endotelial. Los ONOO- son mediadores
importantes de la oxidacién de LDL, acentuando su papel aterogénico [Griendling y
FitzGerald 2003]. Ademas, conducen a la degradaciéon del cofactor de eNOS, lo que
provoca un desacoplamiento de la enzima, de manera que la actividad oxigenasa y la
formacién de NO disminuyen, mientras que la actividad reductasa y la formacién de
ROS (especialmente de aniéon superdxido (Oz)) aumentan, lo que conduce a un
incremento del estrés oxidativo y al deterioro de la funcién endotelial y vascular

[Landmesser y col., 2003].

4.4.2. Endotelina-1
La endotelina-1 (ET-1) es un péptido producido por las células endoteliales,
CMLV, macroéfagos, leucocitos, cardiomiocitos y fibroblastos [Resink y col., 1990;

Properzi y col., 1995] que tiene efectos sobre el tono vascular. Existen tres tipos de
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endotelina, pero las células endoteliales s6lo producen ET-1 [Inoue y col., 1989]. Sin
embargo, los receptores de la endotelina estan distribuidos por todo el organismo, ya
que ademads de causar vasoconstriccion, la ET tiene efectos pleiotrépicos en tejidos no
vasculares. La ET-1 ejerce acciones vasoconstrictoras a través de la estimulacién de los
receptores ETa de las CMLV y acciones vasodilatadoras a través de los receptores ETs
de las células endoteliales. Ademds de estos efectos, la ET-1 también promueve la
proliferacion de las células del endotelio, de las CMLV y de los fibroblastos. Esto se
traduce en cambios estructurales debido a su efecto en la pared vascular [Golfman y
col., 1993; Bobik y col., 1990; Simonson y col., 1989; Hirata y col., 1988].

La produccién de ET-1 por las células endoteliales se estimula por factores como
la adrenalina, angiotensina II, vasopresina, insulina, trombina, glucosa, citoquinas,
factores de crecimiento y estimulos fisicos.

La expresion de la ET-1 se ve disminuida por quelantes de calcio o inhibidores
de la PKC, péptidos natriuréticos y NO [Emori y col.,, 1991, Emori y col., 1993;
Boulanger y Luscher 1990]. Sin embargo, el factor fisioldgico mds importante para la
regulaciéon de la produccién y liberacion de la ET-1 es el flujo sanguineo. Cuando se
produce un aumento del flujo sanguineo, se promueve la vasodilataciéon mediante la
activacion de receptores de células endoteliales con la liberacion de NO y la
disminucién en la produccion y liberaciéon de ET-1 [Kuchan y Frangos 1993; Miller y

Burnett 1992].

4.4.3. Angiotensina II

En el sistema renina-angiotensina clasico, la renina producida por el rifién
transforma el angiotensinégeno producido en el higado en angiotensina I, ésta se libera
a la circulaciéon y se convierte en la forma fisiolégicamente activa angiotensina II
(Angll), a través de la acciéon del enzima convertidor de angiotensina (ACE) que se
distribuye principalmente por la circulacién pulmonar.

La angiotensina II realiza su funcién principal a través de su receptor especifico,
el AT:. La interaccion de la Angll con su receptor produce vasoconstriccion y
liberacién de aldosterona en las gldndulas adrenales.

Esta vision clasica del sistema renina-angiotensina se ha visto modificada, ya
que recientemente se ha descrito que existen componentes de este sistema en distintos
tejidos como el corazén [Cohn y Tognoni 2001; Yamagishi, H. y col., 1993], la pared
vascular [Dzau y Re 1994; Dzau 2001; Ruiz-Ortega y col., 2001], el rifion [Cheng y col.,
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1995; Lafayette y col., 1992] y el cerebro [Morimoto y col., 2002; Phillips y Sumners
1998; Yang y col., 1992], permitiendo la activacién y sintesis local de ambos tipos de
angiotensina.

El sistema renina-angiotensina tendria un papel clave en la patogénesis de la
aterosclerosis mediante la estimulacion de una serie de eventos celulares y moleculares
que ocurren de forma coordinada y que se han observado en las lesiones [Pueyo y col.,
2000; Pastore y col., 1999; Hernandez-Presa y col., 1997; Petnehazy y col., 2006 Kim, J.
A.y col,, 1996;]. En la literatura aparecen numerosas evidencias de que la Angll tiene
importantes acciones proinflamatorias en la pared vascular, lo que conduciria a la
progresion de la aterosclerosis [Brasier y col., 2002].

Los receptores clasicos que median las acciones endocrinas de la angiotensina II
son el AT; y el AT, [Iwai y Inagami 1992]. Ambos han sido identificados en la pared
del vaso, aunque el AT es el que media la mayoria de las acciones aterogénicas de la
angiotensina II [Nouet y Nahmias 2000; Sayeski y Bernstein 2001]. En

En las CMLV vy en las células endoteliales se ha encontrado una gran densidad
del receptor 1 de la angiotensina II. También se ha detectado el enzima ACE en ambos
tipos celulares [Falkenhahn y col., 1995; Fernandez-Alfonso y col., 1997]. Asi, muchos
de los componentes del sistema renina-angiotensina se han encontrado en la
vasculatura, permitiendo que este sistema se active localmente en lesiones
aterosclerdticas y en los vasos dafiados [Daugherty y col.,, 2004; Iwai y col., 1997].
Luego, la sefializacion a través de la AnglI-AT; podria contribuir al inicio y progresiéon
de la aterosclerosis.

La angiotensina II aumenta la expresion de moléculas de adhesion,
quimioquinas y citoquinas [Pueyo y col., 2000; Tummala y col., 1999; Brasier y col.,
2000]. Estas moléculas inducen disfuncién endotelial, captacién y oxidacién de LDL y
proliferacion de CMLV [Harrison, D. G. 1997;Griendling y col., 1997; Daugherty y col.,
2000; Keidar y col., 2001]. En lesiones ateroscleréticas avanzadas, la Angll estimula la
expresion de metaloproteasas de la matriz (MMPs) [Luchtefeld y col., 2005] y de PAI-1
[Vaughan y col., 1995] provocando la desestabilizacion de la placa aterosclerética y la

alteracion del balance fibrinolitico.
4.4.4. Moléculas de adhesion

Tanto la disfuncién vascular como la posterior formacién de la placa

aterogénica, son procesos en los que se ve implicado el sistema inmune y que tienen
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una alta carga de inflamacion. Entre esas moléculas inflamatorias que intervienen en el
reclutamiento de macréfagos, plaquetas y CMLV, se encuentran las moléculas de
adhesion vasculares.

Las moléculas de adhesion celulares (CAMs) estan implicadas en muchas
enfermedades inflamatorias como esclerosis multiple, asma y artritis reumatoide. En la
patologia de la aterosclerosis, se ha observado la existencia de un aumento de la
expresion de las moléculas de adhesién en modelos animales y humanos [Johnson-
Tidey y col., 1994; Wood y col., 1993; Zibara y col., 2000]. Las moléculas de adhesion
son intermediarios cruciales en varios pasos del reclutamiento de leucocitos, de hecho,
se ha mostrado que diferentes subconjuntos de moléculas de adhesiéon son los
responsables del rodamiento y adhesiéon de células inflamatorias circulantes en el

endotelio vascular [Carlos y Harlan 1994].

Leucocito . » : .
circulante Rodamiento Adhesion Diapedesis

Lumen

Glicosaminglicanos

FII¥Y

Adhesidn

Gap

Uniones Moléculas de

Figura 7. Implicacion de diferentes moléculas de adhesion en los distintos pasos del

reclutamiento de leucocitos en la disfuncién endotelial (Adaptado de Braunersreuther y
Mach 2006).

Las moléculas que median estas interacciones pertenecen principalmente a tres
familias: selectinas, integrinas y miembros de la familia de las inmunoglobulinas.
Las selectinas inducen el rodamiento y adhesién de los leucocitos, mediante

moléculas de union de carbohidratos. Constan de tres subfamilias [Huo y Ley 2001]. La
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P-selectina se almacena en los cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales y en
los granulos a de las plaquetas y se transloca rdpidamente a la superficie celular en
respuesta a estimulos proinflamatorios [Tedder y col., 1995a]. La E-selectina no se
expresa en condiciones fisiolégicas normales, pero se sintetiza y se exporta a la
superficie de las células endoteliales en situaciones de inflamacion [Kansas 1996].
Finalmente, la L-selectina se expresa en todos los granulocitos, monocitos y en la
mayoria de los linfocitos [Ley 2003]. En un modelo murino carente del receptor de las
LDL, se ha descrito que deficiencias en E- y P-selectina provocan un gran descenso de
la extension de las lesiones ateroscleréticas [Dong y col., 1998]. Por otro lado, en un
modelo in vitro, se ha mostrado que la concentracién de CAMs solubles y la expresion
de dichas moléculas en la superficie celular, tienen una correlaciéon positiva
[Leeuwenberg y col., 1992]. Ademds, un estudio reciente sugiere que la P-selectina
soluble podria ser usada como marcador de progresién de la enfermedad en pacientes
con enfermedad arterial coronaria [Marschang y col., 2006]. Por el contrario, el papel de
la L-selectina en aterogénesis no estd completamente claro, aunque en ratones
deficientes en L-selectina se ha observado un peor reclutamiento de leucocitos en las
zonas de inflamacién [Tedder y col., 1995b]. Segtin Eriksson y col. [Eriksson y col.,
2001], la L-selectina parece desempefiar un papel en la acumulaciéon de células T
circulantes durante la enfermedad.

La integrinas y los miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas
también se ven envueltos en el reclutamiento de leucocitos, ya que median la adhesiéon
y trasmigracion de los leucocitos al interior de la pared vascular.

Las integrinas son una familia de receptores de la superficie celular. Este
receptor estd compuesto por subunidades o y  que forman heterodimeros aff [Hynes
2002]. Las integrinas median el contacto célula-célula, célula-matriz extracelular y
célula-patégeno. También regulan la “btsqueda” de leucocitos, organizan la sinapsis
inmunolégica y participan en la coestimulacién, migracién y fagocitosis.

Los miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas se caracterizan por
un pequefio dominio citopldsmico, una region transmembrana y varios dominios
extracelulares repetidos y parecidos a las IgG [Carlos y Harlan 1994]. Entre estas
proteinas se encuentran las moléculas de adhesion intercelular 1, 2 y 3 (ICAM), la
molécula de adhesion de células vasculares (VCAM-1) y la molécula de adhesiéon de
células endoteliales y plaquetas (PECAM-1). La funcién principal de estas moléculas es

actuar como receptores de las integrinas.
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La inhibicién de la interaccién entre las moléculas de adhesion y sus ligandos,
desciende la adhesién de leucocitos, la diapédesis y en algunos casos, también afecta el
rodamiento de leucocitos.

El aumento de la expresion de las moléculas de adhesiéon en el endotelio
activado es una caracteristica critica de la aterosclerosis. La primera evidencia se
produjo al observar que se inducia la expresion de VCAM-1 en las células endoteliales,
en respuesta a la acumulacién de colesterol en la intima de las aortas [Cybulsky y
Gimbrone 1991]. También se observoé la expresion de ICAM-1 y VCAM-1, en arterias
coronarias humanas [Davies y col., 1993]. Y ademas, el tratamiento de CMLV con TNEF-
o produjo un aumento de VCAM-1, tanto en la expresion en la superficie celular como
en el ARNm, lo que sugiere que la expresién adrtica de VCAM-1 seria dependiente de
citoquinas [Couffinhal y col., 1994].

La aterosclerosis es una enfermedad que afecta a determinadas regiones de la
vasculatura, como las zonas de curvatura y bifurcacion de los vasos [Garin y Berk
2006]. Estas regiones se caracterizan por oscilaciones del flujo que inducen la expresiéon
de moléculas de adhesion proinflamatorias como ICAM-1 y VCAM-1 [Brooks y col,,
2002]. En un modelo de conejo sometido a dieta aterogénica, se observé que dicha dieta
también indujo rapidamente la expresiéon de VCAM-1 en el endotelio aértico [Li, H. y
col., 1993]. También se demostré que las LDL oxidadas provocan un aumento de las
VCAM-1 [Khan y col., 1995]. De manera que existen numerosas evidencias de que la
expresion de VCAM-1 esta regulada por factores proaterogénicos.

Un hecho digno de mencién, es que el aumento de VCAM-1 se ha detectado
principalmente en aquellas zonas del endotelio susceptibles de desarrollar
aterosclerosis [Nakashima y col.,, 1998]. También se ha observado una expresiéon
elevada de VCAM-1 e ICAM-1 en placas ateroscleréticas coronarias humanas, junto a
un aumento del ndmero de macréfagos y células T en las regiones de
neovascularizaciéon de la placa [O'Brien y col., 1996]. Estos resultados sugieren la
existencia de un reclutamiento de células inmunes, dependiente de VCAM-1 e ICAM-1
a través de la neovasculatura, que podria participar en la aterosclerosis.

La molécula ICAM-1 esta regulada por estimulos proinflamatorios y también se
veria envuelta en la aterosclerosis, presumiblemente a través de la regulaciéon del
reclutamiento de monocitos en las areas susceptibles de aterosclerosis.

La PECAM-1 se expresa en los bordes laterales de las células endoteliales y en

la superficie de las células hematopoyéticas e inmunes, incluyendo macréfagos,

27



INTRODUCCION

neutrdéfilos, monocitos, células natural killer, mastocitos, linfocitos y plaquetas [Muller
2003]. Al igual que las otras moléculas de adhesién, PECAM-1 tiene importantes
propiedades de sefalizacion. Se ha detectado la expresiéon de PECAM-1 en las células
endoteliales de aortas susceptibles de aterosclerosis, asi como en zonas de

neovascularizacién de placas ateroscleréticas [Li, C. y col., 2006].

4.5. MOLECULAS IMPLICADAS EN EL PROCESO DE INFLAMACION

El proceso inflamatorio en la aterosclerosis esta regulado por una serie de
moléculas de distinta naturaleza y funcién. Entre estos mediadores inflamatorios
podemos destacar las citoquinas, las quimioquinas, los prostanoides y las especies

reactivas de oxigeno.
4.5.1. Las Citoquinas

Las citoquinas son péptidos de pequefio tamafio que median la activacién,
proliferacion y migracién celular a través de sus receptores de membrana. Tienen
funciones a nivel fisiolégico en la homeostasis, participando en la reparacién del tejido
dafiado, pero su producciéon excesiva conduce a situaciones patolégicas, de ahi su
implicaciéon en enfermedades inflamatorias, inmunes e infecciosas [Arend y Dayer
1990].

Hay dos tipos de citoquinas dependiendo de la funcién que ejercen: las
citoquinas proinflamatorias y las inmunorreguladoras.

Dentro del primer grupo, se encuentran el factor necrético tumoral (TNF) -, la
interleuquina (IL) -1p y la IL-6. Son sintetizadas por macréfagos, fibroblastos, células
endoteliales y son responsables de la activacion de un gran ntimero de células, en las
que estimulan la producciéon de moléculas de adhesién, quimioquinas y otros
mediadores inflamatorios [Duff 1994; Libby y col., 1995]. Desempefian un papel muy
importante en el desarrollo de la lesion aterosclerética, siendo liberadas tanto por las
células espumosas como por el endotelio dafiado. Ademas, no sélo contribuyen a
eventos tempranos como la migraciéon de células morfonucleares (MNs) regulando la
expresion de la proteina quimiotdctica de monocitos (MCP-1) y de moléculas de
adhesion [Libby y col., 1995], sino también a la progresion de la placa madura. En este
sentido, se ha descrito que citoquinas como TNF-a e IL-1f estimulan a los macréfagos

y células residentes produciendo PDGEF, factor mitogénico que induce la proliferacion
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de CMLYV, favoreciendo asi el crecimiento de las placas [Raines y Ross 1996]. Por tanto,
su accién inductora permite amplificar y perpetuar la respuesta inflamatoria.

La IL-1 es una citoquina de 17 kDa producida por una gran variedad de células.
Su gen codifica 2 isoformas con un 25% de homologia, la IL-1a. y la IL-1p . La dltima
representa el 90% de la IL-1 liberada al medio extracelular, mientras que la IL-1a es
una molécula inicialmente unida a membrana. Ambas proteinas surgen tras el
procesamiento de precursores de aproximadamente 30kDa, que en el caso de IL-1a
tiene actividad biolégica. La IL-1a y la IL-1B son capaces de unirse, aunque con distinta
afinidad, al mismo receptor de membrana provocando efectos similares en las células
dianas.

El TNF fue identificado en 1984 como una citoquina con efectos antitumorales
tanto in vitro como in vivo. La familia de TNF consta por lo menos de 18 miembros
distintos que exhiben el 15-25% de homologia en su secuencia de aminoacidos. Los
miembros de esta familia se unen a distintos receptores, que presentan homologia en
su dominio extracelular. Estas citoquinas median proliferacién, supervivencia o
apoptosis celular. Aunque hay diferentes receptores, todos ellos comparten vias de
sefializacion que median la activacion del factor nuclear-xB (NF-xB) y de proteinas
quinasas activadas por mitégenos (c-jun N-terminal quinasa). La regulacion del
crecimiento celular, la activacion de NF-kB y de la quinasa terminal c-jun, por la
familia del TNF esta mediada a través de la asociaciéon/ activaciéon secuencial de una
serie de proteinas de sefalizacion celular: los receptores de TNF asociados a factores o
a proteinas, quinasas inductoras de la activacion de NF-kB y quinasas de IkBo. La
sefales apoptéticas y antiapoptéticas son activadas simultdneamente por la misma
citoquina en la propia célula [Gaur y Aggarwal 2003].

En el segundo grupo de citoquinas, las inmunorreguladoras, se encuentran la IL-
2, la IL-4, la IL-5 y el interferén (IFN) -y. Se producen mayoritariamente en los linfocitos
T y estan relacionadas con la activacién y amplificacion de la respuesta inmune
humoral. En las zonas afectadas se detecta una mayor concentracion de las citoquinas
proinflamatorias que de las inmunorreguladoras, por lo que éstas acttian a distancias
cortas, debido a que su produccién esta muy controlada [Duff 1994]. El IFN-y, inhibe la
sintesis de coldgeno a la vez que induce la liberacién de metaloproteasas, enzimas que
degradan el colageno de la capsula fibrosa, favoreciendo el debilitamiento de la placa,

siendo asi mas vulnerable a la rotura.
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4.5.2. Las Quimioquinas

Las quimioquinas desempefian un papel clave en el desarrollo del proceso
inflamatorio. Asi, MCP-1 se ha detectado tanto en las placas de ateroma humano como
en las areas ricas en macrofagos de las lesiones ateroscleréticas de conejos [Yla-
Herttuala y col., 1991]. En las altimas décadas, se ha identificado una numerosa familia
de moléculas quimioatrayentes (quimioquinas) implicadas en la quimiotaxis
leucocitaria.

Son un grupo de citoquinas de bajo peso molecular caracterizadas por presentar
en su estructura primaria cuatro cisteinas (Cys) en posiciones muy conservadas, que se
unen mediante puentes de disulfuro intracatenarios [Oppenheim y col., 1991]. Aunque
tienen entre un 20-40% de homologia en la secuencia de aminoécidos y una estructura
terciaria muy similar, no estdin muy conservadas entre las diferentes especies. Son
producidas por una gran variedad de células inflamatorias, endoteliales y
parenquimales. Los receptores de las quimioquinas presentan siete dominios
transmembrana acoplados a proteinas G, por lo que su activacién conduce a una
disminucién de la concentracién de AMPc. La interaccién de las quimioquinas con sus
receptores es muy poco selectiva, de modo que distintas quimioquinas pueden unirse a
un mismo receptor y varios receptores pueden interaccionar con una misma citoquina.

Se clasifican dependiendo de la disposicién de las dos Cys maés cercanas a su
extremo NH»- terminal, diferenciando dos subfamilias: la subfamilia o (CXC), cuyos
miembros presentan un aminoacido separando las dos Cys, y la subfamilia  (CC) en el
que las dos Cys estan contiguas [Rollins 1997].

Dentro de la subfamilia o (CXC), se diferencian dos grupos en funcién de la
presencia o ausencia de una secuencia de tres aminoacidos precediendo al primer
residuo de Cys, la secuencia ELR. La mayorfa de quimioquinas del grupo ELR son
potentes quimioatrayentes de neutréfilos pero no de MNs. Esta propiedad parece estar
ligada a la presencia del motivo ELR, siempre que se encuentre lo més préxima al
extremo NH, terminal. La IL-8 es el prototipo de este grupo. Es producida por una
gran variedad de células como linfocitos T, neutréfilos, fibroblastos, células
endoteliales, epiteliales y MNs. Por el contrario, las quimioquinas que no presentan el
motivo ELR presentan actividades muy heterogéneas. Entre ellas, estdan la proteina
inducible por el interferén 10 (IP-10) o el factor 4 de plaquetas (PF-4), que presentan
una baja actividad quimiotéctica para neutrdfilos; sin embargo en muchos casos son

eficaces quimioatrayentes de linfocitos T e incluso son angiogénicas [Rollins 1997].
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La otra subfamilia de quimioquinas, la subfamilia f (CC), posee una
funcionalidad muy heterogénea, aunque ninguna de ellas es capaz de atraer
neutrdfilos. En su mayoria, son potentes quimioatrayentes de MNs. El ejemplo més
representativo es MCP-1, que ademas de inducir la expresién de integrinas en esas
células [Jiang y col., 1992], atrae a linfocitos T y activa la liberacién de histamina por los

basofilos [Bischoff y col., 1992].

4.5.3. Los Prostanoides. El Tromboxano A2.

Los prostanoides son productos de la ciclooxigenasa (COX) derivados de acidos
grasos insaturados. Se clasifican en prostaglandinas (PGs) y tromboxanos (Tx). Ejercen
una gran variedad de acciones en diferentes tejidos y células. Las acciones mas tipicas
son la vasorrelajaciéon y vasoconstricciéon de varios tipos de musculo liso. Ademas,
modulan la actividad neuronal por inhibicion o estimulacién en la liberacion de
neurotransmisores. Por otro lado, las prostaglandinas participan en la regulacién de la
secrecion y movilidad del tracto gastrointestinal, asi como en el transporte de iones y
agua en el rifén. Estdn implicados en apoptosis, diferenciacion celular y oncogénesis.
Asimismo, participan en la regulaciéon de la actividad plaquetaria y en la homeostasis
[Narumiya y col., 1999].

Los precursores de estos compuestos son los dcidos grasos poli-insaturados que
se transforman por esterificaciéon en glicerol, colesterol y fosfolipidos almacenados en
la membrana plasmatica. El mecanismo biosintético de los prostanoides engloba tres
pasos: 1) la liberacién de acidos grasos de la membrana, siendo el 4dcido araquidénico
(AA) el mas abundante de todos ellos; 2) su conversién en un endoperéxido inestable
(PGH>); y 3) la isomerizacién o reduccién de este producto intermedio hasta formar las
PGs (PGD», PGE,, PGE,), prostaciclinas (PGl2) y tromboxanos (TxAz) [Smith, W. L. y
col., 1991].

En la primera fase participan dos sistemas de lipasas activadas por la interacciéon
de un estimulo con su receptor en la célula diana. Son la fosfolipasa C, que hidroliza
los derivados del fosfatidilinositol, y la fosfolipasa A que hidroliza los otros
fosfolipidos de membrana, siendo la lipasa que mas participa en este proceso. Entre los
estimulos que pueden iniciar esta primera fase destacan la bradiquidina, la trombina,
citoquinas y factores de crecimiento [DeWitt 1991]. El AA es el sustrato de la COX, y
este enzima cataliza la oxidacién del acido graso para formar PGG: y su posterior

reduccion a PGH,. A partir de este metabolito intermedio, y debido a la accién de las
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correspondientes enzimas sintasas (TxAS, PGIS, PGDS, PGES y PGFS), se obtienen los
diferentes prostanoides (TxA,, PGL, PGD,, PGE: y PGF,) respectivamente. Los
diferentes prostanoides ejercen su accién a través de sus correspondientes receptores

de membrana (IP, DP, EP, FP y TP) (Figura 8).

El TxA; es producido principalmente por las plaquetas activadas y macréfagos
[Pawlowski y col., 1983]. Ejerce dos funciones: la estimulacion de la funcién plaquetaria
y la contraccién del musculo liso, induciendo agregacién plaquetaria, vasoconstriccion
y broncoconstriccion [Hamberg y col., 1975]. Recientemente se le ha atribuido un papel
proinflamatorio y proaterogénico, debido a que la activacion de su receptor (TP)
induce la expresion de moléculas de adhesiéon (VCAM-1, ICAM-1 y ELAM-1) en
células endoteliales [Ishizuka y col, 1998], la migracion de dichas células y
angiogénesis [Daniel y col.,, 1999] Ademads, el bloqueo de su receptor suprime la

liberaciéon de MCP-1 [Ishizuka y col., 2000].

Esteres de membrana
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Figura 8. Ruta de sintesis de los prostanoides.
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4.5.4. Las especies reactivas de oxigeno (ROS)

La mayor parte de los factores de riesgo de la aterosclerosis, como la
hipercolesterolemia, la diabetes, la hipertension, el tabaco, la edad y la intolerancia a
nitratos, incrementan la producciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS) por células
endoteliales, CMLV vy células adventicias. Se ha demostrado que las ROS inician
diferentes procesos implicados en la aterogénesis, incluidos la expresion de moléculas
de adhesion, la estimulacion de la proliferacion y migraciéon de CMLYV, la apoptosis en
el endotelio, la oxidacioén de lipidos, la activacion de metaloproteasas y la alteracion de
la actividad vasomotora.

Las ROS participan en la aterosclerosis a través de varios sistemas enzimaticos:
xantina oxidasa (XO), nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH) y
la 6xido nitrico sintasa (NOS) [Harrison, D. y col., 2003]. Estas enzimas utilizan
diferentes sustratos como fuentes de electrones y reducen al oxigeno para formar una
gran variedad de ROS. La reduccién de un electrén del oxigeno conduce al anién Oz y
de dos electrones, al peréxido de hidrégeno (H20O»). La dismutacién del O, al H>O» esta
catalizada por la superéxido dismutasa (SOD). A partir del Oy y el H2O; derivaran el
resto de ROS, incluidos radicales lipidicos, carbonados, ti6licos e hidroxilicos y &cido
hipocloroso (Figura 9). Diversos estudios clinicos han demostrado la implicacién de
estos sistemas enzimaticos en la aterosclerosis. Uno de ellos, describe que la actividad
enzimatica de la XO estd incrementada en pacientes con enfermedad coronaria arterial
(CAD), contribuye a la disfuncién endotelial y asi promueve el proceso aterosclerético
[Spiekermann y col., 2003]. Otro estudio demuestra que pacientes con CAD tienen una
reducciéon de la actividad de SOD extracelular que podria contribuir a la disfuncién
endotelial [Landmesser y col., 2000]. Por tanto un aumento de la actividad de la XO con
una reducciéon de los niveles de la SOD extracelular, puede conducir a situaciones
patolégicas por un incremento de las ROS. Por otro lado, la XO generaria mas Oz y los

niveles extracelulares de la SOD serian insuficientes para neutralizar el O» generado.
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Figura 9. Esquema de las reacciones que conducen a la formacién de las ROS y su papel en
la aterosclerosis.

4.5.5. El Factor Inhibidor del Activador del Plasminégeno (PAI-1)

La degradacion proteolitica de los codgulos de fibrina estd mediada por un
enzima llamado plasmina. Se forma en la circulacién a partir de un precursor inactivo
denominado plasminégeno, por mediacién de la accion proteolitica de los factores
activadores del plasminégeno (PA). Los inhibidores de estos PA son los llamados
inhibidores del activador del plasminégeno (PAI).

La existencia de estos PAI ha sido controvertida durante mucho tiempo, hasta
que en 1983 se tuvo evidencia de la existencia real de dichos inhibidores [Travis y
Salvesen 1983].

Los PAI se pueden clasificar en tres grupos [Sprengers y Kluft 1987]: el tipo
endotelial o PAI-1, el placentario o PAI-2 y la proteasa-nexina-I.

El PAI-1 es una glicoproteina de pequefio peso molecular y pertenece a la
familia de los inhibidores de proteasas serinicas. Es el principal inhibidor fisiol6gico de
los activadores tipo t-PA (tisulares) y u-PA (urinarios) y juega un importante papel en

la regulaciéon de la fibrinolisis. Este inhibidor se sintetiza por células endoteliales,
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células de musculo liso, adipocitos y hepatocitos. Estd presente en los granulos a de las
plaquetas (90%) y en el plasma (10%) donde circula en forma activa ligado a una
proteina estabilizadora (vitronectina), siendo su vida media de 10 minutos. Los niveles
plasmaticos de PAI-1 en sujetos sanos estan entre 0,5-40 U/ml, mientras que los de

PAI-1 antigénico (plaquetario) estan alrededor de 20 ng/ml [Loskutoff y col., 1989].
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Figura 10. Principales inhibidores de la activacion del plasminégeno.

El compartimento sanguineo mdés importante de PAI-1 lo constituyen las
plaquetas, donde se almacena en los granulos a y se libera por accién del colageno y
ADP. El higado, el adipocito, el endotelio o el musculo liso vascular también
contribuyen a la presencia en la sangre de este inhibidor. Su sintesis en el endotelio, es
regulada por numerosas sustancias como endotoxina, IL-1, TNF, trombina y diversos
factores de crecimiento. Este inhibidor, en condiciones patolégicas, aumenta su
expresion y contribuye directamente a la proliferacion y migracion de las células de
musculo liso vascular [Chen, Y. y col., 2006]. En cuanto a la secrecion de PAI-1 por el
tejido adiposo, se ha observado una mayor producciéon del mismo en la grasa visceral
que en la grasa subcuténea, lo cual podria relacionarse con el incremento en los niveles
de PAI-1 observados en la obesidad central y con el desarrollo de las alteraciones
vasculares asociadas a la misma [Shimomura I y col., 1996]. En el hepatocito, sin
embargo, el principal regulador de la sintesis de PAI-1 seria la insulina.

En su estado normal, el endotelio tiene una accién profibrinolitica y
anticoagulante. Cuando ocurre el proceso de inflamacién en la aterosclerosis, el

endotelio se convierte en antifibrinolitico y procoagulante. La activacién del sistema de
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coagulacion provoca la liberacion de citoquinas que producen una intensa liberacion
de PAI-1 [Loskutoff y col. 1989]. Puede encontrarse bajo tres formas moleculares:
latente, activa y formando complejos con los activadores. El PAI-1 plaquetario estd en
forma latente, pudiendo ser reactivado in vivo. Sin embargo, el PAI-1 plasmatico, se
encuentra fundamentalmente en su forma activa [Loskutoff y col., 1989]. La interaccién
del PAI-1 con los activadores tiene lugar a través de la formacién de un complejo en el
centro reactivo arginina 346-metionina 347, con liberacién de un péptido intermedio
[Colucci y col., 1986].

En cuanto a su papel fisiopatolégico, se ha observado que la concentracién de
PAI-1 aumenta en situaciones clinicas relacionadas con fenémenos trombéticos, infarto
de miocardio, septicemia y sindrome metabélico.

Debido a que el deterioro de la capacidad fibrinolitica estd asociado con un
incremento del riesgo cardiovascular, la disminucién de PAI-1 podria proporcionar
cardioproteccion. De hecho, estudios sobre el analisis de las concentraciones de PAI-1
en mujeres pre- y post-menopdausicas en el “Framingham Offspring Study”, han
demostrado que las mujeres post-menopdusicas presentan niveles de PAI-1 maés
elevados que se pueden reducir a niveles pre-menopausicos mediante terapia de
estrogenos. Esta reduccién en el efecto de PAI-1 se cree que contribuye al efecto total
de la terapia de sustitucion de estrégenos en la reduccién del riesgo de enfermedad
cardiaca [Gebara y col., 1995].

Por otro lado, en un estudio realizado en personas con sindrome metabélico, se
observo una correlacion positiva de altas concentraciones de PAI-1 con dicha situacién
clinica, y este aumento de PAI-1 se asoci6é con alteraciones de la glucemia, la presién

arterial sistolica y los triglicéridos [Ingelsson y col., 2007].

5. RESISTENCIA A LA INSULINA Y DANO VASCULAR

En la clinica siempre se conocié que la resistencia a la insulina o la
hiperinsulinemia sostenida son factores de riesgo para la aparicion de enfermedad
vascular. Sin embargo, no se sabia si las arterias sufrian estos dafios porque no podian
responder a la hormona, o si era debido a una exposicién excesiva a la misma.

En un estudio reciente desarrollado en ratones, se ha observado que el efecto de
la insulina en las arterias tendria un papel protector frente a la formacién de placas

aterosclerdticas, ya que los ratones que presentaban resistencia a la insulina en el
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endotelio, desarrollaban unas placas ateroscleréticas mayores [Rask-Madsen y col.,
2010].

Se sabe que existen varios mecanismos compartidos por la resistencia a la
insulina y la disfuncion endotelial. De hecho, su asociacién marcaria el comienzo del
proceso aterosclerético [Ross 1999]. Varios estudios han sugerido que la disfunciéon
endotelial en situaciones de resistencia a la insulina, es un paso previo a la aparicion de
una hiperglucemia patente. Asi, se ha observado que pacientes con un primer grado de
diabetes tipo 2 sufren un empeoramiento de la vasodilatacion dependiente de
endotelio [Goldfine y col., 2006]. En este sentido, en los estados hiperglucémicos que
aparecen en los distintos grados de diabetes, se produce un descenso en la expresiéon
de eNOS y un aumento de la expresién de ET-1, como parte de un mecanismo
glucotéxico debido a la exposicion a altas concentraciones de glucosa de forma crénica
[Salt y col., 2003]. De hecho, la disfuncién endotelial predice la diabetes tipo 2 en
mujeres, como un factor de riesgo independiente de la obesidad o de la inflamacién
subclinica [Meigs y col., 2004].

Un segundo mecanismo compartido por la resistencia a la insulina y la
disfunciéon endotelial, es la lipotoxicidad causada por altas concentraciones de acidos
grasos libres en situaciones de diabetes, obesidad y dislipidemia [Steinberg, H. O. y
Baron 2002]. Ademas, se han asociado los estados proinflamatorios con enfermedades
metabdlicas y cardiovasculares [Aggoun 2007]. Asi, unos niveles circulantes altos de
MCP-1, VCAM-1 y PAI-1 en pacientes con diabetes tipo 2, tendrian un papel clave en el
desarrollo de la enfermedad vascular en dichos pacientes [Cipollone y col., 2005;

Kohler y Grant 2000; Rask-Madsen y col., 2010].

6. RESISTENCIA A LA INSULINA Y DANO CARDIACO

En los dltimos afios ha aumentado la prevalencia de la obesidad y de las
enfermedades metabolicas relacionadas con ella, como el sindrome metabdlico y la
diabetes tipo 2, en las sociedades occidentales [Haffner, S. y Taegtmeyer 2003]. Un
efecto subyacente en los individuos aquejados de las patologias citadas, es la
resistencia a la accién de la insulina [Saltiel 2001] y el dafio cardiovascular, siendo éste
una de las principales causas de muerte en la poblaciéon con enfermedad
cardiovascular. La diabetes también estd asociada con una aterosclerosis avanzada que
afecta a las arterias que abastecen al corazén y cerebro. Como resultado, los pacientes

con diabetes tienen un riesgo mucho mayor de infarto miocardico y de apoplejia. A lo
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largo de varios estudios clinicos se ha demostrado una fuerte relaciéon entre la
glucemia y las complicaciones microvasculares, tanto en diabetes tipo 1 como tipo 2
[Diabetes Trial Research Group 1993; Estudio UKPDS 1998]. Por lo tanto, la
hiperglucemia y la resistencia a la accion de la insulina parecen tener un importante
papel en el desarrollo de las complicaciones patogénicas macrovasculares [Wei y col.,
1998; Ebara y col., 2000]. Sin embargo, poco se sabe sobre el impacto de la resistencia a
la accién de la insulina en la funcién cardiaca.

El metabolismo cardiaco esta regulado por la disponibilidad de sustrato,
hormonas (insulina), el trabajo cardiaco (demanda de energia) y el aporte de oxigeno.
Dada la importancia de la funcién contractil continua, no es sorprendente que el
corazén haya sido descrito como un 6érgano que puede utilizar muchos sustratos
diferentes para generar ATP bajo diversas situaciones fisioldgicas y fisiopatoldgicas
[Depre y col., 1999]. Como es de suponer, la diabetes tiene una marcada influencia en
el metabolismo cardiaco debido a que el aporte de sustratos se encuentra alterado, la
acciéon de la insulina se ve afectada, y existen mal - adaptaciones metabdlicas en el
corazoén diabético [Taegtmeyer y col., 2002; Young y col., 2002].

La diabetes produce un marcado incremento en la enfermedad cardiaca debido
en parte a la cardiomiopatia diabética, definida como una disfuncién ventricular
producida en ausencia de enfermedad coronaria o hipertension. La patogénesis de la
cardiomiopatia diabética es indudablemente multifactorial. Se ha propuesto que
alteraciones en el metabolismo energético cardiaco (como el metabolismo de la glucosa
y de los &cidos grasos) serfan uno de los mecanismos implicados [Jagasia y McNulty

2003].
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Figura 11. La diabetes es un factor de riesgo elevado para la enfermedad cardiaca. Los
pacientes diabéticos sin un episodio previo de infarto de miocardio (MI), en naranja, tienen la
misma probabilidad de supervivencia que aquellos que no eran diabéticos y habian tenido un
MI previo (en verde). Como era de esperar, los de peor pronéstico son aquellos que sufrian
diabetes y episodios previos de MI [Haffner, S. M. y col., 1998].

Los primeros estudios acerca de la forma en que la diabetes altera el
metabolismo cardiaco fueron llevados a cabo principalmente en modelos de diabetes
tipo 1 deficientes en insulina. Se observé un descenso de la asimilacién de glucosa, de
la tasa de glucélisis y de la oxidacion de la glucosa; de forma que los corazones de
pacientes con diabetes tipo 1 son casi exclusivamente dependientes de la oxidacién de
los acidos grasos para la obtencion de energia [Taegtmeyer y col., 2002; Young y col.,
2002]. En comparacion, se han realizado muy pocos estudios sobre el impacto que
causa la diabetes tipo 2 en el metabolismo cardiaco. Se supone que existe un
incremento en la utilizaciéon de acidos grasos como sustrato para la obtencion de ATP
y que ello podria tener consecuencias deletéreas, siendo un posible mecanismo de
cardiomiopatia diabética [Severson 2004].

Tanto la hiperglucemia como la hiperinsulinemia aumentan el riesgo de
enfermedad cardiovascular fatal, en forma de enfermedad coronaria arterial prematura
y acelerada. Ademads, los pacientes con diabetes muestran cambios en la estructura
cardiaca y la ultraestructura de los cardiomiocitos, que plausiblemente pueden ser

atribuidos al ambiente diabético.
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La hiperglucemia promueve la formacién de especies reactivas de oxigeno como
una reaccién producto de la glicosilacion de proteinas. De esta forma, la hipertensién y
la diabetes podrian promover de forma sinérgica la pérdida de cardiomiocitos por
apoptosis. En pacientes con diabetes, el desarrollo de hipertensién puede ser esperado
como un mecanismo de transicién hacia la compensacion.

La asimilaciéon de glucosa por el mdusculo (cardiaco y esquelético) esta
determinada principalmente por 2 factores independientes pero interrelacionados, a
saber, las concentraciones locales de insulina y la intensidad del ejercicio/contraccion.
Los acidos grasos no esterificados (NEFAs) modulan el transporte de glucosa mediado
por insulina e inhiben la oxidacién de glucosa en mayor medida que la asimilacién de
glucosa por el corazéon [Randle y col, 1963]. Sin embargo, la glucosa suprime la
oxidacion de &cidos grasos de cadena larga [Taegtmeyer y col., 1980], a través de la
inhibicién de la carnitina palmitoiltransferasa I por malonil-CoA [Saha y col., 1997].

La secrecién de insulina estimula la asimilacién de glucosa en los miocitos por
aumento de la translocacién del transportador de glucosa GLUT-4 hacia la membrana
plasmatica. Ademas, la insulina inhibe la liberacién de NEFAs desde el tejido adiposo.
Asi, disminuyen las concentraciones plasmaéticas de los acidos grasos y por lo tanto se
previene la inhibicién de la glicdlisis y la oxidacién de piruvato mediada por NEFAs,
asi como el efecto inhibidor de los mismos en la sefializacién de insulina. La magnitud
del consumo de glucosa observada con algunas concentraciones de insulina in vivo se
verd reducida a medida que aumentan las cantidades circulantes de NEFAs. Este
principio de competicion de sustratos entre glucosa y NEFA es tan conocido, que
inicialmente los investigadores asumieron incorrectamente que la diabetes tipo 2 era
secundaria a una elevacion crénica de los niveles de NEFAs en el plasma [DeFronzo
1988]. La supresion de la oxidacion de glucosa por los acidos grasos, sin embargo, es
s6lo un componente mas de un complejo sistema de interacciones metabdlicas.

La oxidaciéon de los acidos grasos y la de glucosa estan estrechamente
interrelacionadas. Los acidos grasos son capaces de inhibir la utilizacién de glucosa de
forma aguda, como describieron Randle y col. en 1963. En cambio, la glucosa es capaz
de inhibir la oxidacién de acidos grasos en el corazén y en el musculo esquelético,
preferentemente a través de la elevacion de las cantidades intracelulares de malonil-
CoA. Las evidencias existentes también sugieren que elevaciones sostenidas en el
tiempo de la disponibilidad de glucosa podrian bloquear la utilizacién de acidos

grasos a nivel de la expresién génica. La glucosa podria, por lo tanto, descender la
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asimilacién de acidos grasos no solo a través de la expresion de PPARa, sino también a
través de la activacion de factores de transcripciéon que se unen al promotor de los
genes del metabolismo de los &cidos grasos.

En diabetes, el corazén estd expuesto a un ambiente hiperinsulinémico e
hiperglucémico. Inicialmente, se adapta a este ambiente incrementando la expresion
de proteinas del metabolismo de acidos grasos, de esta forma aumenta su dependencia
de los acidos grasos como combustible. Este corazén adaptado es capaz de mantener la
produccién cardiaca bajo estas condiciones. Sin embargo, cabria la posibilidad de que
una exposicién continuada a este ambiente metabdlico pudiera conducir a una
disfuncién cardiaca. A medida que la diabetes progresa, la excesiva disponibilidad de
acidos grasos y lipidos podria exceder la tasa de uso por el corazén, produciendo una
acumulacion lipidica en los cardiomiocitos. Esta acumulaciéon en las células también
ocurre en pancreas y estd asociada con un fenémeno conocido como lipotoxicidad [Lee
y col., 1994; Zhou y col., 2000]. Se ha formulado la hipétesis de que un exceso de
lipidos y acidos grasos, a través de acil-CoA de cadena larga, provocaria un aumento
de las ceramidas intracelulares que mas tarde induciria la acumulacién de ROS, iNOS
y apoptosis. La menor dependencia de los acidos grasos como sustrato del corazén
hipertrofiado en un medio diabético precipitaria la deposiciéon lipidica en los
cardiomiocitos, y por lo tanto aceleraria la lipotoxicidad.

Al igual que una acumulacion lipidica intracelular excesiva es dafiina, una
acumulacion excesiva de metabolitos de glucosa también lo es y estd asociada con
varias patologias. La asimilacion de glucosa excesiva induce resistencia a la accién de
la insulina en muchos 6rganos, incluyendo miusculo esquelético, higado y tejido
adiposo. Junto con la resistencia a la acciéon de la insulina inducida por glucosa, el
corazén diabético tiene una menor sensibilidad a la insulina. La hiperglucemia crénica
estd asociada con productos finales de la glicosilaciéon (AGE) y la generacién de ROS

[Rosen y col., 1998].

7. OBESIDAD Y DANO CARDIOVASCULAR

La resistencia a la accion de la insulina puede estar relacionada con
anormalidades genéticas en unos pocos individuos, pero en la mayoria parece
relacionarse con obesidad, particularmente con obesidad central o visceral. Varios
estudios, sugieren que la resistencia a la insulina en muchos pacientes con diabetes

tipo 2 es el resultado de un incremento en la adiposidad visceral [Lemieux y col., 1996;
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Banerji y col., 1997]. Se ha hipotetizado que la liberacién directa de acidos grasos libres
y/u otros productos procedentes del tejido adiposo en la circulacién portal y el
higado, podrian ser un mecanismo importante causando resistencia a la insulina.

Numerosos estudios clinicos y epidemiolégicos han mostrado evidencias de que
muchos factores metabolicos, cardiovasculares y antropométricos acttian juntos. Entre
estos factores se encuentran: resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, intolerancia a
la glucosa, obesidad central, hipertension, dislipemia (TGDs altos, cHDL plasmético
bajo, aumento en la proporciéon pequefias LDL en plasma), aumento de PAI-1 en
plasma y un aumento de la enfermedad aterosclerética.

La relacion entre resistencia a la insulina y/o hiperinsulinemia con
aterosclerosis acelerada parece ser mds una asociacién que una relaciéon casual.
Estudios epidemiolégicos han mostrado que existe una correlacion entre las
concentraciones plasméticas de insulina y el desarrollo de enfermedad coronaria
cardiaca en diabéticos y en aquellos que no lo son [Diabetes Trial Research Group

1993].

8. TEJIDO ADIPOSO Y SU IMPLICACION EN DIABETES

El tejido adiposo se distribuye en distintas localizaciones en el organismo. Sus
depésitos se encuentran principalmente a nivel subcutdneo, mesentérico, perigonadal,
perirrenal y retroperitoneal.

Se diferencian dos tipos de tejidos adiposos: el tejido adiposo blanco (WAT) y el
tejido adiposo pardo o marrén (BAT). Ambos tejidos estdn formados por adipocitos,

pero presentan diferencias en coloracion, morfologia, distribucién, genes y funcién.
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Figura 12. Localizacién de los depésitos de tejido adiposo en el cuerpo humano. A la
izquierda, se representan las localizaciones del tejido adiposo marrén (cervical,
supraclavicular, paravertebral y en neonatos también es interescapular). A la derecha, se
pueden ver las localizaciones del tejido adiposo blanco que son mucho mas numerosas
[Adaptado de Gesta y col., 2007 ].

8.1. TEJIDO ADIPOSO BLANCO

El tejido adiposo blanco estd formado por adipocitos, preadipocitos, células
endoteliales, macréfagos, fibroblastos y leucocitos. Los adipocitos son uniloculares. Se
encargan de acumular la grasa en forma de una enorme gota lipidica que ocupa la
mayorfa del citoplasma celular, desplazando el ntcleo y los orgdnulos hacia un

extremo del adipocito (Figura 13).

v

YA 8

Figura 13. Tejido adiposo blanco. A la izquierda, se puede ver un esquema de la disposicién
del nucleo y de los organulos en un adipocito blanco repleto de la gota lipidica. A la derecha,
se representa una microfotografia de un corte histolégico del tejido adiposo blanco.
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Cuando el organismo necesita energia, el tejido adiposo blanco lleva a cabo la
lipolisis que consiste en la hidrélisis de los TGDs a acidos grasos y glicerol, por la
Lipasa sensible a hormonas (HSL) (Figura 14). Esta reaccion de lipdlisis es inhibida por

la insulina.
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Figura 14. Esquema del transporte de lipidos entre un adipocito y un capilar. Las
lipoproteinas sanguineas son catabolizadas por la LPL y se transportan al adipocito donde se
transforman en TGDs. Estos, son hidrolizados por la HSL, y los 4cidos grasos resultantes pasan
al capilar. La glucosa sanguinea también puede penetrar en el adipocito, dando lugar a lipidos.

Durante mucho tiempo se pensé que la tnica funciéon del WAT era la de
reservorio energético, pero se ha ido poniendo de manifiesto la importancia de este
tejido como 6rgano secretor, produciendo sustancias que actuaran endocrina, paracrina
y autocrinamente [Fruhbeck y col., 2001]. Entre las sustancias secretadas por el WAT se
encuentran moléculas implicadas en la regulaciéon del peso corporal (leptina y
adiponectina), en la inflamaciéon (TNF-o, IL-1, IL-6, MCP-1), en la funcién vascular
(PAI-1), en la resistencia a la insulina (insulina) y en la funcién reproductora
(estrégenos).

La leptina actta en el hipotdlamo inhibiendo el apetito [Inui 1999], pero también
realiza otras acciones a nivel periférico. Las concentraciones de leptina son
proporcionales a las de insulina y regulan las células de los islotes pancreaticos [Park,
S.y col,, 2010]. Las citoquinas inflamatorias inducen la produccién de leptina, al igual

que los esteroides ovéricos, mientras que los andrégenos masculinos la inhiben.

44



INTRODUCCION

Cuando hay un descenso en la sefializaciéon de leptina o en la funcién de su receptor, se
produce un aumento de la ingesta de comida y un descenso del gasto de energia, lo
que produce obesidad, hiperfagia e hiperinsulinemia. En las personas obesas se
encuentra un aumento de las concentraciones de leptina que se debe a una resistencia a
la acciéon de esta adipoquina. Varios estudios han mostrado que altas concentraciones
de leptina se correlacionan positivamente con indices de resistencia a la insulina, asi
como con elevadas concentraciones de citoquinas inflamatorias [Peti y col., 2010; Brito
y col., 2010: Gnacinska y col., 2010].

Otra adipoquina secretada por el WAT es la adiponectina. Esta hormona induce
la secrecion de las moléculas vasculares VCAM-1 e ICAM-1 [Juge-Aubry y col., 2005];
tiene también un efecto antioxidante [Ouedraogo y col., 2006], aumenta la produccién
de NO y realiza una funcién protectora sobre la vasculatura mediante la reduccion de
la agregacion plaquetaria y la vasodilataciéon [Matsuo y col., 2007; Ouchi y col., 2003b].
Al contrario que la leptina, la adiponectina tendria un efecto antiinflamatorio
[Gnacinska y col., 2010]. Por si misma, la adiponectina tendria un efecto
antiaterosclerdtico, actda como un factor antitrombético e inhibe la activacién de
macréfagos y la acumulacién de células espumosas [Ouchi y col., 2003a; Kato y col.,
2006; Wang, Y. y col., 2005]. De hecho, patologias como la aterosclerosis, la enfermedad
coronaria cardiaca y la resistencia a la insulina, se han relacionado con un descenso en
las concentraciones de adiponectina [Trujillo y Scherer 2005].

De las citoquinas secretadas por el WAT, la mas importante seria TNF-o debido
a la funcién reguladora que ejerce sobre el resto, ya que estimula su produccién y
liberacién. Ademas desciende las concentraciones de adiponectina y leptina y facilita la
disfuncién endotelial y la aterogénesis [Wang, B. y Trayhurn 2006; Hector y col., 2007;
Mateo y col., 2007]. E1 TNF-a es un estimulante de la lipdlisis e inhibe la LPL en lo que
podria considerarse como un mecanismo para reducir el tamafio excesivo de los
depositos de grasa [Cruz-Garcia y col., 2009]. Sin embargo, altas concentraciones de
TNF-o en el WAT estarfan implicadas en la resistencia a la insulina que aparece en
personas obesas, ya que se sabe que inhibe la ruta de sefializaciéon de dicha hormona
[Hotamisligil y col., 1994].

El PAI-1 secretado por el WAT aumenta cuando se desarrolla la resistencia a la
insulina y se ha relacionado con trombosis y aterosclerosis en pacientes diabéticos (ver

apartado 4.5.5).
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Las quimioquinas producidas por el WAT (IL-8, MCP-1, etc.) estdn reguladas
por adipoquinas como la leptina [Laing y Secombes 2004]. MCP-1 es un mediador del
reclutamiento de linfocitos y monocitos. Su secrecién se ve aumentada por leptina,
obesidad y hormonas que inducen resistencia a la insulina [Kralisch y col., 2007]. MCP-
1 esta asociada con la enfermedad aterosclerética (ver apartado 4.5.2).

En resumen, el aumento de la masa adiposa visceral (dénde se localiza la
mayoria del WAT) es un factor de riesgo para el desarrollo de resistencia a la insulina,

sindrome metabdlico, diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular.

8.2. TEJIDO ADIPOSO MARRON

El tejido adiposo marrén o BAT estd formado por adipocitos multiloculares (es
decir, acumulan los TGDs en forma de varias gotas de grasa) con numerosas
mitocondrias. De hecho estos adipocitos junto con los cardiomiocitos, son las células
del organismo con mayor nimero de mitocondrias [Napolitano y Fawcett 1958; Cinti
2000]. Ademas, el BAT estd muy vascularizado y enervado (Figura 15).

Este tejido se encuentra sobre todo en pequefios mamiferos y en neonatos
humanos. Se encarga de disipar calor, siendo responsable de la termogénesis, funciéon

que realiza mediante la proteina desacoplante 1 (UCP-1) (ver apartado 9).
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Figura 15. Microfotografia del tejido adiposo marrén teftido con tricromico de Masson. Se
pueden observar las multiples gotas de grasa que ocupan su citoplasma, asi como los nicleos
celulares.

Recientemente se han mostrado evidencias de que el tejido adiposo marrén,
ademads de su papel en la termogénesis sin tiriteo, podria ser un tejido que consumiera
tanta energia como para influir en la grasa corporal y en el riesgo de obesidad y
diabetes [Cypess y col., 2009; Wijers y col., 2009].

La termogénesis se realiza en respuesta a bajas temperaturas y otros factores que

estimulan el sistema nervioso simpatico. Entonces se pone en marcha la lipdlisis
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mediante la activaciéon de la HSL. Los &cidos grasos libres (AGL) se unen a su proteina
de unién (FABP) y se transfieren a la mitocondria por la activaciéon del sistema
lanzadera de carnitina. A continuacién, los AGL sufren la B-oxidacién y junto con el
ciclo del &cido citrico, generan poder reductor en forma de FADH y NADPH, y estos se
oxidan en la cadena transportadora de electrones. Como resultado, los protones son
lanzados a través de la bomba de protones de la membrana mitocondrial para formar
el gradiente que permite que UCP-1 conduzca estos protones de vuelta a la matriz
mitocondrial en un proceso que genera calor [Rousset y col., 2004]. La forma en que los
AGL activan UCP-1 todavia no esta clara, se cree que podrian funcionar como
cofactores, reguladores alostéricos o lanzaderas de protones.

El hecho de que el BAT esté muy vascularizado, maximiza la transferencia de
calor a los tejidos perfundidos por la sangre que circula a través del BAT, incluyendo
6rganos vitales y el sistema nervioso [Smith, R. E. y Roberts 1964]. Esta vascularizacién
se ve aumentada en respuesta a bajas temperaturas mediante un mecanismo que
implica la estimulaciéon de la angiogénesis por activaciéon del sistema nervioso
simpético [Asano y col, 1997]. Ademas, se ha publicado que la insulina podria
estimular el crecimiento de capilares en el BAT de ratas expuestas a altas temperaturas
[Yamashita y col., 1992].

La obesidad es un desequilibrio entre la ingesta y el gasto de energia. El hecho
de que se genere calor a expensas de la energia necesaria para mantener la masa
corporal, podria ser critico para la supervivencia durante largos periodos de escasez.
Por lo tanto, seria esperable que especies e individuos con pequefas cantidades de
BAT estuvieran predispuestos a una excesiva ganancia de peso en condiciones de gran
disposicion de nutrientes.

De hecho, se le ha reconocido al BAT su potencial y demostrada capacidad
“antiobesidad”. Determinado tipo de dietas que producen hiperfagia en roedores (las
llamadas “dietas de cafeteria”) estimulan la expansion y activacién de la “grasa parda”,
en un aparente esfuerzo fisiolégico por contener la ganancia de peso y el desarrollo de
la obesidad, en un fenémeno denominado termogénesis inducida por la dieta
[Rothwell y Stock 1979]. Cuando se elimina genéticamente el BAT, mediante la
expresion de una toxina dirigida a ese tejido, se produce una predisposicién a la
obesidad y a la enfermedad metabolica [Lowell y col., 1993]. Asimismo, la delecién de
UCP-1 en ratones, provoca un aumento en la ganancia de peso, siempre que se les

mantenga a temperaturas templadas [Feldmann y col.,, 2009]. De hecho, se ha
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demostrado de forma clara que UCP-1 es un factor clave en la termogénesis inducida
por la dieta. Ademds, un amplio nimero de estudios genéticos en ratones han
mostrado que aumentos experimentales en la cantidad y/o funcion de grasa marrén
promueven un fenotipo delgado y saludable [Kopecky y col., 1995; Kopecky y col.,
1996, Cederberg y col., 2001; Tsukiyama-Kohara y col.,, 2001; Xue y col., 2007].
Especificamente, ratones con altas cantidades de BAT ganan menos peso, son mas
sensibles a la insulina, tienen niveles mas bajos de 4cidos grasos libres en suero y estan
protegidos contra la diabetes y otras enfermedades metabdlicas. Finalmente, la
estimulacion de la termogénesis mediada por el BAT en animales adultos mediante
tratamiento farmacolégico con agonistas -adrenérgicos o agonistas de los receptores
tiroideos, reduce la obesidad, pero estos agentes tienen demasiados efectos secundarios

no deseados para utilizarlos como tratamiento clinico [Arch 2002].

9. PROTEINAS DESACOPLANTES (UCPs) Y DIABETES

Las UCPs o proteinas desacoplantes son una familia de proteinas
transportadoras que proporcionan medios alternativos para la reentrada de protones
desde el espacio intermembrana a la matriz mitocondrial, y que no esta acoplada a la
sintesis de ATP. Se ha demostrado que estas proteinas de unién a la membrana
mitocondrial interna, desacoplan la sintesis de ATP del metabolismo oxidativo, por
consiguiente disipan energia en forma de calor [Rousset y col., 2004].

Se han descrito varios homélogos (UCP-1, -2, -3, -4 y -5), pero los mds conocidos
son los tres primeros. UCP-1 se expresa principalmente en el tejido adiposo marrén,
dénde esta envuelta en la termogénesis sin tiriteo, se encarga de disipar la energia en
forma de calor. UCP-2 se expresa de forma ubicua, minimiza la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) derivadas de las mitocondrias [Duval y col., 2002; Paradis
y col.,, 2003]. UCP-3, por otro lado, muestra una distribucioén tisular mas limitada,
encontrdandose muy expresada en tejidos con alta capacidad de B-oxidacion de los
acidos grasos, como el tejido adiposo marrén, el musculo esquelético y el corazén
[Hesselink y col., 2003; Rousset y col., 2004; Schrauwen y col., 2003].

Debido a sus funciones metabdlicas, las tres estan intimamente relacionadas con
la diabetes y el desarrollo de resistencia a la insulina. En estudios realizados en ratones
transgénicos a los que se habia causado una atrofia del BAT, se puso de manifiesto la
importancia de UCP-1. Estos ratones sin BAT presentaban una ganancia de peso muy

elevada y desarrollaban enfermedades relacionadas con la obesidad como son la
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resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, hiperglicemia e hiperlipidemia, es decir, el
cuadro sintomatico tipico de la diabetes tipo 2 [Hoag y col., 1995; Lowell y col., 1993].
UCP-2 tiene una expresiéon ubicua, por lo tanto, se expresa en células f del
péancreas. La sobre-expresion de esta proteina causa la supresion total de la secrecion
de insulina estimulada por glucosa en los islotes pancreaticos [Chan y col., 1999]. De la
misma forma, en ratones carentes de UCP-2 se ha observado un aumento de la
secreciéon de insulina en los islotes pancreéticos que se corresponde con una mayor
concentracion de insulina plasmatica y unos niveles de glucosa mas bajos [Zhang y
col.,, 2001]. Estos resultados se vieron confirmados mediante la supresiéon de expresion
de la proteina en dos modelos animales de diabetes y resistencia a la insulina, donde la
ausencia de UCP-2 causaba un aumento significativo de la secreciéon de insulina y
mejoraba la sensibilidad a la insulina en todo el organismo [De Souza y col., 2007]. Asf,
ademas de propiciar el fenotipo diabético por el aumento de la secreciéon de insulina, el
descenso de la expresion de UCP-2 aumenta la resistencia a la insulina en los tejidos
periféricos, como el tejido adiposo blanco [De Souza y col., 2003]. Ademads, parece ser
que UCP-2 estableceria un vinculo entre el exceso de &cidos grasos y una peor
secrecion de insulina en respuesta a la glucosa, ya que una exposicién crénica de las
células B pancreéticas a los acidos grasos, provocaria un aumento de la expresion de
UCP-2 que a su vez causaria un descenso de la respuesta de la célula B a la accion de la
glucosa y una menor secrecion de insulina. Asi, se establecerfa una relacién entre
obesidad y diabetes tipo 2 [Lameloise y col.,, 2001]. Sin embargo, también existen
numerosos estudios en los que se muestra que UCP-2 atentia el estrés oxidativo y por
lo tanto, promoveria la supervivencia en las células o y B del pancreas [Diao y col.,
2008; Emre y col., 2007] y en neuronas [Paradis y col., 2003]. Ademads, se ha descrito
que UCP-2, a través de la regulacion del estrés oxidativo, confiere proteccion frente a la
aterosclerosis [Blanc y col., 2003] incluso en pacientes diabéticos e hipertensos [Park, J.
Y.y col.,, 2005] y en modelos de dieta rica en grasas y colesterol [Moukdar y col., 2009].
Las funciones de UCP-3 incluyen la regulacién del metabolismo de &cidos grasos
[Bezaire y col., 2005], del estado redox y de la formacién de ROS [Korshunov y col.,
1998], aunque la funcién principal de UCP-3 parece ser la de conferir proteccion a la
mitocondria frente a la lipotoxicidad [Nabben y Hoeks 2008]. Se ha observado que los
ratones que sobreexpresan UCP-3 de forma constitutiva presentan una “resistencia” al
desarrollo de obesidad inducida por la dieta, ademas de estar protegidos frente a la

resistencia a la insulina [Son y col.,, 2004]. El hecho de que UCP-3 se exprese
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fundamentalmente en el musculo esquelético, que éste sea el tejido periférico
mayoritario y que la principal causa de la diabetes tipo 2 sea la resistencia a la insulina
periférica [Chan y Harper 2006], implica que UCP-3 se considere una posible diana
terapéutica para la enfermedad, ya que podria tratarse la resistencia a insulina en el
musculo esquelético disipando energia de la reserva de grasa. Se ha observado que en
pacientes diabéticos a los que se les administré rosiglitazona (agonista de PPAR
utilizado en el tratamiento de la resistencia a la insulina) se produjo un aumento de la
expresion de UCP-3 y una mejora de la resistencia a la insulina [Schrauwen y col.,

2006].

10. ENVEJECIMIENTO, RESISTENCIA A LA INSULINA Y
DANO CARDIOVASCULAR

El envejecimiento es un proceso fisiologico progresivo, deletéreo y que implica
a todo el organismo.

La estimaciéon de envejecimiento se puede hacer por varios parametros aparte
de la edad, como son: manifestaciones metabdlicas reveladas en los niveles sanguineos
de colesterol total, cHDL, cLDL, secrecién de insulina e indice de masa corporal (BMI).
Todos estos pardmetros estan estrechamente relacionados con el sindrome metabdlico.

Como hemos dicho antes, el envejecimiento es un proceso de todo el
organismo, pero no todos los 6rganos envejecen sincrénicamente. De hecho, hay
6rganos que muestran cambios tempranos, como la piel y los huesos, mientras que
otros, especialmente el cerebro, envejecen mas tardiamente.

Entre las manifestaciones del envejecimiento se encuentran:

e Hipercolesterolemia: aumentan los niveles sanguineos de colesterol total y
cLDL , mientras que la cantidad de cHDL disminuye a medida que avanza la
edad [Kaplan y col., 2010; Peterson y col., 2010]

e Hiperglucemia: desde hace afios se sabe que los individuos ancianos tienen
una peor tolerancia a los glacidos [Davidson 1979; Crockford y col., 1966]. De
hecho, la edad desempefia un papel principal en el desarrollo de alteraciones
del metabolismo de la glucosa.

e Resistencia a la insulina e hiperinsulinemia: estd demostrado que la
intolerancia a la glucosa relacionada con la edad a menudo esta acompanada

de resistencia a la insulina, aunque no siempre se detecta un aumento de los
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niveles circulantes de insulina [Chang y Halter 2003]. Sin embargo, se
esperaria una hipersecreciéon compensatoria de la hormona.

Obesidad: podria deberse a una alteracion en la regulacion del peso
corporal, causada por la resistencia a la leptina [Zoico y col.,, 2010]. La
obesidad no sé6lo se relaciona con la edad, pero acelera las tasas de
envejecimiento y disminuye la esperanza de vida. Asi que, dependiendo del
grado, podria decirse que la obesidad acorta la esperanza de vida [Fontaine y
col.,, 2003]. A medida que se avanza en la edad adulta se produce un
aumento de la masa grasa principalmente visceral, que estd estrechamente
relacionada con el descenso de la accién hepatica de la insulina [Barzilai
1999]. Esto estd probablemente relacionado con un fallo del efecto de la
leptina, lo que fundamentalmente parece ser dependiente de la edad.
Aterosclerosis: junto con un aumento de la glucemia en el ayuno y una peor
tolerancia a glucosa, su prevalencia se correlaciona positivamente con la
edad, aunque la intolerancia a la glucosa parece estar especialmente asociada
con una mayor incidencia de enfermedad coronaria cardiaca [Blake y col.,
2004]. Sin embargo, es probable que la actividad aterogénica de Ila
intolerancia a la glucosa sea debida a una resistencia a la insulina simultdnea
[Festa y col., 2004]. La edad representa un factor de riesgo muy importante
para la enfermedad cardiovascular. Ademas, hay que tener en cuenta que la
vida de las células es limitada, y poco antes de su muerte entran en un
proceso llamado senescencia. Las células en dicho estado son viables,
metabdlicamente activas pero tienen una expresién génica y proteica
alterada; asi las células endoteliales senescentes estan relacionadas con el
desarrollo de aterosclerosis [McEwen y col., 2005]. El envejecimiento también
estd relacionado con el aumento del estrés oxidativo y la disfuncién
endotelial [Brandes y col., 2005; Di Massimo y col., 2006; Brown y col., 2007].
El envejecimiento y otros factores de riesgo ateroscleréticos parecen regular
al alza las rutas que aumentan la produccién de ROS, mientras que se ha
mostrado que los mecanismos antioxidantes pueden reforzarse o disminuir
con la edad [Csiszar y col., 2007; Dasari y col., 2006; Kishido y col., 2007;
Kuro-o 2008].
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OBJETIVOS

En las sociedades occidentales se ha producido un aumento de la prevalencia de
la obesidad y de las enfermedades metabdlicas relacionadas con ella, tales como el
sindrome metabdlico y la diabetes tipo 2 [Haffner, S. y Taegtmeyer 2003]. Los
individuos aquejados de las dolencias citadas, sufren los efectos de la resistencia a la
accion de la insulina [Saltiel y Kahn 2001] y del dafio cardiovascular, y éste es una de
las principales causas de muerte en la poblacién con enfermedad cardiovascular. La
diabetes también esta asociada con una aterosclerosis avanzada que afecta a las arterias
que abastecen a corazoén y cerebro. Como resultado, los pacientes diabéticos tienen un
riesgo mucho mayor de infarto miocardico y cerebral. Ademas, la poblacién humana
cada vez es més longeva. Asi, todos estos problemas de salud se ven agravados por los
efectos deletéreos del envejecimiento. Sin embargo, en el dltimo afio han aparecido
evidencias de la posible funcion frente a estas complicaciones, sobre todo en los
pacientes de edad avanzada, de un tejido hasta ahora poco relevante en el ser humano
adulto, como es el tejido adiposo marrén [Cypess y col., 2009].

Por esta razén, hemos querido estudiar los efectos que una dieta rica en grasas y
el envejecimiento causan en el organismo, respecto a la resistencia a la insulina y su
efecto en el desarrollo de la lesion vascular. Ademas del papel que el tejido adiposo
marrén puede tener en estas patologias, se han analizado los mecanismos moleculares

que pueden estar implicados. Para ello, nos hemos planteamos los siguientes objetivos:

1. Estudiar el papel diferencial del desarrollo o no de los mecanismos
compensatorios frente a la resistencia a la insulina asociada a la obesidad

en la lesion vascular.

2. Estudiar la posible implicacién del tejido adiposo marrén asociado con el

envejecimiento en el desarrollo de la lesion vascular.

3. Analizar los mecanismos moleculares implicados en la resistencia a la
insulina ocasionada por la exposicién a acidos grasos en dos modelos

cardiovasculares in vitro.
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1. ESTUDIOS EN LOS MODELOS EXPERIMENTALES

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron los siguientes ratones: wild type;
ratones con el exén 4 del Receptor de Insulina (IR) flanqueado por secuencias LoxP
(IRLoxP/LoxP); ratones transgénicos que expresan la recombinasa Cre bajo el
promotor de UCP-1 (UCP-1-Cre) y ratones que presentan el gen del IR inactivado

especificamente en el tejido adiposo marrén (BATIRKO).

Nuestros ratones fueron mantenidos en condiciones estandar de luz (ciclos
luz/oscuridad de 12 horas, 8:00-20:00/20:00-8:00), temperatura (23,3°C) y humedad
(65,1%) durante todo el periodo experimental. Todas las manipulaciones con animales
se realizaron entre las 9:30 y 12:30 horas, de acuerdo con las Normativas
Internacionales para el uso y manejo de animales de laboratorio aprobadas por el
National Research Council (Washington, 1996), la Directiva Europea 86/609 CEE y bajo

las normas previstas por el Comité Etico de la Universidad Complutense de Madrid.

Los animales se encontraban separados por genotipos. Se dividieron en dos
grupos: Control (formado por LoxP/LoxP y fenotipo wild type y denominado C) y
BATIRKO (genotipo UCP-1-Cre; LoxP/LoxP, y denominado B).

1.1. DISENO DEL MODELO EXPERIMENTAL DE RESISTENCIA A LA INSULINA
ASOCIADO A OBESIDAD (BATIRKO OBESO)

-
| Dieta HFD 16 semanas (Controles y BATIRKO) |

| Dieta STD 16 semanas (Controles y BATIRKO) |

Figura 16. Esquema del modelo experimental de obesidad.

A las 17 de semanas de edad aparece el fenotipo BATIRKO. En ese momento, los
animales de ambos grupos (C y B) se separaron a su vez en otros dos, dependiendo de la

alimentaciéon que fueran a recibir (Figura 16).

El grupo de Dieta Estandar (STD) recibi6 una dieta estindar de mantenimiento, no

purificada, especifica para roedores (Panlab A04), con un valor energético de 2,9 kcal/gy
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con la siguiente composicion: 16% proteinas, 3% lipidos, 60% carbohidratos, 12% agua,

5% cenizas y minerales, 4% fibras.

El grupo de Dieta Rica en Grasas (HFD) recibi6 una alimentacién hipercaldrica,
con un valor energético de 5,2 kcal/g, procedente de una dieta grasa basada en la Panlab

A04 pero enriquecida con un 18% de manteca de cacao y un 15% de colesterol.

1.2. DISENO DEL MODELO EXPERIMENTAL DE ENVEJECIMIENTO ASOCIADO
CON LA PERDIDA DEL TEJIDO ADIPOSO MARRON

| Dieta STD 33 semanas (Cy B) | )

| Dieta STD 52 semanas (Cy B) |

Figura 17. Esquema del modelo experimental de envejecimiento.
Los animales alimentados con dieta estandar, se separaron en dos grupos, de 33 y
52 semanas, en funcién de la edad de sacrificio (Figura 17).

Asi, los ratones de 33 semanas son adultos y se veria el efecto del envejecimiento en

los ratones de 52 semanas.

1.3 OBTENCION Y GENOTIPAJE DE LOS RATONES TRANSGENICOS
1.3.1. Obtencidén de ratones UCP-1-Cre

Para obtener estos ratones, se construy6 un plasmido formado por un vector y un
inserto que incluja el ADNc de la recombinasa Cre, sus sefiales de localizacion celular y
una porcion del gen UCP-1 para asegurar especificidad, regulacién noradrenérgica y altos
niveles de expresion, tal y como se describi6 en el trabajo de nuestro grupo publicado por

Guerra y col. en 2001 [Guerra y col., 2001].

Una vez obtenido el plasmido, se procedié a una microinyeccién pronuclear del

ADN lineal dentro de los zigotos FVB/N] del Jackson Laboratory.

Para distinguir los ratones UCP-1-Cre/+ de los que no habian integrado el inserto,

se realiz¢6 el genotipaje del ADN obtenido de la cola del ratén, mediante RT-PCR.
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1.3.2. Obtencion de ratones IR LoxP/LoxP

Los ratones LoxP/LoxP, son ratones transgénicos derivados del linaje 129Sv,
C57Bl/6 y FVB, que tienen el exén 4 del gen del receptor de insulina flanqueado por
secuencias LoxP utilizando el sistema de recombinaciéon Cre/LoxP del bacteriéfago P1.
Este sistema permite flanquear el gen diana con secuencias LoxP introducidas mediante
recombinaciéon homologa. Mediante la expresién de la recombinasa Cre se puede

inactivar el gen flanqueado por las secuencias LoxP.

Estos ratones se obtuvieron a partir del cruce de ratones heterozigotos LoxP/+.
Una vez que las crias nacidas de este cruce cumplieron 3 semanas de vida, se destetaron y
se les corté una pequefia porcion de la cola para obtener y purificar el ADN vy asi realizar

el genotipaje.

1.3.3. Obtencién de los ratones carentes del IR de forma tejido especifica en el

tejido adiposo marrén (BATIRKO)

El raton BATIRKO se gener6 a partir de cruces sucesivos del raton transgénico
UCP-1-Cre e IR LoxP/LoxP. De esta forma se obtuvieron ratones IRLoxP/LoxP-UCP-1-
Cre que presentaron una delecién del receptor de insulina especifica en el tejido adiposo

marrén. En el resto de tejidos, este receptor hormonal se expresé de forma normal.

1.3.4. Purificacion del ADN de la cola de raton

La porcion de cola obtenida se introdujo en un tubo de 1,5 ml, se afiadieron 300l
de un tampoén constituido por Tris 50mM pH 8,0, EDTA 25 mM pH 8,0, NaCl 100mM, 1%
SDS y Proteinasa K (20mg/ml) y se incubé a 55°C durante toda la noche para que tuviera

lugar la digestion.

A la mafana siguiente, se afiadi6 la misma cantidad de fenol saturado con TE pH
8,0 (Tris 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8,0) y se agité durante 30-60 segundos en un

vortex. A continuacion se centrifugaron los tubos a 12.000 rpm durante cuatro minutos.

Se recogi6 el sobrenadante en un tubo nuevo y se le ahadi6é el mismo volumen de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), agitando manualmente de forma suave durante 30-
60 segundos. Posteriormente se realizé6 una nueva centrifugacion a 12.000 rpm durante

tres minutos.
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Se recogi6é el sobrenadante nuevamente y se le afiadié etanol absoluto frio,
mezclando por inversion hasta que comenz6 a precipitar el ADN. Cuando el ADN hubo
precipitado, se retir6 el etanol y se dejé secar durante 10-15 minutos. Una vez seco, el

ADN se resuspendi6 en TE.

1.3.5. Genotipaje de los ratones por PCR

A partir del ADN, se amplificé la hebra obtenida por el método de reaccién en
cadena de la polimerasa o PCR para asi conocer si los ratones obtenidos poseian el

genotipo de interés.

Para comprobar si los ratones habian incorporado o no las secuencias de interés, se

llevé a cabo una PCR con 150 ng de ADN, utilizando los primers descritos en la Tabla 3.

Genotipo | Primers (Secuencia) Sentido (S) Antisentido (AS) Tm y n° ciclos

(S) 5 CCTAAGGTCTGCCAAATC ¥ 57°C
LoxP/LoxP
(AS) 5TTAAAGCAATCCTCCTGCCTCAGCCT ¥ 30 ciclos
UCP-1 (S) 5 GTCTGCACTGGCACTACCTA ¥ S100
UCP-1-Cre | UCP-1 (AS) 5GGAGAAGCCTCATCAATGTCA 3’ 2 cidl
ciclos

Cre (AS) 5 CCATCGCTCGACCAGTTTAGT 3’

Tabla 3. Primers utilizados para el genotipaje de los ratones

Una vez amplificado el ADN, se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa al

2% y se obtuvieron 3 patrones distintos:
e LoxP/LoxP: aparece una banda de 320 pares de bases (pb)
e LoxP/+: dos bandas, una de 320 y otra de 280 pb.
e +/+:unasola banda de 280 pb.

Los ratones BATIRKO presentaron el patréon descrito para LoxP’/LoxP. Ademas, a
los ratones BATIRKO junto con los UCP-1-Cre, se les realiz6 una segunda PCR para saber
si presentaban la Cre-Recombinasa bajo el promotor de UCP-1. Para ello, se utilizaron los

primers descritos en la tabla 3 y se obtuvieron dos patrones diferenciales:
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e Presencia de UCP-1-Cre: tanto en el ratéon BATIRKO como en el UCP-1-Cre
aparecieron dos bandas de 600pb y 300pb. La primera de las bandas amplifica la
Cre-recombinasa bajo el promotor de UCP-1 y la segunda banda corresponde a

una region interna del dicho promotor.

e Ausencia de UCP-1-Cre: los ratones wild type e IRLoxP’/LoxP s6lo presentaron
una tnica banda de 300pb que corresponde con la region interna del promotor de

UCP-1.

2. ESTUDIOS IN VITRO

2.1. CULTIVO PRIMARIO DE CARDIOMIOCITOS NEONATALES

Para la obtenciéon de los cardiomiocitos de ratén, se procedio al cruce de ratones de
genotipo wild type y de ratones con el receptor de insulina flanqueado por secuencias
LoxP. Después del periodo de gestacién, se tomaron los neonatos de un dia, se
sacrificaron mediante decapitacion, se desangraron y se desinfectaron con etanol. Se les
extrajo el corazoén y a partir de ahi se procedi6 a trabajar en condiciones de esterilidad en

una cabina de flujo laminar vertical.

El cultivo primario se realiz6 a partir de los corazones de los neonatos en grupos de
tres. Se colocaron en un plato de plastico con PBS 1X para limpiar los restos de sangre que
pudieran quedar en el tejido. Con ayuda de material quirtargico estéril, se trocearon los
corazones y se introdujeron en 1 ml de una solucién de PBS 1x con 1,2 mg/ml de
colagenasa (Colagenasa tipo 2, Worthington) y 10 pg/ml ADNasa (DNAsa I grado II,
Roche).

Para la disgregacion del tejido, se incubé el tubo en un bafio a 37°C, dentro de la
cabina de flujo laminar, durante 10-20 min; tiempo durante el que se realiz6é un pipeteo
suave y continuo para separar las células. Una vez hecho esto, se tom¢ el sobrenadante,
desechando el tejido restante, y se afiadieron entre 3-5 ml de suero fetal bovino estéril y

filtrado con un filtro Millipore de 0,22um de tamatio de poro.

A continuacién, se centrifugaron los tubos con el suero fetal durante cinco minutos
a 1000 rpm y 4°C. Se elimino el sobrenadante y se resuspendieron las células mediante un
pipeteo suave, en 1 ml de medio apropiado para el cultivo de cardiomiocitos (DMEM y

M199 (3:1), 5% de suero fetal bovino, 10% de suero de caballo, 20 mM de HEPES, 0,2
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ng/ml de cardiotrofina-I (R&D Systems), 1uM de insulina (Sigma) y una mezcla de

antibiéticos y antiftingicos).

Posteriormente se sembraron las células durante 45 minutos para asi eliminar los
fibroblastos del sobrenadante ya que éstos se pegan con mas facilidad. Pasado ese tiempo,
el sobrenadante se sembro en platos previamente tratados con colageno (Collagen from rat
tail, Roche Applied Sciences) disuelto en una solucién de PBS al 0,2% de acido acético,

para asi facilitar la adhesién de los cardiomiocitos.

2.2. CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS DE MUSCULO LISO VASCULAR DE
AORTA DE RATON

Para obtener las células de musculo liso vascular de aorta de ratén, se necesitaron
ratones de genotipo wild type y LoxP/LoxP de aproximadamente seis semanas de edad.
Estos ratones se anestesiaron con Avertina® (12,5 mg de Tribromoethanol/ml, 250
mg/kg de peso del animal). Una vez que comprobamos la ausencia de reflejos ocular y
pedal, se procedié a extraer la arteria aorta tordcica del animal utilizando material

quirdrgico estéril. Las aortas se colocaron en un tubo con PBS 1x estéril.

A continuacion, dentro de campana, se procedi6 a la eliminacién de todo aquel
tejido que no perteneciera a la aorta, asi como de la capa adventicia de la misma. Una vez
las aortas limpias, se colocaron en placas de tres centimetros de didmetro que contenian
una mezcla de medio y colagenasa (DMEM suplementado con 20 mM de HEPES y 4mg
de colagenasa II/ml). Con un bisturi estéril se dividieron las aortas en secciones lo mas

pequefias posibles y se incubaron a 37°C durante 45-60 minutos.

Transcurrido este tiempo se recogié el medio con los trozos de aorta y se
centrifugaron a 900 rpm durante cuatro minutos. Se retir6 el sobrenadante y el
precipitado se resuspendié en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal

bovino. El ciclo de centrifugacién y resuspensién del precipitado se repiti6 tres veces mas

Después de la dltima centrifugacion, se resuspendio el precipitado con medio y se
sembro6 en placas. Este precipitado estaba compuesto de células de musculo liso de la

pared vascular y explantes de aorta.
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Figura 18. Esquema del cultivo primario de cardiomiocitos de ratén.
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Figura 19. Esquema de cultivo primario de células de musculo liso vascular de raton.
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2.3. OBTENCION DE LINEAS CELULARES DE CARDIOMIOCITOS Y DE CELULAS
DE MUSCULO LISO VASCULAR WILD TYPE E IR LoxP

Después de dos dias de estabilizaciéon del cultivo primario en el caso de los
cardiomiocitos y de que el plato llegara al 70-80% de confluencia en el caso de las células
de miusculo liso vascular, se procedi6 a la inmortalizacion de las células mediante
infeccién con particulas retrovirales portadoras de la construccion pBABE puro-Antigeno
T en presencia de (polibreno 8ug/ml). Este policatién favorece la entrada de las particulas

virales al interior de la célula.

La proteina Antigeno T del virus del polisoma SV40, proporciona a las células la
capacidad de propagarse indefinidamente y la inhibicién del crecimiento celular por

contacto tras alcanzar la confluencia.

Las células permanecieron en contacto con las particulas retrovirales durante 72
horas. Transcurrido este tiempo, se retiraron las particulas retrovirales y se procedio a la
seleccion de las células infectadas con el antibitico de seleccion, en este caso puromicina,

a una concentracién de 0,5 ng/ml, durante un tiempo de entre 2 y 3 semanas.

Durante el proceso de seleccion y clonaje, los cardiomiocitos se cultivaron en medio
DMEM enriquecido con suero de caballo al 10%, suero fetal bovino al 5%, 20 mM de
HEPES, 0,2 ng/ml de cardiotrofina-I, penicilina G, estreptomicina y anfotericina y las
células de musculo liso vascular de aorta en un medio similar pero suplementado sélo

con 10% de suero fetal bovino.

De los clones resultantes se seleccionaron aquellos que mejor fenotipo presentaron
de acuerdo con el tipo celular. De esta manera se obtuvieron las lineas celulares de
cardiomiocitos CM WT, CMIR LoxP y de mtsculo liso vascular, CMLV WT y CMLVIR
LoxP.

2.4. OBTENCION DE LINEAS CELULARES DE CARDIOMIOCITOS Y DE CELULAS
DE MUSCULO LISO VASCULAR CARENTES DEL IR (CMIR KO Y CMLVIR KO)

Las lineas celulares carentes del IR, denominadas CMIR KO y CMLVIR KO se
obtuvieron a partir de las lineas celulares LoxP mediante la tecnologia LoxP/Cre. Esta
técnica estd basada en la capacidad del enzima Cre recombinasa de reconocer y eliminar

cualquier secuencia de ADN flanqueada por dos secuencias LoxP. Las lineas celulares IR
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LoxP se caracterizaban por presentar el exén 4 del gen del IR flanqueado por secuencias
LoxP. Mediante infecciones con adenovirus que expresaban CRE (AdenoCRE) se
delecion6 el exén flanqueado, generandose un “codén de terminacion temprano” que

impidio la sintesis correcta del ARNm del IR, dando lugar a una proteina no funcional.

Las lineas celulares CMIR LoxP y CMLVIR LoxP se sembraron y crecieron en
medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino hasta que alcanzaron el 70-
80% de confluencia. En ese momento, se procedi6 a la retirada de medio de cultivo y tras
lavar las células con PBS, se infectaron con particulas virales AdenoCRE con un titulo de
10° pfu a una MOI (multiplicity of infection) de 10. Las células permanecieron en contacto
con las particulas virales durante una hora agitandose suavemente las placas cada quince
minutos, para favorecer el contacto entre las células y las particulas virales. Transcurrida
la hora de infeccién, se afiadi6 a cada una de las placas un pequefio volumen de medio
DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino. El volumen final de la placa no se
complet6 hasta transcurridas siete-ocho horas de la infeccién, permaneciendo las células
48 horas mas en contacto con las particulas virales. Finalmente, se obtuvieron varios
clones de cada una de las lineas celulares, que se analizaron mediante Western blot para

determinar la presencia o ausencia del IR.

Aquellos clones en lo que se habia obtenido éxito en la delecién del IR, fueron de
nuevo subclonados al menos en dos ocasiones mads, con el fin de garantizar la total
ausencia del IR. De todos aquellos clones generados se seleccionaron los que presentaron

un mejor fenotipo.

2.5. OBTENCION DE LINEAS CELULARES QUE EXPRESAN LAS ISOFORMAS A Y
B DEL RECEPTOR DE INSULINA (IR4 E IRp)

Las lineas IR Rec A e IR Rec B, que expresan de manera individual las isoformas A
(-ex6n 11) y B (+exon 11) del IR, respectivamente, se generaron a partir de las lineas

carentes del IR, CMIR KO y CMLVIR KO.

Las lineas IR KO se sembraron y crecieron en dos placas de cultivo cada una, en
presencia de DMEM suplementado al 10% de suero fetal bovino hasta que alcanzaron el
70-80% de confluencia. En ese momento, se retir6 el medio de cultivo y se lavaron las
células con PBS. A continuacién, se infecté una placa de cada linea con una de las

construcciones retrovirales que codificaban para las isoformas humanas IRa e IRg del IR,
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pBabe Hygro IRa y pBabe Hygro IRp, respectivamente, en presencia de polibreno
(Bug/ml). Las células permanecieron 48 horas en contacto con los retrovirus,
selecciondndose posteriormente con higromicina B como antibiético de seleccién a una

concentracién de 200pg/ml durante 2 semanas.

Las construcciones retrovirales pBabe Hygro IRa y pBabe Hygro IR fueron
amablemente cedidas por CR Kahn (Joslin Diabetes Center, Harvard Medical School,
Boston MA).

—-— Exon 4 IR _-_
@Cre Cre §

INFECCION RETROVIRAL SFLECCION CON
@ pBabe AgT puro @ PUROMICINA @
—_— —_——
48-72 h
CULTIVO IR LoxP
PRIMARIO

INFECCION ADENOVIRAL( 4o

@ AdenoCre

—— INFECCION RETROVIRAL
@ SELECCION CON pBabe IRA hygro
HIGROMICINA
pBabe IRB hygro IR KO
IR Rec B

Figura 20. Esquema del proceso de inmortalizacion del cultivo primario, seleccién y generaciéon
de las lineas celulares IR LoxP IR KO y reconstituidas con las isoformas de IR.

2.6. CARACTERIZACION DE LOS CULTIVOS PRIMARIOS Y DE LAS LINEAS
CELULARES OBTENIDAS

La caracterizacién de los cultivos primarios se realiz6 en el caso de las CMLV. Se
obtuvo el extracto de proteinas y se realiz6 un Western blot (ambos métodos explicados
en el apartado 3.15) con el anticuerpo de la a-actina de musculo liso (a-SMC), proteina

especifica de este tipo de células.
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A continuacién se comprobé que todas las lineas se habian inmortalizado
realmente, para ello se realizaron ambos Western blot frente al Antigeno T (asi se

comprueba la incorporacién del plasmido) y frente a p53.

Para comprobar que las células aisladas eran realmente cardiomiocitos, se realizé

un Western blot frente a la Troponina T, proteina especifica del corazén.

Las lineas con delecion del receptor de insulina y las lineas reconstituidas con las
isoformas A o B del IR, se caracterizaron mediante un Western blot frente a la subunidad
B de ese mismo receptor. Si el AdenoCRE habia funcionado, esos clones no mostraban IR.
Las lineas reconstituidas con las isoformas A o B, presentaron la banda correspondiente al
IR. Para comprobar que estas lineas Rec A y Rec B s6lo expresaban la isoforma A o B, se
caracterizaron mediante RT-PCR semicuantitativa. Asi se analiz6 la presencia o ausencia

del ex6n 11 del IR, respectivamente.

Se sembraron y crecieron las células de ambas lineas en medio DMEM
suplementado al 10% con suero fetal bovino hasta que alcanzaron la confluencia. A
continuacion se retiré el medio de cultivo, se lavaron con PBS y se obtuvo el ARN de cada
una de las lineas celulares segin el protocolo de extraccion de ARN descrito a

continuacion.

Con el fin de eliminar las posibles contaminaciones de ADN que pudiesen
interferir posteriormente en la reacciéon en cadena de la polimerasa, el ARN aislado se

traté con ADNasa I.

A continuacién se procedié a la sintesis del ADNc, utilizando el protocolo
correspondiente a la transcriptasa inversa M-ML V RT (GibcoBRL). El ADNCc se conservé

a -20°C hasta el momento de su utilizacion.

Los primers utilizados en el analisis del exén 11 fueron:

Primers Secuencia Sentido (S)  Antisentido (AS) Tm y n° ciclos

(S) 5' ATCAGAGTGAGTATGACGACTCGG 3’

IR Ratén exoén 11
(AS) 5' TCCTGACTTGTGGGCACAATGGTA 3’ 60°C
| , 30 ciclos
IR Humano exén (S)5' ACCAGAGTGAGTATGAGGATTCGG 3
11 (AS) 5' TCCGGACTCGTGGGCACGCTGGTC 3

Tabla 4. Primers utilizados para la caracterizacion de las isoformas del IR.
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El producto de la PCR se visualizé mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 2,5% en el que se observaron dos fragmentos: un fragmento de 258pb, que contenia
el ex6n 11; y un fragmento ligeramente mds pequerio, de 222pb, exento de dicho exon,

por lo tanto, se diferenciaban las dos isoformas del IR; IRa (-exén 11) e IRp (+exén 11).

2.7. CONGELACION, DESCONGELACION Y MANTENIMIENTO DE LAS LINEAS
CELULARES

2.7.1. Congelacién

La congelacion de las células se realiz6 a partir de placas en confluencia lavadas
con PBS y tratadas con tripsina 0,25% y EDTA 0,02% (Gibco®, Invitrogen). Una vez
levantadas las células del plato, se afiadi6 suero fetal bovino suplementado con 12%
DMSO (dimetil sulféxido) en el volumen adecuado para el tamafio del plato, y a
continuacién se guardaron en un vial de crioconservaciéon. La congelaciéon debe ser
progresiva, por lo que en un principio los viales se mantuvieron a -20°C durante 2-3
horas, seguido de 15-24 horas a -80°C, para finalmente disminuir la temperatura hasta los

-170°C en un tanque con nitrégeno liquido, hasta el momento de su utilizacion.
2.7.2. Descongelacién

La descongelaciéon ha de realizarse lo mas rapidamente posible con el fin de
garantizar la maxima viabilidad celular. Se extrajeron los viales del nitrégeno liquido y se
colocaron directamente en un bafio a 37°C. Una vez descongelados, se sembraron las
células en placas con DMEM 10% suero fetal bovino y se guardaron en el incubador a

37°C, con atmoésfera de 5% CO», 92-93% de aire y a una humedad relativa del 95%.
2.7.3. Mantenimiento

Para el mantenimiento de las lineas celulares, una vez alcanzada la confluencia
celular, se procedi6 a la division mediante el uso de tripsina. La reaccién se detuvo con
DMEM 10% suero fetal bovino (SFB) y en el caso de los cardiomiocitos, este medio se
suplementd con cardiotrofina-1 (0,2 ng/ml). Las células se resuspendieron
homogéneamente y la suspension celular se dividié6 en varias placas, poniendo la

densidad celular adecuada segtin las necesidades de cada experimento.
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3. TECNICAS EMPLEADAS EN LOS MODELOS IN VIVO E IN
VITRO

3.1. CURVAS DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA

En todos los grupos de ratones se estudi6 la tolerancia a la glucosa, mediante
una curva (GTT). Esta técnica sirve para determinar la rapidez de aclaramiento de la

glucosa en sangre.

Para llevar a acabo este estudio, se realizé un ayuno de los ratones durante toda
la noche, asi se puede conocer su glucemia basal. A la mafana siguiente, se inyect6 a
los animales, de forma intraperitoneal, glucosa a razén de 2g/kg de peso corporal y se
consideré ese momento como “tiempo cero”. Mediante una pequefia muestra de
sangre tomada de la cola, se midi6 la glucosa a los minutos 0, 30, 60 y 120 después de
la inyeccion de glucosa. Para ello se utiliz6 el sistema de tiras automatico Accu-Chek®

de Roche.

Si el animal es tolerante a la glucosa, a partir de los 30 minutos su glucemia debe

disminuir paulatinamente hasta alcanzar aproximadamente los valores iniciales.

3.2. CURVA DE TOLERANCIA A LA INSULINA

Para estudiar la tolerancia a la accion de la insulina de los ratones, se llevo a
cabo una curva de tolerancia a la insulina (ITT). Con esta técnica, podemos hacernos
una idea de la capacidad de reaccién del organismo a una dosis de insulina, midiendo
la glucemia. Asi, si después de la administracién de la insulina, hay un descenso de la
concentracion de glucosa en sangre que se va recuperando a medida que avanza el
experimento, se considera que el animal tiene una respuesta normal a la accién de

dicha hormona.

La ITT se llevé a cabo en ratones sin ayunar, es decir, la concentraciéon de
glucosa en sangre inicial es postpandrial. Se inyect6 insulina humana (1U/kg de peso
corporal, NovoNordisk) intraperitonealmente y se consider6 a este momento, el
tiempo cero. Se realizaron medidas de glucemia a los 0, 15, 30 y 60 minutos de haber
realizado la inyecciéon, utilizando el mismo sistema anteriormente citado. Los
resultados se expresaron como porcentaje de concentracién inicial de glucosa en

sangre
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3.3. TEST DE SECRECION DE INSULINA

También se realizaron experimentos de secreciéon aguda de insulina. Estos
estudios se realizan para comprobar la reaccion inmediata del pancreas frente a una

dosis de glucosa.

Para ello se ayund a los ratones durante toda la noche y posteriormente se

inyecto intraperitonealmente 3g/kg de peso corporal de glucosa.

Se tomaron muestras de sangre de la cola a los 0, 5 y 10 minutos desde la

inyeccion de glucosa que se consideré como tiempo cero.

El contenido de insulina en plasma se determiné mediante ELISA utilizando un

estandar de insulina murina (Cristal Chem).

3.4. SENALIZACION IN VIVO DE LA INSULINA

Se realizaron estudios de senalizacién de la insulina in vivo. Para ello, se realiz6
una inyeccién intraperitoneal de una disolucién de insulina de 1U/kg de peso
corporal (NovoNordisk) en ratones sin ayunar. A los cinco minutos se procedié al

sacrificio del animal y se extrajeron todos los tejidos necesarios.

Este tipo de estudios permiten conocer el estado de la ruta de sefializacion de la

insulina en el animal, y comprobar su respuesta frente a un estimulo.

3.5. CALCULO DEL HOMA-IR

Se calculé el HOMA-IR que es un indice que mide la relacién de resistencia a la

accion de la insulina y se halla mediante el siguiente algoritmo matematico:

[Glucosa (mg/dl) x 0,055] x [Insulina (mg/dl) x 24,25]/22.5.

3.6. DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO

Las mediciones de insulina se realizaron en plasma de dos formas, una por
radio-inmunoensayo (RIA), utilizando como estandar una insulina murina (Linco
Research Co.). La otra forma de medir la insulina fue mediante ELISA (Millipore). En

ambos casos se utiliz6 el plasma de los ratones ayunados 24 horas.

67



MATERIAL Y METODOS

Las concentraciones de leptina, adiponectina y factor necrético tumoral-o (TNE-
o) se midieron en el plasma obtenido de los ratones al final del estudio, mediante kits

de ELISA (Millipore y SABioSciences, respectivamente).

3.7. DETERMINACION DEL PERFIL LIPIDICO

En el plasma de los animales se midieron colesterol total, triglicéridos, glicerol y
las fracciones LDL y HDL del colesterol. Para ello se utilizaron métodos colorimétricos

de la casa Spinreact.

Las medidas del colesterol total y la fraccion cLDL se basan en las reacciones:

Reaccion Enzima
Esteres de colesterol & Colesterol + Acidos Grasos Colesterol Esterasa
Colesterol + O, > 4-Colestenona + H>O; Colesterol Oxidasa
2H,0; + Fenol + 4-aminofenazona = Quinonimina + 4H,O Peroxidasa

La quinonimina es un compuesto coloreado, la intensidad del color formado
serd proporcional a concentracién de producto de la reaccién y por tanto del lipido
inicial en la muestra. Esta intensidad de color se valora a distintas absorbancias. En el

caso del colesterol total se mide a 505nm, y en el del cLDL, es a 600nm.

La medida del cHDL se realiza utilizando un detergente que se adsorbe a la
superficie de las lipoproteinas LDL, VLDL y quilomicrones, de forma que sélo se
solubiliza el cHDL. Este cHDL liberado reacciona con los enzimas y cromégenos y

aparece color.

La determinacion de los triglicéridos se basa en las reacciones:

Reaccion Enzima
Triglicéridos + H>O = Glicerol + Acidos Grasos Libres Lipoprotein Lipasa
Glicerol + ATP - Glicerol-3 fosfato + ADP Glicerol Quinasa
Glicerol-3 fosfato + O2 = DAP + H2O; Glicerol fosfato oxidasa
H2O, + 4-AF + p-Clorofenol = Quinona + H,O Peroxidasa
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La quinona es un compuesto coloreado, la intensidad de color se mide a 505nm.

A mayor intensidad, més cantidad de triglicéridos presentes en la muestra.

3.8. REACTIVIDAD VASCULAR
La funcién vascular se estudié en anillos de la arteria aorta toracica al final del

tratamiento en todos los animales.

El dia del experimento, se aisl6 la aorta toracica, se limpi6 del tejido adyacente y
se coloco en una solucién de Krebs (118,5 mM NacCl, 4,7 mM KCl, 2,8 mM CaCl, 1,1
mM KHzPOq, 25 mM NaHCO;, 11,1 mM glucosa) oxigenada (95% O - 5%COz) a 4°C.
Después, se procedié a cortar la aorta tordcica en segmentos de aproximadamente

2mm de ancho.

Cada anillo se coloc6é en una copa con 5ml de tampoén Krebs gaseado a 37°C y
suspendido entre dos ganchos de acero con forma de L. El gancho superior se anclé a
un transductor de fuerza (FT03, Grass) acoplado a un sistema computerizado (Mc Lab
8E, AD Instruments) para medir la tensiéon isométrica. Los anillos se equilibraron
durante 60 6 90 minutos hasta que dej6 del fluctuar, cambiando el tampoén cada 15
minutos, y con varios ajustes de longitud hasta estabilizar la tensién basal a 1g. En
estudios previos, se encontré que 1g de tensién basal es la 6ptima para este tipo de

experimentos.

Cuando la tensién fue estable, comenzaron los experimentos y lo primero que se
hizo fue obtener la respuesta contractil de referencia conseguida con 120 mM de KCL
Esto se debe a que el KCI activa los canales de potasio dependientes de voltaje de

forma independiente.

La funcién endotelial se estudié evaluando las relajaciones dependientes de
endotelio a la accién de la acetilcolina (ACh) en concentraciones crecientes desde 109 a
10> M y relajaciones independientes de endotelio inducidas por nitroprusiato de sodio
en concentraciones crecientes desde 10 a 107M en anillos adrticos pre-contraidos con

fenilefrina a una concentracién de 10-°M.

Ademas se analiz6 la respuesta contractil a angiotensina II a una concentraciéon
de 10¢ M y al analogo de tromboxano A2 (U46619) en un rango de concentraciones
desde 10 a 10*M. Las contracciones se expresaron como porcentaje respecto a la

concentraciéon maxima alcanzada por el KCI.
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3.9. INMUNOHISTOQUIMICA

Para el analisis histolégico se emplearon dos técnicas, en funcién del material en

que estaban incluidos los tejidos.

Algunos tejidos (arco aértico, corazén y musculo esquelético) se incluyeron en
OCT (Tissue-tek) y se realizaron cortes de 7um de grosor, en un criostato a -20°C. Estos
cortes se trataron con acetona durante 10 minutos, para que tuviera lugar la fijaciéon
del tejido. A continuacién se realizé un tratamiento con metanol:H>O, (3%) para
inactivar la actividad peroxidasa endégena y después se realizaron lavados con PBS.
Posteriormente se realiz6 un bloqueo con una solucioén de PBS con 4% de BSA'y 6% de
suero del huésped del anticuerpo secundario durante una hora a temperatura

ambiente.

Para valorar la infiltracién de macroéfagos, la expresiéon de PAI-1 y la cantidad de
nitrotirosina, se utilizaron un anticuerpo de rata anti- F4/80 de raton (MCA497GA,
AbD Serotec), un anticuerpo policlonal de conejo anti-PAI-1 (Santa Cruz, ver tabla
X+3) y un anticuerpo policlonal de conejo anti-nitrotirosina (Upstate #06-284)
respectivamente. Se realiz6 una incubacién durante toda la noche con cada anticuerpo
primario, posteriormente se realizé un lavado con PBS y finalmente se incubaron las

muestras durante una hora, con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa.

Las secciones se tifieron con 3,3 L- tetrahidrocloruro de diaminobenzidina (DAB,
Dako Denmark) durante diez minutos a temperatura ambiente. A continuacién se
realiz6 una tincién de contraste con hematoxilina y se montaron con medio IBIDI. En
cada experimento, se realizaron controles negativos sin el anticuerpo primario o

usando un anticuerpo no relacionado, para comprobar la tincién no especifica.

Otros estudios histoquimicos se realizaron en pancreas incluidos en parafina,
que se cortaron en secciones de 5um de grosor a intervalos de 5mm. Para poder
estudiar el tejido, se elimind la parafina y se hidrataron los cortes con una bateria de
alcoholes en graduacion decreciente. Se incubaron durante media hora con
metanol:H>O, (3%), se lavaron con PBS y se realiz6 un tratamiento con citrato durante
30 minutos para que tuviera lugar la digestion del tejido y asi facilitar la unién del
anticuerpo al epitopo diana. A continuacién se bloquearon con la misma solucién de
bloqueo anteriormente descrita y se incubaron durante toda la noche a 4°C, con un

anticuerpo primario (anti-insulina (DAKO) o UCP-2(Santa cruz Biotech.). A la mafiana
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siguiente, se incubaron con un anticuerpo secundario durante una hora a temperatura

ambiente.

La deteccion de las células 3 se realiz6 con tinciéon ABC peroxidasa, ya que el
anticuerpo secundario estaba conjugado con biotina. Como cromoégeno se utilizé6 DAB
y hematoxilina para contrastar y tefiir los nicleos de las células. El contenido de
insulina o la expresion de UCP-2 en el pancreas, se midié como tincién positiva por

area de islote.

También se realiz6 una tincién hematoxilina/eosina del tejido pancreatico, para

relacionar el tamafio de islote con la cantidad de célula B presente en el mismo.

3.10. INMUNOFLUORESCENCIA

Esta técnica se utiliz6 en pancreas incluidos en parafina, cortado en secciones de

5um de grosor.

Se desparafind y se hidrat6 el tejido. Se realiz6 el tratamiento con citrato y el
bloqueo con una solucién de PBS con 4% de BSA y 6% de suero del huésped del
anticuerpo secundario durante una hora. A continuacién, se incub6é durante toda la
noche con el anticuerpo primario (anti- Insulina o anti-UCP-2) a 4°C. A la mafiana
siguiente se procedié a una incubacién con el anticuerpo secundario, que en este caso
lleva un fluoréforo conjugado (Texas-red anti-guinea-pig (706-076-148 Jackson
Immunoresearch) para insulina y CyTM2 anti-goat (705-226-147 Jackson
Immunoresearch) para UCP-2) de manera que al excitarlo con una determinada
longitud de onda, emite fluorescencia. A continuacién se realizé una serie de lavados
con PBS y se incub6 durante 5 minutos con DAPI (tincién para ndcleos) y finalmente

se montaron con glicerol.

3.11. ANALISIS MORFOMETRICO

La lesiéon del arco adrtico se midi6 en cortes histologicos tefiidos con
hematoxilina, como se describe en Lopez-Franco y col., 2006. Después del andlisis de
imagen, el drea individual de la lesién fue determinada mediante la realizacién de una

media de los valores maximos de tres-cuatro secciones.
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3.12. DETERMINACION DE LA ACUMULACION LIPIDICA EN TEJIDOS

Los cortes de arco adrtico, corazén, musculo esquelético e higado, procedentes
de tejidos incluidos en OCT, se tifieron con Oil-Red-O y se contrastaron con

hematoxilina, para visualizar los depodsitos de lipidos.

3.13. DETERMINACION DEL ANION SUPEROXIDO EN LA ARTERIA AORTA

Para determinar la concentracién de anién superdxido in situ, se utilizé
Hidroetidina (HE), que es un colorante oxidativo fluorescente. Las células son
permeables a la HE, y en presencia de anién superéxido, la HE se oxida a bromuro de
etidio fluorescente, de tal manera que queda retenido en las células debido a su
capacidad intercalante en el DNA. Este método proporciona una deteccion muy

sensible al anién superdxido en el propio tejido.

Para llevar a cabo esta técnica, se utilizaron secciones adrticas de 25um de
grosor, colocadas sobre un porta de cristal. Se aplic6 HE a concentracion 2x10-°M en
cada seccion. Se cubrieron y se incubaron en una cdmara oscura humidificada, a 37°C
durante 30min. A continuacién, se observaron con microscopio confocal (excitacion a
480nm y emisién a 610nm) y se realizaron microfotografias. En ellas se pudo observar
la intensidad y localizaciéon de la HE oxidada. Esto refleja la produccién de anién

superoxido.

La formacion de anién superdxido también se midié por quimioluminiscencia
con lucigenina, en anillos adrticos de los ratones. Se extrajo la arteria aorta torécica el
mismo dia del experimento, se eliminé todo aquel tejido que no perteneciera al vaso, y
se introdujo la aorta en solucion Krebs a 4°C. A continuacién se corté el vaso en
segmentos de 2-3mm de longitud. Cada anillo se estabiliz6 con una solucién de Hepes
a 37°C. Las medidas se realizaron en el luminémetro cada 30 segundos durante 5

minutos.

Una vez estabilizadas, se procedié a la valoracion del Hepes+Lucigenina
(25mM) como control. A continuacién, se afiadid el anillo adrtico y se procedié a la
valoraciéon de la correspondiente producciéon de anién superdxido. Finalmente, se
afiadi6 Tyron (10mM) que es un quelante o agente neutralizante del anién superéxido.

La produccién de aniéon superéxido se expresé como U/min/mg de anillo adrtico.
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Finalmente, realizamos una medida indirecta de los aniones superdxido. En
presencia de estos aniones, el 6xido nitrico puede generar peroxinitrito, que es un
potente agente oxidante y nitrante de las especies reactivas de nitrégeno (RNS). Estas
RNS, pueden provocar la oxidacién y nitracion de la tirosina. Por lo tanto, mediante
inmunohistoquimica (ver apartado 3.9.), medimos las concentraciones de nitrotirosina

en secciones adrticas y como consecuencia, la formacién de anién superdxido.

3.14. ANALISIS DE EXPRESION DE GENES POR PCR CUANTITATIVA A
TIEMPO REAL

La PCR cuantitativa a tiempo real permite conocer el nimero de copias de un
determinado gen de interés, normalizado por un gen enddégeno de expresion

constitutiva. Utilizando esta técnica, se analiz6 la expresion de distintos genes.

Esta técnica emplea una serie de primers especificos para el gen de interés y una
sonda Tagman MGB probe también especifica. La RT-PCR cuantitativa a tiempo real
aprovecha la capacidad 5-3" exonucleasa de la ADN polimerasa. Esto permite que el
extremo 3’ amortigiie la fluorescencia procedente del primer mientras que la sonda
permanece inalterada. Sin embargo, a medida que la ADN polimerasa va sintetizando

la hebra complementaria, rompe la sonda, libera el extremo 5" y emite fluorescencia

(Figura 21).
1 E%snm:la
primer
TTTT flucrescein quencher

| T I A |

2)

. hybridizes
TT T T I
O N |
3) i

Figura 21. Esquema de la generacién de fluorescencia en la PCR cuantitativa a tiempo real
por el desplazamiento de la ADN polimerasa. 1) Desnaturalizacién; 2) Alineacién del primer e
hibridacién de la sonda; 3) Desplazamiento de la hebra y fragmentacién de la sonda.
(Esquema procedente de Applied Biosystems)
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Las sondas pueden ser de diferentes tipos segtin la capacidad de unién a su
secuencia especifica. En nuestro caso se usaron sondas m, las cuales se caracterizan
porque se unen a uniones exén-exén, y asi permiten discriminar posibles
contaminaciones de ADN genémico. Para realizar la reaccién se utilizé el tampoén

TagMan Universal PCR Master Mix (2x), que incluye AmpliTaq Gold® DNA Polymerase.

Respecto al resto de la técnica, consiste en la sintesis exponencial de copias de un
tamafio de entre 100pb y 600pb a partir de una molécula mayor de ADN de doble
cadena, que en nuestro caso es un ADNCc sintetizado por retrotranscripcion a partir de
ARN.

La PCR cuantitativa a tiempo real, se analiza en la zona en que la reaccién se
convierte en lineal. Asi, el programa informatico que analiza la emisiéon de
fluorescencia de cada muestra (Prism7000 System SDS software de Applied
Biosystems), coloca el nivel de detecciéon o umbral en dicha zona, que suele coincidir
con la parte baja de la curva en las representaciones exponenciales. El punto de corte
del umbral con la curva se conoce como Ct y hace referencia al ciclo de amplificaciéon

de la muestra (Figura 22)

Lhenbaal

Figura 22. Representacién de curva logaritmica de deteccién de fluorescencia de una PCR
cuantitativa a tiempo real.
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3.14.1. Extraccion del ARN y obtencion del ADNc

Antes de realizar la PCR cuantitativa a tiempo real, hubo que aislar el ARN de
los tejidos, para lo que se utiliz6 el método de TRIzol® de Invitrogen. Después se

cuantific6 dicho ARN midiendo su absorbancia a 260nm, por duplicado.

Se utilizaron 20ng de ARN para la reaccion de transcripcion reversa que se llevo
a cabo durante 15 min a 25°C y 2 horas a 37°C, con el kit “High Capacity Archive kit” de
Applied Biosystems y asi se obtuvo el ADNc.

Se estudi6 la expresion de los siguientes genes:

Tejido o células Genes estudiados

eNOS, iNOS, ICAM-1, ET-1, MCP-1, TNF-a, TNFR1, TNFR2,

Arteria aorta PAIL-1, NOX-4, SOD-2, Catalasa, Gpx1, Gpx4 y UCP-2

Corazén e higado UcCp-2

Misculo esquelético UcCP-2, UCP-3

BAT UCP-1, TNFa, Leptina, Adiponectina, PAI-1
WAT TNFa, Leptina, Adiponectina, PAI-1
Cardiomiocitos UCP-2, PGC-1¢, Glut-4

CMLV UCP-2

Tabla 5. Genes estudiados por RT-qPCR.
Como control interno de todas las muestras, se us6 el enzima gliceraldehido-3

fosfato deshidrogenasa (GAPDH) o la fraccién 18s, en cada una de las reacciones.

3.14.2. PCR cuantitativa a tiempo real

Los datos de luminiscencia de cada una de las muestras para cada gen, es lo que
se denominé Ct. En nuestro caso, cada muestra se estudié por duplicado, por lo que se
hizo una media aritmética de los Ct. A continuacion se calcul6 el incremento de cada

muestra, llamado ACt, que viene dado por la diferencia del Ct del gen correspondiente

y el Ct del normalizador (GAPDH).
ACt=Ct (genl) - Ct (GAPDH)

A su vez, al ACt de cada muestra se le rest6 el ACt de la muestra control y este

valor se denominé AACt y a su potencia negativa de base 2, Rq.
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AACt=ACt de cada muestra - ACt del control
Rq: 2-AACt

El dato de Rq se calcula como ayuda visual para entender el resultado, pero no

constituye una escala lineal.
La interpretacion de los resultados en funcién del Rq es:

e Rq <05 Descenso de expresion, existe menos del 50% de namero de copias

que en la muestra considerada control.

e 0,5<Rg<2 Expresién normal, ya que estd comprendido en un intervalo de

+50% de lo considerado normal, es decir, de la unidad.

e Rg>2 Aumento de expresién, ya que son niveles superiores al 50% de la

expresion normal.

3.15. ANALISIS DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN BLOT

3.15.1. Obtencion de extractos de proteinas

Los extractos de proteinas totales se obtuvieron a partir de placas de cultivo en las
que las células se encontraban en confluencia. Las placas de cultivo se lavaron dos veces
con PBS frio y posteriormente se lisaron a 4°C (sobre hielo) en 100 - 500 pl de tampoén de
lisis (EDTA 5mM, NaCl 50 mM, pirofosfato sédico 30 mM, NaF 50 mM, Nas;VO, 100 uM,
Tritén X-100 1%, Tris pH 7,6 10 mM, PMSF 1mM, aprotinina 1 mM, leupeptina 1 mM)

Las células se levantaron de la placa mediante raspado y el lisado se coloc6 en
tubos de 1,5 ml. Los lisados se centrifugaron a 13.000 rpm durante cinco minutos, a
continuacién se transfirieron los sobrenadantes (fraccion donde se encuentran las

proteinas) a tubos nuevos para su uso inmediato o congelacion a -80°C.

3.15.2. Cuantificacion de proteinas

La cuantificaciéon de las proteinas obtenidas, se realiz6 mediante el ensayo descrito
por Bradford [Bradford 1976]. Para ello se uso el agente “Bio-Rad protein assay” (Bio-Rad) y
albamina de suero bovino (Bio-Rad protein Assay standard H, Bio-Rad) para preparar
una curva patrén de concentraciones crecientes. La cuantificacién se realizé mediante la

adicién de 1ml de dilucién de reactivo de Bradford (en una proporcién 1:4) a 1-2ul de
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muestra. La lectura espectrofotométrica de la reaccién se realiz6 a una longitud de onda

de 595 nm.

3.15.3. Electroforesis de proteinas

Una vez valorados los extractos proteicos, se prepararon las muestras de forma que
todas contuvieran la misma cantidad de proteinas, alrededor de 20-60 pg, y se mezclaron
en proporcioén 4:1 con un tampén compuesto por: Tris 72 mM pH 7,6, glicerol 10% (v/v),

SDS 1% (p/v), azul de bromofenol 0,002% (p/v), y p-mercaptoetanol 2 mM.

Estas muestras se calentaron a 95°C durante cinco minutos y se cargaron en un gel
de poliacrilamida-SDS. En un carril del mismo gel se cargd un patrén de pesos
moleculares, con una mezcla de proteinas de tamafios conocidos (Prestained SDS-PAGE

Standards Bio Rad).

La electroforesis se realizé segtin el método descrito por Sambrook y Gething
1989. Los geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) para electroforesis estaban
formados por un gel concentrador y un gel separador. El porcentaje de acrilamida del

gel separador varié en funcion de las necesidades de cada experimento.

3.15.4. Transferencia de proteinas

Una vez separadas suficientemente las proteinas mediante la electroforesis se
procedio a la transferencia de las mismas a una membrana de polivinildifluoruro o PVDF

(Immobilon-P ©) mediante el paso de corriente eléctrica.

La transferencia de proteinas se realiz6 por dos métodos diferentes: transferencia
semi-seca (apropiada para proteinas de bajo peso molecular) y transferencia hameda

(para la transferencia de proteinas de alto peso molecular).

3.15.5. Inmunodeteccién de las proteinas

Finalizada la transferencia, se realiz6 el bloqueo o saturaciéon de todos los sitios
inespecificos de unién de proteinas en la membrana de PVDF. Para ello, la membrana fue
incubada durante una hora con agitacién suave en solucién de bloqueo, preparada con
TBS (NaCl 150 mM, Tris 10 mM pH 7,3) suplementado con leche en polvo desnatada al
5% (p/v) en todos los casos excepto en el caso de Antigeno T, Troponina T y Tubulina en

los que se utiliz6 albtiimina sérica bovina (BSA) al 3% (p/v).
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Posteriormente, se elimin6 este tampén y se afiadi6 el anticuerpo primario
correspondiente diluido en TTBS (TBS con 0,05% de Tween-20), incubandose con
agitacion suave a 4°C durante toda la noche. Tras esta incubacién se realizaron cuatro
lavados sucesivos de diez minutos cada uno con el tampén de lavado TTBS. A
continuacion se afiadi6 el anticuerpo secundario (un anticuerpo de cabra dirigido contra
las inmunoglobulinas de ratén, conejo o cabra, conjugado con una peroxidasa de rabano)

y con él se incub6 la membrana de PVDF durante al menos una hora a 4°C.

Finalmente se realizaron otros 4 lavados con TTBS y se procedié al revelado,
consistente en la deteccion de la peroxidasa fijada mediante una técnica
quimioluminiscente, utilizando el equipo de deteccion comercializado por Amersham

(ECL) y peliculas fotogréficas de alta sensibilidad de la misma casa.

La cuantificacion de bandas se realiza mediante un escdner densitométrico,

utilizando el sistema de andlisis de imagen Image J.

Anticuerpo Laboratorio (Referencia)

Anticuerpos utilizados en la caracterizacién de lineas celulares

B-actina Sigma A-5441
a-SMA Sigma A-2547
Antigeno T Santa Cruz Sc-25326
Glut-1 Chemicon CBL 242
Glut-4 Chemicon AB1346
Receptor insulina (cadena B) Santa Cruz Sc-711
Troponina T Abcam Ab10214-200
Tubulina Sigma T-5168

Anticuerpos utilizados en el estudio de la Sefializacién y el Metabolismo Energético

Acetil- CoA carboxilasa Cell Signaling #3662
Akt Cell Signaling #9272
AMP quinasa Cell Signaling #2532
ERK 1/2 Cell Signaling #9102
Fosfo- Acetil-CoA carboxilasa Ser 79 Cell Signaling #3661
Fosfo- Akt Ser 473 Cell Signaling #9271
Fosfo- AMP quinasa Thr 172 Cell Signaling #2531
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Anticuerpo Laboratorio (Referencia)

Fosfo- ERK 1/2 Cell Signaling #9101
Fosfo- p70 Thr389 Cell Signaling #9204
Fosfo- PKCE/ A Cell Signaling #9378
IRS-1 Upstate Biotechn 06-248
IRS-2 Upstate Biotech 06-506
p70 Cell Signaling #9202

Anticuerpos utilizados en el estudio de la Inflamacién
Adiponectina Abcam ab3455
Fosfo-NOS3 Ser 1177 Santa Cruz Sc-4107
Leptina Abcam ab3583
NOS-2 (iNOS) Santa Cruz Sc-651
NOS3 (eNOS) Santa Cruz Sc-654
PAI-1 Santa Cruz Sc-8979
TNF-a Abcam ab3467
UucCP-1 Santa Cruz Sc-6529
UCP-2 Santa Cruz Sc-6525

Tabla 6. Lista de anticuerpos primarios utilizados.

3.16. INMUNOPRECIPITACIONES

Esta técnica tiene como finalidad la separaciéon de una proteina especifica de un
extracto de proteinas totales. Una vez realizada la separacion, se detecta la interaccion de

la misma con otras proteinas presentes en la célula.

Se prepararon alicuotas de extractos de proteina total de (500-1000 ng), obtenidos y
valorados segtn el método Bradford descrito anteriormente. A cada muestra se le afiadié
1 pg del anticuerpo correspondiente y se incubaron en rotaciéon a 4°C durante toda la
noche. Transcurrido este tiempo se adicionaron 20ul de proteina A o proteina G (segun el
anticuerpo primario usado) unidas a agarosa (suspension 50/50 en tampoén de lisis) y se
prolongo la incubacién en las mismas condiciones durante 2-4 horas para que las esferas

de agarosa adsorbiesen los inmunocomplejos formados y permitir asi su separacién de la
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fracciéon liquida. Por tultimo, se procedid a su lavado con tampén de lisis. Los
inmunoprecipitados adsorbidos en las esferas se utilizaron para el analisis de la
interaccién con otras proteinas mediante Western blot. Se afiadi6 el tampén de carga y se
calentaron las muestras durante cinco minutos a 95°C para separar los complejos de la
agarosa, quedando preparadas para ser analizadas en un gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE).

3.17. OBTENCION DE ADN PLASMIDICO PARA TRANSFECCION

3.17.1. Transformacion de bacterias competentes
Todo el material utilizado durante este proceso se esteriliz6 antes de su uso.

Para realizar la transformacién se usaron bacterias Escherichia coli competentes
(Epicurean Coli® Ultracompetent Cells) de los laboratorios Stratagene. Tras descongelar en
hielo 50ul de bacterias, se les afiadié 2,5ul de B-mercaptoetanol y se dejaron en hielo 10
minutos, agitando periédicamente a intervalos de dos minutos. Transcurrido ese tiempo
se afladieron 50-100 ng del plasmido de interés y se mantuvieron nuevamente en hielo
durante 30 minutos. A continuacion, se calentaron los tubos en un bafio a 42°C durante 30
segundos y posteriormente se mantuvieron en hielo 5 minutos. Tras someterlos a este
proceso se afiadi6 a cada tubo un ml de medio LB (10g Bacto-triptona, 10 g NaCl y 5 g de
extracto de levadura por litro, pH 7, esterilizado en autoclave) y se incubaron a 37°C
durante 45 minutos. De esta manera se permitié que las bacterias desarrollasen la
resistencia al antibidtico correspondiente. Una vez transformadas, se procedié a la
seleccion de las bacterias que habian incorporado el ADN mediante la siembra en placas
petri con LB-Agar (medio LB al 1,5% de agar) suplementado con el antibittico
correspondiente en funcion de la resistencia que confiriese el plasmido (ampicilina

100pg/ml). Las bacterias se dejaron crecer durante toda la noche a 37°C.

El material de desecho generado fue tratado con lejia y esterilizado en autoclave.

3.17.2. Crecimiento bacteriano, extraccion del ADN plasmidico y purificacion
del ADNc

Para la obtencién del ADN plasmidico a partir de los stocks conservados en glicerol

o de las colonias de cepas bacterianas, se procedi6 al crecimiento de dichas bacterias en
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medio LB. En primer lugar, se realizé un preindculo a partir del stock o de la colonia, en
tubos de 50 ml estériles que contenian 3 ml de medio LB suplementado con el antibi6tico
adecuado, ampicilina (100 pg/ml), manteniéndose toda la noche en una estufa a 37°C, con
agitacion orbital. A la mafiana siguiente, si se produjo crecimiento bacteriano, se traslad6
el contenido de cada tubo a un matraz de 500 ml con 50 ml de medio LB suplementado de
igual forma con antibidticos y se dejo crecer durante unas horas en las mismas
condiciones anteriores. Una vez obtenido un crecimiento bacteriano adecuado, se
procedio a la recogida de nuevos glicerol-stock (800ul de solucién de bacterias-LB y 200pl
de glicerol estéril que se almacenaron a -80°C) y se transfiri el resto del contenido de
cada matraz a otro de 2 litros que contenia 500 ml de medio LB suplementado con el
antibiético y se dejo crecer hasta el dia siguiente en las condiciones habituales, obteniendo
una D.O. de 0,6 a 600 nm. El contenido del matraz se vertié en tubos de centrifuga de
200ml de capacidad previamente lavados y esterilizados. Las bacterias se centrifugaron
entonces a 6000xg durante 10 minutos a 4°C. El precipitado obtenido se someti6 a una lisis
alcalina para extraer ADN plasmidico, siguiendo el protocolo indicado en el kit QIAGEN
Plasmid Kits de los laboratorios Qiagen. E1 ADN plasmidico asi obtenido se conservo a -
20°C, resuspendido en tampén TE (1 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 8), estando ya listo para

su utilizacién en transfecciones, previa cuantificacion.

Todo el proceso de crecimiento de las bacterias se realizé al mechero Bunsen, y el

material s6lido y liquido de desecho se trat6 con lejia y se autoclavé para su esterilizacion.

Una vez aislado el ADN plasmidico, se digiri6 con los enzimas de restriccion
apropiados para obtener el inserto de interés. La reaccion se llevé a cabo durante dos- tres
horas usando el tampén de digestion mas adecuado para el enzima o enzimas utilizados.
Para comprobar si la digestion habia sido completa, se tomaron alicuotas de las muestras
digeridas, y se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1,2 % utilizando como
tampon TAE (Tris 40 mM, acido acético glacial 20 mM y EDTA 1 mM, pH 8). Asimismo,
para comprobar el tamafio del inserto, en el gel también se cargé una cantidad conocida
de algtin marcador de pesos moleculares (el cromosoma del fago A digerido con el enzima
Hind III o bien el ADN del fago $X174 RF digerido con el enzima Hae I1J, si el fragmento

tiene un tamafio muy pequefio).

Las muestras de ADN y el marcador de peso molecular se prepararon afiadiendo
tampoén de carga 6x: glicerol 30 % (v/v), azul de bromofenol 0,25% (p/v), xileno cianol

0,25% y 1 pl de bromuro de etidio (Img/ml). Se realiz6 una electroforesis y después, se
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expuso el gel a la luz ultravioleta para visualizar y fotografiar los distintos fragmentos de

ADN gracias al bromuro de etidio.

Si la digestion era satisfactoria, se procedia a purificar el inserto de ADNc. Para
ello, el ADN plasmidico digerido se someti¢ a electroforesis. Una vez que las bandas
correspondientes al plasmido y al inserto de ADNc estuvieron suficientemente separadas,
se cortd lo més finamente posible el fragmento de agarosa que contenia el inserto,
introduciéndolo en un tubo de 1,5 ml. El ADN del inserto se extrajo de la agarosa
siguiendo el protocolo del kit “QIA quick Extraction” de los laboratorios Qiagen,
obteniendo finalmente el inserto en suspensién acuosa. La cuantificacion se realizé de dos
formas distintas: en primer lugar se realiz6 una valoracién espectrofotométrica y en
segundo lugar, se realizé una electroforesis con dos alicuotas de distinta concentracién de
la muestra obtenida y una cantidad conocida de un patrén de tamafio de bandas (DNA
ladder), de modo que comparando la banda del inserto con las del patrén se obtuvo una
valoracién aproximada de la concentracion de la solucién. El inserto ya purificado se

conservo a -20°C.

3.18. INFECCIONES RETROVIRALES

Las infecciones retrovirales se utilizaron para la introduccién de genes de interés en
las células, obteniendo mediante seleccion con antibiéticos, lineas celulares que expresen
de forma permanente el gen. Las construcciones usadas para la realizacion de este estudio

han sido:

e el vector retroviral pBabe/puromicina con la secuencia del antigeno T del
virus del polisoma SV40 (cedido generosamente por el Dr. ] de Caprio, Dana
Farber Cancer Institute, Boston, EEUU).

e los vectores retrovirales pBabe hygro con las secuencias de las isoformas IRa
e IRp del IR (cedidas generosamente por CR Kahn, Joslin Diabetes Centre,

Boston).

3.18.1. Obtencion de los retrovirus

La construccion retroviral debe ser transfectada a una célula denominada
" 4 Z z : . .
empaquetadora” que dotard a la particula viral de una envuelta que le permita infectar

las células diana. Para ello, se realizé una transfeccion por el método de permeabilizacion
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con fosfato calcico, de acuerdo con el protocolo del kit de transfeccién para células de
mamifero de los laboratorios Stratagene (ref. #200388), usando la linea celular de células

empaquetadoras Phoenix.

3.18.1.1. Preparacién de la suspensién de ADN plasmidico

La cantidad de ADN plasmidico que se transfect6 fue de 3ug por placa de cultivo
de 6 cm de didmetro. Por un lado, se preparé la cantidad necesaria de ADN completando
hasta un volumen final de 225 pl con agua estéril, y se afiadieron 25 pl de la Solucién 1
(CaCl2 2,5 M). Por otro, se prepararon 250 ul de Solucién 2 (BBS pH 6,95: 4cido N,N-bis (2-
hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico 50 mM, NaCl 280 mM, Na,HPO; 1,5 mM). A
continuacion, sobre la Solucién 2 se afiadio, gota a gota, la suspension de ADN, mientras
se gased lentamente con nitrégeno. La mezcla se incubé durante 30 minutos a
temperatura ambiente. El gaseo con el nitrégeno favorece la formacion del precipitado de
Ca3(POs)2, lo que facilita la transfeccién al mejorar la adsorcion del ADN a la membrana

celular, e impide la digestiéon del ADN por desoxirribonucleasas.

3.18.1. 2. Preparacion de las células

A las placas de cultivo de 6 cm de didmetro y a un 60-80% de confluencia, se les
retir6 el medio normal de cultivo, y se lavaron dos veces con PBS. Seguidamente, a cada
placa se le afiadieron 4,5 ml de medio DMEM suplementado con 5% de suero bovino

modificado, MBS. De esta manera, las células estaban listas para recibir el ADN.

3.18.1.3. Incubacion de las células con el ADN plasmidico

Una vez transcurridos los 30 minutos de incubacién de la suspensién del ADN, se

anadieron 500ul a cada placa de cultivo y se colocaron en el incubador.

Transcurridas entre 4 y 6 horas desde la transfeccion, se lavaron las placas con
PBS1X y 15% de glicerol y se afiadi6 DMEM suplementado con 10% de suero. Al dia
siguiente de la transfeccién se retir6 el medio a las células y se repuso con 3ml de medio
nuevo. Otras 24 horas después, se recogi6 el medio que contenia las particulas virales con
el ADN de interés, secretadas por las células Phoenix. Este medio se filtr6 para eliminar
posibles restos celulares y a continuacion esta suspension viral se congel6 y se conservé a

-80°C hasta el momento de su utilizacion.
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3.18.2. Infeccidn celular

A las placas de cultivo de 6 cm de didmetro y a un 70-80% de confluencia, se les
retir6 el medio de cultivo y se lavaron con PBS. Seguidamente, a cada placa se le afiadi6 la
solucion que contenia los virus y 8ug/ml de polibreno y se incubaron a 37°C durante 4
horas. Transcurrido este tiempo se afiadié medio sin retirar los virus y estas condiciones

se mantuvieron durante 48-72 horas.

3.18.3. Seleccion celular

Para seleccionar las células que incorporaron la construccién retroviral,
transcurridas 48-72 horas de la infeccién, a las células se les retir6 el medio que contenia
los virus y éste fue sustituido por DMEM suplementado con 20% de suero fetal bovino y

el antibi6tico de seleccién al que conferia resistencia la construccién usada:

e Puromicina 250 pg/ml (Gibco Inc., Gaithersbury, Md)
e Higromicina, 200 pg/ml (Sigma Chemical CO, St. Louis, MO)

Este medio se cambi6é periéddicamente manteniendo las células con el antibiético

hasta completar la seleccion, por un tiempo nunca inferior a dos semanas.

3.19. ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados se expresan como media + error estandar.

La comparacion se realiza por un andlisis de la varianza o test ANOVA y por el
test de comparaciéon maltiple Bonferroni, si se han observado diferencias. Se realizaron
distintas correlaciones de la expresion de genes en los modelos animales, utilizdndose

en todos los casos, el coeficiente de correlacion de Spearman.

Como valor de discriminacion de diferencias estadisticamente significativas, se

utiliza p<0,05. Los datos se analizaron con el paquete informatico SPSS v.15.0.
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1. PAPEL DE LOS MECANISMOS COMPENSATORIOS
FRENTE A LA RESISTENCIA A LA INSULINA EN EL DANO
VASCULAR GENERADO EN EL RATON BATIRKO OBESO

1.1. CARACTERIZACION DEL MODELO BATIRKO SOMETIDO A DIETA
GRASA (HFD)

En primer lugar, confirmamos que la delecion del receptor de la insulina
especificamente en el tejido adiposo marrén generaba una lipoatrofia marrén severa,
caracterizada por una pérdida de la masa del tejido adiposo marrén interescapular.
Asi, observamos que el ratio de la masa del tejido adiposo marrén respecto al peso
corporal [BAT (mg)/P (g)] en todos los ratones BATIRKO, independientemente de la
dieta administrada, fue significativamente menor que el ratio obtenido para los dos
grupos de controles (Tabla 7). Ademas, se ha visto en otros modelos experimentales y
en estudios en adultos humanos, que la pérdida de masa del tejido adiposo marrén
puede conferir susceptibilidad a la obesidad. En nuestro modelo experimental, no
observamos cambios significativos en el peso corporal debido a que el momento en que
se separaron los grupos para la administracién de la dieta estandar o grasa, fue a las 17
semanas de edad, cuando los animales BATIRKO ya habian desarrollado su fenotipo y
cuando todos los ratones tenian un peso estable, ya que eran adultos jévenes. Sin
embargo, medimos un pardmetro de obesidad como es el ratio de la masa del tejido
adiposo blanco visceral respecto al peso corporal [WAT (mg)/P (g)], y observamos que
los animales alimentados con dieta estdindar (STD) no mostraban obesidad, al igual que
los controles alimentados con dieta grasa (HFD). Por el contrario, el raton BATIRKO
sometido a dieta grasa mostré un aumento estadisticamente significativo de dicho ratio
comparado con el de los otros grupos. Por tanto, se puede deducir que estos animales

BATIRKO sometidos a dieta grasa desarrollaban obesidad (Tabla 7).
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Control ~ BATIRKO Control BATIRKO  BATIRKO
STD STD HFD HFDH HFD N

Peso corporal (g) | 289+07 279+1 27.8+1 299+03 314407
WAT (mg)/P(g) | 155415 21.0+35 |224+3.6  455+59* 41.1+3.9
BAT (mg)/P(g) 239+02 0.86+0.07* | 194015  0.8+0.08% 0.6+0.04"18
Insulina (ng/mL) | 037+0.08 0.18+0.02 |03+0.1 14402  0.4240.0548
Glucosa (mg/dL) | 1207+59 1254+7.8 | 117+9 1228+15 138+ 9%
HOMA-IR 33.7+12,8 144+22 |21.12+115 128+33*  38.5+8.3'

Caracterizaciéon metabdlica del modelo BATIRKO obeso. *p<0.05 vs. Control
STD; 1tp<0.05 vs. BATIRKO STD; $p<0.05 vs. Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD H.

Cuando se gener6 este modelo experimental [Guerra y col., 2001], ya se describié
que el ratén BATIRKO tenia intolerancia a la glucosa con curvas normales de tolerancia
a la insulina debido a un defecto en la secrecién de dicha hormona. Los resultados
obtenidos en el presente modelo asi parecian confirmarlo, ya que la concentracién de
insulina en plasma fue menor en los BATIRKO sometidos a dieta estandar que en el
grupo de controles sometidos a la misma dieta (Tabla 7; Figura 23).

Los animales BATIRKO obesos mostraron intolerancia a la insulina, como se
refleja en los test de tolerancia a la insulina, comparados con los BATIRKO no obesos y
el control sometido a dieta estindar (Figura 23). Mediante el indice de resistencia a la
insulina, HOMA-IR, se puso de manifiesto que los animales obesos eran resistentes a la
insulina, ya que este indice fue mucho mayor en los BATIRKO HFD que en los STD o

en los controles (Tabla 7).
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Test de tolerancia a la insulina. Se realizaron los test de tolerancia a la insulina en
los grupos control y BATIRKO sometidos a dieta estdindar (A) o a dieta rica en grasas (B).
*p<0.05 vs. Control STD; 1p<0.05 vs. BATIRKO STD; 1p<0.05 vs. Control HFD; §p<0.05 vs.
BATIRKO HFD H.

Mediante las curvas de tolerancia a la glucosa se pudo observar que los
animales sometidos a dieta grasa desarrollaban una intolerancia a la glucosa mas
acusada que los ratones BATIRKO con dieta STD o que los dos grupos de controles

(Figura 24).
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Test de tolerancia a la glucosa. Se realizaron los test de tolerancia a la glucosa en los
grupos control y BATIRKO sometidos a dieta estandar (A) o a dieta rica en grasas (B).*p<0.05
vs. Control STD; 1p<0.05 vs. BATIRKO STD; $p<0.05 vs. Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO
HFD H.
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1.2. DIFERENCIAS EN LOS MECANISMOS COMPENSATORIOS EN
RESPUESTA A LA RESISTENCIA A LA INSULINA EN LOS RATONES BATIRKO
OBESOS

En el modelo BATIRKO HFD habiamos conseguido generar resistencia a la
insulina debido a la obesidad producida por la administraciéon de la dieta grasa. Frente
a esa resistencia a la insulina, obtuvimos dos poblaciones de BATIRKO obesos en
relacion a los niveles de insulina circulantes que tenfan al final del estudio. Asi,
teniamos un primer grupo, minoritario, que era capaz de desarrollar los mecanismos
compensatorios habituales frente a la resistencia a la insulina generada mediante una
hiperinsulinemia moderada, al que denominamos BATIRKO HFD H (Tabla 7). El
segundo grupo, mayoritario, no era capaz de desarrollar dichos mecanismos
compensatorios frente a la resistencia a la insulina, mostrando niveles normales de
insulina plasmatica, lo llamamos BATIRKO HFD N (Tabla 7). Este grupo de ratones
BATIRKO que no compensaban la resistencia a la insulina al final del estudio
desarrollaron una hiperglucemia moderada en el ayuno (Tabla 7).

Previamente ya hemos apuntado que los ratones BATIRKO STD eran
hipoinsulinémicos. Ademas, estos animales mostraron un ligero descenso en el tamafio
del islote pancreatico comparado con sus controles (Figura 25). Los dos grupos de
BATIRKO obesos presentaron diferencias en el drea de la célula  pancreética, ademas
de en el contenido pancreatico de insulina. El grupo BATIRKO HFD H mostré
hiperplasia de las células B pancreéaticas pero sin cambios significativos en el contenido
de insulina del islote. Sin embargo, en el grupo BATIRKO HFD N no hubo alteraciones
en el tamafo del islote, pero si un descenso significativo del contenido de insulina.
(Figura 25). Estos animales en los que fracasaron los mecanismos compensatorios de la
resistencia a la insulina, también tenian una intolerancia a la glucosa mas severa y una
hiperglucemia en el ayuno moderada, comparados con los BATIRKO obesos

hiperinsulinémicos.
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Estudio del pancreas en ratones control y BATIRKO sometidos a dieta STD y HFD.
A) Inmunohistoquimica (IHQ) frente a la insulina (paneles superiores) y tinciéon de
hematoxilina/eosina (paneles inferiores) del pancreas de los cinco grupos estudiados. La IHQ
frente a la insulina, permite observar el contenido de dicha hormona en los islotes pancreaticos.
B) Cuantificacion del area de los islotes pancreéticos respecto al pancreas total y del contenido de
insulina en los islotes pancredaticos. *p<0.05 vs. Control STD; 1p<0.05 vs. BATIRKO STD; 1p<0.05
vs. Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD H.

Para poder establecer si las diferencias entre los mecanismos compensatorios de
los dos grupos de BATIRKO obesos podian deberse a la existencia o no de un mayor
fallo en la secrecién de insulina, realizamos tests de secrecién aguda de insulina en los
cinco grupos de animales del estudio. La primera observacion realizada fue que los
animales BATIRKO sometidos a dieta estdndar tenian una menor secrecién de insulina
en respuesta a la sobrecarga de glucosa que los animales control STD (Figura 26A).
Estos datos confirmaron una vez mas la hipoinsulinemia observada previamente
(Tabla 7). El test de secrecion de insulina también mostré que los animales BATIRKO
HFD H tenifan una concentracion de insulina basal mayor que el resto de grupos. A los
cinco minutos de la estimulacion con glucosa se presentaba un ligero aumento de esta
concentracion de insulina, pero fracasaba en el momento final del experimento (Figura

26B). Por otro lado, el grupo BATIRKO HFD N sufria un fallo muy severo de la
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secrecion de insulina, independientemente del tiempo transcurrido tras la estimulaciéon

(Figura 26B).
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Test de secrecién aguda de insulina. Se realizaron los test de secrecion aguda a la insulina en
los grupos control y BATIRKO sometidos a dieta estandar (A) o a dieta rica en grasas (B). *p<0.05 vs.
Control STD; 1p<0.05 vs. BATIRKO STD; p<0.05 vs. Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD H.

Previamente se ha descrito que una sobre-expresion de la proteina UCP-2 en las
células B pancredticas se asocia con un descenso de la secrecién de insulina [Chan y
col., 1999]. Por ello, nos planteamos que las diferencias de secrecién de insulina en
ambas poblaciones de ratones BATIRKO obesos podrian deberse a una expresion
diferencial de UCP-2 en el pancreas. Estudiamos el nivel de expresion de ARNm de
UCP-2 en los islotes pancreéaticos, y de proteina por inmunohistoquimica, en cortes de
péancreas total. Observamos un aumento significativo de la expresion de UCP-2 tanto
en el ARNm (Figura 27C) como en la proteina (Figura 27A y B) en el islote pancreético
de los ratones BATIRKO HFD N. A continuacién, estudiamos si la expresion
diferencial de UCP-2 en el pancreas podia deberse a una expresion diferencial de UCP-
1 en el tejido adiposo marrén de los animales BATIRKO obesos. Observamos un
aumento significativo de la expresiéon de UCP-1 tanto en ARNm (Figura 28C) como en
proteina (Figura 28A y B) en el BAT de los BATIRKO HFD N. Para comprobar si
realmente se relacionaba el aumento de ambas proteinas en los dos tejidos de estos
animales, realizamos una correlacién estadistica y comprobamos que el aumento de
expresion de ARNm de UCP-1 en BAT y de UCP-2 en los islotes pancreéaticos tenia una

correlacion positiva y significativa en todos los grupos (Figura 29).
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Expresion de UCP-2 en el pancreas de ratones control y BATIRKO.
Inmunohistoquimica (A) y cuantificacién (B) de UCP-2 en los cortes del pancreas total. Se
expres6 como tincién positiva de UCP-2 por islote pancreatico. C) Expresiéon del ARNm de
UCP-2 en los islotes pancreéticos de los cinco grupos estudiados por qRT-PCR. *p<0.05 vs.
Control STD; 1tp<0.05 vs. BATIRKO STD; $p<0.05 vs. Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD
H.
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Expresion de UCP-1 en el tejido adiposo marrén. Estudio de los niveles de proteina
de UCP-1 mediante Western blot en el BAT y cuantificacion de dicha proteina respecto a la -
actina (A y B, respectivamente). C) Expresion del ARNm de UCP-1 en el BAT de los cinco
grupos estudiados. *p<0.05 vs. Control STD; tp<0.05 vs. BATIRKO STD; $p<0.05 vs. Control
HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD H.
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Correlacion de la expresion del ARN mensajero de UCP-1 y de UCP-2 en BAT y
en los islotes pancreaticos de ratones control y BATIRKO.
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Realizamos estudios de la sefializacién de insulina en el tejido adiposo marrén
de los animales y observamos que la delecion del IR en este tejido provocé una
resistencia primaria a la accién de la insulina, independientemente de la dieta a la que

se sometian los animales BATIRKO (Figura 30).

CSTD B STD CHFD BHFDH BHFDN
Ins: - + + - - + + -+ -+ -+ 4
p-AKT (Serd73) ‘ ‘ ‘ - ‘
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Sefializacion in vivo de la insulina en el tejido adiposo marrén. Se analizé
mediante Western blot la fosforilacién en el residuo de Ser473 de Akt en el BAT de los cinco
grupos estudiados que han sido estimulados con insulina (+) o con salino (-). Se utilizé la B-
actina como control de carga.

El tejido adiposo marrén, ademas de su accién termogénica, también tiene una
funciéon secretora. Algunas de las moléculas que secreta son citoquinas
proinflamatorias y adipoquinas como TNF-o, leptina, adiponectina y PAI-1.
Observamos que los ratones BATIRKO obesos tenfan un aumento significativo de la
expresion del ARNm y de la proteina, de las citoadipoquinas inflamatorias en el BAT
(Figura 31A y B, respectivamente), pero con patrones diferentes. TNF-a y PAI-1
tuvieron un aumento significativo mucho mayor en el grupo BATIRKO HFD N que en
el H, a pesar de que ambos estaban sometidos a la misma situacién de dieta grasa. Sin
embargo, ambos grupos presentaron un aumento similar de la expresiéon de leptina,
hecho comtin para los dos grupos de BATIRKO HFD al igual que la obesidad generada
en ambos. En cuanto a la adipoquina anti-inflamatoria, adiponectina, se observé que el
grupo BATIRKO normoinsulinémico tenia un descenso significativo en su expresiéon
respecto al ratén BATIRKO hiperinsulinémico. Al estudiar la expresiéon de la proteina
observamos que los datos de ARNm se confirman, apareciendo un mayor aumento de
las citoquinas inflamatorias y un descenso significativo de adiponectina en los ratones

obesos normoinsulinémicos, comparado con todos los demas grupos (Figura 31B).
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Citoquinas producidas por el tejido adiposo marrén A) Expresiéon del ARNm de TNF-a,
leptina y PAI-1 en el BAT de los cinco grupos estudiados por qRT-PCR. B) Andlisis mediante Western blot
de los niveles proteicos de TNF-o, leptina, adiponectina y PAI-1 en el BAT de los cinco grupos estudiados.
En el panel superior aparecen las imagenes representativas y en inferior, la cuantificacién respecto a la 8-
actina. *p<0.05 vs. Control STD; tp<0.05 vs. BATIRKO STD; p<0.05 vs. Control HFD; §p<0.05 vs.
BATIRKO HFD H.
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Una vez estudiada la sefalizacién in vivo de insulina y el perfil diferencial
secretor del BAT de los dos grupos de BATIRKO obesos, y a la vista de que ambos
grupos tenian un aumento de la masa visceral del tejido adiposo blanco, nos
planteamos estudiar la sefializacién in vivo de la insulina y el comportamiento como
6rgano secretor del WAT.

En primer lugar, se estudi6 la sefializacion in vivo de la insulina en el WAT y se
observé que los ratones BATIRKO sometidos a HFD normoinsulinémicos mostraban
un descenso significativo de la sensibilidad a la accion de la insulina (Figura 32). Sin
embargo, los animales BATIRKO HFD con hiperinsulinemia moderada sufrian una

recuperacion completa de la sefializacion de la hormona.
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Sefializacion in vivo de la insulina en el tejido adiposo blanco. A) Analisis
mediante Western blot de la fosforilacion en el residuo de Ser473 de Akt en el WAT de los
distintos grupos estudiados en respuesta a insulina. B) Cuantificacién de dicha sefalizacion.
*p<0.05 vs. Tratamiento con salino.

Al igual que el BAT, el WAT también tiene una funcién secretora. Al estudiar el
perfil de las adipoquinas sintetizadas en el WAT (Figura 33), observamos un aumento
significativo en la expresion del ARNm de leptina en ambos grupos de BATIRKO

obesos (Figura 33C). En el caso del TNF-a se observé un aumento estadisticamente
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significativo en el WAT de los ratones BATIRKO HFD N en relacién con los BATIRKO
obesos  hiperinsulinémicos (Figura 33A). Asimismo, en los animales
hiperinsulinémicos, la expresion del ARNm de PAI-1 disminuy®6, aunque este descenso
no fue estadisticamente significativo. En los BATIRKO obesos normoinsulinémicos, se
produjo un aumento significativo de la expresion de PAI-1 respecto a todos los grupos
estudiados (Figura 33B). Por el contrario, la adiponectina sufri6 un descenso
significativo en la expresion del ARNm en los normoinsulinémicos, mientras que en los
hiperinsulinémicos experiment6 un aumento de su expresioén, si bien, éste no fue

significativo (Figura 33C).
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Expresion del ARNm de las citoadipoquinas en el tejido adiposo blanco. Se analiz6 por
qRT-PCR la expresiéon del ARNm de TNF-a (A), PAI-1 (B), leptina y adiponectina (C). *p<0.05 vs.
Control STD; 1p<0.05 vs. BATIRKO STD; p<0.05 vs. Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD H.

Ademads, comprobamos que las variaciones observadas en la expresion de las
citoquinas y adipoquinas con respecto al ARNm se correspondian con los cambios
encontrados en la proteina. En la Figura 34, observamos que el grupo de obesos

normoinsulinémicos mostraba un aumento significativo de la cantidad de proteina de
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TNF-0, leptina y PAI-1 respecto a los demds grupos, mientras que los niveles de
adiponectina fueron inferiores de forma estadisticamente significativa al compararlos
con todos los grupos. Sin embargo, los BATIRKO obesos que compensaron la
resistencia a la insulina, tenian aumentados los niveles de leptina pero TNF-a,
adiponectina y PAI-1 mostraron una expresiéon proteica similar a los controles
sometidos a dieta grasa, no encontrandose diferencias significativas entre ambos

grupos (Figura 34).
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Anilisis por Western blot de los niveles proteicos de citoquinas producidas por el
tejido adiposo blanco. Western blot representativos (A) y cuantificacion (B) de los niveles de
proteina de TNF-a, leptina, adiponectina y PAI-1 en el WAT de los cinco grupos estudiados. Se

utiliz6 la B-actina como control de carga. *p<0.05 vs. Control STD; 1p<0.05 vs. BATIRKO STD;
$p<0.05 vs. Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD H.

Estas diferencias en la expresion del ARNm y de la proteina de las
citoadipoquinas sintetizadas en ambos tejidos adiposos, se correlacionaron con las
concentraciones circulantes de las mismas (Tabla 8). Asi, los dos grupos de BATIRKO
obesos que presentaban un incremento significativo de la expresiéon de leptina en
ambos tejidos adiposos, tenian un aumento significativo de los niveles circulantes de
leptina (Tabla 8). Los animales obesos que no compensaron la resistencia a la insulina,
mostraron concentraciones plasmaticas muy elevadas de TNF-o, pero unos niveles mas
bajos de adiponectina (Tabla 8) al igual que habiamos observado en los niveles de
expresion en ambos tejidos adiposos. Todas estas modificaciones de expresion de las
citoquinas proinflamatorias y de las adipoquinas en los tejidos adiposos, junto con la
variacion de las concentraciones de citoquinas circulantes, alterarian el metabolismo de

los ratones, principalmente en el grupo de BATIRKO obeso que no compensa la

resistencia a la insulina.
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Control  BATIRKO | Control = BATIRKO BATIRKO

STD STD HFD HFD H HFD N
TNF-o (pg/mL) 64+13 63+ 1 5.5+1 45+0.5 269 £1948
Leptina (ng/mL) 28+0.3 3.8+0.6 1.9+1.1 57+ 11% 47+03"H
Adiponectina(pg/mL) | 7.5+£0.7 72+0.6 7105 88+1.2 53+0.6"8

Concentraciones plasmaiticas de las citoquinas y adipoquinas secretadas por los
tejidos adiposos. *p<0.05 vs. Control STD; 1p<0.05 vs. BATIRKO STD; }p<0.05 vs. Control
HEFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD H.

Teniendo en cuenta que hemos generado un modelo de resistencia a la insulina
como consecuencia de la obesidad producida por la administracién de dieta rica en
grasas, analizamos el perfil lipidico de los cinco grupos del modelo. Asi, en la tabla 9,
se puede observar que ambos grupos de BATIRKO obesos tenian un perfil lipidico
diferente a las 33 semanas. El grupo de ratones BATIRKO obesos hiperinsulinémicos
mostré un incremento significativo de la concentracién de TGDs y las cHDL, pero sin
cambios en los niveles de cLDL. Sin embargo, el grupo de ratones BATIRKO obesos
normoinsulinémicos no tuvieron cambios significativos en las concentraciones de
TGDs y cHDL, pero si un ligero incremento de la concentracion plasmética de cLDL
comparado con los controles. Es de especial interés el hecho de que el raton BATIRKO
obeso normoinsulinémico, que tiene tres veces mas alto el ratio cLDL/cHDL que el

raton BATIRKO obeso hiperinsulinémico, posee mayor riesgo cardiovascular (Tabla 9).

Control BATIRKO | Control BATIRKO BATIRKO
STD STD HFD HFD H HFD N

TG (mg/dL) 31.8+1.4 324+33 |228+31 44.6+6.6* 26.7+ 6.1
Glicerol (mg/dL) |9.1+1.1 17.7+32 191511 13.6+4.6 11.2+3.2
Colesterol(mg/dL) | 86.6 £ 6.6 7557 979+£156 1252+411 86.54+16.6
cLDL (mg/dL) 552+9 514+109 | 4215+72 51.8+16.1 64.6+24.4
cHDL (mg/dL) 449+7 39.3+3 324+8 106.4 £26t  38.1+23s
cLDL/cHDL 1.2+0.2 1.3+£0.3 1.3+£0.7 0.5+0.5 1.7+0.3

Perfil lipidico de los ratones a las 33 semanas. *p<0.05 vs. Control STD; 1p<0.05

vs. BATIRKO STD; 1p<0.05 vs. Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD H.
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1.3. DIFERENCIAS EN LA FUNCION VASCULAR DE LOS GRUPOS OBESOS DE
BATIRKO

Es conocido que la resistencia a la insulina y la obesidad producen multitud de
alteraciones en el endotelio que podrian provocar disfuncién vascular [Steinberg, H. O.
y Baron 2002]. Por este motivo, estudiamos en primer lugar la funcién endotelial en
nuestro modelo animal. Se analiz6 la funcién dependiente de endotelio como respuesta
de vasorrelajacién inducida por acetilcolina (ACh) (Figura 35A). Tanto los controles
como los animales BATIRKO STD asi como los controles HFD y los BATIRKO obesos
hiperinsulinémicos presentaron respuestas de relajacién a ACh similares, entre el 60 y
el 70%. Sin embargo, los ratones BATIRKO obesos que no compensaban la resistencia a
la insulina y que tenian un peor perfil metabdlico ademds de un perfil lipidico mas
aterogénico, presentaron una reduccién significativa de la respuesta de vasorrelajaciéon
inducida por la acetilcolina (~35%). Este descenso en la respuesta inducida por ACh se
correlacioné con un descenso significativo en la expresién, tanto del ARNm como de la
proteina, del enzima eNOS en la arteria aorta (Figura 35B y C). Estos resultados
sugieren que el grupo de ratones BATIRKO obesos que no compensan la resistencia a

la insulina tenian disfuncién endotelial.
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Estudio de la funcion endotelial en la arteria aorta de ratones controles y BATIRKO.
A) Curvas de dosis-respuesta a ACh en anillos adrticos precontraidos con fenilnefrina (PE). En la
grafica superior, ratones con dieta estandar y en la inferior, animales sometidos a dieta grasa. B)
Analisis mediante qRT-PCR de la expresiéon del ARNm del enzima eNOS en la arteria aorta de los
cinco grupos del estudio. C) Expresion de la proteina eNOS mediante Western blot. A la izquierda,
se encuentran los geles representativos de WB y a la derecha, la cuantificacién respecto a a-
tubulina. *p<0.05 vs. Control STD; 1p<0.05 vs. BATIRKO STD; $p<0.05 vs. Control HFD; §p<0.05
vs. BATIRKO HFD H.
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Por otro lado, la funcién independiente de endotelio como respuesta de
relajaciéon inducida por nitroprusiato sédico (SNP) fue comparable en todos los grupos

y practicamente alcanzaron el 100% de relajacién a la dosis maxima de SNP (Figura 36).
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Estudio de la funcién independiente de endotelio de ratones control y BATIRKO.
Respuesta de relajaciéon inducida por el nitroprusiato sédico (SNP, a 10 M) en los anillos
aorticos de los grupos estudiados. *p<0.05 vs. Control STD; 1p<0.05 vs. BATIRKO STD;
1p<0.05 vs. Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD H.

Ademas, estudiamos la respuesta frente a diferentes agentes vasoconstrictores
como el analogo del TxA> (U46619) y la angiotensina II (Ang II) en los anillos adrticos
de los cinco grupos (Figura 37). Observamos que los grupos control y BATIRKO STD
respondieron de forma similar al TxA; mientras que en los grupos HFD hubo
diferencias, mostrando los ratones BATIRKO una mayor respuesta contractil que el
grupo control, aunque sélo fue estadisticamente significativa en el caso de los
normoinsulinémicos (Figura 37A). Sin embargo, la respuesta a la Angll fue mucho mas
clara, observandose un aumento significativo en la contractilidad del grupo BATIRKO
HFD N respecto a los otros grupos estudiados (Figura 37B). Estos resultados sugerian
que Unicamente el grupo de ratones BATIRKO obesos que no compensaban la
resistencia a la insulina mostraba disfuncién endotelial y mayor hipercontractilidad, y,

por tanto, tenia disfuncién vascular.
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Estudio de la contractilidad vascular en anillos aérticos de ratones control y BATIRKO.
A) Dosis respuesta inducida por el analogo del TxA2 (U46619) en animales control y BATIRKO
sometidos a dieta estindar y grasa. B) Respuesta contractil frente a la angiotensina II (10-°M) en anillos
aorticos de los grupos estudiados. *p<0.05 vs. Control STD; tp<0.05 vs. BATIRKO STD; $p<0.05 vs.

Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD H.

1.4. EXPRESION DIFERENCIAL DE LOS FACTORES DE RIESGO VASCULAR EN

LOS RATONES BATIRKO OBESOS

Como pardametros de dafio vascular se estudiaron la acumulacion de lipidos y el

area de lesién en la capa intima de los arcos aérticos. Entre los cinco grupos de ratones

descritos, el grupo de los ratones BATIRKO obesos normoinsulinémicos fue el que, de

nuevo, mostré diferencias significativas respecto a los demads grupos, observandose un

mayor contenido lipidico y un aumento del area de la lesion en la region del arco

aortico (Figura 38).
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Analisis morfométrico del arco adrtico de ratones control y BATIRKO. A) Tincién con
OilRedO del arco adrtico de ratones control y BATIRKO con ambos tipos de dieta. B) Cuantificacién
del contenido lipidico y del area de lesién en los arcos aérticos. *p<0.05 vs. Control STD; 1p<0.05 vs.
BATIRKO STD; 3p<0.05 vs. Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD H.

Mediante inmunohistoquimica, estudiamos el infiltrado de macréfagos en la
neointima de los arcos aodrticos de todos los grupos estudiados. Observamos un
aumento estadisticamente significativo del nimero de macréfagos en el arco aértico de
los ratones BATIRKO obesos que no compensan la resistencia a la insulina en relaciéon
con los otros grupos estudiados (Figure 39A y B). En este mismo sentido, mediante RT-
PCR cuantitativa a tiempo real, observamos que los niveles maximos de expresion del
ARNm de MCP-1 se encontraban en los anillos adrticos de los BATIRKO HFD N
(Figure 39C). Ademads, también aument6 de manera notoria la expresion de otras
citoquinas proinflamatorias, como TNF-a y sus receptores (especialmente TNFR2), en

la arteria aorta del mismo grupo de ratones BATIRKO obesos (Figura 40).
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Estudio de la inflamacion en las arterias aortas de ratones control y BATIRKO. A)
Inmunohistoquimica frente a F4/80, que mide el infiltrado de macréfagos, en los arcos adrticos
de los grupos estudiados. B) Cuantificacién del infiltrado de macréfagos, expresado como
tincién positiva por area del arco adrtico. C) Andlisis por qRT-PCR de la expresion del ARNm
de MCP-1 en la arteria aorta de los grupos estudiados. *p<0.05 vs. Control STD; 1p<0.05 vs.
BATIRKO STD; 1p<0.05 vs. Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD H.
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Expresion del ARNm del TNF-a y sus receptores en la arteria aorta de ratones
control y BATIRKO. La expresiéon del ARNm de los genes analizados se estudié mediante PCR
cuantitativa a tiempo real. *p<0.05 vs. Control STD; tp<0.05 vs. BATIRKO STD; 1p<0.05 vs.
Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD H.

Otro parametro estudiado que aportaba mas evidencias de la presencia de
mayor dafio vascular en la arteria aorta del grupo de ratones de BATIRKO obesos
normoinsulinémicos fue la sobreexpresion de PAI-1, tanto en la arteria aorta como en

el arco adrtico (Figura 41).
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Expresion de PAI-1 en el arco aértico y en la arteria aorta de ratones control y
BATIRKO. A) Fotografias representativas de la inmunohistoquimica (IHQ) de PAI-1 en el arco
aortico de los cinco grupos estudiados. En la parte inferior se encuentra la cuantificacion de
dicha IHQ que esta expresada como % de tincion positiva por area. B) Analisis por Western blot
de los niveles proteicos de PAI-1 en las arterias aortas de los grupos estudiados. En la parte
inferior se encuentra la cuantificaciéon de dicho WB, en el que se ha utilizado la B-actina como
control de carga. C) Anadlisis por RT-PCR cuantitativa a tiempo real del ARNm de PAI-1 en las
arterias aortas de los cinco grupos estudiados.*p<0.05 vs. Control STD; 1p<0.05 vs. BATIRKO
STD; $p<0.05 vs. Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD H.

1.5. EXPRESION DIFERENCIAL DE TNF-a. Y UCP-2 EN LA ARTERIA AORTA DE
LOS BATIRKO OBESOS

Previamente ya hemos descrito que en los estados de resistencia a la insulina
asociados con obesidad, puede tener lugar la movilizacién de lipidos procedentes del
WAT visceral hacia otros tejidos periféricos. También, hemos observado una
acumulacion lipidica diferencial en los arcos adrticos de ambos grupos de BATIRKO
obesos.

Por otro lado, se ha descrito que la sobre-expresion de UCP-2 induce la f-
oxidacion de acidos grasos de cadena larga [Chan y col., 2001] y podria tener un papel
protector frente a la aterosclerosis [Blanc y col., 2003]. En esta linea, nosotros hemos
observado un aumento estadisticamente significativo en la expresion del ARNm de
UCP-2 en la arteria aorta de los ratones BATIRKO HFD H comparado con el grupo de
los normoinsulinémicos (Figura 42). Asi, la sobre-expresion de UCP-2 podria ser uno
de los mecanismos implicados en la atenuacién del dafio vascular observada en los

BATIRKO obesos hiperinsulinémicos.
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Expresion del ARNm de UCP-2 en la arteria aorta de ratones control y BATIRKO.
La expresion del ARNm de UCP-2 se estudié mediante PCR cuantitativa a tiempo real.*p<0.05

vs. Control STD; 1p<0.05 vs. BATIRKO STD; $p<0.05 vs. Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO
HFD H.

Ademas, en otros tejidos periféricos como el higado, el corazén y el musculo
esquelético, los resultados obtenidos corroboraron que la acumulacién de lipidos
dependia del nivel de expresién de UCP-2 en el higado y corazén y de UCP-3 en el
musculo esquelético (Figura 43A, B y C). De hecho, se encontré6 una correlaciéon
negativa y significativa entre la expresiéon del ARNm de UCP-2 en corazén, higado y

arteria aorta y el contenido lipidico en dichos tejidos (Figura 44).
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Papel de UCPs en la acumulacion lipidica de tejidos periféricos A) Fotografias de cortes de
higado, corazén y musculo esquelético tefiidos con OilRedO de los cinco grupos de animales estudiados.
B) Cuantificaciéon del contenido lipidico en higado, corazén y miusculo. C) Anélisis por RT-PCR
cuantitativa a tiempo real del ARNm de UCP-2 en higado, corazén y musculo y de UCP-3 en el altimo
tejido de los animales control y BATIRKO. *p<0.05 vs. Control STD; 1tp<0.05 vs. BATIRKO STD; $p<0.05
vs. Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD H.
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Correlacion entre la expresion del ARNm de UCP-2 en corazén, higado y arteria
aorta y el contenido lipidico en dichos tejidos.
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Uno de los mecanismos que nos planteamos que podria estar implicado en los
distintos niveles de expresion de UCPs en ambas poblaciones de BATIRKO obesos es la
expresion diferencial de TNF-a por ambos tejidos adiposos asi como los diferentes
niveles circulantes de esta citoquina proinflamatoria en ambos grupos. Asi,
previamente se ha descrito que el TNF-a podria directamente regular a la baja la
expresion de UCP-2 en adipocitos blancos [Merial y col., 2000]. En nuestro modelo, los
ratones BATIRKO normoinsulinémicos tuvieron niveles elevados de TNF-a en plasma
y en la arteria aorta, mientras que mostraron niveles bajos de UCP-2 en la arteria aorta.
Por otro lado, el grupo obeso con hiperinsulinemia present6é bajos niveles de TNF-a
tanto en el plasma como en la aorta. Asi, se observé una correlacién significativa e
inversa entre los niveles de expresion del ARNm de TNF-a y de UCP-2 en la arteria

aorta de ambos grupos de BATIRKO obesos (Figura 45).
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Correlacion de los niveles de expresion del ARNm de TNF-a y de UCP-2 en la
arteria aorta (A) y en el corazon (B) de ambos grupos de BATIRKO obesos.

Para estudiar si el TNF-a estaba implicado en el descenso de UCP-2 en la aorta,
se realizaron experimentos in vitro en células de musculo liso vascular (Figura 46). El
acido oleico indujo la expresiéon de UCP-2 de una forma tiempo-dependiente, mientras
que el TNF-a provocé un descenso de la proteina desacoplante 2. Cuando se realizé un
pretratamiento con esta citoquina proinflamatoria y una posterior estimulacién con el
acido oleico, se observé que el TNF-a redujo significativamente la expresion del

ARNm de UCP-2 inducida por el acido oleico (Figura 46).
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Efecto del TNF-a en la expresiéon del ARNm de UCP-2 en células vasculares. Efecto
del TNF-o (10ng/mL) o del acido oleico (Immol/L) en la expresiéon del ARNm de UCP-2 en
CMLYV (A) a diferentes tiempos (desde 2 a 24 horas). Efecto del pretratamiento de TNF-a.a 2,4y
8h en la expresién del ARNm de UCP-2 en CMLV (B) estimuladas con dcido oleico durante 18h.
*p<0.05 vs. control; 1p<0.05 vs. acido oleico.

Otro mecanismo que potencialmente podria estar implicado en el dafio vascular
diferencial observado en los dos grupos de BATIRKO obesos, podria estar relacionado
con las especies reactivas de oxigeno (ROS). Observamos, un aumento del anién
superdxido y de la cantidad de nitrotirosina en los arcos adrticos del grupo BATIRKO
obeso normoinsulinémico comparado con el hiperinsulinémico (Figura 47A, B, Cy D).
Ademas, NOX-4, que es la principal isoforma de la NADPH oxidasa implicada en la
producciéon de las ROS en la pared aodrtica, sufrié6 un incremento significativo en la
expresion de su ARNm en la aorta de los BATIRKO obesos normoinsulinémicos

comparado con los controles (Figura 47E).
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Papel de ROS en el dafio vascular de los ratones control y BATIRKO. A) Fotografias
representativas de la deteccién in situ de los niveles del anién superdxido por el método de
hidroetidina (paneles superiores) y de los niveles de nitro-tirosina mediante inmunohistoquimica
(paneles inferiores) en los arcos adrticos de ratones control y BATIRKO. Cuantificacion de los niveles
de anién superdxido (B) y de los de nitro-tirosina (C) en los arcos aérticos de los grupos estudiados. D)
Analisis cuantitativo de la produccién del anién superéxido por el método quimioluminescente por
lucigenina en los arcos aérticos de ratones control y BATIRKO. E) Expresiéon del ARNm de NOX-4
mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real en la arteria aorta de ratones control y BATIRKO. *p<0.05
vs. Control STD; 1p<0.05 vs. BATIRKO STD; 3p<0.05 vs. Control HFD; §p<0.05 vs. BATIRKO HFD H.
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2. PAPEL DEL TEJIDO ADIPOSO MARRON ASOCIADO AL
ENVEJECIMIENTO EN EL DESARROLLO DE LA
ENFERMEDAD VASCULAR

2.1. CARACTERIZACION DEL MODELO BATIRKO DE 52 SEMANAS DE EDAD

En primer lugar, se caracteriz6 el modelo, midiendo distintos parametros como
el peso corporal, los ratios de los tejidos adiposos (WAT y BAT) respecto al peso
corporal y las concentraciones plasmaticas de insulina y glucosa. Ademads, se
analizaron pardmetros relacionados con la obesidad y la inflamacién asociada a ella
(Tabla 10).

Se compararon los ratones BATIRKO con sus controles y observamos, como ya
sabiamos, que los BATIRKO presentaban una lipoatrofia marrén severa a cualquier
edad, es decir, se produjo una pérdida de la masa de dicho tejido, caracteristica propia
del genotipo del modelo. Este hecho parece conferir susceptibilidad a la obesidad, idea
confirmada por la ganancia de peso y el aumento estadisticamente significativo de la
masa de tejido adiposo blanco que observamos en los animales BATIRKO de 52
semanas de edad o envejecidos, respecto a los otros grupos estudiados. Otro parametro
que apoy6 la aparicion de obesidad en este grupo, fue el aumento estadisticamente
significativo de la concentracion de leptina en plasma, que se produjo en los BATIRKO

de 52 semanas comparado con los otros grupos.

Control ~ BATIRKO | Control BATIRKO
33 semanas 33semanas | 52 semanas 52 semanas
Peso (g) 28.9+0.7 2791 31.68 £ 0.8t 32.88+0.5
WAT (mg)/ peso (g8) | 155+1.5 21.0+£35 |2089+2.6  40.41+1.6"
BAT (mg)/peso (g) | 239+0.2 0.86 £0.07°* | 3.01 £0.3 0.88 + 0.02 "+
Insulina (ng/ml) 0.37+0.08 018+0.02 |1.86+08* 071+031t
Glucosa (mg/dl) 120.7+59  1254+7.8 | 1188+3.6 14594391
TNF-o (pg/ml) 64+1.3 63+1 12.36+45  204+13.1
Leptina (ng/ml) 28+0.3 38+0.6 33+0.8 77413 "

Caracterizaciéon del modelo BATIRKO envejecido. *p<0.05 vs. Control 33 semanas;
1p<0.05 vs. BATIRKO 33 semanas; $p<0.05 vs. Control 52 semanas.
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Ademas, el grupo BATIRKO a las 52 semanas presenté mayor intolerancia a la
glucosa respecto a los animales del mismo genotipo pero de 33 semanas de edad
(Figura 48A). Sin embargo, ninguno de los animales, independientemente de su
genotipo, mostré resistencia a la insulina global (Figura 48B). El hecho de que los test
de tolerancia a la insulina fueran normales, mientras que la respuesta a una sobrecarga
de glucosa (GTT) estaba alterada, nos sugeria que el defecto observado en la
homeostasis de la glucosa se debia a una secrecién de insulina alterada, mas que a una
accion andmala de la hormona. Asi, que para conocer mas a fondo este suceso,
llevamos a cabo los tests de secrecion aguda de insulina y observamos que se producia
un fallo severo en la secreciéon de dicha hormona en los animales BATIRKO tanto a las
33 como a las 52 semanas de edad (Figura 48C). Ya hemos explicado anteriormente,
que el genotipo BATIRKO de 33 semanas de edad mostré hipoinsulinemia y un ligero
descenso del tamafo del islote pancreatico, al compararlo con los ratones control
(Tabla 10 y Figura 49A). Comprobamos que esta circunstancia se mantenia en los
animales de edad avanzada. Como se puede observar en la tabla 10, el animal
BATIRKO a las 52 semanas de edad, mostré una concentraciéon plasmatica de insulina
menor que los animales control de la misma edad. Sin embargo, mostré un aumento
estadisticamente significativo comparado con los ratones BATIRKO adultos, aumento
que se puede atribuir al propio envejecimiento de los animales, ya que ocurri6 lo
mismo en los controles. Es mas, el raton BATIRKO de 52 semanas de edad, present6
una moderada hiperglucemia en el ayuno pero estadisticamente significativa
comparada con la de los animales control de la misma edad (Tabla 10). Por tanto, el
hecho de que estos animales presentaran intolerancia a la glucosa pero sin resistencia a

la insulina, era debido a un fallo severo en la secreciéon aguda de la hormona.
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Estudio del metabolismo de la glucosa en los ratones control y BATIRKO de 33 y
52 semanas de edad. A) Test de tolerancia a la insulina en los 4 grupos estudiados. B) Test de
tolerancia a la glucosa de los ratones control y BATIRKO a las 2 edades estudiadas. C) Test de
secrecion aguda de insulina en todos los grupos estudiados. *p<0.05 vs. Control 33 semanas;
1p<0.05 vs. BATIRKO 33 semanas; $p<0.05 vs. Control 52 semanas.

Previamente se ha descrito que la sobre-expresion de la proteina UCP-2 en las
células B pancredticas se asocia con un descenso de la secrecién de insulina [Chan y
col., 1999]. A este respecto, mediante técnicas de inmunohistoquimica, confirmamos
que los ratones BATIRKO y principalmente el raton BATIRKO envejecido, mostraban
un aumento estadisticamente significativo en la expresion de UCP-2 en el islote
pancreatico (Figura 49A). Al mismo tiempo, observamos un aumento estadisticamente
significativo de UCP-1 (tanto a nivel del ARNm como de proteinas) en los ratones
BATIRKO de 52 semanas de edad, comparado con el resto de los grupos estudiados

(Figura 49B).
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Estudio del pancreas y del tejido adiposo marrén en los ratones sometidos a
estudio. A) IHQ de Insulina y UCP-2 en el péancreas (paneles superiores) de los 4 grupos
estudiados. En el panel inferior, cuantificacién del contenido de insulina y de la tinciéon
positiva de UCP-2 por area de pancreas (gréficas izquierda y derecha, respectivamente). B)
Estudio por Western blot de la expresion de UCP-1 en el tejido adiposo marrén de los ratones
control y BATIRKO de 33 y 52 semanas de edad (paneles superiores). En la parte inferior de
este apartado se puede observar la cuantificacién de dicha proteina respecto al normalizador -
actina, asi como la expresiéon del ARNm de UCP-1 en el tejido adiposo marrén (graficas
izquierda y derecha, respectivamente). *p<0.05 vs. Control 33 semanas; tp<0.05 vs. BATIRKO
33 semanas; 3p<0.05 vs. Control 52 semanas.

118



2.2. RESISTENCIA VASCULAR A LA ACCION DE LA INSULINA INDUCIDA
POR CITOADIPOQUINAS PRODUCIDAS POR EL BAT Y EL WAT EN EL RATON
BATIRKO DE 52 SEMANAS DE EDAD

El ratéon BATIRKO, como su propio nombre indica, carece del receptor de la
insulina (IR) en el tejido adiposo marrén (BAT). Como consecuencia, en dicho tejido se
produce un fallo en la sefializacién de la insulina, como comprobamos al realizar un
Western blot (Figura 50) de la fosforilacion en el residuo serina 473 de la proteina Akt;
dicha proteina es una de las principales quinasas implicadas en la sefalizacién de la
insulina.

Para analizar si esta resistencia primaria en el BAT iba asociada a una resistencia
a la insulina secundaria en tejidos periféricos, realizamos Western blot con el
anticuerpo contra el mismo residuo fosforilado de Akt que habiamos estudiado en
BAT, en distintos tejidos diana de dicha hormona, como son el tejido adiposo blanco, el
higado, el musculo esquelético y la arteria aorta, tanto en ratones control como en
ratones BATIRKO. Observamos, que la sefializaciéon de la insulina en el higado y el
musculo esquelético no se encuentra alterada en ninguno de los grupos estudiados,
como consecuencia de esa resistencia primaria observada en el BAT (Figura 50A, B y
C). Este hecho podria explicar por qué ambos grupos de ratones BATIRKO, tanto el
adulto como el envejecido, no presentan resistencia a la insulina global.

Sin embargo, el grupo BATIRKO envejecido, que hemos sefialado que sufria
obesidad, mostré un descenso estadisticamente significativo de la sefializacién de la
insulina en el tejido adiposo blanco (Figura 50A y C). Ademds, observamos que el
BATIRKO de 52 semanas de edad, presentaba resistencia vascular a la accién de la
insulina, ya que no mostraba respuesta en la fosforilacién de Akt frente al estimulo
hormonal, de la misma forma que tampoco se observaba respuesta en la fosforilacion
del residuo Serina 1177 de eNOS, residuo fosforilado por la accién de Akt (Figura 50A
y D). Asi, debido al desarrollo de un proceso de obesidad la resistencia primaria en el
BAT iba asociada a un descenso en la sefializacién de insulina en el WAT en los ratones
BATIRKO de 52 semanas, para finalmente causar una resistencia a la insulina en la

arteria aorta.
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Senalizacion in vivo de la insulina en ratones control y BATIRKO a las 33 y 52
semanas de edad. A) Estudio por Western blot de la fosforilacién de proteinas inducida por
insulina en el tejido adiposo marrén, higado, musculo esquelético, tejido adiposo blanco y
arteria aorta de los ratones control y BATIRKO jévenes y envejecidos. B) Cuantificaciéon de
dicha fosforilacién respecto a B-actina en tejido adiposo marrén e higado. C) Cuantificacién de
la fosforilacién de Akt en respuesta a insulina en el misculo esquelético y el tejido adiposo
blanco respecto al normalizador (a-tubulina y B-actina respectivamente). D) Cuantificacion de
la Ser473 de Akt y de la Serl177 de eNOS en la arteria aorta en respuesta al estimulo de
insulina, respecto a a-tubulina en los ratones de ambos genotipos jévenes y envejecidos. *p<0.05
vs. tratamiento con salino; 1p<0.05 vs. BATIRKO 33s con insulina; 1p<0.05 vs. BATIRKO 52s
con insulina.

Para conocer el mecanismo implicado en la resistencia a la insulina vascular
causada como consecuencia de los efectos conjuntos de la resistencia a la hormona en
el BAT y la obesidad, estudiamos la produccién de citoadipoquinas que tenia lugar
tanto en el tejido adiposo marrén, fuente de la resistencia primaria, como en el tejido
adiposo blanco, causante de la obesidad. Observamos que la expresiéon del ARNm y de
proteina de TNF-q, leptina y PAI-1 sufria un aumento estadisticamente significativo en
ambos tejidos en el animal BATIRKO de 52 semanas de edad comparado con el resto
de grupos estudiados (Figura 51). Ademads, este aumento de expresiéon de TNF-a y
leptina locales en los tejidos, se relacionaba con el aumento de las concentraciones

plasmaticas de estas citoadipoquinas, en el ratén BATIRKO envejecido (Tabla 10).
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Estudio de las citoquinas y adipoquinas inflamatorias producidas por los tejidos
adiposos blanco y marrén en los ratones control y BATIRKO de 33 y 52 semanas de edad. A)
Expresiéon del ARNm de TNF-a, leptina y PAI-1 en ambos tejidos adiposos. Estudio por
Western blot de la expresién proteica de TNF-a (B), PAI-1 (C) y leptina (D) en los 4 grupos
estudiados. A la izquierda se pueden observar los geles representativos y a la derecha las

cuantificaciones de la expresién de proteinas respecto a la proteina normalizadora f-actina en
Control 33 semanas; tp<0.05 vs. BATIRKO 33

los todos los grupos estudiados. *p<0.05 vs.
semanas; £p<0.05 vs. Control 52 semanas.
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2.3. EL RATON BATIRKO DE 52 SEMANAS DE EDAD SUFRE DISFUNCION
VASCULAR E INFLAMACION LOCAL EN LA ARTERIA AORTA

Ya habiamos observado que el animal BATIRKO presentaba resistencia primaria
a la accién de la insulina en el tejido adiposo marrén, y que a medida que envejecia
desarrollaba obesidad y mostraba un descenso en la sefalizacién de insulina en el
WAT, para finalmente sufrir una resistencia vascular a la accién de la insulina. Para
estudiar si esta situacion metabdlica provocaba alteraciones vasculares, mas alla de la
resistencia a la insulina observada, analizamos la funcién vascular en anillos de la
arteria aorta de animales control y BATIRKO.

El primer paso fue estudiar la funcién endotelial. Para ello, examinamos la
respuesta de los anillos aérticos frente a la acetilcolina (ACh), que, como ya hemos
apuntado, produce una relajaciéon dependiente de endotelio. Asi, observamos que los
ratones BATIRKO de 52 semanas de edad tenfan un descenso estadisticamente
significativo de la respuesta relajante inducida por la ACh (Figura 52A).

Al mismo tiempo, mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real, estudiamos la
expresion de distintos genes implicados en el dafio vascular. Y comprobamos que, en
los animales BATIRKO de mayor edad, se producia un aumento significativo de genes
relacionados con la activacién endotelial, como endotelina 1 (ET-1), y una molécula de
adhesion como ICAM-1 (Figura 52B y C, respectivamente). Ademads, observamos un
incremento significativo de la expresiéon del ARNm de eNOS en la arteria aorta de
ratones BATIRKO envejecidos, probablemente como un mecanismo compensatorio
frente al dafio endotelial (Figura 52D).

El descenso de la respuesta a ACh y la alteracion en la expresion de los genes
estudiados, sugerian que los ratones BATIRKO de 52 semanas de edad presentaban

disfuncion endotelial.
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Estudio de la funcién endotelial en los anillos aérticos de ratones control y BATIRKO.
A) Relajacién dependiente de endotelio en respuesta a Acetilcolina (ACh) en anillos previamente
precontraidos con fenilefrina en los 4 grupos estudiados. Estudio de la expresion de ARNm de
genes implicados en la funcién endotelial como endotelina-1 (B), ICAM-1 (C) y eNOS (D) mediante
PCR cuantitativa a tiempo real. *p<0.05 vs. Control 33 semanas; tp<0.05 vs. BATIRKO 33 semanas;
1p<0.05 vs. Control 52 semanas.

Por el contrario, cuando estudiamos la respuesta en los anillos adrticos de los
animales frente a nitroprusiato sédico (SNP) (que causa una relajacion independiente
de endotelio) no encontramos diferencias significativas entre ninguno de los grupos
(Figura 53).

También evaluamos la vasoconstricciéon en respuesta a Angll en los cuatro
grupos estudiados y observamos que se producia un aumento significativo en la
respuesta contractil del grupo BATIRKO de 52 semanas comparado con el grupo
control (Figura 54). Sumando este resultado a la disfuncién endotelial previamente

hallada, sélo el grupo BATIRKO de mayor edad presentaba disfuncion vascular.
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Relajacion independiente de endotelio en la arteria aorta de ratones control y
BATIRKO. Relajacién inducida por SNP en los anillos adrticos precontraidos con fenilefrina de
los 4 grupos estudiados. *p<0.05 vs. Control 33 semanas; 1p<0.05 vs. BATIRKO 33 semanas;
$p<0.05 vs. Control 52 semanas.
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Respuesta vasoconstrictora frente a Angiotensina II en la arteria aorta de ratones
control y BATIRKO. Se utiliz6 una dosis tnica de Angll de 10 M para inducir la respuesta
vasoconstrictora en los anillos aérticos de los grupos estudiados de ratones control y BATIRKO.
*p<0.05 vs. Control 33 semanas; tp<0.05 vs. BATIRKO 33 semanas; fp<0.05 vs. Control 52

semanas.

Por otro lado, la insulina tiene una accién dual en el vaso; el efecto vasodilatador
lo ejerce a través de la ruta Akt/eNOS, aumentando la producciéon de NO. El efecto
vasoconstrictor se debe a una estimulacién de la ruta Ras/Raf/MAPK que finaliza en
la producciéon de ET-1. Ya que habiamos observado un descenso en la sefializacion de
insulina en al arteria aorta que afectaba a Akt y eNOS (Figura 50A y D), quisimos

estudiar la relajacion inducida por dicha hormona, en anillos adrticos previamente
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contraidos con fenilefrina. De esta forma, observamos que el ratén BATIRKO a las 52
semanas de edad presentaba un descenso estadisticamente significativo de la relajaciéon
en respuesta a la insulina, comparado con los controles (Figura 55). Por lo tanto, el
descenso de la sefializaciéon de insulina en aorta, junto con una menor respuesta de
relajacion frente a la misma hormona, sugirié que el ratén BATIRKO de 52 semanas de

edad sufria resistencia vascular a la accién de la insulina.
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Relajacién en respuesta a insulina en los anillos aérticos de ratones control y
BATIRKO. Respuesta de relajacion inducida a dosis creciente de insulina en anillos adrticos de
los ratones control y BATIRKO de 33 y 52 semanas de edad, precontraidos con PE. *p<0.05 vs.
Control 33 semanas; 1p<0.05 vs. BATIRKO 33 semanas; $p<0.05 vs. Control 52 semanas.

Mediante inmunohistoquimica, pudimos observar un aumento estadisticamente
significativo del infiltrado de macréfagos en los arcos aérticos de los ratones BATIRKO
de 52 semanas de edad respecto a los otros grupos estudiados (Figura 56A y B). En este
sentido, también observamos un aumento estadisticamente significativo de la
expresion de MCP-1 en la arteria aorta de los ratones BATIRKO envejecidos respecto al

resto de grupos (Figura 56C).
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Estudio de la inflamacién en la arteria aorta de ratones control y BATIRKO. (A)
IHQ de F4/80, que mide la infiltracién de macréfagos en el arco adértico de ratones control y
BATIRKO a las 33 y 52 semanas de edad. B) Cuantificacién de la IHQ de macréfagos para
relacionar la infiltracién con el area de la aorta. C) Expresion del ARNm de MCP-1 en la arteria
aorta de ratones control y BATIRKO. *p<0.05 vs. Control 33 semanas; 1p<0.05 vs. BATIRKO 33
semanas; £p<0.05 vs. Control 52 semanas.

Ademads, mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real, estudiamos la expresion
de ARNm de genes implicados en el proceso inflamatorio en la arteria aorta, como
iNOS, TNF-a y sus receptores y PAI-1, encontrando un aumento significativo en todos
ellos en el raton BATIRKO de 52 semanas respecto a su control y los grupos de ratones

de 33 semanas de edad (Figura 57).
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Expresion del ARNm de genes proinflamatorios en la arteria aorta de ratones
control y BATIRKO. Mediante qRT-PCR analizamos la expresion del ARNm de iNOS (A), PAI-
1 (B), TNF-a (C) y TNFRs (D). *p<0.05 vs. Control 33 semanas; 1tp<0.05 vs. BATIRKO 33
semanas; £p<0.05 vs. Control 52 semanas.

2.4. FUNCION DE ROS Y ENZIMAS ANTIOXIDANTES EN LA DISFUNCION
VASCULAR OBSERVADA EN EL RATON BATIRKO DE 52 SEMANAS DE EDAD

Otro de los mecanismos potencialmente implicado en la disfuncién vascular que
tiene lugar en el ratén BATIRKO envejecido, podria estar relacionado con las especies
reactivas de oxigeno o ROS. Asi, observamos un aumento estadisticamente
significativo tanto de los niveles de nitrotirosina como del anién superéxido en los
arcos adrticos de estos ratones (Figura 58) comparado con los controles y los BATIRKO

de 33 semanas.
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Estudio de las especies reactivas de oxigeno en la arteria aorta de ratones control y
BATIRKO jévenes y sometidos a envejecimiento. A) IHQ de nitro-tirosina y deteccién in situ
del anién superéxido por dihidroxietidina en el arco aértico de los cuatro grupos estudiados. B)
Cuantificacién de los niveles de nitro-tirosina respecto al drea del tejido. C) Cuantificacion del
anion superéxido generado en la arteria aorta de los ratones estudiados. *p<0.05 vs. Control 33
semanas; 1p<0.05 vs. BATIRKO 33 semanas; £p<0.05 vs. Control 52 semanas.

Esta mayor producciéon de ROS podria deberse a un desequilibrio en la
expresion de los enzimas oxidantes y antioxidantes. Se ha descrito que NOX-4 es la
principal forma de la NADPH oxidasa y estd implicada en la producciéon de ROS en la
pared arterial. Asi, observamos un aumento significativo de la expresiéon de ARNm de
NOX-4 en la arteria aorta de BATIRKO a las 52 semanas de edad comparado con el
resto de grupos (Figura 59A).

Ademas, analizamos la expresiéon del ARNm de enzimas antioxidantes como la
superdxido dismutasa 2 (SOD-2), la catalasa y la glutatiéon peroxidasa (Gpx-1 y Gpx-4).
Y observamos un descenso en la expresion de SOD-2, Gpx-1 y Gpx-4 en el ratéon

BATIRKO envejecido (Figura 59B y D).
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Expresion del ARNm de enzimas antioxidantes y oxidantes en la arteria aorta de
control y BATIRKO. Por qRT-PCR analizamos la expresiéon del ARNm de NOX-4 (A), SOD-2
(B), catalasa (C) y Glutation peroxidasa (Gpx-1y -4) (D) en la arteria aorta de los cuatro grupos
estudiados. *p<0.05 vs. Control 33 semanas; 1p<0.05 vs. BATIRKO 33 semanas; $p<0.05 vs.

Control 52 semanas.
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3. METABOLISMO DE LOS ACIDOS GRASOS Y DE LA
GLUCOSA EN CULTIVOS CELULARES DE CARDIOMIOCITOS Y
CELULAS DE MUSCULO LISO VASCULAR

3.1. ESTUDIOS EN CARDIOMIOCITOS

Se obtuvieron las lineas celulares a partir del cultivo primario, tal y como se
explico en el apartado de material y métodos. Para la inmortalizacién de las lineas, se
transfectaron las células con el ADN del Antigeno T, se realizé una seleccién con
puromicina, y posteriormente se comprob¢ la inmortalizacién mediante Western blot
contra el Antigeno T y contra p53 (Figura 60A). La presencia de ambas proteinas
confirma que las células habian sido inmortalizadas.

Para comprobar que las células obtenidas e inmortalizadas eran realmente las
células deseadas y que se habia eliminado la contaminacién por otros tipos celulares, se
realiz6 Western blot con un anticuerpo contra una proteina especifica de
cardiomiocitos y corazén, como es la Troponina T (TnT) (Figura 60B).

Los cardiomiocitos son células musculares, y por tanto seria esperable que
realizaran el transporte de la glucosa al interior celular. Por ello estudiamos la
expresion de los trasportadores de glucosa GLUT-1 y GLUT-4, el primero como
transportador inespecifico y el segundo, representativo del transporte dependiente de
insulina. En la Figura 60C, se muestra el Western blot que se realiz6 contra estos
transportadores, comparando los cardiomiocitos obtenidos con otros tipos celulares y
con tejidos. Se puede observar que la expresion de Glut- 4 en cardiomiocitos neonatales

es inferior a la de otros tipos celulares.

131



R TR
A = e
EEEEEEEEE
. Lineas inmortalizadas Primario P55| ” ----.d
’ % AgT| --—---.l
AgT--~--
B- Actina |- ‘"---l
B Ry ko fu)
- 59 & &
3EE 25438 S B E o e
TnT| — -_| TnTl_u'—-—l

Glutd |- - -l GLuT . =

(-actina M [- Actina - —--..I

Caracterizacién de las lineas celulares de cardiomiocitos. A) Comprobacién de la
inmortalizacién mediante Western blot contra el Antigeno T y p53 de los cardiomiocitos WT
(izquierda) y de los IRLoxP (derecha). B) Estudio de la proteina especifica de corazén (Tn T) en
todas las lineas obtenidas. C) Estudio de la expresiéon de Glut-4 después de la inmortalizacion
en lineas de cardiomiocitos WT e IRLoxP. Cor: corazén; ME: musculo esquelético; Cél B: célula 8
pancreatica; Hep: hepatocito; CMLV: célula de musculo liso vascular.

Después de la obtencion de la linea de cardiomiocitos IRLoxP, se procedi6 a la
obtencién de las lineas IRKO, Rec A y Rec B. Para ello, lo primero que se hizo fue
infectar la linea LoxP con el virus AdenoCRE que permitia eliminar el receptor de
insulina flanqueado por las secuencias LoxP. Para comprobar que efectivamente se
habia obtenido la linea KO se realizé un Western blot contra el receptor de insulina
(Figura 61A). A continuaciéon, se realiz6 una PCR para discriminar si se habia
reconstituido de forma especifica con la isoforma A o con la isoforma B del IR. Se
observa en la figura 61B que las lineas celulares CM WT y CM IRLoxP expresaban las
dos isoformas del IR, mientras que la linea IR Rec A, sé6lo present6 la banda de la
isoforma A del IR y la linea IR Rec B, sélo la correspondiente a la isoforma B del IR.
Finalmente, mediante Western blot comprobamos que las dos lineas celulares, CM IR
Rec A e IR Rec B, tenian la banda del IRP y presentaban niveles comparables de

reconstitucion (Figura 61C).
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Obtencion de las lineas reconstituidas con las isoformas del receptor de insulina.
A) Estudio por Western blot de la expresion del receptor de insulina en cardiomiocitos WT y
LoxP, asi como en distintos clones infectados con AdenoCRE. B) Estudio por RT-PCR de la
reconstitucion con las isoformas del IR. GAPDH se utiliz6 como gen normalizador. C) Estudio
de la reconstitucion de las isoformas del IR mediante Western blot en las cinco lineas celulares
obtenidas.

Se realiz6 una caracterizaciéon de la ruta de sefializacién intracelular de la
insulina y se observé que los cardiomiocitos neonatales expresaban muchas de las
proteinas implicadas en la ruta de sefalizacion de la insulina (Figura 62). Un dato
relevante, es que las lineas reconstituidas con las isoformas del receptor de insulina
muestran una mayor expresién de la proteina IRS-2 y un descenso en la expresién de
IRS-1, que el resto de las lineas celulares. Este aumento podria deberse a una
compensacién por la pérdida del receptor y podria estar relacionado con la funcién
metabdlica de la insulina. Segtin se ha descrito en la literatura, IRS-2 representa un
importante papel como mediador de las acciones metabdlicas de la insulina y en
presencia de un analogo de la dicha hormona, este sustrato se activa mas en

cardiomiocitos [Rother y col., 1998; Rakatzi y col., 2003].
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Expresion de la ruta de sefializacién de la insulina en cardiomiocitos. A) Distintos
clones de CMWT. B) Lineas celulares WT, con el receptor de insulina flanqueado por secuencias
LoxP, carentes del receptor de insulina y reconstituidas con las isoformas del receptor de
insulina.

El estudio de la curva dosis-respuesta frente a la insulina permite conocer la
menor concentraciéon de dicha hormona que estimula la ruta de sefalizaciéon
intracelular de los cardiomiocitos wild type (Figura 63A). Se observé un aumento de la
fosforilaciéon de Akt ya a la dosis de insulina de 10nM. Sin embargo, ERK tiene una
respuesta mds moderada, aunque hay que tener en cuenta que la expresién basal de la
proteina es més alta.

Mediante la curva de tiempo (Figura 63B) se puede observar que la insulina a
concentracion de 10 nM causa una estimulacion a los cinco minutos de estar presente
en el medio. Para todas las proteinas estudiadas, el estimulo se mantiene de forma
sostenida hasta el final del experimento, aunque va decayendo poco a poco a medida
que avanza el tiempo.

Como ya habfamos obtenido la concentracion minima de insulina a la que
respondian las células y el tiempo 6ptimo, cuando obtuvimos las distintas lineas
celulares para el receptor de insulina, estudiamos si respondian de igual modo a la

linea CMWT y comprobamos que asi era (Figura 63C).
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Estudio de la respuesta a la insulina en los cardiomiocitos. A) Curva de tiempo
para comprobar el tiempo 6ptimo de estimulo con insulina en CM WT. B) Curva de dosis-
respuesta para observar la menor dosis a la que ya se obtiene respuesta a la insulina en CM WT.
C) Comprobacion de la respuesta a insulina al tiempo y dosis elegidos en las cinco lineas
celulares obtenidas.

A continuacién, nos planteamos estudiar la resistencia a la insulina producida
por los 4cidos grasos en tejidos cardiovasculares, asimilandolo a una situacién de dieta
rica en grasas. Para ello, realizamos un tratamiento con el acido oleico (4cido graso
monoinsaturado de cadena larga y el mas abundante en el tejido adiposo humano) y
con el 4cido palmitico (principal &cido graso saturado de cadena larga procedente de la
dieta y el primer intermediario de la lipogénesis).

El primer paso que realizamos fue una curva de dosis respuesta del acido oleico
en las células CM WT para comprobar si este acido graso provocaba la estimulaciéon de
distintas proteinas que intervienen de forma mas o menos directa en el metabolismo de

este nutriente celular (Figura 64).
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Estudio de la respuesta de los cardiomiocitos frente al acido oleico. A) Curva de
dosis-respuesta frente al acido oleico. Estudio por Western blot de distintas proteinas
implicadas en el metabolismo de los acidos grasos. B) Cuantificacién de la relacién de proteina

fosforilada y la total (en el caso de AMPK y ACC) o la proteina normalizadora B-actina (Akt y
p70/5S6K).

En un tratamiento de una hora con distintas dosis de 4cido oleico, la mayor
actividad de AMPK se observé a la dosis maxima estudiada (800 pM), que se
correspondié con la mayor inactivacioén de la principal diana de dicho enzima, la acetil-
Co A carboxilasa (ACC). Por otro lado, Akt y AMPK tienen una relacién inversa, de
hecho, la primera inhibe a la segunda. Asi que en la curva de dosis, observamos que
tanto Akt como p70/S6K (enzimas implicadas en la respuesta a insulina y en la sintesis
de proteinas), presentaban un descenso de su activacién a medida que aumentaba la
dosis de &cido oleico y la activacion de AMPK.

Como pensamos que quizas se debia a una respuesta aguda al tratamiento con
acidos grasos, realizamos una curva de tiempo, estudiando desde tiempos cortos de
estimulacién (una hora) a tiempos prolongados (72h) y observamos como respondian

los cardiomiocitos (Figura 65).
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Estudio de la respuesta de los cardiomiocitos frente al acido oleico. A) Curva de
tiempo frente al 4cido oleico. Estudio por Western blot de distintas proteinas implicadas en el

metabolismo de los acidos grasos. B) Cuantificacién de la relacién de proteina fosforilada y
total.

Observamos que se presentaba un pico de méaxima activacion tras dos horas de
estimulo con el acido oleico en las proteinas implicadas en el metabolismo graso
(AMPK y ACC). Pero también encontramos otros dos picos de activaciéon a las 8 y a las
72 horas. Entre las dianas de AMPK también se encuentra la Lipasa Sensible a
Hormonas (HSL), que al igual que ACC, es inactivada por AMPK mediante
fosforilaciéon de un residuo serina. Ademads, esta proteina es activada de forma
indirecta por Akt (es decir, defosforilada), asi que quisimos comprobar como
reaccionaba esta proteina frente a un estimulo con &cido oleico a dosis maxima (1mM)
a los tiempos de estimulacion maxima de AMPK (2 y 8 horas, incluyendo un tiempo
intermedio de 4 horas) y utilizamos todas las lineas celulares de cardiomiocitos de las

que disponiamos (Figura 66).
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Estudio de la respuesta de los cardiomiocitos frente a dcido oleico. Estudio por Western
blot de las distintas dianas de la AMPK.

Se observaron dos tipos de respuestas de AMPK frente al acido oleico. Por un
lado, las células con ambas isoformas del receptor de insulina (CM WT e CMIRLoxP) y
la linea celular reconstituida con la isoforma B del receptor de la insulina, presentaron
una activacién maxima a las dos horas de estimulo, que se mantuvo a las cuatro y ocho
horas. Por otro lado, la linea carente en el receptor de insulina y la linea celular
reconstituida con la isoforma A del IR, presentaron una activacién maxima de AMPK a
las dos horas de estimulo, siendo menor en los tiempos de exposicién mas largos.

Esta dicotomia se reflej6 de forma distinta en la inactivacién por fosforilacién de
las distintas dianas estudiadas de AMPK. Asi, ACC se fosforil6 desde el primer
momento y se mantuvo fosforilada durante todo el tiempo experimental,
independientemente de que la fosforilacion de AMPK disminuyera. Sin embargo, HSL
mostré una modulacion de su inactivacién paralela a la de AMPK.

El siguiente paso fue estudiar si se producia resistencia a la insulina en
presencia de distintas dosis de &cido oleico en las cinco lineas de cardiomiocitos
obtenidas (Figura 67). Y observamos que habia un comportamiento distinto en las
lineas celulares. En ninguna de las lineas celulares que poseen el receptor de insulina se

observaba una resistencia a dicha hormona respecto a la proteina Akt. En todas ellas, se
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presentaba un aumento de fosforilaciéon de dicha proteina cuando se estimulaban con
insulina.

Respecto a la estimulacion de AMPK con los acidos grasos, si se observé que
cuando la insulina estaba presente, disminuia su activacién. Siendo esta inactivacion
mas importante cuando sélo se encuentra una de las isoformas del receptor de insulina.
Respecto a la linea carente del receptor de insulina, se observé ausencia de respuesta
tanto en presencia de 4cido oleico, como en presencia de este acido graso junto con
insulina.

A continuacién, comprobamos si este comportamiento era general a todos lo
acidos grasos. Asi, repetimos estos experimentos en presencia del acido palmitico
(Figura 68), que como ya hemos comentado anteriormente, es un acido graso de cadena
larga y sin dobles enlaces. Observamos que el comportamiento se repetia. No aparecia
resistencia a la insulina en presencia del 4cido palmitico respecto a Akt, salvo en la
dosis maxima de este acido graso en la linea reconstituida con la isoforma B. De la
misma forma, observabamos que en presencia de insulina, la activacion de AMPK
disminuia, luego Akt estaria ejerciendo su efecto inhibitorio sobre ese enzima. Por
tanto, los resultados observados anteriormente no se debian al tipo de &cido graso
empleado.

De nuevo la linea CMIRKO tenfa un comportamiento distinto al del resto,
presentando ausencia de respuesta en presencia del acido palmitico en solitario o junto
con la insulina.

Un hecho relevante observado en los experimentos con ambos acidos grasos,
oleico y palmitico, es que la inhibicién de ACC parece ser independiente de AMPK. Ya

que la activacién de AMPK no parece modular la fosforilacion de su diana ACC.
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Tratamiento agudo con el acido oleico y la insulina en cardiomiocitos. Estudio por Western
blot de distintas proteinas implicadas en el metabolismo de 4cidos grasos y de glucosa. En el panel
superior, se observa el efecto de dicho tratamiento en las lineas CMWT, CMIRLoxP y CMIRKO. En el
panel inferior, en las lineas reconstituidas con las isoformas del recpetor de insulina.
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Tratamiento agudo con el acido palmitico y la insulina en cardiomiocitos. Estudio por
Western blot de distintas proteinas implicadas en el metabolismo de 4cidos grasos y de glucosa. En
el panel superior, se observa el efecto de dicho tratamiento en las lineas CMWT, CMIRLoxP y
CMIRKO. En el panel inferior, en las lineas reconstituidas con las isoformas del receptor de

insulina.

141

CMWT

CM IR Loxp

CMIR KO

CM IR Rec A

CM IR RecB



Para comprobar si este efecto se mantenia a tiempos largos, realizamos
experimentos con 4cidos grasos durante 24 horas con y sin estimulos de insulina
(Figura 69).

De nuevo observamos que la mayoria de las lineas celulares no mostraron
resistencia a la insulina tras un tratamiento crénico con acidos grasos, ya sean
saturados o insaturados, excepto un ligero descenso de la respuesta a insulina de la
fosforilaciéon de Akt en las lineas CMIRLoxP y CMIR Rec A, en la que parece que el
acido graso saturado a 24 horas de tratamiento, redujo la fosforilacién de Akt.

Al contrario que en tiempo cortos de tratamiento, la activaciéon de Akt no
produjo un efecto inhibidor en la activacion de AMPK en ninguna de las lineas
celulares estudiadas.

La linea carente del receptor de insulina mostr6 de nuevo una ausencia de
respuesta a cualquier estimulo.

También se observé que la fosforilacion de ACC parece ser independiente de la
fosforilacion de AMPK, ya que, aunque esta proteina esté activa, ACC mantiene unos

niveles de inactivacion inalterables.
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Tratamiento prolongado con acidos grasos e insulina en cardiomiocitos. Estudio
por Western blot de distinas proteinas implicadas en el metabolismo de acidos grasos y de
glucosa. En el panel superior, aparecen las lineas CM WT, CM IRLoxP, CMIRKO. En el panel
inferior, estdn representadas las lineas reconstituidas con las isoformas del receprtor de
insulina.A.O.: &cido oleico. A.P.: dcido palmitico.

Por ultimo, realizamos estudios de captacion de glucosa en la linea CMWT
frente a la insulina y el acido oleico (Figura 70). No se observé una respuesta a la accién
de la insulina mayor que el transporte basal. De hecho, independientemente de los

estimulos utilizados no hubo una respuesta estadisticamente significativa.

Captacién de glucosa
{IN® de veces vs control)
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Estudio de la captacion de glucosa en cardiomiocitos. Captacion de glucosa
marcada radiactivamente con tritio en cardiomiocitos wild type frente a insulina, 4cido oleico y
ambos estimulos juntos. INS: insulina; OLE: 4cido oleico.
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3.2. ESTUDIOS EN CELULAS DE MUSCULO LISO VASCULAR

Debido a que el modelo celular de los cardiomiocitos que habiamos obtenido no
captaba glucosa de forma dependiente de insulina, nos planteamos estudiar otras
células vasculares en las que la captacion de glucosa si aumentara en respuesta a
insulina, como las células de musculo liso vascular. Asi, con este modelo in vitro
podriamos comprobar si el comportamiento observado en las células cardiacas era
tnico o si, por el contrario, era comun a los modelos cardiovasculares.

Para ello, obtuvimos células del musculo liso de la aorta de ratones, y, de la
misma forma que con los cardiomiocitos, llevamos a cabo su inmortalizacion y
comprobamos que las lineas celulares (WT e IRLoxP) presentaban AgT y habian
secuestrado p53 (Figura 71A). A continuacion, caracterizamos el cultivo primario y las
lineas celulares y para ello realizamos un Western blot frente a a-actina de células de
musculo liso (a-SMA), que es un marcador especifico de diferenciaciéon de estas células
(Figura 71A y B). Se observé que el proceso de inmortalizacion disminuy6 ligeramente
este marcador (Figura 71A) y que las cinco lineas celulares inmortalizadas presentaban
niveles comparables de dicho marcador (Figura 71A y B).

Después de la obtencién de la linea celular CMLV IRLoxP, se procedi6 a la
obtencién de las lineas IRKO, Rec A y Rec B. Para ello, lo primero que se hizo fue
infectar la linea LoxP con el AdenoCRE que permitia eliminar el receptor de insulina
flanqueado por las secuencias LoxP. A continuacién, mediante infeccién retroviral, se
reconstituy6 con las isoformas del receptor de insulina. Comprobamos que se habian
obtenido las lineas celulares mediante Western blot y RT-PCR (Figura 71B y C,

respectivamente).
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Caracterizacién de las células de miasculo liso vascular. A) Comprobacion de la
inmortalizacién de las células y de que el tipo celular obtenido es el deseado. Estudio por
Western blot de la expresiéon de AgT, p53 y o-SMA. B) Estudio por Western blot de la
eliminacién del receptor de insulina y la posterior reconstitucién con las isoformas de dicho
receptor. C) Estudio por RT-PCR de la reconstitucién con el receptor de insulina. D) Estudio de
ruta de la sefalizacién de insulina en las cinco lineas celulares obtenidas.

Ademas, se realiz6 una caracterizacién de la ruta de sefializacion intracelular de
la insulina (Figura 71D) y se observé que las células de musculo liso vascular de ratén
adulto expresaban muchas de las proteinas implicadas en la ruta de sefializacién de la
insulina. Observamos un aumento de IRS-1 en las células sin receptor y reconstituidas
con las isoformas del IR, lo que puede deberse a una compensacion por la pérdida del
receptor, ya que este sustrato del IR es el mayoritario en células musculares.

Por otro lado, realizamos estudios de la captaciéon de glucosa marcada
radiactivamente con tritio en las CMLV bajo dos dosis de insulina. Observamos que la
mayor captaciéon de glucosa se obtenia a la dosis maxima de insulina tanto en las

células con el receptor de insulina flanqueado por secuencias LoxP como en la linea
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reconstituida con la isoforma A del receptor de insulina (Figura 72). Por tanto,
comprobamos que estas lineas celulares tenian captacion de glucosa insulino
dependiente, hecho diferencial con el modelo in vitro de cardiomiocitos previamente

estudiado.
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Estudio de la captacién de glucosa en células de misculo liso vascular. Captacién
de glucosa marcada radiactivamente con tritio en las distintas lineas de CMLV obtenidas. Ins:
insulina *p< 0,05 vs control

Realizamos estudios con los mismos acidos grasos, acido oleico y palmitico, que
utilizamos con los cardiomiocitos y en las mismas condiciones, es decir, dosis
crecientes durante un tiempo de estimulaciéon de dos horas (Figura 73). Observamos
que ambos &4cidos grasos activaron AMPK, aunque el &cido oleico provocé una
activacion mas fuerte en las CMLV WT. ACC, principal diana de la AMPK mostré una
inactivacién alta desde el principio del experimento y no se modificé al aumentar las
dosis. Otra de las dianas de AMPK que se ha estudiado fue HSL, que no mostré

variacién con ninguna de las dosis, de ninguno de los dos acidos grasos (Figura 73).

146



CMLV WT
Acido Oleico (UM) Acido Palmitico (UM )

P-AMPK [ e v e . -
(Thrl72)

AMPK (" S S e — - - — -

P-ACC

[Ser?%) —aw h ‘..‘.ﬂ
ACC I‘--ﬁ—h- / 77"""‘

P—HSL ri' - s T — - oy —
[Ser 565)

HSL, |#= &5 = - .. e Rl

Bracting | o e cw e o — - - - -

Estudio de la estimulacién con acidos grasos en CMLV WT. Estudio por Western
blot de distintas proteinas implicadas en el metabolismo de la glucosa y de los acidos grasos. A
la izquierda, se encuentran las dosis de &cido oleico y a la derecha las de 4cido palmitico.

A continuacién realizamos los mismos experimentos en las lineas celulares que
poseen modificacién en el receptor de insulina, empezando por las lineas con el
receptor flanqueado por secuencias LoxP y las lineas carentes de IR (Figura 74).

Se observd que el acido oleico indujo respuestas diferentes en la via de
sefializacion de AMPK en las células con y sin el receptor de insulina. Asi, en las CMLV
IRLoxP, observamos un incremento en la fosforilacion de AMPK frente a dosis
crecientes del 4dcido oleico. Esta activacion se corresponde con la fosforilacion de ACC,
siendo mas notoria a las dosis més altas, y un aumento en la fosforilacién de HSL, que
es menos dependiente de la dosis empleada. Sin embargo, en las CMLV IRKO parece
que el acido oleico tuvo un efecto de saturacién, ya que a las dosis altas, las células de
musculo liso vascular tuvieron una menor respuesta de AMPK que a dosis méas bajas.
Respecto a la primera de las dianas de AMPK que hemos estudiado, observamos un
aumento de la fosforilacion de ACC frente a dosis mds bajas del acido oleico,
disminuyendo el aumento a dosis més altas. Asi, tanto en las CMLV con y sin receptor

de insulina el aumento de la fosforilacion de ACC, y por tanto su inactivacion, se
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corresponde con los aumentos en la fosforilacion de AMPK. Por otro lado, HSL
aumento su fosforilacion en respuesta a la estimulacion con el acido oleico, pero no se
produjo un efecto dependiente de la dosis de acido graso empleada (Figura 74).
Cuando empleamos el otro 4cido graso, observamos que el acido palmitico
inducia la fosforilacion y activacion de AMPK y la fosforilacién e inactivacion de ACC
y HSL en las CMLV con y sin receptor. Sin embargo, los efectos que encontramos en
respuesta al acido palmitico, eran menos dependientes de la dosis empleada, en

contraposicién a lo que ocurria cuando estimuldbamos con el acido oleico (Figura 74).

Acido Oleico (un) Acido Palmitico (n)
CMLV IRLoxP CMLVIR KO CMLV IRLoxP CMLV IR KO
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Estudio de la estimulacion con acidos grasos en CMLV IRLoxP e IRKO. Estudio por Western
blot de distintas proteinas implicadas en el metabolismo de la glucosa y de los acidos grasos. A la
izquierda, se encuentran las dosis de acido oleico y a la derecha, las de 4cido palmitico.

También realizamos estos experimentos con las lineas celulares reconstituidas

con las isoformas del receptor de insulina (Figura 75).
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Estudio de la estimulacion con acidos grasos en CMLV IR Rec A e IR Rec B. Estudio por
Western blot de distintas proteinas implicadas en el metabolismo de la glucosa y de los acidos grasos. A la
izquierda, se encuentran las dosis de acido oleico y a la derecha, las de 4cido palmitico.

En la Figura 75, se puede observar que la respuesta de IR Rec A e IR Rec B a los
acidos grasos fue la misma que en el caso de las lineas IRLoxP e IRKO,
respectivamente. AMPK tuvo una mayor activaciéon en las CMLV IR Rec A en
respuesta a las dosis mas altas de acido oleico, mientras que en la linea celular
reconstituida con la isoforma B del receptor de insulina, aparecié una respuesta
contraria, encontrandose una menor activacion de AMPK con las dosis més altas. ACC
se inactivé mas en la linea CMLV Rec B, sin embargo, HSL mostré una respuesta
independiente de la dosis empleada de acido oleico.

Respecto al acido palmitico, en ambas lineas celulares, no se observé una
respuesta dependiente de dosis en ninguna de las proteinas, salvo AMPK en el caso de
las CMLV Rec B, pero la estimulacién basal ya era muy alta.

Debido a que las respuestas de las lineas celulares a los estimulos del acido
palmitico eran independientes de la dosis empleada y que los resultados obtenidos con
el acido oleico mostraban una modulacién en funcién de la dosis empleada decidimos

que los experimentos para estudiar la respuesta a la acciéon de la insulina después de
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un tratamiento agudo con acidos grasos, los realizarfamos con el acido oleico (Figura

76).
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Estudio de la respuesta a la insulina tras un tratamiento con acido oleico durante
dos horas en células de misculo liso vascular de aorta. Estudio por Western blot de distintas
proteinas implicadas en el metabolismo de la glucosa y de los acidos grasos. A la izquierda, se
encuentran las dosis de acido oleico y a la derecha, el tratamiento con &cido oleico e insulina.

Observamos que, después de un tratamiento de las distintas lineas celulares

durante dos horas con el acido oleico, y una posterior estimulacién con insulina
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durante cinco minutos, las lineas que cuentan con el receptor de insulina, ya sea wild
type, flanqueado por secuencias LoxP o con una sola de las isoformas de dicho receptor,
seguian manteniendo la respuesta de Akt frente a la insulina, es decir,
independientemente del tratamiento con el acido oleico. Asi, cuando se realizé6 un
estimulo con insulina en presencia del acido oleico, la proteina Akt mantenia su
fosforilaciéon en respuesta a la hormona. Por lo tanto, estas lineas no desarrollaron
resistencia a la insulina como consecuencia de la exposicion al acido oleico.

Por el contrario, en la linea celular carente del receptor de insulina, dicha
hormona no indujo la fosforilacion de Akt, pero si parece que se produjo un descenso
en la activacion de AMPK en las dosis mds altas de 4cido oleico en presencia de
insulina. Por ello es posible que, independientemente de la accién de Akt en la ruta de
sefializacion de la insulina, exista un mecanismo que en presencia de insulina inactive
AMPK.

Para comprobar si un tratamiento crénico con los dcidos grasos producia este
mismo comportamiento o inducia resistencia a la insulina, tratamos a las células con la
dosis maxima de acidos grasos durante 24 horas y un posterior estimulo con insulina
(Figura 77). En todas las lineas celulares estudiadas, observamos que no se produjo
resistencia a la insulina en relacién a la fosforilaciéon de Akt, en presencia del 4cido
oleico. Sin embargo, el tratamiento prolongado con el 4cido palmitico si redujo la
fosforilaciéon de Akt en la linea IR Rec A. Ademas, la activaciéon de Akt no disminuy6 la
activacion de AMPK, es decir, no ejercié su papel inhibidor. También se pudo observar
que el acido palmitico produce menor activacién de AMPK que el acido oleico.

En cuanto a la inactivacién de ACC debida a la fosforilaciéon inhibidora causada
por AMPK, se observa que va en paralelo con la fosforilacion de AMPK. Es decir,
cuando la fosforilacién de AMPK aumenta, lo hace también la de ACC, de manera que
cuando AMPXK se activa, ACC se inactiva en la misma medida.

Finalmente, la linea celular carente del receptor de insulina, no present6
respuesta frente a ninguno de los estimulos; AMPK no se activ6 frente a ninguno de los

acidos grasos, y de la misma forma, Akt no respondi6 a los estimulos de insulina.
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Estudio de la respuesta a insulina tras un tratamiento con los acidos grasos
durante 24 horas en células de muasculo liso de aorta. Estudio por Western blot de distintas
proteinas implicadas en el metabolismo de la glucosa y de los acidos grasos. A.O.: dcido oleico;
A.P.: 4cido palmitico.
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DISCUSION

1. PAPEL DE LOS MECANISMOS COMPENSATORIOS
FRENTE A LA RESISTENCIA A LA INSULINA EN EL DANO
VASCULAR EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE OBESIDAD

El tejido adiposo marrén se encarga de la termogénesis y del gasto de energia
corporal. Nuestro modelo presenta lipoatrofia marrén severa como consecuencia de la
delecion especifica del receptor de insulina en el tejido adiposo marrén. Ya en 1993, se
describi6é que la ablacién de este tejido conferia susceptibilidad a la obesidad en ratones
[Lowell y col., 1993] y mas recientemente, se ha descrito que la presencia de tejido
adiposo marrén en altas cantidades en adultos humanos, podria tener un efecto

protector frente a la obesidad relacionada con la edad [Cypess y col., 2009].

Con estos antecedentes, decidimos utilizar el ratén BATIRKO para generar un
modelo de obesidad inducido por una dieta rica en grasas. De manera que obtuvimos
un ratén BATIRKO obeso que presentaba resistencia a la acciéon de la insulina y una
peor tolerancia a la glucosa que ratones con el mismo genotipo pero sin obesidad. Sin
embargo, cuando estudiamos las concentraciones plasmaticas de insulina, observamos
dos grupos de ratones BATIRKO obesos. Un grupo mayoritario presentaba
normoinsulinemia (por este motivo lo denominamos N) y una moderada
hiperglucemia en el ayuno. Sin embargo, el segundo grupo (al que denominamos H 'y
era minoritario) tenfa una moderada hiperinsulinemia como mecanismo
compensatorio a la resistencia a la insulina, siendo esta elevaciéon de la concentracion
de insulina en sangre similar a la descrita en pacientes obesos con resistencia a la

insulina [Srinivasan y col., 1999].

Sin embargo, éstas no fueron las tnicas diferencias entre los dos grupos. Los
ratones obesos e hiperinsulinémicos, mostraron hiperplasia de la célula B pancreética,
una vez mds, de acuerdo a los modelos descritos de obesidad con hiperinsulinemia
[Jetton y col., 2005]. Por otro lado, el grupo de ratones BATIRKO obesos con
normoinsulinemia, a pesar de tener resistencia a la insulina, no mostraba hiperplasia
de la célula B, sugiriendo un fallo en los mecanismos compensatorios que se discutira

mas adelante.

Se han desarrollado recientemente modelos murinos de sindrome metabélico,
con objeto estudiar el papel que desempena el tejido adiposo blanco en el desarrollo de

la enfermedad, ya que, aparte de su funcién como almacén de energia, también se le
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reconoce una funcién como 6rgano endocrino secretor de distintas sustancias bio-
reactivas al torrente sanguineo, como por ejemplo adiponectina [Lara-Castro y col.,
2007]. En uno de los modelos de sindrome metabdlico se ha descrito que la resistencia a
la insulina en el tejido adiposo blanco se asocia con la sobre-expresion de TNF-a y con
el descenso de adiponectina [Akagiri y col., 2008]. En este contexto, nuestros dos
grupos de animales BATIRKO obesos también presentaron diferencias. Asi, el ratéon
BATIRKO obeso con hiperinsulinemia, restaur6 la sefializacién de insulina en el tejido
adiposo blanco y mostr6 concentraciones plasmaticas de TNF-a bajas y de
adiponectina completamente normales. Por el contrario, los ratones BATIRKO con
insulinemia normal y que fallaban en la compensacién de la resistencia a la accién de la
insulina, mostraron un empeoramiento en la sefializaciéon de dicha hormona en el
tejido adiposo blanco, a la vez que concentraciones elevadas de TNF-a y bajas de

adiponectina a nivel plasmatico.

Nuestro grupo habia descrito previamente que el ratén BATIRKO presentaba un
defecto intrinseco de la secrecién de insulina [Guerra y col., 2001]. Ahora, describimos
dos grupos de ratones BATIRKO obesos que muestran mecanismos compensatorios
diferenciales en respuesta a su resistencia a la insulina. El grupo hiperinsulinémico,
mostré unos niveles de insulina basales altos y un ligero incremento de los mismos en
repuesta a la sobrecarga de glucosa. El segundo grupo, el normoinsulinémico, mostré
un fallo severo de la secrecion aguda de insulina. Ademds, encontramos una
correlacién positiva y significativa entre la expresion del ARNm de UCP-1 en el tejido
adiposo marrén y la del ARNm de UCP-2 en los islotes pancreaticos. Este hecho
sugiere que el aumento de ambos marcadores termogénicos estd implicado en los
mecanismos compensatorios frente a la lipoatrofia marrén generada en los animales
BATIRKO. Ademas, se demostr6 una relacién inversa entre los niveles de expresion de
UCP-2 en los islotes pancreaticos y la secrecién de insulina de los ratones BATIRKO
obesos. Este resultado insintia que la expresiéon de UCP-2 en los islotes pancreaticos
podria regular, al menos en parte, los mecanismos compensatorios diferenciales frente
a la resistencia a la insulina observados en los ratones BATIRKO obesos. En este
sentido, se ha descrito un papel negativo de UCP-2 en la modulacién de la secreciéon de
insulina inducida por glucosa en las células B del pancreas [Zhang y col., 2001]. Asi,
BATIRKO obeso es un modelo tnico para estudiar el papel de los mecanismos

compensatorios en respuesta a la resistencia a la insulina y el dafio vascular.
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Otra diferencia encontrada entre ambos grupos de ratones BATIRKO obesos fue
su perfil lipidico. El ratio cLDL/cHDL fue tres veces inferior en el grupo
hiperinsulinémico que en el normoinsulinémico. Estos resultados sugieren que existe
un riesgo vascular diferencial entre ambas poblaciones de ratones BATIRKO obesos.
Recientemente, se ha descrito que el balance entre cLDL y cHDL es crucial para el
desarrollo de la aterogénesis. En este sentido, el ratio cLDL/cHDL resulta ser un mejor
marcador prondstico para la aterosclerosis que la medida aislada de LDL [Tamada y
col.,, 2010]. En nuestro modelo, el grupo BATIRKO obeso normoinsulinémico con
mayor ratio cLDL/cHDL tenia disfuncion endotelial y un agravamiento del dafio
vascular. Sin embargo, el raton BATIRKO obeso hiperinsulinémico con menor ratio
cLDL/cHDL present6 una atenuacion del dafio vascular. Recientemente, se ha descrito
que la elevacion de TNF-a podria explicar parcialmente el riesgo de eventos
cardiovasculares en pacientes con niveles bajos de cHDL [Yamagishi, S. y col., 2009].
Asi, se ha establecido que cHDL es capaz de reducir la produccién de TNF-a por
monocitos y macréfagos sobre las células T estimuladas o en corazones sometidos a
isquemia-reperfusion [Burger y Dayer 2002; Calabresi y col., 2003, respectivamente].
Estos trabajos sugieren que una de las propiedades antiinflamatorias de las cHDL seria
el papel como regulador negativo de los niveles circulantes de TNF-a. Ademas, cHDL
tiene también propiedades antioxidantes [Kontush y col., 2005], entre ellas, proteger a
los lipidos plasmaticos, incluido el cLDL, frente a la oxidacién, suprimiendo la
sefializacion proinflamatoria de los lipidos oxidados, reduciendo asi los niveles
circulantes de TNF-a. En nuestro modelo, observamos que el grupo de ratones
BATIRKO obesos hiperinsulinémicos con elevados niveles de cHDL mostraron niveles
circulantes bajos de TNF-a. Sin embargo, el grupo de ratones BATIRKO obesos
normoinsulinémicos con niveles bajos de cHDL mostraron elevados niveles circulantes

de cLDL y de TNF-a.

Por otro lado, se ha descrito que las HDL tienen la capacidad de modular el
metabolismo de la glucosa en pacientes diabéticos tipo 2. En este tipo de pacientes una
elevacion de los niveles plasmaticos de HDL se ha demostrado que reducen la
glucemia. Esta reducciéon podria ocurrir a través de mecanismos que incrementen la
metabolizacién de la glucosa como la elevacién de la insulina plasmatica y la activaciéon
de AMPK en el musculo esquelético [Drew y col, 2009]. Ademads, en células
endoteliales se ha descrito que las HDL inducen la activaciéon de Akt y de eNOS, la

inhibiciéon de la adhesién de monocitos y la expresion de moléculas de adhesion
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dependientes de la activacion de AMPK [Kimura y col., 2010]. De acuerdo con estos
trabajos, nosotros observamos que el ratéon BATIRKO obeso con elevados niveles de
HDL y una moderada hiperinsulinemia no presenté hiperglucemia en el ayuno. Sin
embargo, el raton BATIRKO obeso normoinsulinémico con menores niveles de cHDL
tenia un severo defecto en la secreciéon de insulina y una moderada pero significativa

hiperglucemia en el ayuno.

Para estudiar si el perfil lipidico diferencial que habiamos obtenido en ambos
grupos de BATIRKO obesos se correspondia también con mayores o menores
alteraciones vasculares, analizamos la funciéon vascular diferencial en ambos grupos de
ratones BATIRKO. Y encontramos que el ratén BATIRKO obeso y normoinsulinémico,
con un alto ratio de cLDL/cHDL, tuvo una mayor respuesta contréctil inducida por
angiotensina II o por el andlogo del tromboxano A, comparado con los ratones control
o con el grupo hiperinsulinémico de BATIRKO obeso. En este sentido, ha sido descrito
que la Ang II y el TxA2 indujeron mayores respuestas contrdctiles en ratas Zucker
obesas [Siddiqui y Hussain 2007] y en anillos aérticos de ratones sometidos a una dieta
rica en glucosa [Nobe y col., 2003]. Ademas, este mismo grupo de ratones BATIRKO
obesos con normoinsulinemia present6 disfuncién endotelial comparado con los
ratones BATIRKO obesos del grupo con hiperinsulinemia, debido en parte a un
descenso significativo de la expresiéon de eNOS en la aorta. En otros modelos, la
disfunciéon endotelial también se asocié con una expresion reducida de eNOS en la
aorta de ratones diabéticos de genotipo db/db [Su y col., 2008], o con un aumento de la
produccién de ROS, que inhiben la regulacién de eNOS dependiente de Akt en la aorta
de ratas Zucker obesas [Naruse y col., 2006]. En lo que se refiere a la producciéon de
ROS, observamos un aumento significativo del anién superéxido y de los niveles de
nitrotirosina en los arcos aodrticos del grupo normoinsulinémicos wversus el
hiperinsulinémico, lo que podria contribuir al dafio vascular diferencial. A este
respecto, se observé una mayor acumulacién lipidica y un aumento del area de la
lesion aterosclerética en el arco adrtico del grupo de ratones BATIRKO obesos

normoinsulinémicos respecto al grupo con hiperinsulinemia.

Otra consecuencia derivada de la disfuncion endotelial es el reclutamiento, la
adhesion y la migraciéon de monocitos al espacio subcelular, asociados con un aumento
de la expresion de ARNm de MCP-1 [Simionescu 2007] y otras citoquinas

proinflamatorias. En este sentido, el grupo de ratones BATIRKO obesos
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normoinsulinémicos que mostraron disfuncién endotelial tuvieron una mayor
expresion de MCP-1, TNFa, y sus receptores en aorta, y una mayor infiltraciéon de
macréfagos en el arco adrtico. Este hecho no se dio en el grupo de los ratones con
hiperinsulinemia. Este aumento local de TNF-o en la aorta junto con las
concentraciones plasmaticas elevadas de TNF-a generado por ambos tejidos adiposos
podria estar asociado con la disfuncién del sistema arterial sistémico, tal y como se ha
descrito en sujetos obesos [Apovian y col., 2008]. Ademds, un aumento local en la aorta
de la expresion de TNF-a podria aumentar la expresiéon de PAI-1. Asi, PAI-1 también
aumentaria en la aorta de los ratones BATIRKO obesos con normoinsulinemia, lo que
proporcionaria evidencias adicionales de un mayor dafio vascular en este grupo
respecto al hiperinsulinémico. En este contexto, se ha descrito que la procoagulabilidad
aumenta el riesgo de sindrome coronario agudo en pacientes diabéticos debido a un
incremento de la agregaciéon plaquetaria asociado con concentraciones plasmaticas
elevadas de PAI-1 [Kohler y Grant 2000]. Ademads, un incremento en la produccién de
PAI-1 podria ser clave en el desarrollo de la enfermedad vascular en pacientes
diabéticos. En este sentido, se ha descrito que los niveles de PAI-1 estdn fuertemente
correlacionados con la resistencia a la insulina [Juhan-Vague y col., 1991] y son buenos

predictores del desarrollo de la diabetes [Festa y col., 2002].

Los estados de resistencia a la insulina asociados con obesidad movilizan
lipidos desde el tejido adiposo blanco visceral hacia otros tejidos periféricos. De hecho,
observamos que el higado graso es una caracteristica comdn de los ratones BATIRKO
obesos comparados con los que no son obesos o con los animales control
independientemente de su estado compensatorio. De forma notoria, la acumulacién
lipidica fue muy dependiente de la expresiéon de UCP-2 en el higado, en el corazén y en
la arteria aorta, y de UCP-3 en el musculo esquelético. En este sentido, nuestros
resultados ponen de manifiesto que los ratones BATIRKO obesos con
hiperinsulinemia, pero no los normoinsulinémicos, inducen UCP-2 en la aorta y esta
proteina resulta tener un papel protector frente la acumulaciéon lipidica. Varias
evidencias apoyan este papel protector de las UCPs. Asi, la falta de UCP-2 en
macrofagos, acelera la progresion de la placa aterosclerdtica [Blanc y col., 2003].
Ademas, UCP-2 podria modificar el proceso aterosclerético debido a que altos niveles
de esta proteina reducen la expresién de PAI-1 y los niveles de ROS, ademas de la

proliferacion y la migracion de CMLV [Park, J. Y. y col., 2005].

157



DISCUSION

Finalmente, uno de los mecanismos implicados en la expresién diferencial de
UCPs en ambos grupos de BATIRKO obesos podria deberse a las diferencias en la
concentracion circulatoria de TNF-a. Se ha descrito previamente que TNF-a podria
regular directamente la expresiéon de UCP-2 en adipocitos, provocando un descenso de
la expresion de dicha proteina desacoplante [Moukdar y col., 2009]. De hecho, nosotros
hemos demostrado por primera vez que TNF-o disminuyé significativamente la
expresion de UCP-2 inducida por los 4cidos grasos en células de musculo liso vascular.
Estos datos sugieren que la elevaciéon de TNF-a en la aorta disminuye la expresién de
UCP-2 y conduce a una acumulacién de lipidos y a un mayor dafio vascular, como

observamos en el grupo normoinsulinémico respecto al hiperinsulinémico.

En conclusién, nuestros resultados demuestran que los ratones BATIRKO obesos
y normoinsulinémicos que no compensan la resistencia a la insulina, mostraron una
peor sefializacion de insulina en el tejido adiposo blanco, concentraciones elevadas de
TNF-a y reducidas de adiponectina en ambos tejidos adiposos y en plasma, elevados
niveles de TNF-a y ROS y bajos niveles de expresion de UCP-2 en la aorta. Esta
secuencia de eventos conduce a una acumulacién de lipidos y a un dafio vascular
caracterizado por una disfuncién endotelial, un incremento del area de lesién y del
infiltrado de macréfagos en el arco adrtico. Ademads, se observé un aumento
significativo de la expresion de varios marcadores de dafio vascular como MCP-1 y
PAI-1. Sin embargo, el grupo hiperinsulinémico que compensé la resistencia a la
insulina restauré la sefalizacion de insulina en el WAT, disminuy6é TNF-a y elevo la
adiponectina en ambos tejidos adiposos, disminuy6 la produccién de TNF-a y ROS y
aumentd la expresion de UCP-2 en la aorta. Estos hechos conducen a una menor
acumulacion lipidica y a un menor dafio vascular. Principalmente, nuestros resultados
sugieren la existencia de un mecanismo de unién entre el fallo de los mecanismos
compensatorios de la resistencia a la insulina, la regulacién al alza de TNF-a, la
disminucién de la expresiéon de UCP-2, la acumulacién de lipidos y la alta expresion de
factores de riesgo vascular en la aorta, para finalmente, provocar mayor dafio vascular.
Sin embargo, si estos mecanismos compensatorios en respuesta a la insulina se ponen

en marcha, se produce una prevencion del dafio macrovascular (Figura 78).
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COMPENSACION DE LA RESISTENCIA A LA INSULINA
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EL FEACASO DE LOS MECANISMOS COMPENSATORIOS FRENTE A LA
EESISTENCIA A LA INSULINA
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Figura 78. Esquemas del papel de los mecanismos compensatorios frente a la resistencia a la
insulina en el modelo BATIRKO obeso. En el primer esquema, podemos observar los
mecanismos que se desarrollan cuando se produce una compensacién frente a la resistencia a la
insulina con una hiperinsulinemia moderada como ocurre en BATIRKO obeso H. En la parte
inferior de la figura, podemos observar los mecanismos que se desarrollan cuando los
mecanismos compensatorios frente a la resistencia a la insulina fracasan como sucede en
BATIRKO obeso normoinsulinémico.
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2. PAPEL DEL TEJIDO ADIPOSO MARRON EN LA
ENFERMEDAD VASCULAR ASOCIADO AL ENVEJECIMIENTO

Como ya hemos explicado anteriormente, el raton BATIRKO presenta una
lipoatrofia marrén severa debido a la delecién especifica del receptor de insulina en el
tejido adiposo marrén. Este hecho por si mismo confiere susceptibilidad a la obesidad
en el raton y recientemente, se ha puesto de relevancia que el tejido adiposo marrén
tiene una correlacién inversa con el indice de masa corporal, especialmente en adultos
humanos de edad avanzada [Lowell y col., 1993; Cypess y col., 2009].

En este sentido, la lipoatrofia marrén severa observada en nuestro modelo, fue
suficiente para inducir el desarrollo de la obesidad sumado al efecto del
envejecimiento. Esta obesidad se caracterizé por un aumento del peso corporal, un
incremento de la adiposidad y niveles elevados circulantes de leptina. Ademas, los
ratones BATIRKO evolucionaron hacia una intolerancia progresiva a la glucosa para
desarrollar finalmente una hiperglucemia en el ayuno, sin presentar una resistencia a la
insulina global. De hecho, esta alteracion en la homeostasis de la glucosa podria estar
relacionada con el defecto de la secrecién de insulina intrinseca del propio genotipo del
animal. En este sentido, observamos que el ratén BATIRKO mostré hipoinsulinemia,
hipoplasia pancreéatica y un defecto severo en la secrecién aguda de insulina. Se ha
descrito que UCP-2 desempefa un papel negativo en la secrecién de insulina en las
células B del pancreas [Blanc y col., 2003; Moukdar y col., 2009] y nosotros hemos
encontrado una correlacién positiva y significativa entre la expresiéon de UCP-1 en el
BAT y de UCP-2 en el islote pancreatico, que parece sugerir que el aumento en la
expresion de ambos marcadores termogénicos estd implicado en el mecanismo
compensatorio de la lipoatrofia marrén y en la pérdida del gasto de energia observado
en los ratones BATIRKO.

Debido a su propio genotipo, los ratones BATIRKO de todas las edades
estudiadas presentaron una resistencia primaria a la accién de la insulina en el tejido
adiposo marrén. En cambio, cuando estudiamos la respuesta in vivo en otros tejidos,
encontramos que todos los ratones jovenes presentaban sensibilidad a la insulina, de
manera que esa resistencia a la insulina primaria en un tejido minoritario, no alteraba
la sensibilidad a la insulina global. Sin embargo, a medida que el ratén envejecia, se
observo un descenso de la sefializacién de la insulina en el tejido adiposo blanco del
raton BATIRKO de mayor edad. Y este descenso en la sefializacion estaba relacionado

con el aumento de la adiposidad observada en este grupo de animales envejecidos. Al
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mismo tiempo, también pudimos observar que el raton BATIRKO de mayor edad,
tenfa una peor respuesta a la accién de la insulina en la arteria aorta, en lo que respecta
a la fosforilacion de Akt y eNOS. Ademds, cuando estudiamos la relajaciéon en
respuesta a la insulina en anillos adrticos previamente contraidos, observamos que los
ratones BATIRKO de mayor edad sufrian un descenso significativo de dicha relajaciéon
causada por la insulina. Todos estos resultados, parecen sugerir de manera clara, que el
raton BATIRKO sometido a un proceso de envejecimiento y que mostraba resistencia a
la insulina primaria en el BAT, desarrollaba obesidad y sufria un fallo en la
sefializacion de la insulina en el tejido adiposo blanco, también desarrollaba resistencia

a la insulina vascular.

En este sentido, estd descrita la existencia de una relacion entre la obesidad y la
resistencia a la insulina [Boden 2001]. Sin embargo, el mecanismo exacto por el que la
obesidad causa resistencia a la insulina, sigue sin estar claro. Una de las teorias en boga
actualmente, es el papel que representa la inflamacion en la diabetes tipo 2 y por tanto,
en la resistencia a la insulina previa. De hecho, la obesidad es una enfermedad
inflamatoria [Shoelson y col., 2006] y podria ser uno de los mecanismos implicados en
la resistencia vascular a la insulina observados en el raton BATIRKO viejo. A este
respecto, nuestro ratén BATIRKO de mayor edad presenté un incremento significativo
de moléculas proinflamatorias o adipoquinas como son TNF-a, PAI-1 y leptina tanto
en el tejido adiposo marrén como en el blanco. Estos cambios también se reflejaron en
la circulacién sanguinea, de manera que hallamos altas concentraciones en plasma de
leptina y TNF-a. Mdas importante atn, es el hecho de que el ratéon BATIRKO de mayor
edad mostré6 mayor infiltrado de macréfagos en los arcos adrticos y un aumento
significativo de la expresiéon de moléculas proinflamatorias como iNOS, TNF-a, los
receptores de TNF-a (TNFR-1 y TNFR-2), MCP-1 y PAI-1 en la arteria aorta. El
aumento de estas moléculas proinflamatorias podria explicar la disfuncién vascular
observada en el BATIRKO de mayor edad. Ademas de la inflamacién en la aorta, el
raton BATIRKO envejecido mostré un aumento significativo de la expresion de ARNm
de ICAM-1 y ET-1 en la arteria aorta y una menor respuesta a la acetilcolina en los
anillos adrticos, lo que quiere decir que, nuestro modelo BATIRKO de envejecimiento
present6 activacion de las células endoteliales y disfunciéon endotelial. En este sentido,
se ha descrito que las alteraciones en la reactividad vascular y en los marcadores
bioquimicos de la activacién de las células endoteliales aparecen de forma temprana en

pacientes con estados prediabéticos [Caballero y col., 1999]. Més adn, la disfuncion
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endotelial es un factor determinante de la reactividad vascular alterada y desempena
un papel principal en la génesis de complicaciones micro- y macrovasculares

[Caballero y col., 1999; Hsueh y col., 2004].

De manera interesante, observamos que en la aorta de los BATIRKO de mayor
edad, se produce un aumento de la expresion del ARNm de eNOS, posiblemente como
un mecanismo compensatorio contra el dafio endotelial. En la literatura, podemos
encontrar que la expresiéon de eNOS aumenta o disminuye en respuesta a una gran
variedad de condiciones adversas. Asi, se ha demostrado que en respuesta a
condiciones desfavorables como hipercolesterolemia [Kanazawa y col, 1996],
tabaquismo [Barua y col., 2003] o hipertension en animales jévenes [Li, H. y col., 2002],
la expresion de eNOS estd aumentada. En cambio, en los vasos sanguineos de

pacientes con aterosclerosis avanzada, la expresion de eNOS se ve disminuida [Oemar

y col., 1998].

De hecho, esté establecido que la producciéon de ROS en el endotelio representa
un importante papel en el desarrollo de la disfuncién endotelial. Nuestros datos
demuestran que el BATIRKO envejecido que muestra disfuncién endotelial tiene altos
niveles de anién superdxido y de nitro-tirosina en los arcos adrticos. Estos resultados
sugieren que ROS y RNS podrian ser uno de los mecanismos implicados en la
disfuncion vascular observada en el BATIRKO de mayor edad. Por consiguiente, el
raton BATIRKO de 52 semanas asi como el ratén IRKO [Duncan y col., 2007] podrian
regular al alza la expresion de eNOS, compensando potencialmente el secuestro de NO
por ROS. Por otro lado, los altos niveles de ROS podrian deberse a un desequilibrio
entre la expresion de los enzimas oxidantes y antioxidantes. Asi, el raton BATIRKO de
52 semanas mostré un incremento significativo de la expresion de ARNm del enzima
oxidante NOX-4 y un descenso significativo de la expresion de ARNm de enzimas
antioxidantes como SOD-2, Gpx-1 y Gpx-4. La SOD-2 es una enzima antioxidante cuya
actividad es dependiente de manganeso y protege contra el estrés oxidativo y la
disfuncion endotelial durante el envejecimiento [Lund y col., 2009] y también en
arterias de ratones ApoE/- [Ohashi y col., 2006]. La disfuncién endotelial y la
superproduccion de ROS activan una gran variedad de rutas proinflamatorias. En este
sentido, el ratéon BATIRKO de 52 semanas mostré infiltracion de macréfagos en los
arcos adrticos y un incremento significativo de genes proinflamatorios en la aorta, tal y

como se ha discutido anteriormente.
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En conclusién, el presente estudio apoya el concepto de que la lipoatrofia
marrén es suficiente para conferir susceptibilidad a la obesidad durante el
envejecimiento. Asi, la lipoatrofia de la grasa marrén y la obesidad disparan una
secuencia de eventos como son la elevaciéon de moléculas proinflamatorias en ambos
tejidos adiposos, la resistencia vascular a la insulina y un descenso significativo en la
relajaciéon en respuesta a la insulina en la aorta, una alta expresién de marcadores
proinflamatorios y de activacion endotelial en la aorta, disfuncién vascular y
finalmente, estrés oxidativo en ratones BATIRKO en proceso de envejecimiento (Figura
79). En conjunto, nuestros resultados sugieren una relacién entre la resistencia a la

insulina vascular, la disfuncién vascular y el estrés oxidativo.

PERDIDA DE LA MASA DEL TEIIDO ADIPOSO MARRON ASOCIADO AL ENVEIECIMIENTO

(Modelo experimental del raton BATIIRKO a las 52 semanas de edad)
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Figura 79. Esquema del papel del tejido adiposo marron en la funcién vascular y en el
metabolismo de la glucosa de BATIRKO en proceso de envejecimiento.
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3. METABOLISMO DIFERENCIAL DE LOS ACIDOS GRASOS Y
DE LA GLUCOSA EN DOS MODELOS CELULARES
CARDIOVASCULARES

En un corazén adulto sano, bajo condiciones aerébicas, la mayoria de la energia
requerida para una funcién cardiaca normal deriva de los acidos grasos, mientras solo
un 30% se obtiene principalmente a través del metabolismo de la glucosa [Stanley y
col., 2005; An y Rodrigues 2006].

Durante el periodo fetal y neonatal, hasta que se realiza el cambio a un
metabolismo adulto, el corazén y por tanto los cardiomiocitos, tienen principalmente
un metabolismo glucidico [Hocquette y col., 2006].

En las lineas celulares de cardiomiocitos obtenidas en este trabajo, se observa
que hay una respuesta en la sefalizacion de la insulina inducida tanto a
concentraciones fisiolégicas como suprafisiolégicas de dicha hormona, siendo estas
células sensibles a la accién de la insulina. Por otro lado, es objeto de controversia si la
insulina a concentraciones fisiolégicas tiene un efecto directo en las células de musculo
liso vascular. De hecho, estudios recientes describen que la insulina no es capaz de
inducir su sefalizaciéon en células de musculo liso de aorta de seres humanos
[Chisalita y col., 2009]. Sin embargo, en las lineas celulares de musculo liso vascular de
aorta de raton adulto utilizadas en este trabajo, demostramos que son sensibles a la
accion de la insulina, ya que se activa la sefalizacion de dicha hormona, y ademas son
capaces de captar glucosa en respuesta a la insulina a concentraciones fisioldgicas,
siendo mayor el efecto a concentraciones de insulina suprafisiol6gicas.

El otro punto que abordamos en los modelos celulares, es el efecto de los acidos
grasos representados por el dcido oleico y el acido palmitico. Se observa que en ambos
tipos celulares se pone en marcha el metabolismo oxidativo en respuesta a los dos
acidos grasos, aunque se obtuvo mayor activacién cuando se utilizo el acido oleico.

En los primeros estudios del sustrato metabolico del corazén humano, en los
que se incluyeron pacientes diabéticos, ya se observé que en ellos se producia un
descenso de la asimilacion de glucosa, mientras que la asimilaciéon de acidos grasos
aumentaba [Ungar y col., 1955]. Esta situacion podria relacionarse con el hecho de que
la quinasa dependiente de AMP ciclico (AMPK) sufra un descenso de la relacion forma
activa/inactiva; de manera que, a medida que vaya aumentando su forma inactiva,

dejara de ejercer su efecto inhibidor sobre la Acetil-CoA carboxilasa (ACC). Sin
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embargo, ACC se mantiene fosforilada e inactiva a lo largo del tiempo, a altas
concentraciones de acidos grasos, lo cual sugiere una inactivacion de ACC
independiente de AMPK. Ello, supondria mantener inactiva ACC y por tanto,
aumentado el acceso de los acidos grasos a la mitocondria y su consiguiente oxidacion.

Se sabe que los 4cidos grasos empeoran la asimilaciéon de glucosa mediada por
insulina. De hecho, se ha mostrado de forma repetida y consistente que la alimentacién
alta en grasas empeora la tolerancia a la glucosa y desciende la sensibilidad a la accién
de la insulina en el musculo [Chun y col., 2010; Kim, ]J. Y. y col., 2000; Storlien y col.,
1986], aunque el mecanismo exacto por el que los acidos grasos inhiben la accién de la
insulina todavia es desconocido. Existen estudios que sugieren un papel de varias
isoformas de la proteina kinasa C (PKC), especialmente de PKC 6 y PKC ¢ [Itani y col.,
2000]. Estas quinasas podrian activarse de dos formas, o bien directamente debido a la
alta generacion de diacilglicerol, o indirectamente por un incremento de las
concentraciones de acil-CoA de cadena larga. Este incremento del acil-CoA estaria
causado por un desequilibrio de las tasas de disponibilidad y/o asimilaciéon de los
acidos grasos y la pB-oxidaciéon de los mismos. La relacién de acidos grasos y de la
actividad PKC ha sido observada en miusculo esquelético resistente a la accién de la
insulina de rata [Laybutt y col., 1999].

Otros estudios realizados recientemente sugieren que los acidos grasos también
inhiben la sefializacién de la insulina a la altura de Akt/PKB, posiblemente via
ceramida [Schmitz-Peiffer y col., 1999]. Sin embargo, en nuestros modelos celulares, el
tratamiento con 4cidos grasos, ya sea agudo o crénico, no evita la activacion de Akt en
presencia de insulina, aunque en las CMLV se observa un ligero descenso de dicha
activacion tras un tratamiento crénico con el acido palmitico. Pero, fundamentalmente,
la respuesta que se observa en los cardiomiocitos es una activaciéon de Akt en presencia
de insulina. Esta quinasa ejerce un efecto inhibidor sobre AMPK. En cardiomiocitos
neonatales de rata se ha descrito que este efecto puede realizarse a través de la
fosforilacién directa de Akt en el residuo serina 485 de AMPK [Soltys y col., 2006],
aunque también podria deberse a una accién indirecta de Akt sobre las quinasas que
activan AMPXK, si bien esta accion es solo una conjetura.

Por otro lado, en las células de musculo liso vascular, no se aprecia el efecto
contrapuesto de Akt y AMPK, si no que se mantienen ambas activaciones de forma
independiente. En principio, la sefializacién de insulina (principalmente anabdlica)

deberia ser contraria a la activacién de AMPK inducida por los 4cidos grasos, que pone
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en marcha rutas catabdlicas. Sin embargo, se ha descrito que bajo diversos estimulos
antioxidantes, ambas rutas de sefializacion pueden estar activas y cooperar, aumentado
la sensibilidad a la insulina y el transporte de glucosa [Kang y Kim , 2010]. Por otro
lado, en un modelo animal de obesidad inducida mediante “dieta de cafeteria” (dieta
baja en grasas pero de gran palatabilidad, lo que induce la hiperfagia) se ha observado
que aunque la fosforilacién de Akt en el residuo serina 473 disminuia, el resto de la
ruta de sefializacion de la insulina y la activacion de AMPK no se veian alteradas,
incluidas la fosforilaciéon de Akt en el residuo treonina 308 (activacién producida por
PDK-1) y de AMPK en la treonina 172 (activacion a través de LKB-1) [Brandt y col.,
2010]. Y es posible que esto sea lo que esté ocurriendo en las células de musculo liso
vascular utilizadas en este trabajo. El acido oleico, acido graso de cadena larga y
monoinsaturado, no produce resistencia a la insulina, o por lo menos dicha resistencia
a la insulina no ocurre a través de un fallo en la sefializacion de Akt. Otro papel que se
ha atribuido al acido oleico, y no al acido palmitico, es su capacidad para inducir la
proliferacion de las células de musculo liso vascular de origen humano [Lamers y col.,
2010] o de rata [Yun y col, 2006], a través de la fosforilacion de Akt, siendo
dependiente de la via PI3K. De este modo, otra posible explicacién de que ambas rutas
estén activas en las CMLV utilizadas en este trabajo, puede ser que realicen una
funcion sinérgica en la proliferacion de dichas células.

Otra de las acciones bioldgicas de la insulina estudiada en ambos tipos celulares
fue el transporte de glucosa. En las células de musculo liso vascular, observamos que el
transporte de glucosa fue insulino-dependiente a dosis fisiolégicas y a concentraciones
mayores como se describe en trabajos previos realizados en CMLV de rata [Izawa y
col., 2005], a través de la translocacion de GLUT-4 a la membrana plasmética. Ademas,
observamos que esta acciéon de la insulina se realiza prioritariamente a través de la
isoforma A del receptor de la insulina como ya se ha descrito en otras lineas celulares
como hepatocitos neonatales y células  pancreaticas [Gonzalez-Rodriguez y col., 2008;
Escribano y col., 2009].

En cardiomiocitos, observamos que el transporte de glucosa inducido tanto por
la insulina como por el acido oleico podria verse minimizado por el alto transporte
basal encontrado. Surge la pregunta jpor qué existe esa alta captacion de glucosa en el
estado basal? La respuesta podria estar en el balance de los transportadores de la
glucosa, dado que el analisis de la cascada de sefalizacién intracelular de la insulina no

sugeria posibles cambios en la sensibilidad a la accién de la hormona. Si el ratio GLUT-
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1/GLUT-4 se ve desplazado hacia el primero, causaria que el transporte se viera
facilitado de forma independiente de insulina y por ello, al estimular con la hormona,
la cantidad de GLUT-4 disponible para el transporte seria tan baja que apenas
repercutiria en el transporte inespecifico de GLUT-1. De la misma manera, no se veria
afectado por los inhibidores de PI3K. El hecho de que GLUT-1 esté aumentado se
explica porque es el principal transportador de la insulina en el corazén embrionario,
aunque poco después del nacimiento ocurre un cambio de expresién, disminuyendo
las concentraciones de GLUT-1 y aumentando las de GLUT-4. Ademas, en todo caso el
GLUT-1 es un transportador muy importante en el corazoén neonatal [Smoak y Branch
2000].

Otra posible explicacion es que falle la translocaciéon de GLUT-4 a la membrana
plasmatica y por ello, aunque las concentraciones de GLUT-1 sean altas y el transporte
basal sea también alto, el hecho de que GLUT-4 no se transloque a la membrana
plasmatica haria que no se produjese la captacién de glucosa.

La tercera posibilidad es que a pesar de ser cardiomiocitos neonatales y en
principio su metabolismo sea glucidico, puede que una parte muy importante de la
obtencién de energia se produzca a través de las enzimas p-oxidativas, cuya regulaciéon
corre a cargo de AMPK. Las biguanidas (farmacos antidiabéticos) disminuyen las
concentraciones de glucosa corporal mediante el descenso de la produccién hepatica
del metabolito y el aumento de la disponibilidad del mismo en el masculo. Parte de
estos efectos metabolicos los realizan a través de la activacion de AMPK. En un estudio
realizado en cardiomiocitos, se describié que las biguanidas (a través de AMPK) y la
insulina indujeron un transporte de glucosa comparable y que estos efectos eran
inhibidos por LY 294002, siendo PI3 quinasa-dependientes. Ademads, en ausencia de
insulina, AMPK tendria un efecto aditivo con la activacién de Akt [Bertrand y col.,
2006]. Esto podria explicar que en nuestras células no haya un transporte de glucosa
mayor en presencia de insulina, ni en presencia de oleico, ya que, debido a la pequena
cantidad de GLUT-4 presente, quizas seria necesaria una labor conjunta de ambas
rutas. Pero como hemos sefialado anteriormente, en nuestro modelo celular de
cardiomiocitos, Akt inhibe a AMPK. Por tanto los estimulos de insulina y acido oleico
conjuntos tendrian un efecto contrario, mientras que la activacion de cada una de las
rutas por separado no seria suficiente para inducir el transporte.

En conclusion, tanto los cardiomiocitos como las CMLV son sensibles a las

accién de la insulina, presentando activacion de la ruta de sefializacion intracelular de
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dicha hormona en respuesta a un estimulo. Ademads, al estimular ambos modelos
cardiovasculares con acidos grasos, saturados o insaturados, se activa AMPK y se
pondria en marcha el metabolismo B-oxidativo. Sin embargo, ninguno de los dos
modelos celulares presenta resistencia a la insulina tras un tratamiento agudo o crénico
con acidos grasos, por lo menos respecto a la fosforilacion de Akt. Serfan necesarios
maés estudios para llegar a conocer los mecanismos moleculares implicados en el

desarrollo de resistencia a la insulina en el corazén y en la arteria aorta.

METABOLISMO DE LA GLUCOSA

(Modelos celulares cardiovasculares)

Cardiomiocitos CMLV
= lnsulinar = {
Actvacién de la ruta de Actvacién de la ruta de

sefializaciéon de la sefializacion de la

insulina insulina
Tp—Akt (Serd73) Tp—Akt (Serd?73)
Tp—p70 (Thr 389) Tp—p70 (Thr 389)

Captacion de glucosa Captacion de glucosa
(dependiente de insulina) (via GLUT-4)
1 GLUT-4 a través de IRA

Figura 80. Esquema del metabolismo de la glucosa en dos modelos celulares
cardiovasculares. A pesar de la existencia de una activacién de la ruta de sefializacién de la
insulina en cardiomiocitos y en CMLYV, sélo las células de musculo liso de aorta son capaces de
captar glucosa, principalmente a través de la isoforma A del receptor de la insulina.
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METABOLISMO DE LOS ACIDOS GRASOS

(Modelos celulares cardiovasculares)

Oxidacién de acidos R Oxidacion de acidos e
[Oriecon s dide] [Crcin s
ACC inactiva HSL inactiva ACC inactiva HSL inactiva
(T p-ACC Ser79) | | (T p-HSL Ser 565) (T p-ACC Ser 79} | | (T p-HSL Ser 565)

A 7

AMPK activa AMPK activa
(T p- AMPK Thr 172) (T p- AMPK Thr 172)

U <1 Acidos grasos > U
Cardiomiocitos CMLV

H < Insulina | = H

7

Acidos grasos
{Ttos. Agudovy

Cromnico)

Acidos grasos
(Tto. Crémico)

Acidos grasos
(Tto. Agudo)

T Akt (Serd73) T Akt (Serd73) T Akt (Serd73)
LAMPK (Thr 172) | |TAMPK (Thr 172) T AMPK (Thr 172)
= ACC = ACC = ACC

% =% 3

RESISTENCIA A LA INSULINA

Figura 81. Metabolismo de los acidos grasos en dos modelos celulares cardiovasculares. El
pretratamiento con &cidos grasos no induce resistencia a la insulina en ninguno de los dos
modelos celulares, si bien la respuesta de cardiomiocitos a un tratamiento agudo es distinta al
resto de respuestas encontradas.
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En base a los objetivos planteados y a los resultados obtenidos en este trabajo,

podemos llegar a las siguientes conclusiones:

1-

El fallo de los mecanismos compensatorios frente a la resistencia a la insulina
inducida por obesidad provoca un aumento de citoadipoquinas
proinflamatorias, marcadores de dafio vascular y especies reactivas de
oxigeno y un descenso de UCP-2, que finalmente causan acumulacion
lipidica y dafio vascular. Por tanto, el fracaso de los mecanismos frente a la

resistencia a la insulina agrava el dafio vascular asociado a obesidad.

El desarrollo de los mecanismos compensatorios frente a la resistencia a la
insulina inducida por obesidad, como puede ser una hiperinsulinemia
moderada, restaura la sefializacion de insulina en el tejido adiposo blanco
que conlleva a una menor inflamacién local y sistémica, niveles mas elevados
de UCP-2, y en consecuencia, una menor acumulacién lipidica y un menor
dafio vascular. Por tanto, el desarrollo de dichos mecanismos
compensatorios tendria una accién protectora frente al dafo vascular

asociado a obesidad.

UCP-2 ejerce un papel protector frente a la acumulacion lipidica, las especies
reactivas de oxigeno y el dafio vascular. De esta manera, un aumento TNF-q,
a nivel sistémico y en la aorta, podria disminuir la expresion de UCP-2 y
agravar el dafio vascular, como ocurre en situaciones de obesidad y
resistencia a la insulina. De hecho, TNF-a inhibe la expresiéon de UCP-2
inducida por 4cidos grasos en células endoteliales y en células de musculo

liso vascular.

La lipoatrofia marrén severa confiere susceptibilidad a la obesidad y ambos
fenémenos asociados con el proceso de envejecimiento son suficientes para
inducir resistencia a la insulina vascular, disfuncién vascular, inflamacién y

estrés oxidativo en la arteria aorta.

Los cardiomiocitos neonatales tienen un transporte de glucosa insulino-
independiente debido a una disminucién de la expresion del transportador

Glut-4. Por el contrario, las células de miusculo liso vascular tienen un
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transporte de glucosa insulino-dependiente a través de la isoforma A del

receptor de la insulina.

6- La exposicion de cardiomiocitos neonatales y de células de musculo liso
vascular adultas a 4acidos grasos saturados o insaturados provoca la
activacion de AMPK, que modula la inhibicién de algunas de sus dianas,

como son ACC y HSL, independientemente de la dosis utilizada.

7- El pretratamiento agudo o crénico de 4cidos grasos en ambos modelos
celulares cardiovasculares, no causa resistencia a la insulina, en lo que a la

fosforilacion de Akt se refiere.

8- La activaciéon de Akt en respuesta a la insulina provoca un descenso en la
activaciéon de AMPK causada por lo acidos grasos en cardiomiocitos, pero no

en células de musculo liso adrtico.

Conclusion final

El modelo BATIRKO nos ha permitido establecer que la lipoatrofia marrén severa
confiere susceptibilidad a la obesidad frente a la dieta grasa o asociada al proceso de
envejecimiento. Esta obesidad provoca resistencia a la insulina y conduce a un dafio
vascular, en el que también estd implicado el desarrollo o no de los mecanismos
compensatorios frente a dicha resistencia a la insulina. Para desarrollar la resistencia a
la insulina y el dafio vascular es necesario que se genere un proceso inflamatorio y
estrés oxidativo, ya que los acidos grasos por si mismos no son suficientes para
provocar un fallo en la sefalizacion de insulina, al menos en las células

cardiovasculares.
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