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Julio Sevillano Fernandez

Introduccién

1. LA INSULINA Y SU MECANISMO DE
ACCION HORMONAL

La insulina es la principal hormona anabdlica
del organismo, ya que es necesaria para el
crecimiento y correcto desarrollo de los tejidos,
asi como para el adecuado mantenimiento de
la homeostasis glucidica. Esta hormona es un
polipéptido constituido por dos cadenas de
aminoacidos unidas por puentes disulfuro. Es
sintetizada en el reticulo endoplasmatico de
las células B de los islotes de Langerhans del
pancreas y secretada después de la ingesta
en respuesta a niveles plasmaticos elevados
de glucosa y aminoacidos. Ademas, la insulina
también modula de forma importante el
metabolismo lipidico, aumentando la sintesis
de lipidos en el higado y en el tejido adiposo y
disminuyendo la liberacién de NEFA de los
triglicéridos del tejido adiposo y del musculo.
Por ultimo, la insulina estimula la sintesis de
diversos tipos de proteinas, al mismo tiempo
que interfiere en sus vias de degradacion.

Alteraciones en la secrecion de insulina en
cualquiera de los dos sentidos pueden
producir complicaciones. Asi, un aumento en
la secrecidn de insulina produce hipoglucemia,
que en caso de ser muy severa puede dar
lugar a convulsiones y coma. Por otra parte, la
secrecion deficiente de insulina puede

conducir al desarrollo de diabetes mellitus.

1.1. Cascada de senalizacion de Ia
insulina

Para que la insulina lleve a cabo sus efectos
debe interaccionar con su receptor. El receptor
de insulina es una proteina transmembrana
compuesta por dos subunidades
extracelulares o y dos subunidades
transmembrana B, unidas por puentes

disulfuro. El receptor de insulina se encuentra

presente en la practica totalidad de los tejidos
de los vertebrados aunque su concentracion
en los diferentes tejidos es muy variable (1).
Las subunidades o contienen el dominio de
unién a la insulina, mientras que las
subunidades B presentan diferentes dominios
de fosforilacién del receptor y un dominio con
funcion tirosina quinasa. Cuando la insulina no
se encuentra unida a la subunidad o del
receptor, la actividad tirosina quinasa de la
subunidad p se encuentra inhibida (2). Por el
contrario, tras la unién de la insulina a la
subunidad «, la actividad tirosina quinasa del
receptor produce la autofosforilacién del propio
receptor en residuos de tirosina (3).

Se han descrito diferentes residuos de tirosina
en las subunidades B del receptor de insulina
que pueden ser autofosforilados tras la union
de la insulina y que se agrupan en 3 regiones
funcionales (4). Estas regiones se localizan en
la region reguladora extracelular, en el dominio
intracelular juxtamembrana y en la regién
carboxiterminal. La autofosforilacion del
receptor comienza por la progresiva
fosforilacién de 3 residuos de tirosina en la
region reguladora, lo que produce un aumento
de 10-20 veces en la actividad tirosina quinasa
del receptor (5).

El dominio juxtamembrana interacciona con
mayor afinidad con los sustratos del receptor
de insulina (IRS; insulin receptor substrates)
cuando no se encuentran fosforilados. Una vez
que estos sustratos son fosforilados, se
produce una disminucion de su afinidad y se
traslocan a una region subcelular lo cual
permite la propagacion de la senal al interior
de la célula (6).

Por ultimo, la region carboxilo-terminal del
receptor de insulina interacciona con Ila
proteina Shc, que interviene en otra de las

vias de la transduccion de la sefial de la
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insulina (7). Sin embargo, esta regién no
parece jugar un papel critico ya que los
mutantes del receptor de insulina que carecen
de la region carboxilo terminal no presentan
deficiencias en la transduccién de la sefal (8),
por lo que esta region debe tener una funcion
complementaria.

Ademas de la autofosforilacion en tirosinas, la
insulina también promueve la fosforilacion en
residuos de serina y treonina del receptor de
insulina, inhibendo de este modo la actividad
tirosina quinasa dependiente de insulina del
receptor (9). Esto resulta en la disociaciéon de
los sustratos del receptor de insulina del
receptor y en la disminucion de la transduccién
de la senal al interior celular (10). Sin
embargo, esta fosforilacion en serinas y
treoninas tiene lugar mas lentamente que la
fosforilacién en los residuos de tirosina, por lo
que parece ser un mecanismo de regulacién a
la baja de la sefalizacion (11).

Como se ha comentado anteriormente, para
que la propagacion de la sefal tenga lugar,
ademas de producir su propia fosforilacién, el
receptor de insulina debe fosforilar a los
sustratos del receptor de insulina (IRS) (12).
Los IRSs son un conjunto de proteinas de
anclaje que actuan como intermediarios entre
el receptor de insulina y el complejo
entramado de moléculas intracelulares de
sefializacion. El primer sustrato del receptor de
insulina fue descrito en 1985 por White et al.
(13), y se denominé IRS-1. En la actualidad se
conocen otros miembros de esta familia que
presentan diferentes funciones. El IRS-1 es el
principal responsable del anclaje y activacion
de la fosfatidil inositol 3-quinasa (Pl3;K),
mientras que el [IRS-2 requiere de
concentraciones superiores de insulina para
producir un efecto similar (14). Por el contrario,

el IRS-3 y el IRS-4 parecen impedir la

transduccion de sefiales mediadas por el IRS-
1yel IRS-2 (15).

Tanto el IRS-1 como el IRS-2, son proteinas
cuya regién amino terminal se encuentra
altamente conservada y contienen un dominio
de homologia a pleckstrina (pleckstrin-
homology domain) con capacidad para unirse
a los fosfolipidos de la membrana (16).
Asimismo existe otro dominio de unién a
fosfotirosina (phosphotyrosine binding domain)
cuyos sitios de unién estan situados en la
regibn mas préxima a la membrana del
receptor de insulina (17). En la region
carboxilo terminal se sitia un dominio con gran
cantidad de tirosinas que pueden ser
fosforiladas y servir de sitio de anclaje para
otras proteinas como la PI;K, Grb2, Nck, Crk,
Fyn o SHP-2, que median las acciones de la
insulina sobre el metabolismo y el crecimiento
(18-23).

Por otra parte, al igual que se ha descrito para
el receptor de insulina, el IRS-1 y el IRS-2
presentan unos 30 sitios consenso de
fosforilacién en serina y treonina (Ser/Thr). La
fosforilacién en estos residuos de serina y
treonina reduce la capacidad de los IRS de
interaccionar con el receptor de insulina y de
propagar la sefial al interior celular, por lo que
dicha fosforilacion se ha propuesto como un
posible mecanismo de regulacion negativa y
como mecanismo implicado en el desarrollo de

la resistencia a la insulina.

La senalizacién del receptor de insulina incluye
dos vias principales: a) la via de la fosfatidil
inositol 3-quinasa o PI3K, b) y la via de la
quinasa de la proteina activada por mitdgenos
o MAP-quinasas (MAPK).
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1.1.1. Via de la fosfatidil inositol 3-quinasa

La PI;K (figura 1) es una quinasa de
fosfoinositoles. Esta compuesta por dos
subunidades: la subunidad p85 o reguladora y
la subunidad p110 o catalitica. La subunidad
p85 estd compuesta por un dominio amino
terminal con homologia a Src de tipo Il (SH3),
dos dominios con homologia a Src de tipo Il
(SH2) por los que se asocia a los residuos
fosfotirosina de los IRS y un tercer dominio
SH2 por el que se asocia a la subunidad
catalitica p110 (24;25).

Tras la activacion del receptor de insulina, el
IRS-1 es fosforilado en tirosinas. Una vez
fosforilado, el IRS-1 se libera del receptor de
insulina y es reclutado a una region intracelular
en la que interactia con la PI3K. La activaciéon
de la PI;K se debe a la interaccién del dominio
SH2 de la subunidad reguladora con los IRS
fosforilados, lo que conlleva la aproximacion
de la PIsK a los fosfoinositoles de Ila
membrana celular. Esta relocalizacion permite
que la subunidad p110 activada genere
fosfoinositoles mono, bis y tris-fosfato (26). De
esta forma, el IRS-1 y la PI3K actuan como
nexo de unién entre el receptor de insulina y
algunas de las proteinas que regulan el
metabolismo de la glucosa como son los
transportadores de glucosa y las proteinas
implicadas en la sintesis de glucégeno (27).
Tras la activacion de la PI3K se produce el
reclutamiento a la cara interna de |la
membrana celular de proteinas con dominios
de unién a pleckstrina, entre las que se
encuentra la Akt. La activacién de esta serina
treonina quinasa, también conocida como
proteina quinasa B (PKB), se debe a un
mecanismo dual. En primer lugar, es necesario
el reclutamiento de la Akt a la membrana
plasmatica y la interaccion de su dominio PH

con los PIP;, lo cual produce un cambio

conformacional en su estructura. Este cambio
conformacional es necesario para su
fosforilacién en la Thr-308 por las proteinas
quinasas dependientes de 3-fosfatidilinositoles
(PDK1-2) (28;29). A continuacion, tiene lugar
una segunda fosforilacion en la Ser-473 por
medio de un complejo conocido como
mTORC2 formado por la proteina quinasa
mTOR (proteina diana molecular para
rapamicina) y su subunidad reguladora
conocida como RICTOR. EL complejo
mTORC2 es activado por un mecanismo
dependiente de PIP;, que hasta el momento
no se conoce en su totalidad (30).

La activacion de la Akt conduce a la
propagacion de multiples sefales celulares,
incluyendo la de la insulina y diversas sefales
de supervivencia celular. En lo que hace
referencia a la sefalizacion de la insulina, se
ha descrito un papel importante de la Akt como
mediador del transporte de glucosa inducido
por insulina en tejido adiposo y mdusculo, y
como regulador de la sintesis de glucoégeno a
través de la inhibicidon de la glucégeno sintasa
quinasa 3 (GSK3), activando por tanto la
glucégeno sintasa (31) y la sintesis de
glucdgeno (figura 1).

El transportador de glucosa dependiente de
insulina (GLUT-4) esta directamente implicado
en el mantenimiento de la homeostasis
metabdlica y en la captacion de glucosa
dependiente de insulina. EI GLUT-4 en el
estado basal se encuentra mayoritariamente
en unas vesiculas intracelulares) mientras que
tras la estimulacién con insulina es reclutado a
la membrana plasmatica por un proceso de
exocitosis (figura 1) (32). Cuando la sefal se
ha mitigado, rapidamente el GLUT-4 es de
nuevo recaptado de la superficie celular
mediante un proceso de endocitosis, sobre el

que la insulina no tiene ningun efecto (32).
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Figura 1: Sefializacion de la insulina por la via de la fosfatidil inositol 3-quinasa (PIsK): IR: receptor de

insulina; IRS: sustrato del receptor de insulina; PIsK: fosfatidil inositol 3-quinasa; PDK: quinasa dependiente de

fosfatidilinositoles; mTORC2: complejo mTOR y RICTOR; Akt: proteina quinasa B; GSKS3: glucégeno sintasa

quinasa; GS: glucégeno sintasa; GSP: glucdgeno sintasa fosfatasa; Glut-4: transportador de glucosa tipo 4

dependiente de insulina.

Es bien conocido que la PIzgK media la
captacion de glucosa dependiente de insulina.
Por un lado, la wortmanina, un inhibidor de la
Pl;K, inhibe la estimulacion dependiente de
insulina de la actividad PI;K, asi como la
translocacion del GLUT-4 a la membrana
plasmética (33). Por otro lado, si el tratamiento
con wortmanina se combina con formas
solubles de fosfoinositoles  tris-fosfato,
productos finales de la activacién de la PI;K,
no se observan los efectos inhibitorios de la
wortmanina sobre el transporte de glucosa
dependiente de insulina. Todos estos
resultados evidencian un papel clave de la
PIsK en la modulacion del transporte de
glucosa por GLUT-4 (34). Asimismo, se ha
descrito que la activacion de la Akt es un

mecanismo indispensable para la

translocacion del GLUT-4, tanto en células
adiposas como musculares (31;35-37).

En lo que respecta a la sintesis de glucogeno,
la activacion de la Akt produce la fosforilaciéon
de la glucégeno sintasa quinasa-3 en la Ser-21
de la subunidad o y en la Ser-9 de su
subunidad p. Estas modificaciones disminuyen
la actividad de la GSK3 y promueven la
desfosforilaciéon y activacion de la glucogeno
sintasa por medio de la glucégeno sintasa
fosfatasa. Esta activacion de la glucégeno
sintasa junto con el aumento en la captacion
de glucosa mediado por GLUT-4 promueven el
aumento en la conversion de la glucosa en

glucodgeno en el musculo esquelético.
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Figura 2: Senalizacion de la insulina por la via de las MAP Quinasas (MAPK): IR: receptor de insulina; IRS:

sustratos del receptor de insulina; Grb2: proteina de union a receptores de factores de crecimiento 2; SOS:

proteina “son of sevenless”; MEK: quinasa de la MAPK/ERK; Ras: oncogen de secuencias asociadas a

retrovirus; Raf: factor activado por Ras; ERK: quinasas reguladas por sefales extracelulares; Elk: proteina del

gen similar a Ets (Ets-like gene 1); RNA POL: RNA polimerasa.

1.1.2. Via de las MAP quinasas (MAPK)

La via de la MAPK se inicia por la union de
Grb2, a través de su dominio SH2, a las
tirosinas fosforiladas de los IRS. En
mamiferos, Grb2 se encuentra preunido a
mSQOS, proteina que cataliza el intercambio de
nucleétidos GDP y GTP en Ras (oncogen de
secuencias asociadas a retrovirus), una
proteina G con actividad GTPasa. La
activacion de Ras conduce a su acoplamiento
con la regién amino terminal de Raf (factor
activado por Ras), la traslocacion de Raf a la
membrana y la fosforilacién de Raf por serina-
activandola. (38). A

continuacién, Raf con actividad serina quinasa,

treonina quinasas,

activa por fosforilacion de dos residuos de
serina a MEK1 (quinasa de la MAPK/ERK),

una quinasa con especifidad dual que fosforila
las quinasas sefales
extracelulares ERK-1 (p42 MAPK) y ERK-2

(p44 MAPK) en residuos de tirosina y treonina

reguladas  por

(39). Finalmente Ilas ERKs (quinasas

reguladas por sefiales extracelulares),
proteinas de la familia de las MAPK, van a
mediar la fosforilacion de factores de
transcripcion como Elk-1 (proteina del gen
similar a Ets) e inducen la transcripcion de
genes que codifican por proteinas implicadas
en las funciones fisiolégicas de la insulina.

Aunque estas dos vias de sefalizacion de la
insulina se han descrito de un modo lineal,
cada una de ellas puede interaccionar con la
otra. Asi, se ha descrito que la Akt puede
activar a Raf y a su vez Ras puede activar a la

PI3K.
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1.2. Funciones fisiolégicas de |Ia

insulina

A continuaciéon se resumen algunos de los
aspectos mas relevantes de los efectos

fisiolégicos de la insulina:

1.21. Estimulacion del transporte de
glucosa en los tejidos sensibles a la
insulina

Existen distintas proteinas transportadoras de
glucosa que difieren en sus propiedades y
distribucion.  Entre  ellos, destaca el
transportador de glucosa dependiente de
insulina  (GLUT-4), que se expresa
fundamentalmente en el musculo esquelético y
el tejido adiposo, en los que el transporte de
glucosa esta mediado por insulina. Los
mecanismos de sefalizacién insulinica que
median el transporte de glucosa y la
traslocacion del GLUT-4 desde
compartimentos intracelulares a la membrana
no son en su totalidad conocidos, aunque
diferentes lineas de investigacion indican que
la activacion de la PI;K es necesaria para la
traslocacion por exocitosis del transportador
de glucosa sensible a la insulina, GLUT-4 (40-
42). Por otro lado, se sabe que tras ser
estimulada por la insulina, la Akt es capaz de
regular la captacion de glucosa y la
traslocacion de GLUT-4 a la membrana
plasmatica en adipocitos aislados de rata, en
células 3T3-L1 y en células musculares L6
(31;35-37).

1.2.2. Regulacién sobre el metabolismo
del glucégeno hepatico

La insulina determina el paso del higado de
ser un 6rgano productor de glucosa a un
o6rgano captador de glucosa, ya que en el
higado la insulina activa la sintesis de

glucdégeno e inhibe la gluconeogénesis. De

esta forma, la insulina facilita la sintesis neta
de glucégeno, actuando sobre las enzimas
que en ella participan, impidiendo el aumento
de AMPc provocado por el glucagén y las
catecolaminas, lo cual modera los niveles
hepaticos de AMPc.

Asi, su accién activadora de la glucégeno
sintasa e inactivadora de la glucégeno
fosforilasa en higado in vivo parece explicarse
por una disminucién de los niveles de AMPc.
La glucégeno sintasa es una enzima regulada
por fosforilacion y por efectores alostéricos
(43). De hecho, la fosforilacion de la glucégeno
sintasa conduce a su inactivacion (figura 1).
Estudios in vitro e in vivo han demostrado que
el tratamiento con insulina promueve el paso
de la glucégeno sintasa de una forma
fosforilada poco activa y que depende de la
glucosa-6-fosfato para ser activa, a una forma
defosforilada muy activa e independiente de la
glucosa-6-fosfato. Como se ha detallado
anteriormente, esta defosforilacion se debe al
menos en parte a la fosforilacion e inhibicién
de la glucégeno sintasa quinasa (GSK-3), que
parece ser mediada por insulina a través de la
via IRS-PI;K- Akt (43-45).

1.2.3. Gluconeogénesis

El papel de Ila insulina sobre Ia
gluconeogénesis se debe fundamentalmente a
que esta hormona disminuye la disponibilidad
de sustratos gluconeogénicos. Por una parte,
inhibe la salida de aminoacidos del musculo a
través de sus efectos sobre la sintesis de
proteinas y la proteolisis. Por otra, disminuye
también la salida de glicerol del tejido adiposo,
como consecuencia de su accién antilipolitica.
Ademas, la insulina inhibe a determinadas
enzimas que catalizan reacciones en la
gluconeogénesis y estimula las de la glucolisis,
a través de mecanismos dependientes de la

sintesis de proteinas. La accién a corto plazo
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de la insulina sobre la gluconeogénesis es
poco conocida. Sin embargo, esta hormona
inhibe la  gluconeogénesis previamente
estimulada por glucagén. Esto se debe, a que
la insulina estimula la actividad
fosfodiesterasa, lo cual provoca la disminucion
de los niveles de AMPc aumentados
previamente por el glucagén. Sin embargo, en
ausencia de pre-estimulacion, la insulina no
parece modificar la actividad gluconeogénica a

corto plazo (46;47).

1.24. Efecto de Ila insulina en Ila
lipogénesis

La insulina es un factor hormonal clave en el
control de la lipogénesis hepatica, sobre la que
parece influir tanto a corto, como a largo plazo
(48;49). Por otra parte, en el tejido adiposo la
insulina estimula la sintesis de acidos grasos y
su esterificacion, e inhibe su oxidacion y la
cetogénesis (49-51).

El papel de la insulina activando la lipogénesis
parece tener lugar a distintos niveles: en
primer lugar y como se ha descrito
anteriormente, la insulina no solo aumenta la
disponibilidad intracelular de glucosa sino
también de los sustratos de la lipogénesis,
mediante la activacion de la piruvato
deshidrogenasa (52), potenciando asi la
formacién de citrato que es utilizado como
sustrato en la lipogénesis (53). Ademas, la
insulina estimula la via de las pentosas
monofosfato, lo cual contribuye al suministro
del NADPH requerido para la lipogénesis. Por
otro lado, la insulina, de manera opuesta al
glucagon, puede estimular la desfosforilacion
de la acetil-CoA carboxilasa (54) la cual una
vez  activada, aumenta los niveles
intracelulares de malonil-CoA y la velocidad de
la lipogénesis (55).

Por ultimo, se sabe que la insulina incrementa

los niveles de glicerol-3-fosfato necesario para

la formacién de triglicéridos y fosfolipidos y
estimula la incorporacion de acidos grasos a
triglicéridos (49) evitando asi la inhibicion de
los acilCoA, por retroalimentacién negativa, de

la lipogénesis.

1.2.5. Mecanismo de accion antilipolitico
de la insulina

La insulina es la principal hormona antilipolitica
del organismo tanto a corto, como a largo
plazo, a través de diferentes mecanismos. Los
efectos de la insulina sobre la cascada
lipolitica a corto plazo difieren de los efectos
que provoca una continuada exposicion de los
adipocitos a dicha hormona (56).

En cuanto a los efectos inmediatos, la insulina
provoca: i) la desfosforilacion de la lipasa
sensible a las hormonas (HSL), y por lo tanto
su inhibicién, mediante la activacion de una
proteina fosfatasa, y ii) la activacion de la
fosfodiesterasa de AMPc inhibible por GMPc
(PDE-III), que produce la disminucion en la
concentracion de AMPc al catalizar su
transformacion a 5AMP, el cual no posee
actividad como segundo mensajero (57).

En lo referente a los efectos a largo plazo, una
continuada exposicion a la insulina provoca la
internalizacién o secuestro de los receptores
B-adrenérgicos (58). A su vez, se ha descrito
que la insulina ejerce un potente efecto
inhibidor en la transcripcién del gen del
receptor pz-adrenérgico, sin afectar a la
expresibn de los receptores B¢, Y Po-

adrenérgicos (59).



Julio Sevillano Fernandez

Introduccién

2. RESISTENCIA A LA INSULINA

La resistencia a la insulina es una alteracién
hormonal que se define como “la inhabilidad
de las células o tejidos de responder a
concentraciones fisiolégicas de insulina”
(60;61). Dicha resistencia puede manifestarse,
bien como una disminuida sensibilidad a los
efectos de la hormona, siendo necesario un
incremento en la concentracion de la insulina
necesaria para alcanzar la mitad del efecto
maximo, bien como una disminucién en la
respuesta maxima alcanzada por la insulina, o
ambas. Esta asociada al envejecimiento y a
los estilos de vida sedentarios y ademas existe
cierta predisposicion genética (62). La
resistencia a la insulina es un factor de riesgo
para el desarrollo de diabetes tipo 2,
especialmente si se encuentra asociada a
sobrepeso (63).

En los pacientes con resistencia a la insulina
se produce un aumento en la secrecion de
insulina por las células beta para compensar la
disminuida sensibilidad a los efectos de la
hormona. Como consecuencia se produce
hiperinsulinemia, que en etapas tempranas es
suficiente para mantener la glucemia entorno a
niveles normales. En los pacientes que
desarrollaran diabetes mellitus tipo 2 se
produce una disfuncion de las células B v,
como  consecuencia, una insuficiencia
insulinica relativa o absoluta que no puede
compensar la glucemia, una intolerancia a la
glucosa y, en definitiva, diabetes (64).

Sin embargo, la resistencia a la insulina no
siempre se encuentra asociada a diabetes
mellitus tipo 2. En algunos pacientes que
presentan resistencia a la insulina, la
secrecion de insulina y la glucemia es normal y
aunque requieren de una mayor secrecién de
insulina para mantener la normoglucemia

nunca llegan a desarrollar diabetes tipo 2.

Asimismo, durante la edad avanzada y en
algunas situaciones patoldégicas, como la
obesidad, el sindrome del ovario poliquistico y
el sindrome X, se puede producir una
resistencia a la insulina, que no tiene porqué
desencadenar en diabetes tipo 2 mientras no
se produzca una disfuncion de las células beta
(65). Por ultimo, cabe destacar que Ila
resistencia a la insulina puede ser
consecuencia de una situacion fisioldgica,
como es el caso de la gestacion.

A nivel molecular, los pacientes con
resistencia a la insulina se caracterizan por
presentar alteraciones en la fosforilacion de los
IRS, la actividad de la PI3K y/o la actividad del
GLUT-4 (66). Aunque el origen de estas
alteraciones no ha sido clarificado aun en su
totalidad, la mayoria de los estudios coinciden
en que tanto los NEFA, como algunos factores
expresados y/o secretados por el adipocito,
parecen jugar un importante papel en la

patogénesis de la resistencia a la insulina (67).

2.1. Implicacion del tejido adiposo en el

desarrollo de la resistencia a la insulina

Estudios recientes han permitido redefinir las
funciones del tejido adiposo, pasando de un
mero tejido de almacenamiento de energia, a
un 6érgano con alta capacidad metabdlica y
endocrina (68). Hace tan solo 20 afios, se
descubri6 que el tejido adiposo tiene
capacidad de metabolizar las hormonas
sexuales (69). Su capacidad endocrina fue
corroborada en 1994 tras la identificacion y
caracterizacion de la leptina en este tejido
(70). Actualmente se sabe que los diferentes
tipos celulares que componen el tejido adiposo
son capaces de secretar diversos factores
hormonales (71). Los preadipocitos secretan

factores implicados en su propia
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diferenciacion, mientras que los adipocitos
secretan proteinas con funciones autocrina,
paracrina y endocrina. Por otro lado, el tejido
adiposo expresa a su vez un gran numero de
receptores tanto para péptidos de sistemas
hormonales clasicos, como para hormonas
secretadas por el sistema nervioso central.
Recientemente, se ha descubierto que los
macrofagos infiltrados en el tejido adiposo
también pueden secretar diferentes proteinas
que también pueden afectar la homeostasis
metabolica (72).

Asi, ademas de los acidos grasos libres
(NEFA, el tejido adiposo secreta un grupo de
sustancias denominadas genéricamente
adipoquinas. De esta forma, el tejido adiposo
presenta una estrecha comunicacién con
diferentes 6rganos y tejidos e interviene en la
regulacién de diferentes procesos regulando el
metabolismo, la respuesta inmune y presenta
funciones neuroendocrinas y vasculares (73-
75). Cabe destacar que desde el
descubrimiento de su papel endocrino, se ha
atribuido a este tejido un importante papel en
la patogénesis de la resistencia a la insulina

(76).

2.1.1. Acidos grasos libres y resistencia a
la insulina.

El tejido adiposo es capaz de regular,
mediante fendmenos de captacion y liberacion,
la concentracion de NEFA plasmaticos.
Existen importantes evidencias de que los
NEFA estan implicados en el desarrollo de la
resistencia a la insulina tanto en animales
como en humanos (77-79). Asi por ejemplo,
algunos autores han demostrado que un
aumento en la concentracién plasmatica de
NEFA mediante infusién continua de una
solucién de lipidos puede producir alteraciones
en la captacion de glucosa estimulada por

insulina (80). Por el contrario, una disminucion

en los niveles plasmaticos de NEFA aumenta
la captacion y utilizacion de glucosa
estimulada por insulina (81).

Para intentar explicar la implicacion de los
NEFA en el desarrollo de la resistencia a la
insulina se han propuesto diferentes hipétesis
(82). La primera de ellas enunciada por Randle
et al y conocida como el “ciclo de Randle” (83),
propone que se establece una competicion por
la oxidacion mitocondrial entre los NEFA vy la
glucosa. Segun esta hipdtesis, un aumento en
la concentracion de NEFA en plasma induce
un aumento en la actividad de la proteina
transportadora de  acidos  grasos 1
(translocasa), un aumento en la captacion de
NEFA por las células musculares y en
definitiva un aumento en su concentracion
intracelular. La oxidacion de estos NEFA en
las mitocondrias aumenta las relaciones
intramitocondriales de  acetil-CoA/CoA vy
NADH/NAD", lo cual resultaria en una rapida
inactivacion de la piruvato deshidrogenasa, en
una acumulacion de citrato en el interior
celular y en el enlentecimiento de la glucolisis.
Como consecuencia final se produciria una
disminucién en la entrada de glucosa al interior
celular. Este ciclo permitiria explicar el efecto
contrapuesto de los NEFA a la accion de la
insulina (84).
Sin  embargo, diferentes grupos de
investigacion han obtenido evidencias en
contra de esta hipotesis. La hipodtesis
alternativa propone que la reduccién en la
captacion de glucosa por el musculo por efecto
de los NEFA estd precedida de una
disminucién en los niveles intracelulares de
glucosa-6-fosfato, lo cual estaria en contra de
lo propuesto por Randle. Esta hipdtesis
propone que la disminucién en la captacion de
glucosa observada en pacientes con
resistencia a la insulina es debida a una

inhibicién de la actividad del transportador de
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glucosa y no a una inactivacion del complejo
de la piruvato deshidrogenasa (85). Esta
hipétesis alternativa esta en consonancia con
el hecho de que la concentracién de glucosa-
6-fosfato es baja en los individuos diabéticos y
que la fosforilacion y el transporte de glucosa
estan disminuidos en los individuos con
resistencia a la insulina (86). En consonancia
con esta hipodtesis, se ha propuesto que las
reducciones en las tasas de oxidacion de
glucosa y de sintesis de glucégeno son
secundarias a la disminucién en el transporte
de glucosa (87).

Mas recientemente, se ha postulado que la
resistencia a la insulina inducida por los NEFA
es consecuencia de alteraciones en la
transduccion de la sefal insulinica al interior
celular (88). Asi, los elevados niveles de NEFA
en plasma producen una acumulacién de
algunos de sus metabolitos como el
diacilglicerol, los acil-CoAs y la ceramida en
las células. Estos metabolitos aumentan la
expresion y/o actividad de la proteina quinasa
C teta (PKCEg) la cual activa una cascada de
serina-treonina quinasas que finalmente son
capaces de fosforilar al IRS-1 en residuos de
serina (Ser-307, Ser-318). Esta fosforilacion en
serinas impide la fosforilacion del IRS-1 en
residuos de tirosina (89) y su asociacion con la
PIgK (90). Como consecuencia final se
produce una disminuciéon en la disponibilidad
del transportador de glucosa en la membrana
plasmatica (91), y una disminucion en la
captacion y utilizacién de la glucosa por el
musculo esquelético y el tejido adiposo, lo cual
es caracteristico de las patologias que cursan

con resistencia a la insulina.

2.1.2. Adipoquinas y resistencia a la
insulina

Entre las moléculas secretadas por el tejido
adiposo, ademas de los NEFA, se encuentra
un grupo de sustancias, denominadas
genéricamente adipoquinas, entre las que se
encuentran moléculas implicadas en la
regulacion del peso corporal (leptina),
sustancias relacionadas con el sistema inmune
(TNF-a, IL-1, IL-6), relacionadas con la funcién
vascular (angiotensina e inhibidor del activador
del plasminégeno tipo 1 (PAI-1)), con cambios
en la sensibilidad a la insulina (resistina,
adiponectina) y con la funcién reproductora,
entre otras. Por estas razones, ademas del
papel clasico de almacenamiento de energia,
el tejido adiposo interviene en la regulacién de
diferentes procesos metabdlicos, regula la
respuesta inmune y presenta funciones
neuroendocrinas y vasculares (92;93) vy
presenta un importante papel en la
patogénesis de la resistencia a la insulina
(94;95).

a) Factor de necrosis tumoral-a (TNF-a)

El TNF-o fue inicialmente descrito como un
factor que causaba la necrosis de los tumores.
Actualmente, es conocido que este factor es
secretado por el tejido adiposo y existen cada
vez mas evidencias que apoyan que el TNF-a
estd implicado en el desarrollo de la
resistencia a la insulina asociada a la obesidad
(96). En el tejido adiposo de individuos
obesos, la expresion de TNF-a es superior
que en individuos normales (97), y se ha
observado una fuerte correlacion positiva entre
los niveles del ARNm de TNF-a en el tejido
adiposo y el grado de hiperinsulinemia (98).
Otros autores han descrito que el tratamiento
con TNF-a induce un estado de resistencia a

la insulina, caracterizado por una disminucion
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en la supresion de la produccion hepatica de
glucosa y una disminucién en la captacion de
glucosa tras la estimulacién con insulina (99).
Se han propuesto diferentes mecanismos por
los que el TNF-a puede inducir el desarrollo de
la resistencia a la insulina (100). En primer
lugar, el TNF-a puede bloquear la sefalizacién
de la insulina mediante cambios en la
fosforilacion de proteinas de la cascada de
sefializacion de la insulina tales como el
receptor de insulina y los sustratos del
receptor de insulina (101).

Por otro lado, el TNF-a es capaz de disminuir
la expresion de algunas de las proteinas (IRS,
GLUT-4) implicadas en la cascada de
transduccion de sefnales de la insulina (102).
Asimismo, se ha descrito que el TNF-a
aumenta los niveles de NEFA circulantes, los
cuales, como se ha comentado anteriormente,
estan muy relacionados con la resistencia a la
insulina tanto en estadios iniciales de la
diabetes como en etapas mas avanzadas
(103).

b) Leptina

La leptina es un polipéptido de 16 kDa que
presenta similitud estructural con algunas
citoquinas. Es secretada principalmente por
los adipocitos, en particular fundamentalmente
por el tejido adiposo subcutaneo mas que del
tejido adiposo visceral y sus niveles
plasmaticos son un reflejo del estado
nutricional y del contenido de tejido adiposo
del individuo (104;105). La leptina ejerce sus
efectos sobre la homeostasis metabdlica tanto
en el sistema nervioso central (hipotalamo), en
donde regula la ingesta y el gasto energético
(106), como en los tejidos periféricos (musculo
y células B pancreaticas) (107).

En lo que respecta a la sefializaciéon de la
insulina, se ha propuesto que la leptina tiene

un efecto bifasico sobre la sensibilidad a la

insulina, siendo sus efectos dependientes de
su concentracion (108). Asi, se ha demostrado
que tanto la hiperleptinemia, como Ia
deficiencia en leptina pueden conducir al
desarrollo de resistencia a la insulina. En
primer lugar, se ha demostrado que la infusion
continua de dosis bajas de leptina
recombinante mejora la sensibilidad a la
insulina y la disponibilidad de glucosa (109),
debido a que la leptina promueve la captacion
de NEFA por parte del tejido adiposo (110).
Sin embargo, el tratamiento crénico con leptina
puede alterar la respuesta la insulina
especialmente en el tejido adiposo (111). En
este sentido, concentraciones suprafisiologicas
de leptina, disminuyen la fosforilacion en
tirosinas del receptor de insulina y alteran la
activacion de varias de las proteinas finales de
la sefalizacion de la insulina como las MAPK y

la glucégeno sintasa quinasa (112).

C) Inhibidor del
plasminégeno-1 (PAI-1)

activador del

El inhibidor del activador del plasminégeno-1
(PAI-1) es un inhibidor de serina proteasas
que actua inhibiendo la fibrinilosis intravascular
(113). Su ARNm se expresa tanto en el tejido
adiposo subcutaneo como en el visceral (114)
y su expresion aumenta en el tejido adiposo
visceral durante la progresién de la obesidad y
la resistencia a la insulina.

El PAI-1 altera la sefalizacién de la insulina
impidiendo la cooperacion de las integrinas
con el receptor de insulina, y sus niveles
pueden utilizarse con valor prondstico de
mortalidad y morbilidad por enfermedades

coronarias en pacientes diabéticos (115).
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d) Interleuquina-6

La interleuquina-6 (IL-6) es una citoquina
proinflamatoria secretada por el tejido adiposo
subcutaneo, que puede participar en la
patogénesis de la resistencia a la insulina
asociada a obesidad en humanos (116). Los
principales efectos de la IL-6 consisten en una
disminucién de la fosforilacién en tirosinas del
IRS-1, una disminuciéon en la asociacién del
IRS-1 con la PIK y Ila consecuente
disminucién en la fosforilacion de la Akt (117).
Asimismo, se ha descrito que la IL-6 reduce la
actividad lipoproteina lipasa en el tejido
adiposo de ratones y en adipocitos 3T3-L1,
que es la enzima limitante de la hidrdlisis de

lipoproteinas ricas en triglicéridos (118).

e) Resistina

La resistina es una adipoquina de 12 kDa, que
fue identificada en un estudio de los genes que
se inducian durante la diferenciacion del
adipocito (119). Es una hormona de la familia
RELM (moléculas similares a la resistina).
Todos los miembros de esta familia se
caracterizan por la presencia de 10 residuos
conservados de cisteina, aunque la resistina y
la RELM-B presentan un residuo de cisteina
adicional en la region amino terminal, que es
necesario y suficiente para la
homodimerizacién (120). Ademas de
homodimerizar, la resistina puede formar
complejos multiproteicos mediante la
formacién de heterodimeros con otros
miembros de la familia RELM (121). El andlisis
de la estructura cristalizada revela la presencia
de dos estados de ensamblaje, que consisten
en trimeros y en hexameros formados a su vez
por trimeros unidos por puentes disulfuro en
su extremo amino terminal (122).

Segin los estudios de Steppan vy
colaboradores realizados en roedores, la

resistina esta presente en el suero y sus

niveles se encuentran aumentados en la
obesidad. La administracion exdégena de
resistina recombinante altera la captacién de
glucosa mediada por insulina en ratones
normales, mientras  que la inmuno-
neutralizacion con anticuerpos anti-resistina
aumenta la sensibilidad a la insulina en
ratones obesos y con resistencia a la insulina.
Por otro lado, estos autores observaron una
disminucién en la expresién de resistina tras el
tratamiento con rosiglitazona, una
tiazolidinediona utilizada para el tratamiento de
la resistencia a la insulina. A la vista de estos
resultados, los autores concluyeron que la
resistina podria ser el eslabon entre la
obesidad y la diabetes tipo 2 (119).

Otros autores han observado que Ila
exposicion de ratones a una dieta rica en
grasas induce el desarrollo de resistencia a la
insulina y de un aumento del 80% de los
niveles de resistina en plasma (123). La
inmunoneutralizacion con anticuerpos anti-
resistina en estos ratones normalizd
nuevamente los niveles plasmaticos de
resistina y revirtié la resistencia a la insulina
hepatica (124). Finalmente, se ha propuesto
que los efectos de la resistina sobre la
resistencia a la insulina son debidos a la
activacion de la glucosa-6-fosfatasa, que
impide la sintesis de glucégeno y aumenta la
tasa de produccién de glucosa (125).

Sin embargo, resultados de estudios recientes
estan en contra de este papel de la resistina
como nexo de unién entre la obesidad y la
resistencia a la insulina. En primer lugar, se ha
observado una disminucién de los niveles de
ARNm de resistina en el tejido adiposo en
diferentes modelos de obesidad (126;127). Por
otro lado, no se ha observado una disminucion
de la expresidén de resistina o algun tipo de
correlacion  en diferentes modelos de

resistencia a la insulina en roedores (128) o en
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humanos (129). Por ultimo, el papel de esta
proteina en la maduracién del adipocito
tampoco esta claro, ya que algunos estudios
muestran que la resistina es capaz de inhibir
la diferenciacion del preadipocito (130), y otros
han observado wuna disminucion de Ila
expresion de dicha adipoquina durante la
diferenciacion de preadipocitos humanos
(131).

f) Adiponectina

La adiponectina fue identificada por diferentes
métodos e independientemente por cuatro
grupos de investigacion que la denominaron
apM1, acrp30, adipoQ y GBP28 (132). Esta
proteina es sintetizada por los adipocitos
maduros y sus niveles plasmaticos (133-135)
son muy elevados cuando se comparan con
los de otras adipoquinas (136). La
adiponectina es una proteina de 30 kDa que
contiene una cola de colageno en el dominio
amino terminal y una cabeza globular en el
dominio C terminal (132-134;137).

El monémero de adiponectina solamente ha
sido detectado en el adipocito y no en
circulacion. Una vez sintetizados, los
mondémeros  trimerizan a través de
interacciones muy estrechas entre sus colas
de colageno. Estos homotrimeros pueden
ensamblarse en estructuras poliméricas
superiores, dando lugar a complejos de alto
peso molecular (138). La adiponectina esta
presente en el plasma de dos formas: como un
hexamero de bajo peso molecular (LMW) o
como complejos de alto peso molecular que
engloban de 12 a 18 mondémeros (HMW)
(139;140).

adiponectina pueda ejercer su actividad

Finalmente, para que |la

biolégica es necesario que tengan lugar una
serie de modificaciones postraduccionales,
como hidroxilaciones y  glicosilaciones
(138;141).

Aunque la adiponectina es secretada por el
adipocito maduro, los niveles séricos de
adiponectina no aumentan con la obesidad
como ocurre con la leptina o el TNF-a (142-
144), sino que se encuentran disminuidos en
el tejido adiposo de ratones y humanos
obesos. De hecho, se ha propuesto que los
elevados niveles de TNF-a y de oftras
citoquinas que son expresadas por el tejido
adiposo  de individuos  obesos  son
responsables, al menos en parte, de la
disminucién de los niveles de adiponectina que
se observan en la obesidad (145).

Otro factor que podria jugar un papel muy
importante en la disminucién de los niveles de
adiponectina es la hiperinsulinemia. Asi, se ha
observado que la infusién de insulina en los
anclajes euglucémicos hiperinsulinémicos
conducen a una disminucion de la produccién
y secrecion de la adiponectina por los
adipocitos (146). Por ultimo, se ha propuesto
que la secrecién de adiponectina por los
adipocitos 3T3L1 estd mediada por la PI3K
(147). Asi, la disminucion en la activacion de la
PI;K en los pacientes diabéticos podria ser
responsable de la disminucion de los niveles
de adiponectina en suero (148).

Diferentes tipos de evidencias sugieren que la
adiponectina favorece la sensibilidad a la
insulina. En primer lugar, los niveles séricos de
adiponectina se correlacionan con la captacién
de glucosa mediada por insulina (149) y con la
sensibilidad a la insulina, tanto in vivo como in
vitro (150), por lo que se han propuesto como
indice de la sensibilidad a la insulina en los
pacientes que presentan diabetes tipo 2 (151).
Asimismo, la administracion exdgena de
adiponectina reduce los niveles de glucosa y
aumenta la sensibilidad a la insulina mediante
la supresion de la salida hepatica de glucosa
en modelos de diabetes tipo 1 y 2 en ratones

(152), y disminuyendo la produccion hepética
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de glucosa a través de la disminucion de la
expresion de fosfoenolpiruvatocarboxiquinasa
(PEPCK) y glucosa-6-fosfatasa (153). Por otro
lado, los niveles de adiponectina se
encuentran  disminuidos en  diferentes
patologias que cursan con resistencia a la
insulina como son la obesidad, la diabetes y
las lipodistrofias (142;154) y el tratamiento con
adiponectina globular recombinante de estas
patologias produce una disminucion de la
hiperglucemia e hiperinsulinemia y una mejora
de la sensibilidad a la insulina (150).
Finalmente, el tratamiento agudo con la
fraccion funcional de la adiponectina es capaz
de disminuir los elevados niveles de NEFA tras
la administracion de una dieta grasa o una
infusion constante de lipidos (155). Este efecto
parece ser consecuencia de un aumento de la
oxidacibn de los NEFA en el musculo
esquelético y contribuiria a la mejora en la

sensibilidad a la insulina (101;156;157).

g) Interacciones entre las adipoquinas
Ademas de sus funciones individuales, estas
adipoquinas han demostrado interaccionar
entre si. Asi, se ha descrito una correlacion
negativa entre los niveles de adiponectina
plasmatica y los niveles en plasma de PAI-1.
Por otro lado, mientras que el TNF-a. aumenta
la expresién de IL-6 y PAI-1, reduce los niveles
circulantes de adiponectina (158).

Del mismo modo, existen muchos factores que
juegan un importante papel en la regulacién de
los niveles de leptina: asi su expresion
aumenta por accion de la insulina, los
glucocorticoides, el TNF-a, los estrégenos y
CEBPa y disminuye por accién de los
andrégenos, la hormona del crecimiento, los
NEFA, la activacion de la via B3 adrenérgica y
los agonistas de los receptores activados por
proliferadotes peroxisomales de tipo gamma
(PPARY) (159).

2.1.3. Antidiabéticos orales

De forma general, las intervenciones no
farmacoldgicas encaminadas a la mejora de la
resistencia a la insulina asociada a obesidad,
que incluyen habitos dietéticos saludables, la
reduccion del peso corporal y el incremento en
la actividad fisica, han demostrado ser muy
beneficiosas en el tratamiento de la resistencia
a la insulina. Sin embargo, la terapia que ha
demostrado producir mayores beneficios hasta
el momento, consiste en la administracién de
antidiabéticos orales (160). El principal efecto
de estos farmacos es la correccion de la
hiperglucemia en ayunas que se observa en
individuos con resistencia a la insulina (161).
Este aumento de las concentraciones de
glucosa es causado por alteraciones en la
regulacion de los patrones circadianos de
hormonas y como consecuencia de un
aumento en la produccion de glucosa en
higado y rifién. De hecho, estos periodos de
hiperglucemia repetidos aumentan el riesgo de
padecer complicaciones cardiovasculares
(162). Por estas razones, el principal objetivo
terapéutico es la disminucién de la
hiperglucemia.

Entre los diferentes antidiabéticos orales
utiizados de forma ftradicional para el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 se
encuentran: los inhibidores de la alfa
glucosidasa (acarbosa), las sulfonilureas, las
biguanidas (metformina) y los derivados del
acido benzoico. Estos agentes son utilizados
en el tratamiento de la diabetes tipo 2 bien en
monoterapia, bien combinados o bien
asociados a la administracion de insulina.
Como efectos secundarios principales del
tratamiento con estos agentes destacan la
hipoglucemia y/o  efectos  secundarios
gastrointestinales.

Actualmente, existe en el mercado un nuevo

grupo de agentes antidiabéticos, los agonistas
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de los receptores PPARY. Las
tiazolidinedionas (TZDs) constituyen una
nueva clase de farmacos para el tratamiento
de la diabetes mellitus tipo 2 que reducen las
concentraciones de glucosa en ayunas y
posprandiales asi como las concentraciones
de NEFA (163-166). Dado que estos agentes
presentan la capacidad de modificar los
mecanismos responsables de las
complicaciones metabdlicas y de las
complicaciones vasculares en la diabetes tipo
2, aumentando la sensibilidad a la insulina a
través de la activacion del receptor PPARy
(167) se describen en detalle las
caracteristicas y funciones de los receptores

activados por proliferadores peroxisomales.

3. RECEPTORES ACTIVADOS POR
PROLIFERADORES PEROXISOMALES

Es ampliamente reconocido que, aunque los
mamiferos pueden sintetizar grasa
endoégenamente, la principal fuente de lipidos
es su absorcion directa desde la dieta. El
higado es capaz de regular parcialmente los
niveles de lipidos circulantes modulando los
flujos de captacion de acidos grasos, su
esterificacion para generar ftriglicéridos, y asi
almacenarlos o exportarlos a la circulacién, o
bien su catabolismo mediante la oxidacion.

Por otro lado, avances en el conocimiento del
metabolismo lipidico, han permitido determinar
el papel central del adipocito en la regulacion
de la homeostasis lipidica del organismo y del
control del balance energético. El almacenaje
y liberacion de &acidos grasos y glicerol a
circulacion sanguinea por parte del adipocito
va a condicionar la homeostasis lipidica, asi
como el metabolismo hepatico y periférico de
la glucosa. Asimismo, como se ha comentado

anteriormente, el tejido adiposo secreta

diversas citoquinas con funciones endocrinas
como la leptina (168), adiponectina (169) o
resistina (170), factores del complemento y
péptidos bioactivos, todos ellos participantes
en la regulacion del balance energético (171).
Los receptores nucleares de hormonas,
comprenden una extensa familia de factores
de transcripcion que tras su unién a su
correspondiente ligando pueden regular la
expresion de diversos genes relacionados con
la homeostasis, el desarrollo y la reproduccién
en células eucariotas (172;173). A diferencia
de los receptores de membrana, estos
receptores ejercen su regulacion de la
expresion de los genes a través de su union
directa al propio ADN.

3.1. Clasificacioén

Los receptores activados por proliferadores
peroxisomales (PPARs) son factores de
transcripcion  dependientes de  ligando
pertenecientes a la familia de los receptores
nucleares de hormonas. Su existencia fue
postulada tras la observacién de un aumento
de la proliferacion peroxisomal tras el
tratamiento con unos agentes hipolipemiantes
denominados de forma genérica proliferadores
peroxisomales (174). Esta hipotesis fue
corroborada tras la clonacién en higado de
ratdbn de un miembro de la superfamilia de
receptores nucleares de hormonas, que una
vez activado por dichos ligandos, inducia la
proliferacion de los peroxisomas (175). Poco
después, tres receptores con similitudes
funcionales y estructurales fueron clonados en
Xenopus. Estos
denominados PPARa, PPARB (también

receptores fueron

denominado PPARS) y PPARY, a pesar de que
estos dos ultimos no inducian la proliferacién

peroxisomal (176).
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Tabla 33: Diferente expresion de los tres subtipos de PPAR en tejidos de roedor adulto

TEJIDOS PPAR a PPAR B PPARYy

SNC +/- ++ +-
Epidermis +- +++ -
Tracto digestivo ++ ++ ++

Higado +H4++42 ++ +/-
Pancreas + ++ +

Rifén ++ ++ +/-
Sistema inmune ++ +++ ++
Corazén -4+ o[++? -
Musculo esquelético ++ +++ +

Tejido adiposo blanco + ++ 4
Tejido adiposo marrén +++ + +

La deteccién especifica de cada proteina se realizd mediante hibridaciéon in situ. -: ausente; +/-: apenas

detectable; +: expresion débil; ++: expresiébn moderada; +++: expresion alta; ++++: expresion muy alta.;

superindice a: existe apreciable variabilidad interindividuo. (177;178).

3.2. Expresioén tisular de los receptores
PPAR

Las tres isoformas de PPAR se expresan en
numerosos tipos de células, aunque los
niveles relativos varian de un tipo de célula a
otra, existiendo incluso coexpresion de las tres
isoformas en un mismo tejido aunque en
niveles diferentes.

El patron de expresiéon es diferente para las
distintas especies y al menos en el caso de la
rata, el patron de expresiéon en los tejidos es
independiente del sexo (179). Los tres
subtipos ya se expresan durante el desarrollo
embrionario de roedores, aunque PPARa y
PPARy aparecen relativamente tarde; siendo
PPARp el mas abundante en este periodo.

En roedores, el PPARa tiene una expresién
elevada en tejido adiposo marrén, higado,
rindn, corazén, mucosa estomacal y duodeno
(178;180;181). ElI PPARp se expresa de forma
ubicua en roedores, con niveles de expresién
mas elevados que el resto de las isoformas en
la mayoria de los tejidos estudiados (178;181),
siendo especialmente significativo en la
epidermis y en el tejido nervioso (182;183).

Por su parte, el PPARy en roedores presenta

un perfil de expresion limitado
fundamentalmente al tejido adiposo blanco, y
tejido adiposo marrén (181). Asimismo, se
expresa en niveles moderados en los tejidos
linfoides, como bazo y tracto digestivo.
También existe expresion en retina y musculo
esquelético, aunque con niveles bajos
(178;184).

Mas recientemente, se ha observado, que
tanto PPARa como PPARy se expresan en
células de la musculatura endotelial, células de

la musculatura lisa y en macrofagos (185-187).

3.3. Funciones generales

El descubrimiento de que los PPAR son las
dianas principales para diferentes clases de
compuestos  sintéticos utilizados en el
tratamiento de la diabetes y la dislipemia, ha
permitido ir avanzando en el conocimiento de
sus respectivas funciones. Asi, el
conocimiento y caracterizacion de los
mecanismos moleculares de estos receptores
resulta imprescindible para el desarrollo y la
futura utilizacion de farmacos para tratar este
tipo de trastornos metabdlicos.
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Parece ser que los PPARs, de una manera u
otra, participan en la regulacion de los
metabolismos glucidico, lipidico y
aminoacidico, en el control de la respuesta
inflamatoria, en la homeostasis energética, en
la diferenciacion del adipocito y en el proceso
apoptotico (188). Los agonistas de los
receptores PPARa han demostrado su eficacia
en la disminucion de la hiperinsulinemia e
hiperglucemia en roedores con resistencia a la
insulina secundaria a una dieta rica en grasas
0 a una obesidad de tipo genético. EI
mecanismo hipolipemiante de los agonistas
del PPARa parece deberse a un aumento en
la oxidacion hepatica de los acidos grasos y a
una reduccion en la sintesis y secrecién de los
triglicéridos por el higado (189-192). De una
manera general, se podria afirmar que PPAR«
media sus efectos principalmente a través de
la estimulacién de la oxidacién de lipidos,
mientras que el PPARYy lo hace promoviendo el
almacenamiento lipidico.

En cuanto a la isoforma B, sus funciones son
esencialmente desconocidas, si bien se ha
llegado a relacionar con la mielogénesis y la
maduracion de las células de la glia en el
sistema nervioso central (193;194), asi como
la implantacion del embrién en el utero
(195;196), contribuyendo por tanto a la
fertilidad.

Debido al enorme interés suscitado entre la
comunidad cientifica, se han propuesto
funciones adicionales para los receptores
PPAR. De esta forma, se ha postulado la
intervencion de los receptores PPARa vy
PPARy en la formacién y estabilizacion de la
placa de ateroma, tono vascular vy
angiogénesis, asi como un papel importante
en la regulacion de la inflamacion (197).
Asimismo, parece que PPARa, PPARB vy

PPARy estan implicados en el desarrollo y

diferenciacion celulares tanto de lineas
normales como tumorales (198).

Dado que en el presente trabajo se evalua el
efecto de un agonista del receptor PPARYy, se
describiran en detalle las principales funciones

fisiologicas de este receptor.

3.4. Receptor activado por

proliferadores peroxisomales tipo y

3.4.1. Estructura

El receptor PPARYy, al igual que el receptor de
hormona tiroidea, el receptor del acido
retinoico y el receptor de vitamina D, se
engloba dentro de los receptores nucleares de
clase Il (173). Estos receptores estan
compuestos de 6 regiones estructurales (A-F)
(figura 3) que confieren cuatro dominios
funcionales (173). El dominio AF-1 situado en
el extremo N terminal, estda compuesto por las
regiones A y B, y es responsable de la
activacion independiente de ligando. La
modificaciéon covalente de este dominio (199)
puede cambiar la afinidad de unién al ligando
del receptor.

La regién C (figura 3) es la region mas
conservada entre todos los receptores
nucleares. Es precisamente, a través del
dominio C mediante el cual se establece la
union a secuencias de nucledtidos concretas
de las regiones reguladoras de los genes
respuesta que se denominan PPRE (elemento
respuesta a PPAR) (200).

NH, A B C D E F COOH
DOMINIOS
AF-1 UN'ENEA ROTACION| SNORAL T AF

Figura 3: Regiones estructurales y dominios

funcionales del receptor PPARy.
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La regién D (figura 3) permite la rotacion del
dominio de unién al ADN y sirve como nexo de
unioén a las regiones E y F, que contienen el
dominio de unién al ligando, asi como las
zonas de unibn a coactivadores vy
correpresores (201). Los resultados de
cristalografia de rayos X del dominio de unién
al ligando del PPARy humano muestran un
bolsillo de unién al ligando de gran tamario, lo
cual permitiria la unién de un gran niumero de
ligandos con estructuras muy diversas (202),
como se describe mas adelante.

Asimismo, junto al extremo C terminal y
englobado en el dominio de union al ligando
existe un segundo dominio de activacién de
funcién (AF-2). De esta forma, la union de
agonistas al dominio AF-2 conduce a una
estructura conformacional activa del receptor y
a un aumento en la actividad del mismo. De
forma contrapuesta, la unién de antagonistas
al dominio AF-2 conduce a un estado
conformacional del receptor en la que la union
al ligando se encuentra impedida (203).

De forma general, y al igual que ocurre con el
resto de los receptores nucleares, el receptor
PPARy estd compuesto de un dominio de
union al ligando, un domino de unién al ADN y
dos dominos que modulan la activacion de la

funcion.

3.4.2. Isotipos del receptor PPARYy

Hasta el momento se han identificado siete
ARNm del receptor PPARy. Todos ellos son
codificados por el mismo gen por medio de
diferentes puntos de inicio de transcripcion y
ajuste alternativo de 5 exones (A1, A2, B,Cy
D), localizados en la regién 5  terminal
(204;205). Los isotipos PPARy-1 y PPARy-2
presentan una expresion elevada en tejido
adiposo e intestino grueso, una expresion
intermedia en rindn, higado e intestino

delgado, y una expresion baja en mdusculo

(206). La expresion de PPARy-3 se encuentra
limitada al tejido adiposo blanco y al intestino
grueso (207). Finalmente, el PPARy-4 vy
PPARy-5 se expresan solamente en
macréfagos, mientras que los isotipos PPARYy-
6 y PPARy-7 son especificos de tejido adiposo
(208). De esta forma, la existencia de
diferentes isoformas y la expresion diferencial
de las mismas en los tejidos, podria aumentar
la diversidad de ligandos de estos receptores y
de las respuestas transcripcionales especificas
de cada tejido (209).

3.4.3. Ligandos del receptor PPARy

El receptor PPARy, a diferencia de otros
receptores nucleares, presenta un bolsillo de
unién al ligando de gran tamaio, lo cual le
confiere la capacidad de interaccionar con una
gran variedad de ligandos (210;211).

Los ligandos del receptor PPAR pueden
clasificarse en:

- ligandos naturales, como los acidos grasos
de cadena media y larga y los eicosanoides
(212)y

- ligandos sintéticos, dentro de los cuales se
engloban varios herbicidas y agentes
plastificadores, ciertos agentes
hipolipemiantes, diversos antiinflamatorios y
compuestos sensibilizadores a la insulina o

agentes antidiabéticos (213).

a) Ligandos naturales

Los PPARs son activados por una gran
variedad de &acidos grasos naturales y, en
general, presentan una mayor respuesta a los
acidos grasos poliinsaturados (PUFA) w-3 y w-
6 de cadena larga (214). En el caso concreto
del receptor PPARY, se ha descrito que tanto
los acidos grasos monoinsaturados, como los

poliinsaturados son capaces de unirse al
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receptor, incluso a concentraciones fisiolégicas
(215).

Los eicosanoides son derivados del &cido
araquidoénico, que actian como precursores de
los leucotrienos a través de la via de la
lipooxigenasa y como precursores de la
formacién de prostaglandinas por accién de la
ciclooxigenasa. Todos estos metabolitos del
acido araquiddnico: eicosanoides, leucotrienos
y prostaglandinas, pueden funcionar en mayor
o menor medida como activadores fisiolégicos
del receptor PPARY (216-218).

Cabe destacar que el hecho de que los acidos
grasos y sus metabolitos derivados actuen
como ligandos del receptor PPARy ha
permitido sugerir que este factor de
transcripcion actia como un sensor fisiolégico

del metabolismo lipidico del organismo.

b) Ligandos sintéticos

Tras su clonacibn en Xenopus laevis, se
observé que el receptor PPARy podia ser
activado por diferentes agentes conocidos que
inducian la proliferacion peroxisomal, tales
como el Wy-14,643, el nafenopino, el acido
clofibrico, la warfarina y el acido tricloroacético
(219). Asimismo, se ha demostrado que
farmacos antiinflamatorios no esteroideos,
como el ibuprofeno, fenoprofeno y el acido
flufenamico, son ligandos capaces de activar
tanto la isoforma o como la isoforma vy (220).
Sin duda, los compuestos agonistas del
receptor PPARy con mayor importancia
terapeutica hasta el momento son las
tiazolidinedionas (TZD). En 1997 se aprobé la
troglitazona como agente hipoglucemiante
para el tratamiento de pacientes con diabetes
tipo 2; sin embargo tuvo que ser retirada del
mercado 3 afos mas tarde por presentar
efectos secundarios en el higado (221).
Actualmente, estan disponibles otras TZDs

que vienen siendo usadas en la practica

clinica para tratar la resistencia a la insulina en
pacientes con diabetes tipo 2 (222-225), como
la rosiglitazona y la pioglitazona. Estas TZDs
son mejor toleradas por el higado; aun asi, su
utilizaciéon no esta indicada en pacientes con
disfuncién hepatica. Asimismo, existe gran
variedad de compuestos actualmente en
ensayos clinicos, entre los que se encuentra la
englitazona, y que estan pendientes de su
aprobacion para su utilizacién en humanos
(226).

La busqueda de nuevos ligandos de los
receptores PPARy para el tratamiento de la
diabetes tipo 2 ha permitido el descubrimiento
de agonistas de los receptores PPARy
derivados de la tirosina (227) y del acido
oxiiminoacético (228) que a pesar de no tener
similitud estructural con las TZDs, presentan
efectos antidiabéticos comparables o incluso
superiores a los de las TZDs en animales
diabéticos (229;230). Ademas, el aumento de
peso corporal, que es el principal efecto
secundario derivado del uso de las TZDs, no
se observa tras el tratamiento con estos

farmacos (231).

3.5. Modulacién de la transcripcion por
PPARYy

En ausencia del ligando, el receptor PPAR se
encuentra  en el nucleo  formando
heterodimeros asociado al receptor X del
acido 9-cis retinoico (RXR) (232). Estos
heterodimeros forman parte de complejos
multiproteicos que incluyen correpresores,
chaperonas y proteinas que presentan
actividad desacetilasa de histonas (233). Estos
complejos difunden por la cromatina, y al
interaccionar con la regiéon promotora de un
gen, pueden quedar estabilizados por un
periodo de tiempo, suprimiendo  la
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transcripcion de un gen mediante la
desacetilacion de histonas. Tras la unién al
ligando, se establece la uni6n del
heterodimero PPAR-RXR al ADN, en concreto
a zonas denominadas elementos respuesta a
proliferadores peroxisomales (PPRE), que se
localizan en la zona promotora del
correspondiente gen diana (234). Estos
elementos respuesta a  proliferadores
peroxisomales suelen ser dos hexanucleétidos
con la secuencia consenso AGGTCA
colocados en repeticion directa y separados
por un Unico nucleétido (DR-1). Esta
secuencia o similar, se ha encontrado en un
elevado numero de genes inducibles por

PPARYy.

REPRESION
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Figura 4. Mecanismo de transactivacion del
PPARy.

La interaccion del heterodimero PPAR-RXR
con el ADN, produce el reclutamiento de
coactivadores que median la capacidad de los
receptores nucleares para iniciar la
transcripcion  (235). En primer lugar, se
produce la unidon de coactivadores con
actividad acetilasa de histonas, lo cual
disminuye la interacciéon de éstas con el ADN,

desorganizando los nucleosomas y abriendo la

cromatina (236). A continuacion, se produce la
unién de un segundo grupo de coactivadores
que presentan actividad acetil-transferasa de
histonas y producen remodelacion de la
cromatina dependiente de ATP. Esta
remodelacion permite la formacion de un
puente entre el receptor nuclear y la
magquinaria de transcripcion, organizando un
bucle de ADN y aportando asi, un sitio de
anclaje para la ARN polimerasa, lo que
permite el inicio de la transcripcion (237). Las
interacciones entre el ligando, el heterodimero
PPAR-RXR, las proteinas coactivadoras y/o
correpresoras y la maquinaria de transcripcion,
modulan el inicio de la transcripcion, asi como
la abundancia de ARNm de los genes diana
(238).

3.6. Funciones del PPARYy

3.6.1. Diferenciacién del adipocito

El papel mejor caracterizado del PPARy es su
mediacién en la diferenciacion del adipocito
(239;240). La expresion del PPARy aumenta
en fases tempranas de la diferenciacion del
preadipocito a células grasas maduras,
actuando conjuntamente con las proteinas de
uniéon a intensificadores de tipo CCAAT
(C/EBPs) y las proteinas de unién a elementos
respuesta a esteroides (SREBPs), para
coordinar una diferenciacion  completa
(239;241;242).

Las hormonas adipogénicas (insulina,
dexametasona e isobutilmetilxantina), inducen
inicialmente la expresion de CEBP B y 6 que
actuan de forma sinérgica induciendo la
expresion de CEBPoa y PPARy. Tras su
induccion, CEBPa y PPARYy son capaces de

inducir la expresioén el uno del otro, e inducir la
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expresion de genes especificos del adipocito
que son requeridos para la sintesis, captacion
y almacenamiento de &acidos grasos y para
aumentar el numero de adipocitos.

Esta actividad adipogénica queda patente in
vitro, por la capacidad de forma dosis
dependiente de las TZDs, de promover la
diferenciacion de fibroblastos en cultivo a
células adiposas maduras (243) y por la
captacion de lipidos y expresion de
marcadores tipicos de adipocitos tras la
expresion ectépica conjunta de PPARy vy
CEBPa en mioblastos, células sin capacidad
adipogénica inherente (244). Por otro lado, el
bisfenol A diglicidil eter, un ligando sintético del
receptor PPARy que se une a dicho receptor
pero que es incapaz de estimular Ila
transcripcion, bloquea de una forma especifica
la diferenciacion a adipocitos de las lineas
celulares 3T3-L1y 3T3-F442A (245-248).
Dado que la inactivacion homozigota del gen
del PPARYy resulta letal para el embrién y
produce anomalias placentarias, no se ha
podido generar un raton knock out para
PPARy que favorezca el estudio definitivo de
sus funciones (249). Sin embargo, varios
grupos han demostrado que fibroblastos
embrionarios derivados de ratones PPARy -/-
son incapaces de diferenciarse a adipocitos in
vitro (250;251). Asimismo, se han descrito
mutaciones en los receptores PPARy
relacionadas con hiperlipemia y/o obesidad en
diferentes poblaciones humanas (252).

En lo que respecta al tejido adiposo, se ha
descrito una serie de genes relacionados con
el metabolismo lipidico y la sensibilidad a la
insulina que se comportan como dianas
directas de los receptores PPARy. En lo que
respecta al metabolismo lipidico, la activaciéon
del PPARy aumenta la expresion de la

proteina de unién de acidos grasos (FABP)

(253) la proteina transportadora de &acidos
grasos especifica del adipocito (aP2) (254), la
lipoproteina lipasa (LPL) (255), la proteina
transportadora de acidos grasos (FATP) (256),
CD36 (257), adipofilina (258), la acilCoA
sintetasa de cadena larga (256;259;260), la
fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa (PEPCK)
(261) y la glicerol quinasa (262).

Asimismo, el PPARy disminuye la expresion
de varias proteinas implicadas en el desarrollo
de resistencia a la insulina (263) como el TNF-
a, la leptina, el PAI-1, la resistina (264), la IL-6
y la 11-beta hidroxiesteroide deshidrogenasa
tipo 1. Por otro lado, la activacién del PPARy
induce la expresiéon de genes implicados con
el aumento en la sensibilidad a la insulina tales
como la adiponectina, el receptor de insulina,
IRS-1, IRS-2 (265), PI3K, proteina asociada a
c-Cbly GLUT-4.

La accion adipogénica del tratamiento oral con
TZDs cursa con un aumento de la adiposidad
y un aumento de la masa corporal que
acompafna a los efectos terapéuticos en la
homeostasis de la glucosa. Estudios mas a
fondo han demostrado que la activacion del
PPARy no solamente causa un aumento de la
masa adiposa sino que cursa con un
remodelamiento mucho mas sofisticado. Se ha
demostrado, que tras la activacién del receptor
se produce una induccion en la diferenciacion
adipocitaria generando adipocitos de pequefo
tamafio, mas sensibles a la accion de la
insulina que los de tamafio mayor (266) y
reduciendo mediante apoptosis el numero de
(267;268). A

diferencia de los adipocitos hipertrofiados que

adipocitos  hipertrofiados
tienden a liberar NEFA y secretan
adipoquinas, que contribuyen al desarrollo de
la resistencia a la insulina, los adipocitos mas
pequefios tienden a captar los NEFA vy
almacenarlos, disminuyendo asi los niveles de
NEFA circulantes (269).
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Por ultimo, se ha propuesto que los efectos de
la activacion del receptor PPARy sobre la
apoptosis y diferenciacion adipocitaria son
diferentes en funcion de la localizacion del
tejido adiposo en el organismo. En este
sentido la diferenciacion de nuevos adipocitos
tiene lugar en el tejido adiposo subcutaneo,
mientras que la apoptosis de los adipocitos
hipertrofiados tiene lugar en el tejido adiposo
visceral (270;271), el cual parece contribuir
mas activamente a la liberacion de NEFA y al
desarrollo de la resistencia a la insulina (272).
De esta forma, la activacion del receptor
PPARYy produce una redistribucion de la grasa,
la captacion de los NEFA por el tejido
subcutdneo y una disminucién de la
resistencia a la insulina. Sin embargo, como
efecto secundario a los fendmenos de
diferenciacion y reordenamiento de las
reservas grasas la activacion del receptor
PPARy produce un aumento en el peso

corporal en los pacientes tratados con TZDs.

3.6.2. Metabolismo lipidico

Se ha comprobado que la activacion del
receptor PPARY, tras el tratamiento con TZDs
disminuye los triglicéridos plasmaticos a traves
de la modulacién de la expresién de genes
involucrados en el metabolismo lipidico. Este
efecto parece ser dependiente de la expresion
de la LPL en tejido adiposo. Asi, se ha
postulado que las TZDs aumentan la captacién
de NEFA procedentes de la hidrdlisis de
triglicéridos circulantes por el tejido adiposo,
tras la induccién de la LPL (255).

Asimismo, se ha demostrado que la activacion
del receptor PPARy por TZDs reduce los
niveles circulantes de NEFA mediante un
aumento en la expresion de la proteina
transportadora de acidos grasos FAT/CD36
(257;273) en el tejido adiposo. Esta proteina

esta implicada en la captacion de NEFA por

parte del adipocito y podria contribuir a la
mejora en la sensibilidad a la insulina. De
hecho, la sobreexpresion de esta proteina en
ratones que presentan resistencia a la insulina
normaliza la hiperglucemia e hiperinsulinemia
y mejora la sensibilidad a la insulina en higado
(274). Una vez transportados al interior celular,
los NEFA son almacenados como reserva
energética en el adipocito tras su activacion a
acilCoA y su union al glicerol 3 fosfato en
forma de triacilgliceroles. El glicerol 3-fosfato
puede ser producido en los adipocitos por dos
vias de sintesis diferentes, la
glicerolneogénesis y la glucolisis (275-277). Se
ha demostrado que la activacion del receptor
PPARy aumenta la expresion de las proteinas
clave de ambas rutas sintéticas (278;279). En
primer lugar se han localizado dos PPREs en
el gen de la fosfoenolpiruvatocarboxiquinasa
(PEPCK) en los que puede anclarse el
receptor PPARy. Asimismo, se ha descrito que
una mutacién en uno de estos PPRE del gen
de la forma citosdlica de la PEPCK reduce el
tamafio del tejido adiposo y su contenido
lipidico en ratones (280). Estos resultados
sugieren que la activacion del receptor PPARy
produce un aumento en la gliceroneogénesis y
como consecuencia un aumento en los niveles
de glicerol-3-fosfato (281).

Por otro lado, las TZDs aumentan la expresién
de la glicerol quinasa en el adipocito, lo cual
indicaria que la segunda via posible de
formacién de glicerol-3-fosfato estaria también
aumentada tras el tratamiento (282). Como
consecuencia, este aumento sinérgico en la
concentracion intracelular de glicerol-3- fosfato
estaria aumentando en gran medida la sintesis
de ftriglicéridos y disminuyendo el flujo de
NEFA al torrente sanguineo, lo cual estaria
contribuyendo a la mejora en la sensibilidad a
la insulina observada tras el tratamiento con
TZDs (283).
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3.6.3. Regulacion de la homeostasis
glucidica

Los agonistas del PPARy han demostrado ser
reguladores de la homeostasis glucidica
aumentando la respuesta a la insulina en
pacientes con diabetes tipo 2, tanto en el tejido
adiposo, como en el higado y el musculo, por
lo que se estan empleando actualmente en la
practica clinica (284).

Recientemente, se ha caracterizado la funcion
del PPARy en el tejido adiposo y mdusculo
mediante el empleo de deleciones tejido-
especificas del receptor. Estos estudios han
concluido que el receptor PPARy actua como
mediador de la respuesta a la insulina en
ambos tejidos mediante dos mecanismos. Por
un lado, el receptor PPARy impide Ia
acumulacion excesiva de grasa en los tejidos
no adiposos. Por otro lado, regula la secrecién
de factores producidos por el tejido adiposo y
que estan implicados en la respuesta a la
insulina (285). De esta forma, el efecto sobre
los adipocitos es transmitido a otros tejidos a
través de mediadores endégenos como son el
TNF-a (286), la adiponectina (287), la resistina
(119) o los NEFA (288).

No obstante, la activacion del PPARy podria
tener efectos directos sobre la senalizacién
insulinica. Se ha demostrado que Ila
sobreexpresion del PPARYy restaura los niveles
de expresion del receptor de insulina y del
IRS-1 en adipocitos que presentan resistencia
a la insulina como consecuencia de una
exposicion crénica a TNF-a. Por otro lado,
también se ha descrito un aumento de la
expresion IRS-2, en los adipocitos y en el
tejido adiposo humano incubado con agonistas
del PPARy (265). Asimismo, se han descrito
efectos directos de las TZDs sobre Ia
expresion de la PI3K en adipocitos humanos

(289) y un aumento en la fosforilacién basal de

la Akt en pacientes normoglucémicos tratados
con troglitazona (290). Por ultimo, otros
autores han descrito que el tratamiento con
TZDs parece corregir la deficiencia en el
transporte de glucosa en ratones obesos
mediante la induccion de la expresion y la
translocacién del transportador de glucosa
regulado por insulina, GLUT-4, en tejido
adiposo (291). Este efecto se debe a la
activacion del receptor PPARYy, que aumenta
los niveles de expresion de la proteina
asociada a c-Cbl (CAP), proteina que actua
como puente entre el receptor de insulina y c-
cbl, que estd implicada en la translocacion de
GLUT-4 estimulada por insulina y cuyos
niveles se encuentran disminuidos en
individuos insulino-resistentes.

No obstante, los resultados de los efectos
directos de las TZDs sobre la cascada de
sefalizacion de la insulina resultan en algunos
casos contradictorios.

3.6.4. Regulacion de la secrecion de

citoquinas

a) Efectos sobre el TNF-a

Se ha propuesto que las TZDs podrian
disminuir la resistencia a la insulina a través
tanto de la inhibicién de la produccién de TNF-
o por parte del adipocito, como bloqueando
sus efectos (292).

El tratamiento de adipocitos con TNF-a
produce resistencia a la insulina a través de
una disminucion de los niveles del receptor de
insulina e IRS-1. La sobreexpresion del
receptor PPARy en este tipo celular restaura
los niveles del receptor de insulina e IRS-1
revirtiendo de esta forma la resistencia a la
insulina. En segundo lugar, la activacion del
receptor PPARy bloquea el factor nuclear

NFKB, el cual es uno de los principales
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mediadores de los efectos del TNF-a.
Finalmente, los agonistas del PPARy
disminuyen la expresion de TNF-o en tejido
adiposo de ratones obesos a los niveles de los
ratones delgados (293) y revierten la
resistencia a la insulina inducida por TNF-a
(294).

Sin embargo, dado que las TZDs pueden
mejorar la sensibilidad de insulina en ratones
que presentan resistencia a la insulina pero
que no expresan TNF-a de manera funcional,
deben existir otros mecanismos de accion

diferentes.

b) Efectos sobre la leptina

La leptina es una proteina secretada por los
adipocitos que disminuye la ingesta y aumenta
el catabolismo lipidico. Sin embargo, la
hiperleptinemia, disminuye la sensibilidad a la
insulina (295) y, de hecho, se ha descrito una
fuerte correlacion entre la obesidad, la
hiperinsulinemia y la hiperleptinemia.

El tratamiento de adipocitos 3T3-L1 con TZDs
produce una disminucion en la expresion del
gen de la leptina a través de la interaccion del
receptor PPARy sobre el promotor del gen de
la leptina y con una eficacia que depende de la
capacidad de cada ligando de unirse y
estimular al receptor PPARy (296;297). Esta
disminucién en los niveles de leptina tras el
tratamiento con TZDs permitiria explicar el
aumento de la ingesta y el almacenamiento
calérico observado in vivo tras el tratamiento
con agonistas del PPARYy (298).

c) Efectos sobre laresistina

Como se ha comentado anteriormente, la
resistina es una adipocitoquina que segun
estudios iniciales altera la tolerancia a la
glucosa y la accion de la insulina y cuyos

niveles plasmaticos aumentan en la obesidad,

por lo que se propuso como el nexo de unién
entre la resistencia a la insulina y la obesidad
(170). Sin embargo, esta relacion entre los
niveles de resistina, diabetes y obesidad no
esta del todo clara (264).

Existen diferentes estudios que muestran que
las tiazolidinedionas disminuyen los niveles de
resistina en el plasma de los pacientes con
diabetes tipo 2 (299;300) la cual se
correlaciona con una disminucion en el
contenido de grasa hepatica y con un aumento
en la sensibilidad a la insulina. Dado que el
promotor del gen de la resistina presenta
varios PPREs (301), se ha propuesto que la
disminucién en la expresion de la resistina es
consecuencia de la activacion del receptor
PPARy. De esta forma, podria contribuir a la
mejora en la sensibilidad a la insulina
observada tras el tratamiento con
tiazolidinedionas (302).

Sin embargo, los resultados de otros estudios
muestran que la expresion de la resistina se
encuentra dramaticamente disminuida en el
tejido  adiposo de distintos modelos
experimentales de diabetes y obesidad (303) y
que la mejora en la sensibilidad a la insulina
por efecto de las TZDs no se debe a cambios
en la secrecion de resistina (303). Hasta el
momento, la discrepancia de los trabajos
disponibles no permite determinar el papel de
la resistina en la homeostasis metabdlica y en

el desarrollo de la resistencia insulinica.

d) Efectos sobre la adiponectina

La adiponectina es una proteina secretada a la
circulacion por los adipocitos maduros, y sus
niveles plasmaticos parecen correlacionar muy
bien con la sensibilidad a la insulina tanto in
vivo como in vitro (150) por lo que se han
propuesto como un indice de la sensibilidad a
la insulina en los pacientes que presentan

diabetes tipo 2 (151). En este sentido, los
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niveles de adiponectina se encuentran
disminuidos en diferentes patologias que
cursan con resistencia a la insulina, como son
la obesidad, la diabetes y las lipodistrofias
(142;154).

El tratamiento con TZDs aumenta la actividad
del promotor de la adiponectina, su expresion
y su secrecion (304;305). A su vez, la
administracion de TZDs mejora la sensibilidad
a la insulina y aumenta los niveles séricos de
adiponectina tanto en individuos normales,
como en humanos y roedores con resistencia
a la insulina (304;306;307). Este efecto parece
ser mediado por el receptor PPARy ya que los
individuos con mutaciones dominantes en el
gen del PPARy, presentan resistencia a la
insulina asociada a una disminuciéon en los
niveles plasmaticos de adiponectina (308). Sin
embargo, no queda claro si este aumento de la
expresion de la adiponectina es debido a la
presencia de un elemento respuesta a PPARy
en el promotor de la adiponectina (309) o a un
efecto indirecto debido a cambios en la
expresion de otros genes inducidos por el
PPARYy (310).

4. GESTACION

A lo largo de la gestacion se producen en la
madre una serie de cambios bioquimicos vy
fisiolégicos dirigidos a garantizar un continuo
aporte de sustratos al feto, a mantener una
adecuada homeostasis metabdlica en la propia
madre y a prepararla para la lactancia (311).
Asi, la madre debe mantener un continuo
aporte de sustratos al feto, fundamentalmente
glucosa y aminoacidos, para garantizar el
adecuado crecimiento fetal (312;313). Como
consecuencia de esta continua transferencia
de nutrientes, se producen cambios en el

metabolismo de la madre, siendo de especial

relevancia los cambios en el metabolismo
lipidico y glucidico. Cabe destacar, que
muchos de los cambios metabdlicos que
tienen lugar en este periodo son consecuencia
de variaciones en los factores hormonales
maternos, siendo de especial importancia las
variaciones en la concentracion de insulina
plasmética, asi como la diferente sensibilidad
tisular a dicha hormona.

Durante la gestacién se ponen de manifiesto
dos etapas diferenciadas desde el punto de
vista metabdlico. Durante la primera de estas
etapas, denominada “anabdlica”, el
crecimiento de las estructuras feto-
placentarias es minimo, y en ella la madre
aumenta su peso corporal debido a un
incremento en sus reservas grasas. La
segunda fase se denomina “fase catabdlica”, y
en ella tiene lugar un incremento simultaneo
de procesos de sintesis y degradacion, que
permiten una redistribucion de las reservas
maternas disponibles en beneficio del

crecimiento fetal (314).

4.1. Cambios

hormonales durante la primera etapa

metabolicos y

de la gestacion.

Durante los dos primeros tercios de la
gestacion, antes de que se inicie el
crecimiento del “conceptus” (feto, liquido
amniodtico y placenta), la madre se encuentra
en un estado anabdlico, en el que se produce
un continuo incremento de su peso corporal.
Este aumento en el peso libre de conceptus,
se ha determinado tanto en la mujer (315),
como en la rata (316), y es debido
fundamentalmente al acimulo en las reservas
grasas, aunque existe practicamente un
aumento en la masa de todos sus érganos y

tejidos (315). Este incremento en los depdsitos

26



Julio Sevillano Fernandez

Introduccién

grasos durante la fase anabdlica permite
garantizar el adecuado desarrollo fetal durante
etapas posteriores, ya que en condiciones en
que este acumulo de reservas no tiene lugar,
como es el caso del hipotiroidismo (317), la
diabetes severa (318) y la subnutricion durante
la primera mitad de la gestacién (319) el
correcto crecimiento intrauterino puede verse
comprometido.

Este incremento en los depdsitos grasos en la
madre, es consecuencia de diferentes
factores. Entre ellos destacan una marcada
hiperfagia (320), un aumento en la lipogénesis
en las estructuras maternas (320), un aumento
en la actividad lipoproteina lipasa (321;322),
un aumento en la sensibilidad a la insulina
(323) y variaciones en la secrecién de

diferentes hormonas gestacionales.

4.1.1. Hiperfagia:

El incremento en la ingesta es detectable
desde el primer dia de la gestacion y va
aumentando progresivamente con el avance
de la misma (324). Esta hiperfagia, que aporta
suficiente cantidad de sustratos para la
utilizaciéon y acumulo por la madre, contribuye
activamente al aumento en los depdsitos
grasos, habiéndose demostrado que la
restriccion caldrica en esta etapa anabdlica
impide la acumulacion de reservas energéticas

en los depdsitos grasos de la madre (319).

4.1.2. Aumento en la lipogénesis:

En lo que respecta a la sintesis de lipidos, se
ha observado un aumento tanto en la
lipogénesis como en la glicerolgénesis en la
rata gestante, que se mantiene hasta el dia 20
de gestacion en la rata y decae momentos
antes del parto (325). Asimismo, durante la
etapa anabdlica se ha descrito que existe un
aumento en el efecto antilipolitico de la

insulina (323). Esta disminucion de la lipdlisis

junto con el aumento en la sintesis de lipidos,
parecen contribuir activamente en la
acumulacion de grasas durante los dos

primeros tercios de la gestacion (323).

4.1.3. Aumento en la actividad LPL:

La lipoproteina lipasa es una enzima
localizada en la pared de los capilares que
favorece tanto la hidrdlisis de los triglicéridos
de las lipoproteinas circulantes ricas en ellos
(VLDL y quilomicrones), como la captacion de
los productos resultantes de la hidrdlisis,
NEFA y glicerol, por los tejidos subyacentes
(326;327). Esta enzima se encuentra muy
elevada en el tejido adiposo entorno a la mitad
de la gestacion (321;322), lo cual parece
contribuir a su vez a la captacién de
triglicéridos y almacenamiento lipidico en dicha

etapa.

41.4. Aumento en la sensibilidad a la
insulina:

Desde los primeros dias de la gestacion el
contenido pancreatico de insulina aumenta
(328), y eso favorece el incremento en la
secrecion de insulina por parte del pancreas a
lo largo de la gestacion (329), siendo al final
de la gestacion cuando se alcanzan los niveles
mas elevados de ésta (330;331). Asimismo,
diferentes estudios muestran que ademas de
un aumento en insulinemia, la respuesta a la
administracion intravenosa de insulina durante
esta etapa se encuentra aumentada respecto
a la rata virgen (332). Diversos estudios
clinicos apoyan esta mejora en la respuesta a
la insulina, ya que el requerimiento de insulina
de mujeres diabéticas tipo 1 al final del primer
trimestre de la gestacibn se encuentra
disminuido (333), lo cual parece ser debido a
un aumento en la sensibilidad a dicha
hormona (334). Asimismo, durante esta etapa,

la glucemia y la tolerancia a la glucosa en la
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madre se mantienen bastante estables,
induciendo incluso una etapa transitoria en la
que dicha tolerancia llega a estar
incrementada (328). Esta asociacion de
elevada hiperinsulinemia y aumentada
sensibilidad a la insulina contribuye al menos
en parte a la aumentada lipogénesis,
glicerolgénesis y actividad lipoproteina lipasa
(LPL) (335), asi como a una menor actividad
lipolitica del tejido adiposo (336) en esta etapa
anabdlica de la gestacion(337).

Sin embargo, se ha observado que a medida
que avanza la gestacion y hacia el dia 14 de
gestacion en la rata (323) y en la semana 30
en la mujer (338), se produce un estado de
transicion en el que la sensibilidad a la insulina
y el metabolismo de la gestante se ven

modificados.

4.2. Cambios

hormonales durante la ultima fase de la

metabdlicos y

gestacion.

Durante el ultimo tercio de la gestacién se
produce un rapido crecimiento fetal y hay una
intensa transferencia placentaria de nutrientes.
Como consecuencia, el metabolismo materno
se encuentra en un estado catabolico (339-
341), en el que las reservas lipidicas
almacenadas durante la primera etapa sufren
una redistribucion en beneficio del crecimiento
fetal. Este estado catabdlico es especialmente
patente en ayunas (342;343), situacién en la
que se produce un aumento de la cetogénesis
y gluconeogénesis para garantizar el
adecuado aporte de sustratos energéticos al
feto.

En esta etapa, la unidad feto-placentaria
extrae glucosa y precursores gluconeogénicos
de la madre, produciendo en ella una

disminucién de la glucemia. Asimismo, durante

la tercera etapa de la gestacion, coincidiendo
con el maximo crecimiento fetal se produce
hiperinsulinemia (331) y resistencia a la
insulina (344). Este fendmeno tiene un sentido
fisioldgico, ya que disminuyendo la utilizacién
de sustratos oxidativos en la madre existe una
mayor disponibilidad de los mismos por la
unidad fetoplacentaria. Como consecuencia de
la hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina
en el dltimo tercio de la gestacion, se
desarrolla en la madre una intensa
hiperlipemia, la cual se debe
fundamentalmente al aumento de Ilos

triglicéridos circulantes (345).

4.2.1. Hipoglucemia:

Como se ha comentado, en esta fase se
produce en la madre una disminuciéon de la
glucemia, que se ha observado tanto en la
mujer (346) como en la rata (347), siendo este
cambio mas pronunciado en situacién de
ayuno. Teodricamente, en condiciones de
ayunas, situaciéon en la que las reservas de
glucdégeno estan agotadas, esta hipoglucemia
podria ser consecuencia bien de una
disminucién en la gluconeogénesis o bien de
un aumento en la tasa de utilizacién de la
glucosa (348).

En la gestante a término, la gluconeogénesis
depende tanto de la actividad de las enzimas
gluconeogénicas, como de los niveles
plasmaticos de precursores gluconeogénicos.
En este sentido, se ha descrito un aumento en
la actividad de las enzimas gluconeogénicas
tanto en higado como en rifidén (349;350) y se
ha observado que la capacidad de conversion
a glucosa de estos sustratos esta aumentada
respecto a la rata virgen (351;352).

En lo que respecta a los niveles de sustratos
gluconeogénicos, no se observan diferencias
en los niveles de piruvato o lactato al

compararlos con los de la rata virgen (353-
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355), mientras que en ayunas existe una
disminucién en los niveles de aminoacidos
gluconeogénicos (356;357). El hecho de que la
conversion de glicerol a glucosa no requiere la
entrada del mismo a la mitocondria, asi como
la elevada actividad de la glicerol quinasa en el
higado y la corteza renal, convierten al glicerol
en un excelente sustrato gluconeogénico en la
gestante a término, tanto en situaciones de
ayuno, como de alimentacién (358-360). Por
tanto, se puede concluir que la actividad
gluconeogénica en la rata gestante esta
aumentada en la madre al final de la gestacion
y que su efectividad depende de Ia
disponibilidad de los diferentes sustratos (348).
Sin embargo, el hecho de que una disminucion
en la tasa gluconeogénica no sea capaz de
explicar la marcada hipoglucemia, permite
concluir que hay una disminucion en la tasa de
utilizacion de la glucosa en los tejidos de la
rata gestante a término al compararla con la
rata virgen (361;362). Este efecto es
consecuencia de la marcada captacion y
utilizacion de la glucosa por parte de los
tejidos fetales, que puede llegar a representar
hasta un 50% de la utilizacién materna de la
glucosa (362-364). En este sentido se ha
descrito que dada la incapacidad del feto de
sintetizar glucosa, (365), la transferencia
placentaria de glucosa es mucho mayor que la
transferencia de alanina, acido palmitico,
glicerol vy triglicéridos (313;366;367). Como
conclusion, esta elevada transferencia
placentaria de glucosa, dirigida a garantizar los
elevados requerimientos fetales de glucosa,
parece ser la responsable de la hipoglucemia

presente en la gestante a término (368).

4.2.2. Cambios hormonales
Los niveles circulantes de lactégeno
placentario, estrégenos y progesterona

aumentan  progresivamente  durante el

transcurso de la gestacion (369-371). Estas
hormonas presentan efectos anti-insulinicos, lo
que junto a la capacidad de la placenta de
degradar insulina suponen un incremento en
las necesidades insulinicas de la madre (372).
Por otro lado, la hipoglucemia materna parece
ser responsable de un aumento en la
secrecion de catecolaminas observado
durante el ultimo tercio de la gestacion en la
rata en ayunas. Es bien conocido que
variaciones en la concentracion de glucosa
parecen afectar la secrecién de hormonas por
parte de la médula adrenal (373;374).

Este aumento en la secrecidon simpatico-
adrenal junto con el aumento en la secrecion
de hormonas gestacionales parecen contribuir
activamente al aumento en la lipdlisis en el
tejido adiposo, a la hiperlipemia gestacional y
en consecuencia a la movilizacién de las
reservas grasas durante el ultimo tercio de la

gestacion (375).

4.2.3. Hiperlipemia:

La actividad lipolitica y la lipemia plasmatica
(fundamentalmente los triglicéridos circulantes)
van aumentando progresivamente con la
gestacion alcanzando el valor maximo en el
ultimo tercio y disminuyendo bruscamente tras
el parto. Esta hipertrigliceridemia, que se ha
observado tanto en la mujer (376) como en la
rata (377) se traduce en un aumento de la
sintesis enddgena de ftriglicéridos, un aumento
en la formacion de VLDL y de la salida de
éstas desde el higado a la sangre (378). Este
aumento en los triglicéridos plasmaticos es
consecuencia de diferentes factores. En primer
lugar, y tal y como se ha descrito
anteriormente, durante la gestacién se
desarrolla hiperfagia (320). Por otra parte,
como consecuencia de la activa lipdlisis del
tejido adiposo (379) se produce un aumento

de los niveles circulantes de NEFA y glicerol
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(380), lo cual contribuye a una mayor llegada
de estos al higado, pudiendo ser alli
reesterificados. Asimismo, se ha demostrado
que al final de la gestacion, y como
consecuencia de la menor sensibilidad a la
insulina, se produce una disminuciéon en la
actividad de la LPL del tejido adiposo (381).
Esta disminucién en la actividad LPL en los
tejidos maternos, impide el catabolismo normal
de los triglicéridos transportados por las VLDL
circulantes en la gestante a término y
contribuye al incremento de sus niveles en
plasma (382). Aunque los ftriglicéridos no
pueden atravesar la barrera placentaria, la
hipertrigliceridemia constituye una importante
fuente de sustratos energéticos en condiciones
de ayunas, dado que los productos de la
hidrélisis de los ftriglicéridos pueden ser
utilizados como fuente de energia mediante la
cetogénesis hepatica y la gluconeogénesis
(383). Sin embargo, el papel mas importante
de esta hipertrigliceridemia en la gestante
quizas sea su contribuciéon para la sintesis de
leche en la preparacion para la lactancia (384).
De hecho, a pesar de la marcada disminucién
de la actividad lipoproteina lipasa en
practicamente todos los tejidos maternos,
existe un incremento de su actividad en
glandula mamaria momentos antes del parto,
que facilita el aclaramiento de los triglicéridos
circulantes y su utilizacion para la produccion
de leche (385).

4.2.4. Hiperinsulinemia y resistencia a la
insulina

Para hacer frente al aumento en las
necesidades insulinicas, durante el dultimo
tercio de la gestacién hay un aumento en la
sensibilidad de la célula B-pancreatica a los
estimulos insulinotrépicos y un acelerado
intercambio de insulina (342). Esta mayor

respuesta de la célula B-pancreatica durante la

tercera etapa de la gestacién queda patente
tras la sobrecarga tanto oral como intravenosa
de glucosa en la madre, que se manifiesta con
un mayor incremento tanto en los niveles
plasmaticos de glucosa como de insulina
(386;387).

Sin embargo, a pesar del incremento en los
niveles circulantes de insulina en el udltimo
tercio de la gestacion (331), se produce en la
madre una disminucidon en la respuesta a
dicha hormona (344). Este fendmeno, tiene un
sentido fisiolégico, ya que con la disminucion
de la utilizacién de sustratos oxidativos en la
madre existe un mayor acceso de la unidad
fetoplacentaria a los mismos. Ello permite
garantizar la disponibilidad de sustratos al feto
incluso en periodos de ayuno, en los que se
produce una disminucién significativa del peso
corporal en la madre, sin que se vea afectado
de forma sustancial el peso corporal de sus
fetos (388).

Ademas, esta marcada disminucion de la
sensibilidad a la insulina en los tejidos
maternos parece ser responsable de otros
muchos cambios que tienen lugar en el Ultimo
tercio de la gestacion. De hecho, tal y como
muestran resultados de nuestro laboratorio, la
infusién intravenosa continua de glucosa
durante 3 dias a ratas gestantes revierte la
resistencia a la insulina en la gestante a
término y aumenta la respuesta a la
estimulacién por insulina de algunas de las
rutas metabdlicas que varian al final de la
gestacion (389). Estos resultados indican que
la resistencia a la insulina en la gestante a
término podria ser la responsable del aumento
en la actividad lipolitica del tejido adiposo
(340), de la disminucién de la actividad LPL y
de la disminucion en la sintesis de glucogeno,
caracteristicas del ultimo tercio de gestacion
(390).
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Alteraciones en estos cambios en la
sensibilidad a la insulina a lo largo de la
gestacion conducen a alteraciones en el
desarrollo fetal. Por una parte, si no se
produce resistencia a la insulina y los tejidos
maternos no disminuyen su capacidad de
utilizacion de los sustratos oxidativos, el feto
no recibira suficiente aporte de nutrientes y se
producira un retraso en el crecimiento fetal.
Por el contrario, si la secrecién de insulina no
aumenta lo suficiente, se puede producir un
sindrome conocido como diabetes gestacional,
que cursa con una disminuida secrecién de
insulina e intolerancia a la glucosa vy
macrosomia fetal como consecuencia del
aumento en la llegada de sustratos oxidativos

a la unidad fetoplacentaria.

4.2.5. Origen de la resistencia a la insulina
en la gestaciéon

Como hemos comentado, se considera que el
ultimo tercio de la gestacion es una situacion
fisiologica diabetogénica que se caracteriza
entre otros por el desarrollo de resistencia
insulinica, hiperinsulinemia e hiperlipemia
(391).

En lo que respecta al origen de esta
resistencia a la insulina durante el final de la
gestacion existe bastante controversia debido
a la disparidad de resultados obtenidos.
Tradicionalmente, se ha considerado que el
origen de la resistencia a la insulina en la
gestacion podria estar relacionado con el
incremento en la secrecidbn de hormonas
gestacionales tales como el lactégeno
placentario, los estrogenos y la progesterona.
Algunos autores han descrito que el lactégeno
placentario podria contribuir al desarrollo de
dicha resistencia a la insulina (392;393). Por
otro lado, el tratamiento con progesterona
disminuye la respuesta a la insulina en

musculo y tejido adiposo, mientras que

clasicamente se ha considerado que el
tratamiento con estradiol aumenta la
sensibilidad a la insulina en el organismo
(394). Sin embargo, en un estudio reciente en
el que se trataron ratas con diferentes dosis de
estradiol se observd que aquellos animales
que presentaban concentraciones de estradiol
similares a las que se observan al final de la
gestacion presentaban resistencia a la insulina
(395;396).

combinado de estradiol con progesterona

Asimismo, el tratamiento
parece neutralizar la mejora en la sensibilidad
a la insulina que se observa tras el tratamiento
con estradiol (397) e incluso podria inducir
resistencia a la insulina (398).

No obstante, aunque las hormonas
gestacionales puedan contribuir al desarrollo
de la resistencia a la insulina, otros factores
parecen contribuir, ya que no existe
correlacion entre los niveles de dichas
hormonas y los cambios en la sensibilidad a la
insulina a lo largo de la gestacion (399), si bien
podrian ejercer su efecto modulando la
concentracion de otros parametros, como los
NEFA.

En este sentido, al final de la gestacion existe
un aumento en la actividad lipolitica del tejido
adiposo con la consiguiente liberacién de
NEFA vy glicerol a la circulacion (323;400), los
cuales se han relacionado con diferentes
procesos que cursan con resistencia a la
insulina (401-403). De hecho, los NEFA se han
propuesto como nexo de uniéon entre la
obesidad y la resistencia insulinica en la
diabetes tipo 2 (404). Por esta razon,
diferentes autores han tratado de demostrar
que la elevacién de los NEFA al final de la
gestacion podria contribuir a la disminuida
sensibilidad insulinica (405-407). Se ha
demostrado que un aumento en los NEFA en
conejos gestantes induce el desarrollo de

resistencia a la insulina (408-411). Asimismo,
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los resultados obtenidos de un estudio
realizado en mujeres en el segundo tercio de
la gestacion, a las que se infundia una
solucion de lipidos, revelan un aumento
fisiolégico de NEFA y una inhibicion en un
30% de la captacion de glucosa estimulada
por insulina (412). Sin embargo, la resistencia
a la insulina que se observa en estas mujeres,
era menor que la observada en el ultimo tercio
de la gestacién (413). Estos resultados
sugieren que el aumento en los NEFA permite
explicar en parte, pero no por completo, la
resistencia a la insulina que tiene lugar en el
ultimo tercio de la gestacion.

Otro factor que podria estar implicado en la
resistencia a dicha hormona podria ser el
aumento progresivo de los niveles circulantes
de insulina, que en la segunda mitad de la
gestacion se sittan en valores que
representan aproximadamente el doble de los
observados en la situacion de no-gestacion
(414;415). De hecho, la estimulacién
prolongada con insulina en adipocitos 3T3-L1
ha demostrado inducir resistencia a la insulina
por un aumento en la fosforilacion en
Ser(312)/Thr del IRS-1 y su posterior
degradacion (416;417). Sin embargo, cabe
resaltar que precisamente durante la primera
mitad de la gestacion, aunque ya se ha
desarrollado la comentada hiperinsulinemia,
aun no se presenta la resistencia a la hormona
(331) sino que la sensibilidad a la insulina esta
incluso aumentada (335). De hecho, en estas
condiciones, dicha hiperinsulinemia contribuye
al anabolismo en la madre durante esta fase.
Es bien conocido que la exposicidén de células
a elevados niveles de insulina provoca una
disminucién en el numero de receptores de
insulina en la superficie celular, e incluso
alteracion en la afinidad de los mismos,
fenémeno que ha recibido el nombre de “down

regulation” (418;419). Sin embargo, en el tejido

adiposo de la rata gestante se ha demostrado
que existe un aumento en la unién de la
insulina a su receptor de membrana como
consecuencia de un incremento en el numero
de receptores, y sin cambio en la afinidad de
los mismos (414;415;420). De hecho, son
escasos los trabajos en que se describe una
disminucién de los receptores (421). Ademas,
este incremento en el nimero de receptores
de insulina en la superficie del adipocito, no
solo es consecuencia del aumento en el
tamafo de la célula durante la gestacion (414)
sino que es también el resultado de un
aumento en la concentracién de los receptores
en la superficie celular, ya que el numero de
receptores expresado por unidad de superficie
esta claramente aumentado en la segunda
mitad de la gestacién (414).

Por otro lado, al igual que ocurre con otras
situaciones que cursan con resistencia a la
insulina, como la obesidad o la diabetes tipo 2,
la resistencia a la insulina presente al final de
la gestacion podria ser consecuencia de un
defecto post-enlace de la insulina a su
receptor. En este sentido apuntan los
resultados obtenidos en biopsias de tejido
adiposo subcutaneo de mujeres obesas al final
de la gestacion, en las cuales tanto la
fosforilacion como la expresion del IRS-1 se
encuentran disminuidas (422;423). Otros
autores han descrito una disminucion en la
fosforilaciéon en tirosinas del receptor de
insulina y del IRS-1 asi como un aumento en
la fosforilacion en serinas en el musculo
esquelético. Asimismo, en nuestro grupo de
investigacion, hemos observado que
precisamente la fosforilacion en la Ser307 del
IRS-1 se encuentra significativamente
aumentada en el tejido adiposo de la gestante
a término (424). Diicha modificacién bloquea la
fosforilacién en tirosinas del IRS-1, lo cual se

traduce en un deterioro de la sefal de la
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insulina que se manifiesta en lugares mas
alejados de la cascada de la sefalizacion
como en la activacion de la Akt (425).

Otra molécula que podria estar participando en
los cambios en la sensibilidad a la insulina en
la gestacion es el PPARy. El PPARy es una
molécula clave en el metabolismo lipidico,
cuya actividad transcripcional se activa por
acidos grasos (426), los cuales, como se ha
comentado anteriormente, se encuentran
elevados en la gestacion (341), y por
compuestos antidiabéticos del tipo de las
tiazolidinedionas (427). La importancia del
PPARy radica en que puede ser activado por
hormonas relacionadas con el metabolismo
lipidico, como los glucocorticoides y la insulina,
y modular la expresién de determinados genes
que estan relacionados con la adipogénesis y
que codifican por diferentes adipoquinas
implicadas en la sensibilidad a la insulina
(428). Entre las adipoquinas bajo el control
transcripcional del PPARy destacan el TNF-q,
la leptina, la resistina y la adiponectina. Cabe
comentar que la expresion y liberacion de
estas adipoquinas, a excepcion de la
adiponectina, normalmente se ve
incrementada al aumentar la adiposidad y que
la gestacibn es una situacion en que la
adiposidad materna estd aumentada (429).

El TNF-a que es secretado en grandes
cantidades por la placenta también podria
estar participando en el desarrollo de la
resistencia a la insulina en la gestacion. En
este sentido, se ha observado una correlaciéon
negativa entre los niveles de TNF-a y la
sensibilidad a la insulina, e incluso se ha
propuesto que los valores de TNF-o. podrian
utilizarse para predecir la resistencia a la
insulina en la gestacion (430). Como se ha
mencionado anteriormente, el mecanismo

mediante el cual el TNF-a podria disminuir la

sensibilidad a la insulina es a través de una
disminucién de la fosforilacién en tirosinas del
receptor de insulina y del IRS-1, un aumento
en la fosforilacion en serinas del IRS-1 y de su
degradacion (430) y un aumento en la
secrecion de NEFA.

También se ha sugerido que la leptina esta
implicada en el balance energético materno
durante la gestacién, ya que los niveles de
leptina aumentan en el primer tercio de la
gestacion manteniendose elevados hasta el
final de la misma tanto en la mujer (430) como
en la rata (431), retornando a los valores
basales tras el parto. No obstante, diferentes
trabajos han puesto de manifiesto que la
hiperleptinemia de la gestante per se no se
correlaciona con su respuesta insulinica
(323;432)

La secrecion de resistina en la gestacion
presenta un pico entorno a la mitad de la
gestacion, para luego decaer en el ultimo
tercio de la misma (433). Estos cambios en el
patrén de secrecidon de resistina tampoco
permiten explicar el aumento en la sensibilidad
a la insulina en la etapa anabdlica de la
gestacion y la disminucién de la sensibilidad al
final de la misma.

Finalmente, en Ilo que respecta a la
adiponectina en la gestacion, se ha descrito un
aumento en la concentracion sérica de
adiponectina en humanos entorno a la mitad
de la gestacion, presentando los niveles mas
bajos al final de la misma (434). Esta misma
tendencia ha sido corroborada en la rata por
nuestro grupo de investigacion (435). Las
variaciones en los niveles de adiponectina se
correlacionan con los cambios en el indice de
masa corporal (BMI) y con los cambios en la
sensibilidad a la insulina que se observan a lo

largo de la gestacion (436).
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El dultimo tercio de la gestacioén, se caracteriza
por el desarrollo de hiperlipemia y resistencia a
la insulina en la madre. Esta disminuida
respuesta a la insulina, también parece ser la
responsable de muchos de los cambios
metabdlicos y hormonales que acontecen
durante este ultimo tercio de la gestacion, y asi
permite mantener un adecuado aporte de
glucosa y otros nutrientes al feto.

Las TZDs son farmacos antidiabéticos que han
demostrado ser herramientas muy utiles para
mejorar la sensibilidad a la insulina y la
hiperlipemia en otros modelos de resistencia a
la insulina.

Para intentar avanzar en el conocimiento del
papel de la resistencia a la insulina en la
gestacion en las adaptaciones metabdlicas de
la madre y como ello repercute en la
descendencia, nos planteamos determinar la
utilidad del tratamiento con englitazona
durante el ultimo tercio de la gestacién como
modelo de reversion de la resistencia a la

insulina.

Asi pues, y basandonos en los antecedentes
anteriormente expuestos, nos planteamos los

siguientes objetivos:

1. Estudiar los efectos de la administracion de
englitazona a ratas gestantes en la tolerancia
a la glucosa y la sefializacion de la insulina en
el tejido adiposo de la madre durante el ultimo

tercio de la gestacion.

2. Analizar el efecto del tratamiento de las
ratas gestantes con englitazona en el
desarrollo postnatal y las consecuencias que
pudiera tener a largo plazo, en la relacién
glucosalinsulina, la acumulacion lipidica
tisular, el desarrollo de obesidad, la presion
arterial y la respuesta vascular de sus
descendientes en la edad adulta.
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1. ANIMALES

Para la realizacién del presente trabajo se han
empleado ratas  Sprague-Dawley. Los
animales estuvieron sometidos a ciclos de 12
horas de iluminacién (a partir de las 8:00
horas) y 12 horas de oscuridad (a partir de las
20:00 horas), a una temperatura constante de
22+ 2°C.

Los experimentos se llevaron a cabo entre las
9:00h y 9:30h de la mafiana. Durante todo el
tiempo los animales fueron alimentados ad
libitum con una dieta completa RMM [Harlan
interfauna IBERICA, S.A. (Barcelona)]. Los
protocolos experimentales a los que fueron
sometidos los animales fueron supervisados y
aprobados y aprobados por el Comité Etico
para la Investigacion con animales de la
Facultad de Farmacia de la Universidad CEU
San Pablo.

1.1. Tratamiento de los animales

11.1 Experimento l.
a) El primer objetivo de este experimento fue
estudiar si la englitazona (amablemente cedida

por Pfizer, EEUU) podria ejercer algun efecto
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sobre diferentes parametros plasmaticos y
tisulares de las ratas gestantes de 20 dias.
Para ello, (figura 5) se cruzaron ratas
hembras de 180-220 g de peso corporal. La
edad gestacional de la rata se controlé
limitandose a wuna noche el tiempo de
cohabitacion de ratas virgenes con el macho.
A la mafana siguiente se separaron aquellas
que en el frotis vaginal presentaban
espermatozoides acompanados de células
epiteliales de la vagina.

A primera hora de la manana y durante cuatro
dias se administré diariamente, a partir del dia
16 de gestacién y hasta el dia 19, y por sonda
gastrica a las ratas gestantes, 50 mg de
englitazona /kg de peso corporal en Tween-80
al 2% (animales tratados) o el vehiculo
(animales control).

El dia 20 de gestacion y tras dormirlos con
CO;, se sacrificaron los animales, y se recogi6
la sangre del cuello en tubos que contenian
EDTA. A continuacion, se recogio el tejido
adiposo lumbar y el higado, que se guardaron

a —80°C hasta su posterior procesamiento.
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Figura 5: Disefio del tratamiento de los animales.

VIDA POSTNATAL
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b) En segundo lugar, quisimos estudiar si la
englitazona podria ejercer algun efecto sobre
diferentes pardmetros plasmaticos y tisulares
de sus fetos. Para ello, los fetos fueron
sacrificados por decapitacion, recogiéndose la
sangre del cuello en tubos que contenian
EDTA, asi como el tejido adiposo marrén y el

higado, que se guardaron a —-80°C.

1.1.2 Experimento Il

a) En primer lugar, nos propusimos evaluar el
efecto de tratamiento con englitazona sobre la
tolerancia oral a la glucosa de las ratas
gestantes de 20 dias. Con este fin, otra tanda
de ratas gestantes fue tratada, también desde
el dia 16 de gestacion con 50 mg de
englitazona/kg peso corporal en Tween 80 al
2% (animales tratados) o vehiculo (animales
control) (figura 5).

El dia 20 de gestacién, a las 9:00 de la
mafana, en ayunas y tras la obtencion de una
muestra de sangre de la cola para la
determinacion basal de la glucosa e insulina,
se realiz6 un test de sobrecarga oral de
glucosa (OGTT) tal y como se muestra en el
apartado 2.2. Finalmente, se administré a las
ratas el farmaco o el placebo como
correspondia al 5° dia de tratamiento y fueron

reintegradas al experimento (ver figura 5).

b) En segundo lugar, evaluamos el efecto del
tratamiento con englitazona de las ratas
gestantes sobre diferentes  parametros
plasmaticos y tisulares de los neonatos de 0,5
dias. Para ello, tras el parto, los neonatos
fueron sacrificados y se recogi6 la sangre del
cuello en tubos que contenian EDTA.
Asimismo, se recogid el higado de los
neonatos que se almacend a —80°C hasta su

procesamiento.

1.1.3 Experimento lil.

Para estudiar si el tratamiento con englitazona
de las ratas gestantes podria afectar a los
parametros corporales, metabdlicos,
hormonales y/o hemodinamicos de sus
descendientes cuando son adultos, se realizo
un tercer experimento en el que se trataron las
ratas a partir del dia 16 de gestacién y durante
cinco dias (figura 5). Tras el parto, las
camadas se ajustaron a 10 crias. Los
neonatos sobrantes fueron sacrificados y se
recogié la sangre del cuello, el higado y el
tejido adiposo marrén de los neonatos.

El dia 19 de lactancia se llevd a cabo el
destete de los animales y una reduccion de las
camadas a seis animales por grupo. Las crias
sobrantes fueron sacrificadas por
decapitacion, recogiéndose la sangre del
cuello, el tejido adiposo lumbar, el tejido
adiposo marrén, el higado y el musculo
esquelético.

A partir del destete las crias fueron separadas
por sexos y alimentados ad libitum con una
dieta completa RMM [Harlan interfauna
IBERICA, S.A. (Barcelona)]. Los animales
siguieron en observacion con el fin de
determinar si se producian cambios
morfologicos durante su desarrollo y en el
estado adulto. Asimismo, los animales fueron
pesados periédicamente y se realizaron
sangrados a diferentes tiempos para obtener
plasma en el que se determinaron diferentes
parametros  metabdlicos y  hormonales
relacionados con el metabolismo glucidico y/o
lipidico. Por otro lado, coincidiendo con las
semanas 8 y 50 de vida se realizaron test de
sobrecarga oral de glucosa en estos animales
para estudiar su tolerancia oral a la glucosa.
En el 17° mes de vida, se llevo a cabo en los
descendientes la determinacion de la presion
arterial mediante métodos no invasivos. Los

valores de la tension arterial sistdlica,
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diastdlica y media se determinaron de forma
indirecta en la cola de los animales como se
describe mas adelante en el apartado 2.4.

Finalmente, a los 19 meses de edad parte de
los animales fueron sacrificados en ayunas
mediante guillotina bajo CO,. Tras la
decapitacion se recogio la sangre de cuello y
se recogieron los tejidos que se guardaron a —
80°C hasta su posterior procesamiento. El
resto de los animales fueron sacrificados tras
anestesiarlos mediante la administracion de
pentobarbital sédico (50 mg/Kg, por via
intraperitoneal), para a continuacion evaluar la

reactividad vascular en el lecho mesentérico.

2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1. Parametros plasmaticos

211 Determinacion de glucosa en
plasma

La glucosa se cuantifico mediante un ensayo
enzimatico colorimétrico utilizando el kit
Unimate 7 GLUC PAP (Roche) (437), que es
un sistema de diagnodstico in vitro para la
determinacion cuantitativa de glucosa en suero
0 en plasma. La determinacién se basa en las

siguientes reacciones:

Glucosa + O, + H,O ﬂ)D-Glucono 8 lactona +

H20,

POD
H,O, + 4-OHB + 4-AAP > Quinoneimina + H,O

En presencia de peroxidasa (POD), el
peréxido de hidrégeno que se ha formado
provoca el acoplamiento oxidativo del acido 4-
hidroxibenzoico (4-OHB) y la 4-aminoantipirina
(4-AAP), dando lugar a un derivado de color
rojo. La intensidad de la coloracion es

directamente proporcional a la concentracion

de glucosa, y se mide colorimétricamente. La
determinacion se realizd6 en forma de
microensayo, utilizando 10 uL de muestra y
250 L de reactivo (GLUC PAP). Tras incubar,
durante 10 minutos a 37° C, se midi6 la
absorbancia a 492 nm en un lector de placas
(Asys Hitech).

2.1.2 Determinacion de glicerol en
plasma

El glicerol se cuantific6 mediante un sistema
enzimatico colorimétrico, utilizando el kit Free
glycerol reagent (Sigma-Aldrich, Alemania)
(438;439) basado en las siguientes

reacciones:

GK
Glicerol + ATP > Glicerol- 1-fosfato (G-1-P)

GPO
G-1-P+0, — ” DAP +H,0,

POD
H,O, + 4AAP + ESPA > Quinoneimina + H,0

El glicerol es fosforilado en presencia de ATP,
formando glicerol-1-fosfato (G-1-P) y ADP, en
una reaccion catalizada por la glicerol quinasa
(GK). El glicerol-1-fosfato es oxidado por la
glicerol fosfato oxidasa (GPO) a
dihidroxiacetona fosfato (DAP) y perdxido de
hidrégeno (H,05).

Como resultado final, se produce una
quinoneimina coloreada por la reaccién
catalizada por la peroxidasa (POD), al
acoplarse a 4-aminoantipirina (4-AAP) y N-etil-
N-(3-sulfopropil) m-anisidina de sodio (ESPA)
con peroxido de hidrégeno (H,O,). El
incremento de absorbancia a 492 nm se
manifiesta con una coloracién violeta y es
directamente proporcional a la cantidad de

glicerol en la muestra.
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2.1.3 Determinacion de NEFA en plasma
Los NEFA se cuantificaron mediante un
sistema enzimatico colorimétrico, utilizando el
kit NEFA C ACS-ACOD Method (Wako
Chemicals) basado en las siguientes

reacciones:

NEFA + ATP + CoA ——=> 3 Acil-CoA + AMP+ PPi

ACOD
Acil-CoA + O ——— > 2,3-trans-enoil-CoA + H,0,

POD
2 H,0, + 4AAP + MEHA > Quinoneimina + H,O

Los NEFA (NEFA) reaccionan con Coenzima
A en presencia de ATP y cationes de
magnesio y por accion de la Acil-CoA sintetasa
forman Acil-CoA, AMP y PPi. A continuacion,
el acil-CoA se oxida por accion de la acil-CoA
oxidasa produciendo un 2,3-trans-enoil-CoA y
peréxido de hidrogeno (H,O;). Finalmente, se
produce un compuesto coloreado por Ila
reaccion catalizada por la peroxidasa (POD),
al acoplarse la 4-aminoantipirina (4-AAP) y la
3-metil-N-etil-N-(B-hidroxietil)-anilina  (MEHA)
con el peréxido de hidrogeno (H,0,). El
incremento de absorbancia a 492 nm es
directamente proporcional a la cantidad de

NEFA en la muestra.

21.4 Determinacion de triglicéridos en
plasma

Los triglicéridos plasmaticos se cuantificaron
mediante un sistema enzimatico colorimétrico,
utilizando el kit Menagent Trinder Triglycerides
(Menarini  Diagnostics) basado en las

siguientes reacciones:

Triglicéridos — 22 Glicerol + NEFA

GK
Glicerol + ATP > Glicerol- 3-fosfato (G-3-P)
GPO
G-3P+0, —— 7 DAP +H,0,

POD
H.O, + 4AAP + 3-OH 2,4,6 TIBA ?Quinoneimina +
H,O

En primer lugar, los triglicéridos son
hidrolizados a glicerol y NEFA. El glicerol es
fosforilado en presencia de ATP, formando
glicerol-3-fosfato (G-3-P) y ADP, en una
reaccion catalizada por la glicerol quinasa
(GK). EI dlicerol-3-fosfato es oxidado por la
glicerol fosfato oxidasa (GPO) a
dihidroxiacetona fosfato (DAP) formando
peroxido de hidrégeno.

Finalmente, se produce un complejo coloreado
por la reaccion de la 4-aminoantipirina (4-AAP)
y el acido 3-OH 2,4,6 Triyodobenzoico (3-OH
2,4,6 TIBA) con peréxido de hidrégeno.

2.1.5 Determinaciéon de insulina en
plasma

Se valor6 mediante un inmunoensayo
enzimatico utilizando un kit comercial para el
analisis de insulina en ratas (Mercodia,
Suecia), basado en la técnica directa de
sandwich con un rango de deteccion 0.07-5.5
pg/ml, una variacion intraensayo del 1.8% vy
una variacion interensayo del 3.8%.

Durante la incubacion, la insulina contenida en
la muestra reacciona con un anticuerpo anti-
insulina conjugado con peroxidasa, y con un
anticuerpo anti-insulina unido directamente al
pocillo de la placa microtiter. Un simple lavado
provoca que el anticuerpo marcado que no se
haya unido a la insulina sea eliminado,
mientras que el anticuerpo conjugado con la
peroxidasa que se haya unido a la insulina, es
detectado por la 3, 3",5 tetrametilbencidina. La
reaccion se detiene por la adicién de un acido
que da lugar a un compuesto coloreado que
presenta su maximo de absorbancia a 450 nm.
Para determinar la concentracion de insulina
en las muestras se utilizaron 25uL de plasma,
a los cuales se afiadieron 50uL de solucién de
anticuerpo monoclonal de ratén anti-insulina
conjugado con peroxidasa. Tras incubar

durante 2 horas a 20-25° C, la placa se lavo 6
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veces. A continuacion se afiadieron 200ulL del
sustrato de la peroxidasa, y tras incubar
durante 15 minutos se detuvo la reaccién con
H,SO, 1M.

2.1.6 Determinacion de leptina en plasma
Se valor6 mediante un inmunoensayo
enzimatico utilizando un kit comercial para el
analisis de leptina en ratas (Assay Designs,
EEUU), basado en la técnica directa de
sandwich. El rango de deteccién del ensayo
fue 0.06-3.6 ng leptina/ml, la variacion
intraensayo del 11.6% y la variacion
interensayo del 11.0%.

Para determinar la concentracion de leptina se
utilizaron 100uL de muestra. Durante la
incubacion, la leptina de la muestra y de los
estandares reacciona con un anticuerpo
policlonal  anti-leptina de rata  unido
directamente al pocillo de la placa microtiter. A
continuacion, se realiza una incubacion con
100 pL de un anticuerpo policlonal anti-leptina
marcado con peroxidasa, que se une a la
leptina capturada en la placa. El exceso del
anticuerpo marcado se elimina por lavado. Asi,
el anticuerpo conjugado con la peroxidasa que
se haya unido a la leptina, es detectado por
adicion de 100uL de TMB, mediante la
reaccion 3, 3',5-tetrametilbencidina. La
reaccion se detiene por la adiciéon de 100uL de
H.SO, 1M que da lugar a un compuesto
coloreado que presenta su maximo de

absorbancia a 450 nm.

2.1.7 Determinacion de IGF-1 en plasma

Se valor6 mediante un inmunoensayo
enzimatico competitivo utilizando un kit
comercial para el analisis de IGF-1 en ratas
(Rat IGF-1 EIA DRG Diagnostics). El limite de
deteccion del ensayo fue 30 ng/ml, la variacion
intraensayo del 7.7% y la variacion interensayo

del 9.4%. El ensayo se llevd a cabo en una

placa de microtiter cuyos pocillos estan
tapizados con anticuerpos de conejo anti-
inmunoglobulina de cabra.

Primeramente, se llevd6 a cabo el
pretratamiento de las muestras para romper
las uniones del IGF-1 con las proteinas
transportadoras de IGF (IGFBP). A
continuacion, el IGF-1 contenido en las
muestras, se incubd con IGF-1 de rata
marcado con biotina y un anticuerpo anti-IGF-1
de rata producido en cabra. Los anticuerpos
anti-IGF-1 se uniran a los anticuerpos que se
encuentran tapizando el pocillo y se va a
establecer una competencia entre el IGF-1 de
las muestras y el IGF-1 marcado con biotina
por la uniébn a su anticuerpo especifico. Un
lavado provoca que el IGF-1 marcado que no
se haya unido a su anticuerpo sea eliminado.
A continuacion, se realiza una incubacion con
estreptavidina marcada con peroxidasa, que
se unira al IGF-1 marcado con biotina. El
exceso de estreptavidina-HRPO es eliminado
por lavado mientras que la estreptavidina-
HRPO que se haya unido al IGF-1, es
detectado por la 3, 3°,5-tetrametilbencidina.
La reaccion se detiene por la adicion de un
acido que da lugar a un compuesto coloreado.
El producto coloreado formado se determina
por medida de la absorbancia a 450 usando

como referencia un filtro de 620 nm.

2.1.8 Determinacion de adiponectina en
plasma

Se valor6 mediante un inmunoensayo
enzimatico utilizando un kit comercial para el
analisis de adiponectina en rata (Assay
designs, EEUU), basado en la técnica directa
de sandwich con un rango de deteccion 0,05—
24 ug/ml, una variacion intraensayo del 6.8% y
una variacion interensayo del 8.6%.

Durante la incubacién, la adiponectina

contenida en la muestra reacciona con un
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anticuerpo anti-adiponectina policlonal unido
directamente al pocillo de la placa microtiter. A
continuacién se produce la unidon de un
anticuerpo anti-adiponectina de rata conjugado
con biotina. Finalmente, se adiciona
estreptavidina conjugada con peroxidasa,
produciéndose la union biotina-estreptavidina.
Tras una serie de lavados, se adiciona el
sustrato de la reaccion que es transformado
por accion de la peroxidasa en un producto
coloreado. La reaccion se detiene por la
adicion de un acido y se realiza la lectura de la

absorbancia a 450nm.

21.9 Determinacion de resistina en
plasma

La resistina plasmatica se valoré mediante un
inmunoensayo enzimatico competitivo
utilizando un kit comercial para el analisis de
resistina en rata (Bio Vendor, Republica
Checa). El ensayo se llevd a cabo en una
placa de microtiter cuyos pocillos estan
tapizados con anticuerpos de conejo anti-
resistina de rata. La resistina de las muestras
se une a los anticuerpos anti-resistina que se
encuentran tapizando el pocillo. Después de
una hora de incubacién y un lavado, se
adiciona un anticuerpo anti-resistina conjugado
con biotina que se va a unir a la resistina
capturada en el pocillo. A continuacion, se
realiza una incubacion con estreptavidina
marcada con peroxidasa, que se unira al
conjugado marcado con biotina. El exceso de
estreptavidina-HRPO es eliminado por lavado
mientras que la estreptavidina-HRPO que se
haya unido al conjugado, es detectada por la
3, 3’,5'-tetrametilbencidina. La reaccién se
detiene por la adiciéon de un acido que da lugar
a un compuesto coloreado. El producto
coloreado formado se determina por medida
de la absorbancia a 450 nm, siendo la

absorbancia proporcional a la concentracion

de resistina en la muestra. El rango de
deteccion del ensayo fue 0.05-50 ng/ml y la

variacion intraensayo del 5.2%.

2.2. Test de sobrecarga oral de glucosa
(OGTT)

Tras un ayuno nocturno, a las 9:00 de la
mafana y tras la obtencién de una muestra de
sangre de la cola para la determinacion basal
de la glucosa e insulina, se administré6 una
dosis mediante sonda gastrica de 2 g de
glucosa/kg de peso corporal. Posteriormente,
se tomaron muestras de sangre de la cola a
diferentes tiempos tras la administracion de
glucosa. La glucosa e insulina plasmaticas se
determinaron tal y como se describe en los
apartados 2.1.1y 2.1.5

A partir de las curvas de glucosa e insulina se
calcularon las areas bajo la curva de glucosa
(AUCG) e insulina (AUCI) hasta los 30 minutos
utilizando para ello el programa Kaleidagraph
version 3.6. También se calcul6 el indice de
sensibilidad a la insulina a partir del test de
sobrecarga oral de glucosa (ISI-OGTT) (440)

tal y como se describe a continuacion:

10000
JFPG x FPI x MG x MI

ISI -OGTT =

MG: media de glucosa hasta los 60 minutos

MI: media de insulina hasta los 60 minutos

FPG: glucosa plasmatica en ayunas

FPI: insulina plasmatica en ayunas
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2.3.Calculo de los indices de

sensibilidad a la insulina

A partir de los datos de glucosa e insulina en
ayunas se calcularon otros indices que
estiman la sensibilidad a la insulina como son
el HOMA-IR, QUICKI, FGIR cuyas férmulas se

resumen a continuacion:

FPG X FPI

2430
1

log(FPG) + log(FPI)

HOMA-IR =

QUICKI =

FGIR=T"%
FPI

2.4. Presion arterial

Los valores de la tension arterial sistdlica,
diastdlica y media se determinaron en la cola
de los animales de forma indirecta, por
métodos no invasivos mediante el LE 5002
pressure storage meter (LETICA Scientific
Instruments, Espafia). Dicha determinacion se
llevd a cabo con el animal despierto,
inmovilizado, aislado del ruido y tras una
aclimatacion de 60 minutos para favorecer la
vasodilatacion.

Cuando se considerd que las ratas se habian
acostumbrado al proceso de medida, de forma
que ello no interfiriera en la valoracion correcta
de este parametro, se determind por triplicado
la presion arterial en la cola del animal con un
manguito acoplado a un transductor de
sefales. El valor definitivo de la presion arterial
fue la media aritmética de los tres valores de

presion arterial en cada animal.

2.5. Estudio de la reactividad vascular

en el lecho mesentérico

El dia del experimento los animales fueron
anestesiados mediante la administraciéon

intraperitoneal de pentobarbital sédico (50

mg/kg). La perfusion del lecho mesentérico se
llevé a cabo tal y como ha sido descrito con
anterioridad (441). En primer lugar se canulé la
arteria mesentérica en su punto de unién con
la aorta abdominal y se coloco en una rejilla de
platino de un bafo de 6rganos. El lecho
mesentérico se perfundio, con la ayuda de una
bomba peristaltica (Ismatec, Alemania) con un
flujo constante de 3 ml/min, con una solucién
de Krebs-Ringer bicarbonato con la siguiente
composicion: NaCl 115 mM, KCI 4.6 mM,
CaCl, 2.5 mM , KH,P0, 25 mM, NaHCO; 1.2
mM, MgS0, 1.2 mM, EDTA 0.01 mM y glucosa
11 mM. El medio de perfusion era previamente
atemperado a 37°C y gaseado con una mezcla
de 95% de O, y 5% de CO, que proporciona
un pH final entre 7,4 y 7,6. Una vez canulado
el lecho mesentérico, se mantuvo bajo un flujo
de perfusiéon constante durante 60 minutos
antes de comenzar el experimento. Para evitar
interferencias en el experimento, se incluyd un
sistema para la captura de las burbujas que
pudieran estar presentes en el tampén de
perfusion. La presion de perfusion fue
determinada mediante un transductor de
presiones (Grass, EEUU) y recogida mediante
un poligrafo (Grass, EEUU) durante todo el
experimento. Como el flujo de perfusion se
mantiene constante a lo largo de los
experimentos, los aumentos o disminuciones
en la presiéon de perfusion son indicadores de
la vasoconstriccion o la vasodilatacién del

lecho mesentérico respectivamente.

2.51 Estudio de la respuesta a factores
vasoconstrictores derivados de endotelio

En primer lugar, para valorar si el tratamiento
de las gestantes con englitazona producia
alteraciones en los mecanismos contractiles
del lecho de resistencia de los descendientes,

se evalud la contraccion en el lecho
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mesentérico inducida por KCI (75 mM), cuya
accion es independiente de receptor.

A continuacién, para determinar el efecto del
tratamiento de las gestantes con el
antidiabético sobre la respuesta inducida por
agentes vasoconstrictores no derivados del
endotelio en el lecho mesentérico de sus
descendientes, se estudi®é la respuesta
inducida por dos de los vasoconstrictores mas
importantes con accién sistémica: la
angiotensina |l (3x10'7 M) vy, la noradrenalina

(NA: 10®-10° M), un agonista o,-adrenérgico.

2.5.2 Estudio de la

vasodilatadora

respuesta

a) Relajacion dependiente de endotelio

Con objeto de evaluar los efectos del
tratamiento de las madres con englitazona
sobre la vasorrelajacion dependiente de
endotelio de sus descendientes, previamente
al tratamiento con acetilcolina (10°-10*M), el
lecho mesentérico fue contraido con
noradrenalina (NA 10°® -10'5M) hasta alcanzar
una contraccion estable y submaxima (entre el
60-70% de la respuesta maxima), necesaria
para realizar las curvas de concentracion-

respuesta a acetilcolina.

b) Relajacién independiente de endotelio

La relajacién independiente de endotelio se
determin6 en el lecho  mesentérico
precontraido con NA (10 -10°M) mediante el
tratamiento con el vasodilatador nitroprusiato

sodico (NPS 1072107 M).

2.5.3 Estudio del efecto de la inhibicion
del NO sobre la respuesta vasoconstrictora
Con objeto de estudiar el papel del 6xido
nitrico (NO) sobre la respuesta
vasoconstrictora, se preincubdé el lecho

mesentérico durante 20 minutos en presencia

de 10*M NG—metiI—L—argininmetiI ester (L-
NAME) un inhibidor de la éxido nitrico sintasa
(NOS) vy se desarrollaron curvas de
concentracidn-respuesta a NA (10°-10°M).

Asimismo, para determinar el grado de
contribucion del NO y de los factores
relajantes dependientes del endotelio (EDHF)
a la relajacion dependiente de acetilcolina se
llevaron a cabo curvas concentracion-
respuesta a Ach (10°-10 M) en presencia del

inhibidor L-NAME (107*M).

2.5.4 Estudio del efecto de la inhibicion
de canales de potasio

Con objeto de estudiar el papel del factor
relajante derivado del adipocito (ADRF) sobre
la relajacion vascular, se incubd el lecho
mesentérico durante 20 minutos con 4
aminopiridina (2mM, 4-AP) un inhibidor de los
canales de potasio dependientes de voltaje
(K,), bloqueando el efecto del ADRF secretado

por la grasa perivascular.
2.6. Parametros tisulares

2.6.1 Extraccion de lipidos totales

Para cuantificar la cantidad de lipidos totales
en los tejidos, se procedio a la extraccién de
los mismos mediante el método de Folch
(442). Para ello, se sometid el tejido a tres
extracciones sucesivas con 3 ml de una
mezcla de cloroformo:metanol 2:1. El extracto
lipidico obtenido de las tres extracciones se
recogioé en un tubo provisto de tapén de rosca
y se llevdé finalmente a 10 ml con
cloroformo:metanol 2:1. A continuacién, se
lavé el extracto crudo con 2.5 ml de agua mili-
Q, eliminando tras una centrifugacion la fase
superior formada por agua-metanol. Tras

enrasar de nuevo a 10 ml con metanol se
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realizaron dos lavados sucesivos utilizando en
estos casos 2.5 ml de NaCl 2%.

Finalmente, tras ajustar el volumen a 10 ml
con cloroformo-metanol 2:1, alicuotas de 2 ml
del extracto lipidico purificado se llevaron a
evaporacién a vacio en un condensador. La
cantidad de lipidos totales en el tejido se
determind gravimetricamente por diferencia de

pesada en una balanza analitica.

2.6.2 Estudio histologico del tejido
adiposo marroén.

Fijacién de los tejidos

Las muestras de tejido adiposo marron se
fijaron en un tampon fosfato 0.1 M que
contenia 2.5% de glutaraldehido y 2 % de

paraformaldehido.

Tincién y analisis histolégico

Las muestras fueron postfijadas en 1% de
tetroxido de osmio y 0.8% de FeCNK en
tampon fosfato. Despues de una
deshidratacion secuencial, se cort6 el tejido y
las muestras fueron tefiidas con azul de metilo
El analisis histolégico que se presenta fue
realizado por Marta Gual Soler, Facultad de

Biologia de la Universitat de Barcelona.

2.6.3 Western Blot e inmunodetecciéon

a) Preparacion del homogenado celular

Para la preparacion del homogenado celular,
el tejido se disgregd vy trituré en un mortero en
presencia de nitrégeno liquido, evitando la
descongelaciéon de la muestra en todo
momento. A continuacién, se recogi6 la
muestra en un tubo eppendorf que contenia
tampoén de homogenado frio (Hepes 30mM,
EDTA 5mM; deoxicolato sddico 0.5%, Triton
X-100 1%, y el inhibidor de proteasas Pefabloc
(Roche) a una concentraciéon final de 2mM).

Tras una incubacion de 15 minutos en hielo, el

homogenado se someti6 a centrifugacion
durante 30 minutos a 17000 g y se recogio el
sobrenadante, del que se separé una alicuota

para la posterior cuantificacion de proteinas.

b) Cuantificacion de proteinas por el

método del acido bicinconinico

La cuantificacion de la concentracion de
proteinas en las muestras que contenian
detergentes se llevd a cabo por el método del
acido bicinconinico (BCA) utilizando el kit
comercial, BCA-200 Protein Assay Kit (Pierce),
ya que el método del BCA no interfiere con los
detergentes presentes en el medio.

El ensayo estd basado en las siguientes
reacciones:

OH"™
Proteina + Cu®* > complejo Cu” tetradentado

Cu' +BCA > complejo BCA-Cu® (ptirpura)

Este método combina la conocida reaccion de
reduccion de Cu®* a Cu” por la proteina en un
medio alcalino (reaccién de Biuret) con una
selectiva y sensible deteccién colorimétrica del
catién Cu’ usando para ello un reactivo que
contiene acido bicinconinico (443). El producto
coloreado de la reaccién esta formado por dos
moléculas de BCA y un ion cuproso. Este
complejo, presenta un maximo de absorbancia
a 562 nm que es lineal con el incremento en la
concentracion de proteina.

La reaccion se realizé a 37° C durante 30
minutos en placas de microtiter. En cada
ensayo se utilizaron 25 pL de muestra o
estandar, y 200 ulL del reactivo. Dicho reactivo
estaba formado por las soluciones A
(carbonato  sddico, bicarbonato  sddico,
reactivo de deteccion del BCA-200 protein
assay Kit, y tartrato sédico en NaOH 0.1 M) y B
(CuSO45H,0 al 4 %), en proporcion 50:1.

Todos los ensayos se realizaron por duplicado,
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determinando la absorbancia a 620 nm en un

lector automatico de placas (Asys Hightech).

¢) Western Blot

Una vez determinada la concentracion de
proteinas en el homogenado celular, el
homogenado se dividid en dos alicuotas. En
una de las alicuotas se ajusté la concentraciéon
de proteina a 1 mg/mL en tampdn de Laemmli
(SDS 2 %, glicerol 10 %, 2-mercaptoetanol 5
%, tampoén Tris-HCI 62.5 mM, Bromofenol azul
<0.01 %, pH 6,8) (444).

En la segunda de las alicuotas, y para llevar a
cabo la determinacion de resistina mediante

Western Blot en condiciones no reductoras se

Tabla 34: Caracteristicas de los
inmunodeteccion.

anticuerpos

primarios y condiciones de

ajusto la concentracion de proteina a 1 mg/mL
con un tampén de Laemmli al que no se
adicion6 2-mercaptoetanol (SDS 2 %, glicerol
10 %, tampon Tris-HCI 62,5 mM, Bromofenol
azul < 0,01 %, pH 6,8).

Aproximadamente, 25ug de las proteinas
celulares de las muestras se separaron por
electroforesis en SDS-poliacrilamida durante
60 minutos a 25 mA, y se transfirieron a una
membrana de PVDF (Amersham Pharmacia)
durante 45 minutos a 250 mA. Conjuntamente
con las muestras se incluyd en el gel un
(SDS-PAGE

Precision Protein Standards, Bio-Rad)

marcador de peso molecular

incubacién en la

Producido
Anticuerpo primario Casa Concentracion en Dilucion Condiciones de
comercial . de trabajo incubacién
especie
Receptor insulina Santa Cruz 0,2 pg/ul Conejo 1/200 30 mina T.A.
IRS-1 Upstate 1 pg/ul Conejo 1/660 Noche a 4°C
pSer-IRS-1 Upstate 1 pg/ul Conejo 1/10000 Noche a 4°C
IRS-2 Upstate 1 pg/ul Conejo 1/1000 Noche a 4°C
pSer-IRS-2 Upstate 1 ng/ul Conejo 1/1000 Noche a 4°C
Pl;K Upstate 1 ng/pl Conejo 1/5000 30 mina T.A.
Akt Upstate 0,2 pg/ul Oveja 1/350 Noche a 4°C
MAP-K Upstate 1 pg/ul Conejo 1/660 30 mina T.A.
PDK Cell signalling - Conejo 1/500 60 min a T.A.
PTEN Cell Signalling - Conejo 1/660 60 min a T.A.
Resistina Chemicon 1 pg/ul Conejo 1/1000 60 min a T.A.
Adiponectina Chemicon 1 ug/pl Conejo 1/500 60 min a T.A.
pAcetilCoA carboxilasa Cell Signalling - Conejo 1/750 60 min a T.A.
B-Actina Sigma 2,9 ug/ul Raton 1/5000 30 mina T.A.
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Tabla 35: Caracteristicas de los anticuerpos secundarios y de la estreptavidina y condiciones de

incubacién en lainmunodeteccién.

Anticuerpo Producido Dilucién de Condiciones de
Casa comercial [Stock] i
secundario en especie trabajo incubacién
Anti-lgG conejo Sigma - Cabra 1/30000 30minaT.A
Anti-lgG ratén Chemicon - Cabra 1/15000 30minaT.A
Anti-lgG oveja Upstate Tmg/ml Conejo 1/20000 30minaTA
Estreptavidina Sigma 1mg/ml - 1/10000 30minaTA

d) Inmunodeteccién con anticuerpos

Para bloquear las uniones inespecificas de los
anticuerpos a las membranas, éstas se
incubaron en una soluciéon de bloqueo (leche
desnatada al 5% en TBST (Tris-HCI 10 mM,
NaCl 0,15 M, Tween 0,05 % pH 8) durante 30
minutos a temperatura ambiente.

Tras la incubacion con la solucion de bloqueo,
las membranas fueron incubadas con un
anticuerpo primario especifico para cada una
de las proteinas a detectar diluido en una
solucion de albumina sérica bovina al 5% en
TBST con las condiciones que se resumen en
la tabla 2.

A continuacién, se lavé la membrana 3 veces
con tampdén TBST y se incubd durante 30
minutos con el anticuerpo secundario marcado
con peroxidasa en una solucién de leche
desnatada en TBST (Tris-HCI 10 mM, NaCl
0,15 M, Tween 0,05 % pH 8) al 5%, tal y como
se indica en la tabla 3.

Finalmente, la membrana se lavé con tampén
TBST durante 30 minutos. La proteina se
detectd por quimioluminiscencia utilizando el
kit ECL (Amersham) y las bandas obtenidas
fueron densitometradas utilizando para ello el
programa informatico Molecular Analist®

Software (Bio-Rad’s Image Analysis System).

2.7. Expresion de los resultados y

calculos estadisticos

Tanto en las tablas como en las figuras, los
resultados se han expresado como la media
de los valores obtenidos para cada grupo
experimental + el error estandar de la media.
Para determinar la homogeneidad de las
varianzas ente los grupos se realizé el test de
Levene. Los valores se transformaron
logaritmicamente para igualar las varianzas
entre las diferentes condiciones.

Las comparaciones estadisticas entre dos
grupos se realizaron mediante el test t de
Student. Las comparaciones estadisticas entre
3 0 mas grupos se realizaron mediante un
ANOVA con los limites de confianza del 95%
en ambos casos y como post-hoc se aplicé el
Student-Newman Keuls.

El andlisis estadistico se llevdé a cabo
utilizando para ello el programa GraphPad

prism 4.0 para Windows.
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CAPITULO |

2.EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ENGLITAZONA

EN LAS RATAS GESTANTES DE 20 DIiAS
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1.1. Efecto del

englitazona sobre los parametros

tratamiento con

corporales de las ratas gestantes de 20
dias

Con el fin de determinar si existian diferencias
en el peso corporal entre el grupo de ratas
control y el grupo de ratas tratadas con
englitazona durante la dultima fase de la
gestacion, se pesaron los animales durante
todos los dias que duré el experimento.
Asimismo, se controlé la ingesta de los
animales durante los Uultimos dias de la
gestacion. En la tabla 4 se resumen los pesos
de los animales a dia 0, 7, 14 y 20 de

gestacion.

Tabla 36: Peso corporal de los animales (g).

Control Englitazona

Virgen 200.7+ 3.0a 2013 +26a
Gestante 7 dias 2349+ 3.0b 2275 + 6.5b
Gestante 14 dias 286.4+ 44c 273.3+ 98¢

Gestante 20 dias 3541+ 51d 3473+ 3.7d

Letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas por efecto de la

gestacion p<0.05.

Como se muestra en la tabla 4, existe un
incremento en el peso de las ratas a lo largo
de la gestacién que llega a suponer hasta el
75 % en la rata gestante de 20 dias con
respecto a la rata virgen. Este incremento de
peso no solo es debido a un aumento en las
estructuras feto-placentarias, sino también a
un incremento en los depdsitos grasos de la
madre, lo cual ya habia sido previamente
descrito (429).

Por su parte, el tratamiento con englitazona no
modifico el peso corporal materno ya que tanto
el peso corporal como el incremento de peso
corporal y el peso libre de conceptus fueron

similares (tabla 5).

Tampoco se observaron diferencias en la
ingesta (27.5 + 0.8 y 28.1 + 1.0 g/dia en el
grupo control y englitazona respectivamente).
En lo que respecta a la ingesta y el incremento
de peso corporal, algunos autores han descrito
que el tratamiento con troglitazona produce
una disminucién en los niveles de leptina y un
consecuente aumento del apetito y del peso
corporal (445), si bien existe discrepancia

entorno a estos efectos.

Tabla 37: Incremento de peso corporal durante

los dias 16 al 20 de gestaciéon y pesos tisulares.

Control Englitazona
A Peso (g) 43.0+2.1 426 +3.0
Peso libre
conceptus (g) 283.5+3.6 275.4+£4.0
Tejido adiposo .
lumbar (g) 2.22+0.15 1.74+0.08
Higado (g) 13.9+0.2 129+0.3*

*p<0.05 Englitazona vs Control

Por otro lado, tal y como se refleja en la tabla
5, tras el tratamiento con englitazona, las
ratas gestantes presentaron un higado y un
tejido adiposo lumbar de menor peso de que
sus correspondientes controles. La mayoria de
los estudios coinciden que el tratamiento con
TZDs produce el remodelamiento de la masa
adiposa. Esta remodelacién es consecuencia
de un aumento en la diferenciacion de los
preadipocitos en el tejido adiposo subcutaneo,
y de la apoptosis de los adipocitos
hipertrofiados, tanto en los depdsitos
subcutaneos como en los viscerales (446). La
consecuencia en Uultimo término de estos
fendmenos de diferenciacién y apoptosis, es
un aumento en el tejido adiposo subcutaneo y
una disminucién en el contenido de tejido
adiposo visceral. Para confirmar si la
diferencia de peso de estos tejidos podria

deberse a un distinto acumulo lipidico tisular
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llevamos a cabo la determinacion del
contenido en lipidos totales en el higado y en

el tejido adiposo lumbar.
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Figura 6: Contenido de lipidos totales en el
tejido adiposo lumbar y en el higado de las ratas
gestantes controles y tratadas con englitazona.

** =p<0.01 Englitazona vs Control

Como se refleja en la figura 6 la extraccion de
lipidos totales en el tejido adiposo reveld que
las ratas gestantes que recibieron englitazona
presentaron un menor acumulo lipidico en el
tejido adiposo lumbar que las ratas controles.
Asimismo, como se recoge también en la
figura 6 cuando se analizé el contenido de
lipidos hepaticos, este fue significativamente
menor en las ratas gestantes tratadas con
englitazona. El tratamiento con TZDs ha
demostrado tener efectos sobre el peso del
higado y el contenido de lipidos hepatico.
Diferentes autores han descrito que el
tratamiento con rosiglitazona (447-450) vy
plioglitazona (451) induce una disminucién en
el contenido de grasa intrahepatica, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en las
ratas gestantes en nuestro estudio. Algunos
autores han sugerido que tanto la disminucion
de la grasa intrahepatica, como el menor
contenido de grasa visceral, podrian estar
relacionados con el aumento en la sensibilidad
a la insulina observado tras el tratamiento con
tiazolidinedionas (452). Por tanto, el menor

contenido de lipidos en el tejido adiposo

visceral y en el higado podria estar indicando
una mejora en la relacién glucosa-insulina en

las ratas gestantes tratadas con englitazona.

1.2. Efecto del

englitazona sobre los

tratamiento  con
valores
plasmaticos de las ratas gestantes de
20 dias

211 Glucosa e insulina plasmaticas.

Los valores plasmaticos deglucosa e insulina
de las ratas a dia 20 de gestacion se resumen
en la tabla 6.

Como cabia esperar por estudios anteriores
(323;338), las ratas gestantes a dia 20
presentaron una ligera hipoglucemia. De esta
forma, segun se acerca el final de la gestacion
se produce una disminucion de los niveles
plasmaticos de glucosa en la madre, hasta
llegar a ser inferiores a los de la no gestante.
Esta hipoglucemia se ha observado tanto en la
rata como en la mujer y es consecuencia de
una mayor transferencia de sustratos desde la
madre al feto (453).

Tabla 38: Concentraciones en ayunas de

glucosa e insulina plasmaticas de las ratas

gestantes.
Control Englitazona
Glucosa (mg/dL) 102.3+2.9 1014 +41
Insulina (ug/L) 1.65+0.16 0.89 £ 0.11 ***

*** =pn <0.001 Englitazona vs Control.

En lo que respecta a las ratas gestantes
tratadas con englitazona, no se observaron
cambios estadisticamente significativos en los
valores plasmaticos de glucosa como
consecuencia del ftratamiento con el

antidiabético.
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Existen diversos trabajos que han descrito
que el tratamiento con TZDs solamente
produce una disminucion de los niveles
plasmaticos de glucosa en individuos que
presentan hiperglucemia, no afectando a la
glucemia en individuos normoglucémicos pese
a observarse una mejora en su respuesta a la
insulina en situacion basal en ambos casos
(290). Estos trabajos concuerdan con los
resultados obtenidos en el presente estudio,
ya que las ratas gestantes a las que se
administré la englitazona, ya partian de una
situacion de hipoglucemia propia del final de la
gestacion.

En lo que respecta a los niveles de insulina
plasmatica, las ratas gestantes a término
presentaron una marcada hiperinsulinemia en
ayunas. De hecho, se conoce que los niveles
de insulina van aumentando a medida que
avanza la gestacion y de hecho Ia
hiperinsulinemia es también una de las
caracteristicas normales de la gestacion tanto
en la mujer (454) como en la rata (455;456).
Aunque con el tratamiento con englitazona no

habiamos observado ninguna modificacién en
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los niveles de glucosa, los niveles de insulina
fueron significativamente menores en las ratas
gestantes a las que se administré el
antidiabético, sugiriendo una mejora en la
respuesta a la insulina en los animales

tratados.

2.1.2 Test de sobrecarga oral de glucosa

Para confirmar si la englitazona habia sido
realmente efectiva en la mejora a la respuesta
a la insulina, se realizaron tests de sobrecarga
oral de glucosa en las ratas gestantes de 20
dias tratadas o no con englitazona. En la
figura 7 se muestran los valores de glucosa e
insulina a lo largo del test de sobrecarga oral.
Como se observa en la citada figura, las ratas
gestantes tratadas con englitazona
presentaron menores valores de glucosa e
insulina a lo largo del test de sobrecarga oral

que sus correspondientes controles.
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Figura 7: Glucemia e insulinemia durante el test de sobrecarga oral de glucosa en ratas gestantes de 20

dias tratadas o no con englitazona.

52



Julio Sevillano Fernandez

Resultados y discusién

A partir de los valores de glucosa e insulina
obtenidos en el test se calcularon las areas
bajo la curva (AUC) de glucosa e insulina
hasta los 30 minutos. Los resultados obtenidos
se resumen en la tabla 7.

Se observa una disminucion en las AUC de
glucosa e insulina en las ratas gestantes
tratadas durante cuatro dias con englitazona
con respecto a las ratas controles. Existen
autores que relacionan el producto de las
areas bajo la curva de glucosa e insulina con
la sensibilidad de los tejidos a los efectos de la
hormona (457). De esta forma, cuanto menor
es el producto de las areas bajo la curva de
glucosa e insulina mas sensibles son los
tejidos a la insulina. Estos resultados sugieren
una mejora en la respuesta a la insulina en los
tejidos de las ratas gestantes tratadas con

englitazona.

Tabla 39: Efecto del tratamiento con englitazona
en las ratas gestantes en las areas bajo la curva
de glucosa e insulina.

Control Englitazona
AuC G(L”:fsa 30 4919+1949  3592+259*
Auc '?:g')'“a 30 1599043464  794.9 +240.7*

* =p<0.05 Englitazona vs Control

Dado que otros autores cuestionan la utilidad
de las citadas areas para confirmar la mejora
en la sensibilidad a la insulina se utilizaron
otros indices. Asi, se calculé el indice de
sensibilidad a la insulina a partir de los datos
de los tests de sobrecarga oral de glucosa
(440). El indice de sensibilidad a la insulina
(ISI-OGTT) indica el grado de sensibilidad de
los tejidos a la accion de la insulina. Como se
puede observar en la tabla 8, existe un
aumento en la sensibilidad a los efectos de la

hormona en las ratas gestantes tratadas con

englitazona, aunque en este caso no se

alcanzd la significacion estadistica.

Tabla 40: Efecto del tratamiento con englitazona
en las ratas gestantes en los indices de
sensibilidad a la insulina ISI-OGTT, HOMA-IR,
QUICKIy FGIR.

Control Englitazona
ISI-OGTT
([ ng/Lxmg/L T9) 48.66 + 8.09 62.41+13.12
HOMA-IR 1.89 £0.23 0.99+0.21*
QUICKI 0.276 + 0.004 0.304 + 0.009*
FGIR (mg/10™V) 3.01+0.30 5.44 +2.62*

* =p<0.05 Englitazona vs Control.

A su vez a partir de los datos de glucosa e
insulina se calcularon los siguientes indices
para estimar la sensibilidad a la insulina:
HOMA-IR, QUICKI y FGIR, los cuales han sido
validados recientemente en rata por
comparacion con la técnica del anclaje
euglucémico-hiperinsulinémico (458). El
HOMA-IR es inversamente proporcional a la
sensibilidad mientras que el QUICKI y el FGIR
son directamente proporcionales.

Como se recoge en la tabla 8, las ratas
gestantes tratadas con englitazona
presentaron un HOMA-IR significativamente
menor y un QUICKI y FGIR significativamente
mayores que las ratas gestantes controles, lo
cual corrobora que la englitazona revierte el
estado de resistencia a la insulina presente en

la gestante a término.
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2.1.3 Lipidos plasmaticos

En la tabla 9 se muestran los valores
circulantes de lipidos en las ratas gestantes
tratadas o no con englitazona.

Es bien conocido que a pesar de la intensa
hiperinsulinemia, el efecto antilipolitico de la
insulina esta disminuido debido a la resistencia
a dicha hormona que acontece en el ultimo
tercio de la gestaciéon (379;381).. Asi, al final
de la gestacién los niveles de triglicéridos,
glicerol y NEFA plasméaticos son muy elevados
(323;376;377;400).

Tabla 41: Efecto del tratamiento con englitazona
sobre los lipidos plasmaticos de las ratas

gestantes

Control Englitazona

Triglicéridos (mg/dl) 2683289  87.5+ 15.1%*
NEFA (uM) 1082.2+128.8  650.0 + 94.6*

Glicerol (uM) 630.3+58.2 374.2+34.4*

* =p<0.05, ** =p<0.01; *** =p<0.01. Englitazona vs
Control.

Como se observa en la tabla 9, los animales
tratados con englitazona mostraron una
marcada reduccion de la hiperlipemia, ya que
tanto los NEFA, el glicerol y los triglicéridos
fueron significativamente menores que los de
las ratas gestantes control. Esto podria ser un
reflejo de la mejora en la respuesta a la
insulina de la madre. Estos resultados
concuerdan con los observados por otros
grupos tras el tratamiento con TZDs en otras
situaciones que cursan con resistencia a la
insulina como la obesidad o la diabetes tipo 2
tras el tratamiento con TZDs (459).

El mecanismo por el cual las TZDs disminuyen
los niveles plasmaticos de NEFA, triglicéridos
y glicerol no es del todo conocido. En primer

lugar, se ha descrito que los TZDs inducen la

expresion de la lipoproteina lipasa (LPL) (255)
y de la proteina transportadora de acidos
grasos (FATP) (256), promoviendo la hidrdlisis
de los triglicéridos de las lipoproteinas y la
captacion por las células de los NEFA (460).
Asimismo, se ha descrito la existencia de un
transportador de glicerol en los adipocitos cuya
expresion se ve inducida por el tratamiento
con TZDs y que podria explicar el aumento en
la captacion de glicerol por los adipocitos que
se ha observado tras el tratamiento con TZDs
(461). Curiosamente, a pesar de |la
disminucién de la lipemia, los depositos grasos
se encuentran disminuidos, lo que sugiere que
la utilizacion de los mismos como sustratos
energéticos podria estar aumentada.

En segundo lugar, la mejora en la sensibilidad
del tejido adiposo a la insulina por el
tratamiento con englitazona observada en el
test de sobrecarga oral de glucosa y en los
indices de sensibilidad, se traduciria en un
aumento en la actividad antilipolitica de la
insulina, lo cual podria estar también
participando en la reversion de la hiperlipemia
gestacional.

Finalmente, diferentes estudios proponen que
las TZDs presentan diferentes efectos en los
depdsitos adiposos subcutédneos y viscerales.
En este sentido, el tratamiento con TZDs
induce la apoptosis de los preadipocitos
hipertrofiados tanto de los depdsitos
subcutaneos como de los viscerales. Sin
embargo, las  TZDs promueven la
diferenciacion de los preadipocitos del tejido
adiposo subcutaneo y el almacenaciento
lipidico preferencial en este depdsito;
produciendo como  consecuencia una
remodelacion de la masa adiposa (462). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos
experimentalmente, dado que las ratas
tratadas con

gestantes englitazona

presentaron un menor contenido lipidico en el

54



Julio Sevillano Fernandez

Resultados y discusién

higado y el tejido adiposo y menos tejido
adiposo lumbar que sus controles, aunque el

peso corporal no se vié afectado.

21.4 Leptina e IGF-1 plasmaticos

La leptina es un factor mitogénico relacionado
con el crecimiento y la diferenciacion celulares
cuyos niveles van aumentando en la madre a
lo largo de la gestacién, para disminuir
drasticamente tras el parto (323). Existen
trabajos que describen que un tratamiento
crénico con TZDs produce una disminucion de
los niveles plasmaticos de leptina in vivo (463).
Sin embargo, en nuestro estudio, en las ratas
sometidas a tratamiento con englitazona no se
observaron variaciones significativas en sus
concentraciones plasmaticas de leptina con

respecto a las ratas controles (tabla 10).

Tabla 42: Efecto del tratamiento con englitazona
en la concentraciones plasmaticas de leptina e

IGF-1 en las ratas a dia 20 de gestacion.

Control Englitazona

Leptina (ng/ml) 10.93 +£2.38 11.09+£3.70 n.s

IGF-1 (ng/ml) 341.7 £ 271 367.29 £ 33.6 n.s

El factor de crecimiento similar a la insulina
tipo | (IGF-1), es un factor que, al igual que la
leptina e insulina, regula el crecimiento fetal y
placentario. En lo que respecta a los niveles
plasmaticos de IGF-1 de las ratas sometidas al
tratamiento semicrénico con englitazona
diferencias

tampoco se observaron

significativas con respecto a las ratas control.

2.1.5 Adiponectina plasmaticay tisular

La adiponectina es una proteina secretada a la
circulacién por los adipocitos maduros y sus
niveles plasmaticos parecen correlacionarse
con la sensibilidad a la insulina tanto in vivo
como in vitro (150), por lo que se ha propuesto
como un indicador de la sensibilidad a la
insulina. Los niveles de adiponectina se
encuentran  disminuidos en  diferentes
patologias que cursan con resistencia a la
insulina, como son la obesidad, la diabetes y
las lipodistrofias (142;154). Asimismo, en
diferentes trabajos de otros grupos y del
nuestro, se ha descrito que los niveles
plasmaticos de adiponectina se correlacionan
con los cambios en la sensibilidad a la insulina
que tienen lugar a lo largo de la gestacion.
(464)

Dado que el tratamiento con englitazona
aumenta la tolerancia a la glucosa, produce
una redistribucion lipidica en el organismo,
disminuye la marcada hiperlipemia y aumenta
la sensibilidad a la insulina de la gestante a
término, quisimos estudiar si el tratamiento con
englitazona tenia algun efecto sobre la
secrecion de adiponectina por parte del tejido
adiposo.

Como se refleja en la figura 8, la englitazona
produjo un aumento de la concentracion de
adiponectina plasmatica a dia 20 de gestacion
en la rata. De hecho, los valores obtenidos en
las ratas prefadas tratadas con englitazona
son similares a los de las ratas no gestantes
sin tratamiento tal y como hemos visto en otros
estudios de nuestro grupo (resultados no
mostrados) (465).

Dado que habiamos observado un aumento en
los niveles de adiponectina plasmatica, cabria
esperar un aumento en la expresion de
adiponectina en el tejido adiposo de las ratas
gestantes tratadas con englitazona. Por ello,

estudiamos la expresion de adiponectina
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mediante Western blot en el tejido adiposo
lumbar de ratas gestantes controles y tratadas
con englitazona. Tal y como se muestra en la
figura 8, el tratamiento con englitazona
produjo un marcado incremento en la
expresion de adiponectina en el tejido adiposo

de ratas gestantes.
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Figura 8: Efecto del tratamiento con englitazona
sobre los niveles de adiponectina circulante y
su expresion en el tejido adiposo de ratas
gestantes a dia 20 de gestacion.

*** =pn<0.001 Englitazona vs Control.

Estos resultados concuerdan con los descritos
en la literatura, ya que el tratamiento con TZDs
ha demostrado aumentar la transcripcion del
gen de la adiponectina, su expresion y su
secrecion a plasma (304;305). Asimismo, se
ha descrito un aumento en la sensibilidad a la
insulina y un aumento en los niveles séricos de
adiponectina tanto en individuos normales,
como en humanos y roedores con resistencia
a la insulina tras la administracion de
tiazolidinedionas (304;306;307). Estos efectos
son dependientes del control transcripcional
del receptor PPARY, ya que los individuos con
mutaciones dominantes en el gen del PPAR y
presentan una disminucién en los niveles
plasmaticos de adiponectina y resistencia a la
insulina (308). En este sentido, cabe destacar

que resultados de nuestro grupo de

investigacion apuntan a que el pretratamiento
ex vivo de adipocitos de ratas gestantes de 20
dias con adiponectina globular restaura la
fosforilacién en tirosinas del IRS-1 estimulada
por insulina (466).

Estos resultados ponen de manifiesto que la
englitazona revierte la disminucién en el
contenido de adiponectina circulante y tisular
propios del final de la gestacion, y refuerzan el
papel de la disminucién de la adiponectina en
la menor respuesta tisular a la insulina que

acontece en el ultimo tercio de la gestacion.

2.1.6 Resistina plasmatica y tisular

Segin los estudios de Steppan vy
colaboradores (119), la resistina es una
citoquina secretada por los adipocitos que se
encuentra presente en suero y cuyos niveles
aumentan con la obesidad. El tratamiento con
resistina recombinante altera la captacion de
glucosa mediada por insulina en ratones
normales, mientras que el tratamiento con
anticuerpos anti-resistina aumenta la
sensibilidad a la insulina en ratones obesos y
con resistencia a la insulina. Por esta razoén,
dichos autores postularon que esta hormona
podria ser el nexo de unién entre la resistencia
a la insulina y la obesidad.

Otros estudios y resultados de nuestro
laboratorio evidencian que en los niveles de
resistina plasmaticos a lo largo de la
gestacion, existe un pico entorno a la mitad de
la gestacion en la rata para luego decaer al
final de la misma por debajo de los niveles de
las no gestantes ( de Castro y col.; resultados
pendientes de publicacion) (467). De esta
forma, aunque la resistina se haya descrito
como una hormona implicada en el desarrollo
de la resistencia a la insulina, sus niveles no
se correlacionan con los cambios en la
sensibilidad a la insulina que ocurren a lo largo

de la gestacion, por lo que no parece ser el
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origen de la resistencia a la insulina que tiene
lugar en el ultimo tercio de la misma.

Para intentar clarificar si el tratamiento con
englitazona podria modular los niveles de
resistina, llevamos a cabo la determinacion de
dicha hormona en el plasma de las ratas
gestantes de 20 dias. Como se observa en la
figura 9, los niveles de resistina se
encontraron disminuidos en el grupo de las
ratas gestantes que habian sido tratadas con
englitazona y como hemos comentado
anteriormente, este efecto se vié acompafiado

de una mejora en su sensibilidad a la insulina.
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Figura 9: Efecto del tratamiento con englitazona
sobre los niveles de resistina circulante y su
expresion en el tejido adiposo en ratas a dia 20

de gestacion. *=p<0.05. Englitazona vs control.

Asimismo, quisimos comprobar si la
disminucién en los niveles plasmaticos de
resistina tras el tratamiento con englitazona se
debia a una disminucién de su expresion por
parte del tejido adiposo lumbar. Para ello,
estudiamos la expresion de resistina en el
tejido adiposo lumbar de las ratas gestantes
tratadas con englitazona o vehiculo. Tal y
como se recoge en la figura 9, la expresion de
resistina  en el tejido adiposo fue
significativamente menor en las ratas que

fueron tratadas durante el ultimo tercio de la

gestacion con englitazona. Asi pues, podemos
concluir que el tratamiento con englitazona
disminuye tanto la expresion de resistina en el
tejido adiposo Ilumbar como los niveles
circulantes de la hormona.

Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Steppan y colaboradores, que
observaron una disminucién en la expresién
de resistina tras el tratamiento con
rosiglitazona, (119). Esta disminuciéon podria
deberse a que esta hormona podria estar bajo
el control transcripcional del PPARy. Asi,
algunos autores han observado que el gen de
la resistina presenta varios PPRE en la region
del promotor (468) y que el tratamiento con
agonistas del PPARYy, del tipo de las TZDs,
disminuyen los niveles de resistina, aumentan
la sensibilidad a la insulina y disminuyen el
contenido de grasa intrahepética (469;470).
Sin embargo, no se debe olvidar que existe
bastante discrepancia entorno a los efectos de
la resistina y su control transcripcional, ya que
los resultados son contradictorios. Asi, otros
autores han observado que en el tejido
adiposo de distintos modelos experimentales
de diabetes y obesidad la expresion de la
resistina se encuentra dramaticamente
disminuida (303) y que en estos animales el
efecto antidiabético de las TZDs no esta
mediado por la resistina (303).

A la vista de nuestros resultados, y a pesar de
que el patrén de secrecion de resistina a lo
largo de la gestacion no permita explicar los
cambios en la sensibilidad a la insulina, la
disminucién en los niveles plasmaticos de
resistina tras el tratamiento con englitazona
podria estar contribuyendo a la mejora en la
sensibilidad a la insulina observada en las

ratas gestantes que recibieron el antidiabético.
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1.3. Efecto del

englitazona sobre la seializaciéon de la

tratamiento con

insulina en el tejido adiposo lumbar de

ratas gestantes de 20 dias

Aunque en los Ultimos afos se ha producido
un importante avance en el conocimiento de
los mecanismos de transduccion de senales
de la insulina y a pesar de que las TZDs estan
siendo utilizadas en clinica de forma
satisfactoria para el tratamiento de diferentes
patologias que cursan con resistencia a la
insulina, el mecanismo molecular por el que
estos farmacos mejoran la respuesta a los
efectos de esta hormona aun no se conoce en
su totalidad.

Dado que en el presente estudio todos los
resultados sugieren que la respuesta tisular a
la insulina en las ratas gestantes tras el
tratamiento con englitazona podria estar
aumentada, se procedié al analisis molecular
de la sefalizacion de la insulina en el tejido
adiposo lumbar de las ratas gestantes
controles y tratadas con englitazona para
intentar clarificar los mecanismos moleculares
mediados por las TZDs implicados en la
senalizacion de dicha hormona en Ila
gestacion.
Aunque los mecanismos  moleculares
implicados en la mejora de la sensibilidad a la
insulina tras el tratamiento con TZDs no son
del todo conocidos hay cada vez mas
evidencias de que estos farmacos mejoran la
respuesta a la insulina modulando la actividad
(471) ylo la expresion (472) de las proteinas
implicadas en la cascada de sefializacion.
Para determinar si el tratamiento con
englitazona podria afectar a la expresiéon de
las proteinas implicadas en la sefializacion de

la insulina, se determinaron en el tejido

adiposo algunas de las proteinas mas

relevantes.
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Figura 10: Expresion del receptor de insulina,
IRS-2, PI3K, Akt y ERK1-2 en el tejido adiposo de
gestantes tratadas con englitazona (EZ) o
vehiculo (Control). Las fotografias muestran la
expresion de las proteinas en el tejido adiposo de

las ratas gestantes.

Tal y como se observa en la figura 10, no se
detectaron cambios como respuesta al
tratamiento con englitazona, en la expresion
del receptor de insulina, IRS-2, PI3K, Akt y
ERK1-2 en el tejido adiposo de las ratas
gestantes de 20 dias.

Resultados recientes de nuestro grupo,
sugieren una posible implicacion de la
fosforilacion en serinas del IRS-1 en el
desarrollo de la resistencia a la insulina que
acontece en el ultimo tercio de la gestacién
(473). Dado que el tratamiento con englitazona
revierte la resistencia a la insulina en la rata
gestante nos pareci6 un modelo adecuado
para confirmar el papel de la fosforilacion en
serinas del IRS-1 en la modulacién de dicha
respuesta en la rata gestante.

Como muestra la figura 11, en el tejido
adiposo de las ratas gestantes tratadas con
englitazona disminuye la elevada fosforilacién
en la Ser-307 del IRS-1, sin producir cambios

en la expresion de la proteina total.
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Figura 11: Fosforilacion del IRS-1 en la serina
307 en el tejido adiposo de madres control y
tratadas con englitazona. Las fotografias de la
inmunodeteccién muestran la expresion del IRS-1
en el tejido adiposo (parte inferior) y la
correspondiente a la pSer(307) (parte superior).

*p<0,05 Englitazona vs Control.

Como se indicé en la introduccion, los IRS
actian como proteinas de unién entre el
receptor de insulina y oftras proteinas
implicadas en la transduccién de |la
sefalizacion insulinica tras su fosforilacién en
tirosinas (12). Sin embargo, la activacién del
IRS-1 puede ser atenuada o bloqueada por
modificaciones inhibitorias de la proteina,
como es la fosforilaciéon en residuos de serina.
En particular la serina 307 puede ser
potencialmente fosforilada por diferentes
quinasas, entre las que se incluyen la PKC,
JNK, mTOR, o} Ik,

significativamente la capacidad de los IRS de

reduciendo

interaccionar con el receptor de insulina e
impidiendo la propagacion de la sefal
dependiente de PI3K (474).

En lo que respecta al tratamiento con TZDs,
algunos autores han descrito que dichos
farmacos aumentan la activacion de la PIsK y

Akt mediadas por insulina en células en

cultivo, que tratamientos crénicos con
troglitazona aumenta la fosforilacion de la Akt
estimulada por insulina en el mdusculo
esquelético y que la rosiglitazona interfiere con
la via inhibitoria de fosforilacién en serinas del
IRS-1 tanto in vitro, como en un modelo in vivo
de obesidad (475).

En resumen, el tratamiento de ratas gestantes
con el antidiabético revierte la fosforilacion en
Ser-307 del IRS-1 presente en la gestante a
término, lo cual se relaciona con la mejora en
la sensibilidad a la insulina. Asimismo, los
datos obtenidos corroboran el papel del
aumento de la fosforilacién en serinas del IRS-
1 en el desarrollo de la resistencia a la insulina
en la gestacion y sugieren que la disminucién
en la fosforilaciéon en la Ser-307 podria ser
parte del mecanismo de accion farmacoldgico
de las TZDs en el tratamiento de la resistencia

a la insulina.
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Resumen de los resultados obtenidos

A continuacién se presenta un resumen de los
resultados mas relevantes presentados en el

presente capitulo.

A pesar de que el tratamiento con englitazona
no modificd la glucemia, la insulinemia fue
significativamente menor en las ratas
gestantes a las que se administré el
antidiabético. Los resultados obtenidos en el
OGTT, asi como los indices de sensibilidad a
(HOMA-IR QUICKI y FGIR)

revelaron que la englitazona revierte el estado

la insulina

de resistencia a la insulina presente en la

gestante a término.

Por otro lado, el tratamiento con englitazona
produjo una marcada reduccion de Ila
hiperlipemia, y un menor acumulo de lipidos
en el tejido adiposo lumbar y en el higado de
las ratas gestantes. Todo lo cual podria estar
relacionado con una mejora en la sensibilidad
a la insulina en la madre.

Esta mejora en la respuesta a la insulina fue
paralela a un aumento en la expresion vy
secrecion de adiponectina y a una disminucién
en la expresion y secrecién de resistina, asi
como de una disminucion de la fosforilacion en
residuos de serina del IRS-1, y no de cambios
en la expresion de otras proteinas de la

cascada de senalizacion de la insulina.
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CAPITULO Il
2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ENGLITAZONA

EN LA DESCENDENCIA
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2.1. Efecto del

englitazona sobre los parametros

tratamiento con

corporales, metabdlicos y hormonales

de la descendencia.

Como se ha descrito en el capitulo I, el
tratamiento de las ratas gestantes con
englitazona revierte la resistencia a la insulina
y la hiperlipemia materna, caracteristicas del
ultimo tercio de la gestacion. Por ello, quisimos
estudiar si el tratamiento con englitazona, bien
por la reduccién de la hiperlipemia y la
resistencia a la insulina maternas, o bien por
efecto directo del farmaco sobre las
estructuras fetales, podria tener algun efecto
sobre los parametros corporales, metabdlicos
y hormonales de sus fetos, neonatos y crias
tanto en la etapa perinatal como a largo plazo

en la edad adulta.

2.1.1 Parametros corporales, metabdlicos

y hormonales de fetos y neonatos.

a) Peso de los fetos y neonatos

En primer lugar, describiremos los efectos
observados en fetos y neonatos. Como se
puede observar en la figura 12, el tratamiento
con englitazona produce una disminucién en el
peso de las crias, que ya es significativa en el
momento del nacimiento. Si bien en los fetos a
término ya se observa esa tendencia, la
disminucién no llegé a ser significativa (figura
12). Esta disminucién en el peso corporal en
los neonatos no se podria explicar por una
variacion en el numero de animales por
camada, ya que no se encontraron diferencias
en el numero de crias entre el grupo control y
el grupo tratado (121 + 0.7 y 122 + 0.6
animales/camada en el grupo control y

englitazona respectivamente).

Son pocos los estudios en los que se han
administrado tiazolidinedionas en gestantes
que aporten informacién acerca del efecto de
estos farmacos sobre el crecimiento y
desarrollo de las estructuras fetales. Existen
algunos estudios en los que se ha evaluado la
administracion de TZDs durante la gestacion,

si bien estos estudios resultan contradictorios.
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Figura 12: Efecto del tratamiento con
englitazona sobre el peso corporal de fetos y

neonatos. *** =p<0.001 Englitazona vs Control.

Por un lado, se ha descrito que Ila
administracion de troglitazona a ratas
gestantes aumenta la expresion del PPARy en
la placenta a dia 12 de gestacién y disminuye
la mortalidad in utero a dia 17, sin producir
ningun cambio en el peso de las estructuras
feto-placentarias (476). Sin embargo, los
estudios previos a la comercializacion de la
rosiglitazona y la  pioglitazona  son
completamente contrapuestos. El tratamiento
con dichas TZDs durante la primera mitad de
la gestacion parece aumentar el riesgo de
mortalidad embrionaria, disminuye el
crecimiento placentario y fetal y produce un
retraso en el momento del parto (477).

Asi, los datos obtenidos en el presente estudio
estan en consonancia con los obtenidos en los
estudios previos a la comercializacion de la
pioglitazona y rosiglitazona (478) y apoyarian

la hipétesis de que las TZDs podrian afectar al
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correcto funcionamiento placentario y/o tener
efectos sobre el desarrollo prenatal de los
fetos y neonatos.

Diferentes factores podrian explicar este
retraso en el crecimiento intrauterino
observado en los neonatos nacidos de madres
tratadas con englitazona.

En primer lugar, no se puede descartar un
efecto directo del farmaco sobre los tejidos
fetales. En este sentido, existen trabajos en los
que se demuestra que pioglitazona y
rosiglitazona son capaces de cruzar la barrera
placentaria y que dicha transferencia se
encuentra muy aumentada a partir del primer
tercio de la gestacion (479). Hasta el
momento, no se ha descrito que la englitazona
atraviese la placenta; sin embargo, no
podemos descartar que por su similitud
estructural con la pioglitazona y rosiglitazona
se comporte de manera similar.

Por otro lado, es bien sabido que las
alteraciones en la resistencia a la insulina que
acontece de forma fisioldgica en el ultimo
tercio de la gestacion pueden conducir a
alteraciones en el desarrollo fetal. Por una
parte, se puede producir diabetes gestacional,
que cursa con una disminuida secrecién de
insulina, intolerancia a Ila glucosa vy
macrosomia fetal. Por el contrario, si en el
ultimo tercio de la gestacion no se desarrolla
resistencia a la insulina, y los tejidos maternos
no disminuyen su capacidad de utilizacion de
los sustratos oxidativos, el feto no recibira
suficiente aporte de nutrientes y se producira
un retraso en el crecimiento fetal. Como
hemos visto anteriormente la englitazona
normaliza la resistencia a la insulina materna y
por tanto, podria estar comprometiendo la
llegada de glucosa al feto ya que al no
desarrollar la resistencia a la insulina en la

gestante a término los tejidos maternos no

disminurian su capacidad de utilizacién de
glucosa.

Por otro lado, la englitazona normaliza la
hipertrigliceridemia materna y aunque los
triglicéridos no atraviesan la placenta, el
retraso en el crecimiento fetal podria ser
consecuencia de las modificaciones en el
metabolismo lipidico materno. De hecho, estos
resultados estan en concordancia con estudios
previos en los que se observaba un retraso en
el crecimiento intrauterino como consecuencia
de reducciones en la lipemia tanto en
condiciones fisiolégicas y patolégicas como
farmacos

tras el tratamiento con

hipolipemiantes (480).

b) Bioquimica plasmatica

Leptina e IGF1 plasmaticos

Finalmente, para intentar clarificar cuales son
las causas del retraso en el crecimiento
intrauterino tras el tratamiento con englitazona,
se llevaron a cabo las determinaciones de
leptina y de IGF-1 plasmaticos, dos hormonas
relacionadas con el crecimiento y desarrollo
fetales. En primer lugar, se llevé a cabo la
determinacién de los niveles plasmaticos de
leptina, cuyos valores estan recogidos en la
tabla 11. La leptina es un factor mitogénico
que estd implicado en la regulacion del
crecimiento, y cuya expresion puede verse
regulada por el tratamiento con agonistas de
los receptores PPARYy (297;463). Sin embargo,
en el presente estudio, los niveles plasmaticos
de leptina no se vieron afectados por el
tratamiento ni en los fetos, ni en los neonatos,
a pesar de que estos ultimos presentaron una

disminucién en el peso corporal.
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Tabla 43: Efecto del tratamiento con englitazona
sobre la leptina e IGF1 plasmaéticos de los fetos

y los neonatos.

Fetos
Control Englitazona
Leptina
(ng/mL) 5.34 +0.56 5.03+0.59
IGF-1
(ng/mL) 67.7 +16.0 47.8+9.8
Neonatos 0.5 dias
Control Control
Leptina 25 | 054 2.78+0.64
(ng/mL) e TR
IGF-1 .
(ng/mL) 111.2+8.0 79.8+9.8

* =p<0.05, Englitazona vs Control.

En la tabla 11 también se recogen los niveles
plasmaticos de IGF-1 en fetos y neonatos.
Como se puede observar, cuando las madres
fueron tratadas al final de la gestacion con
englitazona, los fetos muestran ya una
tendencia a la disminuciéon de los niveles
plasmaticos del IGF-1, aunque no llegaron a
observarse  diferencias  estadisticamente
significativas. Sin embargo, dicha disminucion
en los niveles plasmaticos de IGF-1 se hizo
evidente y significativa en los neonatos de
madres tratadas. Como se puede observar en
la figura 13, tanto en los fetos como en los
neonatos se observd una correlacion
significativa entre el IGF-1 y el peso corporal.

A la vista de los resultados parece probable
que dicha disminucién en los niveles de IGF-1
podria estar implicada en el retraso en el
crecimiento intrauterino observado en los
neonatos de las madres tratadas con
englitazona. Por esta razén, nos parecio
interesante analizar si existia algun tipo de
correlacién entre los niveles de IGF-1 y el peso
corporal tanto en los fetos como en los

neonatos.
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Figura 13: Correlacion entre el peso corporal y
la concentracion de IGF-1 en fetos y neonatos.
Las gréficas muestran la correlacion del peso
corporal frente a la concentracion plasmatica de

IGF-1 de fetos y neonatos.

Se sabe que el IGF-1 es un factor de
crecimiento sintetizado, principalmente, en el
higado en respuesta a un aumento en los
niveles plasmaticos de la hormona del
crecimiento (GH), cuya secrecidon ademas de
control hipotalamico, se puede modular por
variaciones en la glucemia. Asi, la
hipoglucemia induce un aumento en la
secrecion de GH, mientras que la
hiperglucemia la disminuye (481).

Por ello, se analizaron los niveles circulantes

de glucosa e insulina.

Glucosa e insulina plasmaticas

Como se muestra en la tabla 12, aunque no
se observaron diferencias en los niveles de
glucosa de los fetos de madres tratadas con
englitazona respecto a los de madres control,
los niveles de insulina si que fueron
significativamente mas elevados en los
primeros.

Sin embargo, en los neonatos nacidos de
madres tratadas con englitazona tanto los
niveles de glucosa como los de insulina fueron
significativamente mas elevados que en los

nacidos de madres controles.
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Tabla 44: Efecto del tratamiento con englitazona sobre los parametros plasmaticos de los fetos y los

neonatos.
Fetos Neonatos 0.5 dias Neonatos 1 dias
Control Englitazona Englitazona Control Englitazona
Glucosa (mg/dL) 59.5+9.7 60.5+7.2 88.3+7.8 174.0 £ 15.7* 68.9+3.5 140.8 + 19.1 ***
Insulina(ug/L) 153+0.10 2.16 £0.10** 0.44 +£0.07 1.65 + 0.26** 0.35+0.05 0.33 £0.09
Triglicéridos (mg/dL) 69.4 +4.2 81.8+4.1 101.8+16.3 118.3+ 16.1 994+55 785+6.7*
NEFA (uM) 195.1+16.3 181.1+20.6 390.0 £49.0 545.7 + 51.2** 779.0 £57.2 600.0 +49.9*

*=p<0.05, *=p<0.01; ***= p<0.01. Englitazona vs Control

Una posible explicacién para este aumento de
la glucemia en los neonatos podria ser una
intensa glucogenolisis tras el parto, si bien no
permite explicar la intensa hiperinsulinemia
fetal. Por otro lado, estos resultados también
permiten sugerir que el tratamiento con
englitazona podria facilitar la transferencia
placentaria de glucosa de la madre al feto.
Esta mayor llegada de glucosa induciria una
mayor secrecién de insulina por el pancreas
fetal para tratar de mantener los niveles de
glucosa entorno a los niveles normales. Sin
embargo, tras el nacimiento, parece que este
mecanismo no es suficiente y la secreciéon de
insulina por el pancreas de los neonatos es
incapaz de mantener la normoglucemia. Como
resultado, se produce en los neonatos
hiperglucemia acompanada de
hiperinsulinemia, lo cual sugiere una posible
resistencia a los efectos de la insulina en estos
animales. Los neonatos de un dia de vida
nacidos de las madres tratadas con
englitazona presentaron unos niveles de
glucosa en plasma  significativamente
superiores que los de sus respectivos
controles. Sin embargo, a pesar de que los
niveles de insulina en los neonatos de 0.5 dias
de vida del grupo tratado estaban muy
incrementados, a partir del dia 1 de vida no se

observaron diferencias entre grupos. De esta

forma, aunque en las crias de madres tratadas
los niveles de insulina se normalizan a partir
del dia 1 de vida, estos animales son
hiperglucémicos, lo cual indica que podria
persistir la intolerancia a la glucosa.

Estos resultados son paraddjicos, ya que la
englitazona es un farmaco utlizado en la
practica clinica por sus efectos
hipoglucemiantes y sensibilizadores frente a la
insulina en situaciones que cursan con
resistencia a la insulina como la diabetes tipo 2
y la obesidad, y de hecho asi se comporta en
las gestantes tratadas con dicho farmaco
(tablas 6, 7 y 8).

Dado que los fetos de las madres tratadas con
englitazona poseen una glucemia normal,
podriamos descartar que el retraso en el
crecimiento intrauterino observado tras el
tratamiento sea debido a una disminucion en
la disponibilidad de glucosa. No obstante, pese
a tener una disponibilidad plasmatica de
sustratos oxidativos adecuada, los fetos de las
madres tratadas con englitazona parecen estar
desarrollando resistencia a la insulina y, por
tanto, podrian tener una disminuciéon en la
capacidad de utilizacion de los mismos. No se
puede descartar por tanto, que esta resistencia
a la insulina pueda contribuir al retraso en el
crecimiento que se observa tras el nacimiento.

Asimismo, esta hiperglucemia podria ser la
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responsable de wuna disminucion de la
secrecion de la hormona del crecimiento, y
consecuentemente ésta podria ser la causa de
la menor secrecién del IGF-1 por parte del
higado del neonato. De esta forma, como
consecuencia de la hiperglucemia se podria
estar produciendo una disminucién del
crecimiento intrauterino mediada por niveles
disminuidos de IGF-1. Ademas de la glucemia
e insulinemia, se llevé a cabo la determinacion
de diferentes parametros lipidicos en el

plasma de estos animales.

Lipidos plasmaticos

Como se observa en la tabla 12, los valores
de ftriglicéridos plasmaticos de los fetos y
neonatos de 0.5 dias nacidos de madres
tratadas con englitazona no fueron diferentes
de los que presentaron sus correspondientes
controles. En ambos casos, la trigliceridemia
aumento con la transicion de fetos a neonatos
como consecuencia de la ingesta de leche.
Aunque el contenido graso en el organismo es
muy bajo en el momento del nacimiento, la
transicion a wuna dieta fundamentalmente
lipidica como es el caso de la leche materna,
se encontré6 asociada a una caida de los
niveles plasmaticos de insulina y produjo un
aumento en los niveles de NEFA plasmaticos
en los neonatos nacidos de madres controles.
Sin embargo, en los neonatos de 0.5 dias
nacidos de madres tratadas, el aumento en los
niveles de NEFA fue incluso superior a pesar
de la intensa hiperinsulinemia que presentan
estos animales. Cabe destacar que un
aumento tan importante en los niveles de
NEFA puede producir alteraciones en la
captacion de glucosa mediada por insulina
(402) contribuyendo de esta forma a la

hiperglucemia, hiperinsulinemia y la resistencia

a la insulina (482) que presentan los animales
nacidos de madres tratadas con englitazona.
Sin embargo, aunque en los neonatos de 0.5
dias de vida los niveles de triglicéridos
plasmaticos fueron similares entre ambos
grupos, éstos se encontraban disminuidos en
los neonatos de 1 dia de madres tratadas.
Asimismo, se detectdé que los niveles
plasmaticos de glicerol (387.8 + 34.5y 252.0 +
45.0 yM en el grupo control y englitazona
respectivamente *p<0.05) fueron menores en
los neonatos nacidos de madres tratadas.
Dado que los neonatos de un dia de vida
apenas presentan tejido adiposo blanco, la
disminucién en los niveles plasmaticos de
NEFA observada podria tener su origen en un
aumento en la oxidacién de los mismos. Por
otro lado, la disminucion en los niveles de
glicerol podria ser debida a un aumento en la
captacion de este sustrato por parte del higado
para favorecer la gluconeogénesis,
conduciendo a una mayor produccion de
glucosa y contribuyendo a la hiperglucemia
observada en estos animales. Finalmente, no
se puede descartar que en esta disminucién
de las concentraciones de NEFA y glicerol
circulantes, juegue un importante papel la
mayor captacion de los mismos y su
almacenamiento en forma de ftriglicéridos por

parte de otros tejidos.
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c) Peso y contenido lipidico del higado y

tejido adiposo marrén

A continuacién, nos propusimos estudiar si el
tratamiento de las madres con el antidiabético
podria haber ejercido algun efecto sobre el
peso y/o el contenido lipidico del higado y del
tejido adiposo marrén de los neonatos a dia 1

de vida.
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Figura 14: Efecto del tratamiento semicrénico

con englitazona sobre el peso, contenido

lipidico total y contenido de triglicéridos del
higado de los neonatos de un dia de vida.
** =p<0.01, Englitazona vs Control.

Como se recoge en la figura 14, no se
observaron diferencias en los pesos del
higado de los neonatos de un dia de vida de
los grupos control y tratado. Sin embargo, el
contenido  en lipidos  hepaticos fue
significativamente menor en el caso de los
neonatos nacidos de madres tratadas con
englitazona. La separacion de las diferentes
fracciones lipidicas por cromatografia en capa
fina permitié corroborar que dicha disminucion
se debia fundamentalmente a una disminucion
en el contenido de triglicéridos hepaticos.

Como se ha comentado anteriormente, cabe la
posibilidad de que la englitazona esté
atravesando la placenta y alcanzando el
compartimento fetal y esté ejerciendo sus
efectos también sobre los tejidos fetales. En
este sentido, es importante destacar que las
TZDs han demostrado tener un efecto directo

sobre el contenido de grasa intrahepatica

(483). Asi,

tratamiento  con

existen evidencias de que el
TZDs

disminucién en el contenido de grasa en el

produce una

higado, que podria ser debido a la mayor
salida de triglicéridos hepéticos a la circulacién
y a una mayor captacion de los mismos por

parte del tejido adiposo (484).

PESO LIPIDOS TOTALES TRIGLICERIDOS

0.08 400-

*
0.0
0.0
0.02
0.

T

CONTROL  EZ

a
S

*k

@

=3

S
a
S

@
S

200

) Iil

CONTROL  EZ

Peso (g)

n
S

T

mg lipido/g de tejido
mg triglicéridos/g de tejido

CONTROL  EZ

Figura 15: Efecto del tratamiento con
englitazona sobre el peso, contenido lipidico
total y contenido de triglicéridos del tejido
adiposo marrén de los neonatos de un dia de

vida. * =p<0.05, ** =p<0.01. Englitazona vs Control.

No obstante, es bien conocido que el receptor
PPARYy,

TZDs, se expresa fundamentalmente en el

principal diana terapéutica de las

tejido adiposo blanco (485), el cual no esta
completamente desarrollado en los neonatos.
No obstante, existen trabajos que describen
que en ausencia de tejido adiposo blanco, las
tiazolidinedionas pueden ejercer su accion
sobre otros tejidos (486;487).

Dado que el contenido de tejido adiposo
blanco en los neonatos de un dia era minimo,
nos hizo suponer que los triglicéridos
hepaticos deberian estar siendo captados por
otro o6rgano o tejido. Por esta razén nos
propusimos analizar el peso y el contenido
lipidico en el tejido adiposo marron. A
diferencia del blanco, la funcion del tejido
adiposo marrén no es la de actuar como
reservorio de energia, sino que presenta una
funcién termogénica. Esta funcion termogénica
se encuentre

requiere que este tejido

plenamente desarrollado en el momento del
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nacimiento para poder mantener la
temperatura corporal tras el parto.

La figura 15 muestra que el tejido adiposo
marrén de los neonatos de madres tratadas
con englitazona fue significativamente mayor
que el de los neonatos de madres control,
como consecuencia de un aumento en el
contenido lipidico tisular en estos animales.
Tras la separacion de las diferentes fracciones
lipidicas el andlisis de los lipidos tisulares
reflej6 que el tejido adiposo marron de estos
animales presentaba un contenido triglicéridos
significativamente superior. Asi pues, parece
que son los ftriglicéridos los principales
responsables de este aumento en el contenido
lipidico en el tejido adiposo marrén. De hecho,
Por otro lado, cabe destacar que este aumento
en el peso se asocid6 a un cambio en la
apariencia del tejido, el cual presentaba un
aspecto macroscopico mas propio del tejido
adiposo blanco.

En este sentido, los resultados recogidos en la
figura 16 evidencian que este cambio en la
apariencia macroscopica del tejido adiposo
marron de los neonatos expuestos a la

englitazona, es la consecuencia de un mayor

Control A SEzie e e -

00 ym Mo

Control Sy G2 Bz e

almacenamiento lipidico en el tejido.

Asi, el tejido adiposo marrén de los neonatos
controles esta constituido por adipocitos con
vacuolas multiloculares de lipidos y un elevado
numero de mitocondrias, mientras que en el
tejido adiposo marron de los neonatos nacidos
de madres tratadas las vacuolas lipidicas
fueron de wun tamafio significativamente
superior y el contenido de mitocondrias
significativamente inferior (resultados no
mostrados, pendientes de publicacion).

Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por otros autores en los que tras un
tratamiento crénico a ratas con una TZD
describen un aumento en el contenido lipidico
en el tejido adiposo marrén, menor numero de
vacuolas lipidicas y vacuolas de mayor
tamafio. Asimismo, en este estudio, el tejido
adiposo marrén presenté un fenotipo de tejido

adiposo blanco (488).

4Ty

Figura 16: Im&genes de microscopia optica del tejido adiposo marrén de fetos nacidos de madres

controles (A y C) y tratadas con englitazona (B y D). Tincién con azul de metilo. Ez: Englitazona. El analisis

histoldgico que se presenta fue realizado en la Facultad de Biologia de la Universitat de Barcelona por Marta Gual Soler, y

forman parte de su memoria para optar al master en biologia experimental.
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2.1.2 Parametros corporales, metabdlicos
y hormonales en la lactancia y la vida

adulta

Diferentes estudios han asociado una
disminucién del peso al nacimiento con el
desarrollo de patologias en la edad adulta
(489-491). Por ello, nos planteamos analizar
directamente si existia alguna implicacion de la
reversion de la resistencia materna a la
insulina en la programacion metabdlica de su
descendencia.

Para este fin, se cruzaron ratas hembras
Sprague-Dawley con machos control y entre
los dias 16 a 20 de gestacion se les administré
englitazona o vehiculo. Las crias fueron
alimentadas ad libitum y durante los 18 meses
siguientes se realizd en estos animales un
estudio de la evolucion de sus parametros
corporales, metabdlicos, hormonales vy
hemodinamicos que se resumen a

continuacion.

a) Peso corporal durante la lactancia.

Dado que habiamos observado un retraso en
el crecimiento en su etapa neonatal, quisimos
estudiar la evolucion del peso corporal de los
descendientes de madres tratadas y controles
para comprobar si el retraso en el crecimiento
se mantenia durante la lactancia.

En la tabla 13 se recoge el peso corporal de
las crias de madres control y tratadas con
englitazona a 1, 5, 10, 15 y 19 dias de edad.
Asi se puede observar que el peso corporal
durante la lactancia fue menor en las crias de
madres tratadas con englitazona. Asi pues, el
menor peso corporal no se recupera
transcurrido el periodo de lactancia, ya que al
tiempo del destete seguian siendo de menor

peso que sus correspondientes controles.

Tabla 45: Efecto del tratamiento con englitazona
sobre el peso corporal. En la tabla se recogen los
pesos (en gramos) de las crias a 1, 5, 10, 15y 19

dias de edad.
Control Englitazona
1 dia 6.7+0.1 6.4 +0.1%**
5 dias 11.1+0.1 10.8+0.1*
10 dias 20.3+0.2 19.5+0.3*
15 dias 30.5+0.3 29.3 £ 0.4**
19 dias 38.5+0.3 36.6 £ 0.3***

* =p<0.05, ** =p<0.01, *** =p<0.001. Englitazona vs

control

La tabla 14 recoge los pesos del tejido
adiposo lumbar, del tejido adiposo marréon y
del higado. Tanto el peso del tejido adiposo
lumbar, como el peso del higado de las crias
en el dia 19 posnatal, fueron semejantes en
ambos grupos experimentales, por lo que no
se observo ningun efecto por el tratamiento de

sus madres.

Tabla 46: Efecto del tratamiento con englitazona
sobre el peso del tejido adiposo lumbar, del
tejido adiposo marrdn y del higado de las crias

en el dia 19 de vida.

Control Englitazona

Tejido adiposo
0.055 +0.010 0.079 £ 0.011

lumbar (g)

Tejido adiposo

| 0.167 = 0.007 0.129 £ 0.007**
marrén (g)

1.67 £0.06

Higado (g) 1.55+0.07

** =p<0.01. Englitazona vs control

Sin embargo, el tejido adiposo marrén de las
crias expuestas a la englitazona sacrificadas
en el destete, presentd6 un peso
significativamente menor que el de las crias
nacidas de madres controles, pero no
presentaba diferencias morfolégicas en el

momento de la diseccion.
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Figura 17: Efecto del tratamiento con englitazona en la gestacion sobre el peso corporal de la

descendencia en la edad adulta. En las figuras se representan los pesos desde el dia del destete hasta la

semana 70 de vida de las hembras y machos nacidos de madres controles y tratadas con englitazona.

Estos resultados nos hacen suponer que tras
la suspension del tratamiento con Ia
englitazona, el tejido adiposo marrén deja de
almacenar lipidos en su interior y recupera la

actividad termogénica que le es propia.

b) Evolucion del peso corporal tras la

lactancia.

Tras la lactancia, se realizé el seguimiento de
las crias hasta la semana 70 de vida. Durante
este periodo las ratas se alimentaron con dieta
control y no recibieron englitazona. Es por ello
que, cualquier efecto observado debe ser bien
consecuencia indirecta de los efectos de la
englitazona en la madre o bien por efecto
directo del farmaco sobre los tejidos fetales.
Con esta finalidad, y teniendo en cuenta que
tanto el crecimiento fisico como los parametros
plasmaticos estan muy influidos por el sexo,
tras el destete se separaron las hembras de
los machos y se siguié la evoluciéon del peso
corporal de las crias hasta la edad adulta. En
la figura 17 se recogen los pesos corporales
de las crias hasta la semana 70 de vida. Como
se puede observar, ni los machos, ni las

hembras nacidas de madres tratadas con

englitazona, que mostraban un peso menor
que sus respectivos controles en el destete
(tabla 13), llegaron a alcanzar el peso de sus
controles en el periodo estudiado.

El control de la ingesta durante 3 semanas
(semanas 9-12) en estos animales revelé que
tanto los machos como las hembras nacidas
de madres tratadas con englitazona comian

menos que sus controles (tabla 15).

Tabla 47: Efecto del tratamiento con englitazona
de las ratas gestantes sobre la ingesta diaria de

las crias durante las semanas 9-12.

(g/dia) Control Englitazona
Hembras 22.3+0.6 20.7 £ 0.3"
Machos 29.3+0.3 28.0 £ 0.3**

*=p<0.05, *=p<0.05, Englitazona vs control

Estos datos revelan que el tratamiento de las
madres con englitazona, ademas de retrasar el
crecimiento intrauterino ha podido condicionar
los mecanismos del control de la ingesta de
las crias en etapas posteriores del desarrollo.

Asi, el tratamiento con englitazona de ratas
gestantes podria estar protegiendo a sus
descendientes, frente al desarrollo de

obesidad cuando son adultos.
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Tabla 48: Peso total y peso relativo de los tejidos de los descendientes de madres controles y tratadas

con englitazona a las 70 semanas de vida.

HEMBRAS

Peso tejido (g)

Peso tejido/ Peso corporal (%)

CONTROL EZ CONTROL EZ
Peso corporal 367.5+35.2 311.7+ 8.4*
T. adiposo lumbar 78+20 53+0.6 1.98 +0.28 1.69+0.16
T. adiposo Mesentérico 81+1.9 46+0.4 2.05+0.25 1.48 + 0.09*
Higado 82+0.7 71+0.3 2.26 + 0.04 2.30+0.11
T. adiposo marron (g) 0.43+0.08 0.21+0.02* 0.116 £0.012 0.067+0.005 **

MACHOS

Peso tejido (g)

Peso tejido/ Peso corporal (%)

CONTROL CONTROL EZ
Peso corporal 679.2+ 32.3 596..7 + 7.5*
T. adiposo lumbar 129+ 1.6 132412 1.98+0.18 2.20+0.15
T. adiposo mesentérico 10.8+1.3 8.0+ 0.5* 1.66 + 0.09 1.33 £ 0.07*
T. adiposo epididimal 12.45 +1.33 8.59 + 0.47* 1.85+0.12 1.46 + 0.06*
Higado 16.4 0.8 13.0 £ 0.7** 2.46 +0.07 2.17 £0.08*
T. adiposo marrén (g) 0.54 + 0.057 0.26 % 0.02*** 0.081+0.008 0.044+0.005 **

* =p<0.05, ** =p<0.01, *** =p<0.001 Englitazona vs control

¢) Peso y contenido lipidico tisular

Existen innumerables evidencias de que un
aumento en la acumulacién de grasa, la cual
aumenta con la edad, esta ligado al desarrollo
de la resistencia a la insulina. Dado que
habiamos observado un menor peso corporal
en los descendientes de las madres tratadas
con englitazona figura 17, tras el sacrificio a
las 70 semanas de edad se peso el higado, y
los diferentes depdsitos grasos.

Como se refleja en la tabla 16 las hembras
nacidas de madres tratadas con englitazona
presentaron un menor peso corporal que sus

correspondientes controles. Asimismo, estos

animales presentaron un menor contenido de
tejido adiposo lumbar y de tejido adiposo
mesentérico, si bien no se observaron
diferencias estadisticamente significativas. Por
el contrario, el peso del higado fue similar
entre las hembras controles y las que
recibieron englitazona.

Para determinar si el menor peso de estos
depdsitos grasos era consecuencia de un
menor desarrollo corporal o indicaba una
menor adiposidad, se calcul6 el peso relativo
de cada tejido con relacion al peso corporal en
cada caso, cuyos resultados se resumen en la
tabla 16. El calculo este cociente reveld que el

peso relativo para el tejido adiposo
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mesentérico y para el tejido adiposo lumbar
fueron menores en los animales nacidos de las
gestantes tratadas con el antidiabético. Por el
contrario, no se observaron diferencias entre
los dos grupos experimentales en el peso del
higado cuando éste se corregia por el peso
total del animal.

En lo que respecta a los machos, los nacidos
de madres que habian recibido englitazona
presentaron un menor peso corporal, asi como
un menor peso para el higado, el tejido
adiposo epididimal y el tejido adiposo
mesentérico que sus correspondientes
controles. No se observaron cambios en el
peso del tejido adiposo lumbar entre los
animales nacidos de madres controles y los
que de madres que recibieron englitazona, si
bien cabe destacar que el peso relativo de
este depésito fue ligeramente superior en los
machos nacidos de madres tratadas.

Por ultimo, evaluamos si el tratamiento con
englitazona podria haber tenido algun efecto a
largo plazo sobre el contenido de tejido
adiposo marrén de los animales. Como hemos
descrito anteriormente, el tratamiento con
englitazona durante la etapa fetal produjo un
cambio en la apariencia macroscoépica del
tejido (figura 16), asi como un aumento en la
acumulacion de lipidos (figura 15) y una
disminucién en la expresion de marcadores de
diferenciacion propios del tejido adiposo
marrén en los neonatos. Sin embargo, tanto en
el momento del destete (tabla 14), como en la
edad adulta, el depdsito interescapular de
tejido adiposo marrén en la etapa adulta (tabla
16) fue mucho menor en los animales nacidos
de madres tratadas con englitazona.

En resumen, se podria concluir que, de forma
general, el tratamiento con englitazona de las
madres disminuye el contenido de los
depdsitos grasos en la descendencia

independiente del sexo y en definitiva podria

estar protegiendo frente al desarrollo de
obesidad en estos animales durante la etapa
adulta.

A continuacién, nos propusimos estudiar si
existian diferencias en el contenido de lipidos
totales en el higado y tejido adiposo lumbar
mediante extraccién por el método de Folch.
Como se resume en la tabla 17, no se
observaron diferencias en el contenido lipidico
del higado por efecto del tratamiento con
englitazona de sus madres durante la
gestacion. Sin embargo, cuando se analiz6 el
contenido de lipidos totales en el tejido
adiposo blanco se observé una disminucion
del contenido en lipidos en el caso de las
hembras nacidas de madres tratadas con
englitazona, y por el contrario, un aumento del
contenido total de lipidos en el tejido adiposo
lumbar de los machos que recibieron el

antidiabético.

Tabla 49: Contenido de lipidos totales del tejido
adiposo e higado de los animales nacidos de
madres controles y tratadas a las 70 semanas
de edad.

HEMBRAS

(mg Iipidos/g tejido)

CONTROL EZ

Higado 128.7+4.6 133.9+8.3
Tejido adiposo  o,5 9,351  788.8 +50.1*
lumbar
MACHOS
(mg lipidos/g tejido)

CONTROL EZ

Higado 82945 83.9+85

Tejido adiposo

839.0+46.9 950.7 + 11.4*
lumbar

* =p<0.05. Englitazona vs control

Este resultado puede resultar paraddjico, ya
que la exposicién a un farmaco antidiabético e
hipolipemiante durante la etapa perinatal fue
capaz de producir efectos diferentes en la

acumulacion de lipidos de forma dependiente
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del sexo en los animales cuando son adultos.
Sin embargo, esta diferencia en el contenido
lipidico permitiria explicar la disminucién en el
peso relativo del tejido adiposo lumbar de las
hembras nacidas de madres tratadas y el
incremento en el peso relativo de este tejido
que se observa en los machos (tabla 16).
Dado que el peso y el contenido lipidico del
tejido adiposo lumbar fueron diferentes entre
grupos quisimos determinar si existian
cambios en la actividad lipogénica en este
tejido. Para ello, se llevd a cabo Ia
determinacion del contenido de acetilCoA-
Carboxilasa en su forma fosforilada en el tejido
adiposo lumbar de estos animales. Esta
enzima en su forma desfosforilada, en la que
se encuentra activa, cataliza el paso limitante
de la sintesis de acidos grasos favoreciendo la
lipogénesis y el almacenamiento lipidico. Sin
embargo, su fosforilacion en serina mediada
por la AMPK, o por la PKA en el residuo de
Ser79, inhibe su actividad enzimatica.

Como se observa en la figura 18, Ila
fosforilacién de la acetilCoA carboxilasa fue
significativamente mayor en el tejido adiposo
lumbar de las hembras nacidas de gestantes
tratadas con englitazona, lo cual determina
una disminucion de la actividad lipogénica del
tejido adiposo lumbar de estos animales. Estos
datos concuerdan con lo observado en la
determinacion de lipidos totales en el tejido
adiposo lumbar (tabla 17), ya que este
aumento en la fosforilacion de la acetilCoA
carboxilasa indicaria una disminucion en la
lipogénesis en este tejido y podria explicar el
menor contenido del lipidico del tejido adiposo
lumbar en estos animales.

Por el contrario, la fosforilacion de la acetilCoA
carboxilasa fue significativamente menor en el
grupo de machos nacidos de gestantes
tratadas con englitazona (figura 19) lo cual

indicaria, de forma opuesta a lo observado en

las hembras un aumento en la lipogénesis y en
el almacenamiento lipidico en el tejido adiposo
lumbar en estos animales. Estos resultados
permitirian explicar el mayor contenido de
lipidos totales en el tejido adiposo observado

en estos animales (tabla 17).
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Figura 18: Fosforilacion de la  acetilCoA
carboxilasa (serina 79) y expresion de resistina
tejido adiposo lumbar de hembras de 70
semanas de vida nacidas de madres control y
tratadas con englitazona. * =p<0.05. Englitazona

vs control

Como se observa en la figura 18, la expresion
de la resistina en el tejido adiposo lumbar se
encuentraba disminuida en las hembras
nacidas de madres tratadas con englitazona
las cuales presentaban una disminuida
lipogénesis y una aumentada fosforilacion de
la acetilCoA carboxilasa. Por el contrario, la
expresion de resistina fue mayor en el tejido
adiposo lumbar de los machos tratados (figura
19), en el que como se muestra en la tabla 17
la lipogénesis estaba aumentada.

Dado que la fosforilacion e inactivacion de la
acetilCoA carboxilasa estd mediada por la
AMPK, una disminucién en la fosforilacion de
la AMPK conduciria a una disminucién en la
fosforilacion de la acetilCoA carboxilasa y
consecuentemente a un aumento en la

actividad lipogénica de este tejido. En este
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sentido, se ha descrito que el tratamiento con
resistina induce wuna disminucién en la
fosforilacion de la AMPK en células de
musculo esquelético (492). Asimismo, otros
autores han descrito una disminuciéon en la
fosforilacion de la AMPK en ratas que

sobreexpresan resistina (493).
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Figura 19: Fosforilacion de la  acetilCoA
carboxilasa (serina 79) y expresiéon de resistina
tejido adiposo Iumbar de machos de 70
semanas de vida nacidos de madres control y
tratadas con englitazona.

* =p<0.05. Englitazona vs control

Dado que esta tendencia es opuesta en
ambos sexos a la observada en la fosforilacion
de la acetilCoA carboxilasa, nos propusimos
estudiar si existe algun tipo de correlacion
entre la expresiébn de resistina en tejido
adiposo y la fosforilacion de la acetilCoA
carboxilasa.

La figura 20 muestra que existe una fuerte
correlaciéon negativa entre los niveles de
resistina y la fosforilacion de la acetilCoA
carboxilasa en el tejido adiposo lumbar tanto
de las hembras como de los machos. De esta
forma, cuanto mayor es la fosforilacion de la
acetilCoA carboxilasa, menor es la lipogénesis
y menores son los niveles de expresiéon de
resistina en el tejido adiposo Ilumbar vy

viceversa.

Seria probable que mayor fosforilacion de la
acetilCoA carboxilasa observada en las
hembras nacidas de madres tratadas sea
consecuencia de una mayor fosforilacion de la
AMPK, como consecuencia de la menor
expresion de resistina que presentan estos
animales. Por el contrario, la mayor expresion
de resistina en el tejido adiposo lumbar podria
conducir a una menor activacién de la AMPK y
explicar la menor fosforilacién de la acetilCoA
carboxilasa en el caso de los machos nacidos

de madres tratadas.
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Figura 20: Correlacion entre la fosforilacion de
la acetilCoA carboxilasa y la expresién de
resistina en el tejido adiposo lumbar de las
hembras y machos nacidos de madres controles

y tratadas con englitazona.
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d) Parametros plasmaticos en la lactancia y

la edad adulta

Glucemia e insulinemia

Para estudiar si el tratamiento de las ratas
gestantes con englitazona tenia algun efecto
durante  su

sobre sus descendientes

desarrollo, se llevaron a cabo las
determinaciones plasmaticas de diferentes
parametros metabdlicos y hormonales.

La tabla 18 recoge los niveles de glucosa e
insulina de las crias en el destete. En el dia 19
de vida postnatal, los niveles plasmaticos tanto
de glucosa como de insulina de las crias de
madres tratadas, fueron significativamente
superiores que los de las crias de madres
control. De esta forma, en este momento de
transicion de leche materna a dieta
hidrocarbonada, las crias de madres tratadas
con englitazona mostraron hiperglucemia e
hiperinsulinemia.

A pesar de que la secrecion de insulina se
encuentra incrementada, dichos niveles son

insuficientes para mantener la normoglucemia.

Tabla 50: Efecto del tratamiento con englitazona
de las madres sobre los parametros
metabodlicos y hormonales de las crias de 19

dias de vida.

Destete (19 dias)

Control Englitazona

Glucosa (mg/dL) 152.1+1.9 163.9+4.1*

Insulina (ug/L) 0.17 £ 0.03 0.31£0.05*
Triglicéridos (mg/dL) 52.5+6.0 57.8+6.6

NEFA (uM) 271.7+22.5 263.8 +40.5

Glicerol (uM) 188.2+11.2 181.8+15.6

*=p<0.05, *=p<0.01; ***= p<0.01. Englitazona vs

control

Estos resultados sugieren que la intolerancia a
la glucosa y/o resistencia a la insulina
observada en los neonatos de madres tratadas
con englitazona podria mantenerse hasta el
destete. En lo que respecta a los lipidos
plasméticos, en el momento del destete, cuyos
valores se recogen también en la tabla 18, no

se encontraron diferencias entre grupos.

Tabla 51: Efecto del tratamiento con englitazona en la gestacion sobre la glucosa e insulina plasmaticas

de sus descendientes.

Semanas de vida

HEMBRAS
11 17 22 30
Control 124.8 +3.6 127.3+1.5 125.2+3.6 130.6 £4.0
Glucosa (mg/dL)
EZ 125.3 + 3.1 128.0+2.1 128.2+3.2 1329+35
Control 0.60+0.13 1.11+0.12 1.14 +0.16 0.90+£0.17
Insulina (ug/L)
EZ 0.34 £0.04 0.77 £ 0.06* 0.69 + 0.08* 0.48 £ 0.09*
Semanas de vida
MACHOS
11 17 22 30
Control
Glucosa (mg/dL) 119.9+3.2 127.3+£2.0 124.2+£3.3 119.1+24
EZ 117.4+25 124.2+1.6 118.8+4.4 120.3+2.7
Control
Insulina (ug/L) 0.79+0.14 1.78 +0.22 1.67+0.18 1.94 +0.21
EZ 0.50+0.12 1.26 +0.12 1.10 £ 0.19* 1.32+0.12*

*=p<0.05, Englitazona vs control
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Hemos descrito que las crias nacidas de ratas

gestantes tratadas con englitazona
presentaron alteraciones en su eje glucosa-
insulina, presentando resistencia a la insulina
que perduraba al menos hasta el destete.

Para estudiar si estas alteraciones en el eje
glucosa-insulina se mantenian después de la
lactancia, se extrajo sangre de cola
periddicamente a los animales para llevar a
cabo el analisis de diferentes parametros
plasmaticos. En la tabla 19 se recogen la
glucemia e insulinemia de los animales en las
semanas 11, 17, 22 y 30 de vida de las
hembras y los machos respectivamente.

El analisis de la glucemia en las diferentes
semanas no revel6 diferencias en los valores
de glucosa plasmatica ni en las hembras, ni en
los machos nacidos de madres tratadas con
englitazona, con respecto a sus
correspondientes controles. Sin embargo, a
pesar de que las crias nacidas de gestantes
tratadas  con englitazona presentaron
hiperinsulinemia en su etapa fetal y neonatal
que perduraba hasta el destete, a partir del
periodo de lactancia los valores de insulina
plasmatica de las crias nacidas de madres
tratadas con englitazona fueron
estadisticamente menores a partir de la
semana 17 en el caso de las hembras y de la
22 en el caso de los machos.

Parece pues, que tras la lactancia tanto en las
hembras, como en los machos nacidos de
madres tratadas con englitazona, es necesaria
una menor secreciéon de insulina por parte del
pancreas para mantener la glucemia entorno a
los niveles normales. Estos resultados
sugieren que estos animales ya adultos
presentan una mayor tolerancia a la glucosa y
mayor sensibilidad a la insulina que los
animales controles.

Con el fin de hacer una estimacién de la

resistencia a la insulina en los animales

adultos se obtuvieron muestras de plasma en
ayunas y se llevaron a <cabo las
determinaciones de diferentes parametros en
estos animales. Los valores se recogen en la
tabla 20.

Al igual que se habia observado en las
semanas anteriores (tabla 19), tanto los
machos como las hembras nacidos de madres
tratadas con englitazona, presentaron valores
de glucosa similares a los observados en los
nacidos de madres controles (tabla 20).
Cuando se analizé la insulina plasmatica
observamos que como habiamos descrito con
anterioridad (tabla 19), los niveles de insulina
fueron significativamente menores tanto en las
hembras, como en los machos nacidos de
madres tratadas con englitazona, que en sus
correspondientes controles hasta el momento
del sacrificio en la semana 70 de vida (tabla
20).

Asimismo, a partir de los datos de glucosa e
insulina se calcularon diferentes indices para
estimar la sensibilidad a la insulina;: HOMA- IR,
QUICKI y FGIR. Como se recoge en la tabla
20 tanto los descendientes machos como
hembras de ratas gestantes tratadas con
englitazona  presentaron, un HOMA-IR
significativamente menor y un QUICKI y FGIR
significativamente mayores que los animales
procedentes de gestantes controles en las
semanas 8, 50 60 y 70, lo cual corrobora que
el tratamiento con englitazona de sus madres
induce una mayor sensibilidad a la insulina de
sus descendientes cuando son adultos.

Todos estos resultados sugieren que el grupo
de hembras nacidas de gestantes tratadas con
englitazona presenta una mayor tolerancia a la
glucosa y el deterioro que tiene lugar con la

edad se encuentra retrasado.
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Tabla 52: Efecto del tratamiento con englitazona sobre la glucosa e insulina plasmaticas en ayunas,
HOMA-IR, QUICKI y FGIR de sus descendientes en las semanas 8, 50, 60y 70 de vida.

Hembras
Semana 8 Semana 50 Semana 60 Semana 70
Glucosa (mg/dL) Control 1114 +43 104,2 + 2.1 113,0£2,9 109.9+7.5
EZ 94,5+ 14,5* 98,50 + 3,7 106,2 + 3,1 102.5+2.0
insulina (ug/L) Control 0,042 + 0.004 0.332 + 0.009 0,68 + 0,09 12402
EZ 0.007 £0.001 ** 0.358+0.006 *  0.41+0.03 ** 06+0.1*
HOMA Control 0,048+ 0.005 0.473 + 0.083 0.83+0.13 1.36 + 0.31
EZ 0.006 + 0.001 ***  0.265+0.030*  0.45 + 0.04* 0.61+ 0.07*
QUICKI Control 0486 + 0.010 0.332 + 0.009 0.301 £ 0.007 0,293+ 0,008
EZ 0.86 £ 0.07 *** 0.358 + 0.006 *  0.332 + 0.005* 0,317+ 0,004*
FGIR Control  110.3 + 10.47 11.61+2.58 8.05 + 1.07 4.75+ 0.60
EZ 582.3+79.1 **  16.08 + 1.93 11.09 £ 0.94 * 7.54 + 0.84*
Machos
Semana 8 Semana 50 Semana 60 Semana 70
Glucosa (mg/dL) Control 986 +8.2 102.0+ 1,6 1142+1,8 109.8 + 4.8
EZ 102.1+£9,5 104.8 + 2,6 109,9 + 3,6 105.7 + 8.2
Insulina (ug/L) Control 0233 +0.018 0.444 0.081 1,10+ 0,15 20+0.2
EZ 0.125 + 0.072 0.264 + 0.034* 0,73 +0,08* 12+03*
HOMA Control 0236 +0.018 0.745 + 0.072 1.31+0.19 2.34+0.30
EZ 0.141 +0.087 0.539 + 0.056* 0.79 +0.08 1.25 + 0.14*
QUICKI Control 0363 + 0.004 0.308+ 0.004 0.291 + 0.005 0,269+ 0,005
EZ 0.477 +0.076 0.322 + 0.004* 0.3066 + 0.004* 0,288+ 0,004*
FGIR Control 1736 + 1.56 6.09 £ 0.72 0.666 + 0.053 2.35+0.27
EZ 107.8 + 67.52 8.69 + 0.78* 0.783 + 0.045 4,12 +0.88*
*=p<0.05 **=p<0.01, Englitazona vs control
Tests de sobrecarga oral de glucosa plasmaticas de glucosa e insulina, se
construyeron las curvas concentracion vs

Aunque los niveles de glucosa e insulina, asi
como los indices de resistencia a la insulina ya
ponian de manifiesto que las crias nacidas de
madres tratadas tenian mayor sensibilidad a la
insulina, se realizaron tests de sobrecarga oral
a diferentes semanas de vida.

Para la realizacion de los tests de sobrecarga,
tras la extraccién de una muestra basal de
sangre de cola, se administraron 2 g de
glucosa por kg de peso corporal por sondado
gastrico a los animales y se extrajo sangre a
dicha

determinaciones

diferentes tiempos después de

administracion. Tras las

tiempo de glucosa e insulina y se calcularon
las areas bajo la curva de glucosa e insulina.
Para facilitar la interpretacion de los
resultados, también se calculd el indice de
sensibilidad a la insulina a partir de los valores
obtenidos en el test de sobrecarga oral de
glucosa (ISI-OGTT) (440).

Para estudiar la evolucién de la sensibilidad a
la insulina en los descendientes, se llevaron a
cabo dos tests de sobrecarga oral de glucosa
en las semanas 8 y 50 de vida, cuyos
resultados se describen a continuacion, tanto

para las hembras como para los machos.
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Figura 21: Curvas de glucosa e insulina durante el OGTT en la semana 8 de vida de las hembras. En

ambas figuras las lineas grises representan las hembras nacidas de madres control y las azules las nacidas de

madres tratadas con englitazona

GLUCOSA

200+
-5 1504
z
<]
E
< 1004
]
o
o
=
O 504

CONTROL
—— E
0 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50

Tiempo (minutos)

60

INSULINA
4-
—_— 3-
o
<]
2
© 24
=
S
I3
=
= 4
CONTROL
f ——F
0 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (minutos)

Figura 22: Curvas de glucosa e insulina durante el OGTT en la semana 50 de vida de las hembras. En

ambas figuras las lineas grises representan las hembras nacidas de madres control y las azules las nacidas de

madres tratadas con englitazona.

En las figuras 21 y 22 se muestran las curvas
de glucosa e insulina plasmaticas de las
hembras. En ellas se muestran la media de los
datos de cada grupo y el error estandar. Estas
graficas reflejan que el tratamiento de las ratas
gestantes con englitazona influye en la
tolerancia a la glucosa en los descendientes
adultos, ya que la respuesta es diferente entre
los grupos.

Como se observa en la figura 21, tras la

sobrecarga oral de glucosa en la semana 8,

de

presentaron valores similares de glucosa

las crias hembras ambos  grupos
plasmatica a lo largo del test. No obstante,
cuando comparamos las curvas de insulina se
aprecian claras diferencias en los valores que
alcanza la insulina plasmatica a lo largo del
test, siendo estos valores inferiores en las

crias de madres tratadas con englitazona.
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Figura 23: Curvas de glucosa e insulina durante el OGTT en la semana 8 de vida de los machos. En

ambas figuras las lineas grises representan los machos nacidos de madres control y las azules los nacidos de

madres tratadas con englitazona.
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Figura 24: Curvas de glucosa e insulina durante el OGTT en la semana 50 de vida de los machos. En

ambas figuras las lineas grises representan los machos nacidos de madres control y las azules los nacidos de

madres tratadas con englitazona.

Del mismo modo, el analisis de las curvas de
glucosa del test de sobrecarga oral en la
semana 50 de vida (figura 22) revelé que
ambos grupos mostraron valores similares de
glucosa a lo largo del test de sobrecarga oral.
Sin embargo, cabe destacar que de nuevo, se
aprecian diferencias importantes en los niveles
de

respuesta al estimulo glucémico, los cuales

insulina plasmaticos secretados como

fueron inferiores en las hembras nacidas de
gestantes tratadas con el antidiabético.

En lo que respecta a los machos, como se
observa en la figura 23 en la semana octava
de vida, los machos nacidos de madres
tratadas con englitazona presentaron valores
de glucosa plasmatica similares a los de los

machos controles.
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Sin embargo, cuando comparamos las curvas
de insulina (figura 24), los valores obtenidos
fueron superiores en el grupo de machos
nacidos de gestantes tratadas. Estos
resultados nos estan indicando que en la
octava semana de vida en los machos nacidos
de las gestantes tratadas con englitazona es
necesaria una mayor secrecion pancreatica de
insulina para mantener la normoglucemia y
que aun perdura la intolerancia a la glucosa
que se habia descrito en los neonatos y en el
destete.

Sin embargo, en el segundo test de
sobrecarga oral de glucosa realizado en la
semana 50 de vida, el analisis de las curvas
de glucosa mostré que los machos nacidos de
madres tratadas con englitazona presentaron
por lo general menores valores de glucosa en
el test de sobrecarga oral que sus
correspondientes controles. Asimismo, los
valores de insulina en el test de sobrecarga
oral disminuyeron antes en el grupo de
machos nacidos de madres tratadas con
englitazona. Estos resultados sugieren que
estos animales necesitan menor secrecion de
insulina para mantener la normoglucemia lo
cual estaria reflejando una mayor sensibilidad
a los efectos de dicha hormona en las etapas

posteriores del desarrollo.

A partir de las curvas de glucosa e insulina
tanto de las hembras como de los machos se
calcularon las areas bajo las curvas (AUC) a
los 30 minutos y el indice de sensibilidad a la
insulina (ISI). Cuando se analizaron las areas
bajo la curva de glucosa de los tests de
sobrecarga oral de la semana 8 y 50 de vida
de las hembras no se apreciaron diferencias
significativas entre ambos grupos (tabla 21).
Sin embargo, el estudio de las areas bajo la
curva de insulina refleja claramente que las
hembras del grupo tratado presentan una
mayor tolerancia tanto en la semana 8 como
en la semana 50 (tabla 21). Asi, podemos
concluir que el grupo de hembras nacidas de
madres tratadas con englitazona necesita una
secrecion pancreatica de insulina menor para
mantener unos valores normales de glucosa.

Por su parte, el ISI reveld un claro deterioro de
la sensibilidad a la insulina por efecto de la
vejez en ambos grupos. A su vez, este indice
reveld que las hembras nacidas de madres
tratadas con englitazona presentaron una
mayor sensibilidad a la insulina que las
hembras controles en las dos semanas de vida
en que se realizaron los test de sobrecarga

oral de glucosa.

Tabla 53: Area bajo la curva de glucosa e insulina, e indice de sensibilidad a la insulina durante el OGTT

en las semanas 8y 50.

Hembras Machos
Semana 8 Semana 50 Semana 8 Semana 50
AUC Control 4230.3 + 164.3 4336.4 + 117.4 4405.8 + 115.6 4667.7 + 245.4
Glucosa EZ 3985.7 + 204.1 4322.2 + 310.0 4421.8 + 64.86 4149.6 + 194 .4
AUC Control 19.25 + 2.45 63.3+5.3 175+1.9 80.7 + 10.3
Insulina Ez 121 +1.1* 500+ 4.9* 282+54* 78.0+4.8
Control
S| OGTT 539.4 + 59.0 922 + 95 1085.8 + 362.8 61.9+5.1
EZ 792.3 + 63.1* 149.8 +15.0* 505.6 + 178.9 76.4+6.0*

*=p<0.05 Englitazona vs Control
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Finalmente, los resultados obtenidos para el
OGTT de la octava semana indican que el
grupo de machos nacidos de las gestantes
tratadas con englitazona, mostraron un
aumento en el AUC insulina a pesar de no
existir cambios en el AUC de glucosa (tabla
21). Estos resultados sugieren de nuevo una
intolerancia a la glucosa. Asimismo, pese a no
encontrarse  diferencias  estadisticamente
significativas, el ISI fue menor en los machos
nacidos de madres tratadas con englitazona,
lo cual sugiere una menor respuesta tisular a
la insulina en la octava semana de vida en los
machos descendientes de gestantes tratadas.
En la semana 50, no se observaron diferencias
en el area bajo la curva de insulina, ni en el
area bajo la curva de la glucosa (tabla 21). Sin
embargo, el ISI fue significativamente mayor
en los machos nacidos de madres tratadas
con englitazona, lo cual indica que estos
animales tienen mayor sensibilidad a la
insulina que los machos de madres controles.
En conjunto, los resultados obtenidos a partir
de los test de sobrecarga oral pondrian de
manifiesto que el tratamiento con englitazona
de ratas gestantes podria afectar a la
tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la
insulina de sus descendientes machos en
etapas posteriores de su desarrollo. Aunque,
inicalmente los machos nacidos de madres
tratadas perduraba la intolerancia a la glucosa
descrita tras el parto y en la lactancia, dicha
respuesta mejora en la semana 50 de vida.
Como consecuencia, parece probable que el
tratamiento con englitazona de sus madres
podria estar protegiendo a estos animales
frente al deterioro de la sensibilidad a la
insulina que aparece en la vejez y que es
especialmente marcada en el caso de los
machos.

En resumen, podemos concluir que los

resultados de los test de sobrecarga oral

confirman que el tratamiento con englitazona
de las ratas gestantes afecta de forma clara a
la sensibilidad a la insulina de sus crias.
Aunque el tratamiento produjo una marcada
intolerancia a la glucosa tras el parto que
perdura por lo menos hasta el destete, tras el
destete se produce un reajuste en el eje
glucosa-insulina que conduce a una mayor
sensibilidad a la insulina en la edad adulta.
Cabe destacar, que todos estos resultados
confirman los obtenidos en las
determinaciones basales de los niveles de
glucosa e insulina plasmaticas que sugerian
que era necesaria una menor secrecion de
dicha hormona en las crias nacidas de madres
tratadas con englitazona para mantener la
normoglucemia.

Es bien conocido que alteraciones en la
nutricion fetal pueden conducir a wuna
programacion del metabolismo y tener
consecuencias en la vida adulta. En particular,
se ha descrito que el ambiente intrauterino
puede tener consecuencias en la relaciéon
glucosal/insulina de sus crias cuando son
adultas (494). El tratamiento con englitazona
produce la reversion de la resistencia a la
insulina en la rata gestante, lo cual puede
traducirse en una cierta “subnutricion fetal” por
una menor llegada de sustratos al feto. Por
estas razones no se puede descartar que la
mayor sensibilidad a la insulina observada en
estos animales sea consecuencia de una
programacion del eje insulina/glucosa durante
la etapa fetal, bien por efecto directo del
farmaco sobre los tejidos fetales o bien por los

cambios en el metabolismo materno.
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Parametros lipidicos durante el desarrollo

Otros parametros cuyo analisis presentaba
gran interés fueron los lipidos plasmaticos.
Como se puede observar en la tabla 23, en
todas las semanas de vida estudiadas, la
concentracion de triglicéridos plasmaticos fue
menor en las hembras nacidas de madres
tratadas con englitazona, que en sus
respectivas controles. En el caso de los
niveles de

machos, los triglicéridos

plasmaticos no fueron significativamente

menores que sus correspondientes controles
hasta la semana 17 de vida. Los valores de los
NEFA plasmaticos fueron también menores en
los descendientes machos y hembras nacidas
de madres tratadas con englitazona que en
sus respectivos controles. Sin embargo,
mientras que el glicerol fue menor en las
hembras de madres tratadas con englitazona,
en los machos nacidos de madres tratadas
con englitazona no se apreciaron diferencias

hasta la semana 30 de vida.

Tabla 54: Efecto del tratamiento con englitazona en la gestacion sobre los pardmetros lipidicos de sus

crias alas semanas 11, 17, 22y 30.

HEMBRAS Semana 11 Semana 17 Semana 22 Semana 30

NEFA Control 0.38 +0.03 0.55 + 0.06 0.53 +0.07 0.65+ 0.05
(mMm) EZ 0.30 + 0.04** 0.35+0.03* 0.33 + 0.05* 0.55 + 0.03*
Glicerol Control 267.7+21.1 255.5+ 271 381.6+18.3 253.5+18.5
(M) EZ 162.4 + 15.0* 169.3 + 9.3* 313.7 + 21.9* 198.8 + 11.5*
Triglicéridos Control 95.0+5.5 102.5+9.8 97.4+71 1104 £55
(mg/dL) EZ 57.0 £ 4.6*** 785+57 69.8 + 4.4* 91.2 + 6.6*
MACHOS Semana 11 Semana 17 Semana 22 Semana 30

NEFA Control 0.28 +0.01 0.45 +0.02 0.36 +0.03 0.55 +0.03
(mM) EZ 0.31+0.03 0.35 + 0.02** 0.29 + 0.02* 0.46 + 0.03*
Glicerol Control 197.3+18.9 166.3 + 13.2 293.7+11.8 217.5+15.3
(uM) EZ 200.7 + 28.9 181.6+11.2 3176+ 11.9 175.0 + 12.8*
Triglicéridos Control 1185+7.5 108.2 + 2.1 106.6 + 5.4 1316 +9.5
(mg/dL) EZ 1215145 91.5+ 5.0 95.0 + 4.6 104.3 + 5.3*

*=p<0.05, *=p<0.01 , **=p<0.001 Englitazona vs Control

Tabla 55: Efecto del tratamiento con englitazona en la gestacidon sobre los parametros lipidicos en

ayunas de las crias a las semanas 60y 70 de vida.

Hembras Machos

Semana 60 Semana 70 Semana 60 Semana 70

NEFA Control 1.54 + 0.06 1.12+0.09 0.94 +0.05 0.89 + 0.04
(mM) EZ 1.27 +0.03* 0.89 + 0.03* 0.97 +0.05 0.64 +0.07*
Glicerol Control 560.6 + 14.0 614.9 +61.7 673.4 +46.3 454.0 +16.5
(uM) EZ 451.3 +30.8* 417.7 £ 39.0* 517.1 + 36.1* 348.6 + 36.7*
Triglicéridos Control 169.3+12.5 1148 +21.9 196.0 £+ 12.5 175.0 + 20.0
(mg/dL) EZ 126.9 + 13.4* 57.2 + 5.6 161.1+7.8* 104.0 + 12.6*

*=p<0.05, Englitazona vs Control

En la tabla 24 se recogen las determinaciones

de los lipidos plasmaticos tras un periodo de

ayuno en las semanas 60 y 70 de vida. El

ayuno indujo un consecuente aumento en la
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actividad lipolitica del tejido adiposo (tabla 24),
lo cual se traduce en un aumento general en
los niveles plasméaticos de los NEFA y glicerol
si se comparan con los datos de semanas
anteriores reflejados en la tabla 23. Cabe
destacar que tanto en hembras como en
machos nacidos de madres tratadas con
englitazona, todos los parametros lipidicos
fueron por lo general, significativamente
menores que en los animales nacidos de
madres controles.

Ademas de presentar un retraso en el
deterioro de la sensibilidad a la insulina propio
de la edad, las crias de madres tratadas con
englitazona presentaron un aumento en la
lipemia por la edad mas retrasado que las
controles. Como se puede ver en la tabla 24,
los niveles circulantes de NEFA, glicerol y de
triglicéridos fueron significativamente menores

en las crias nacidas de madres tratadas con

englitazona. Este efecto se mantiene hasta el
final del experimento ya que, aunque se
aprecia un aumento en los niveles de lipidos
circulantes con la edad, los niveles lipidicos
fueron significativamente menores en los
descendientes de madres tratadas con
englitazona. Estos resultados permiten sugerir
que el tratamiento de las gestantes con
englitazona  podria  proteger a  sus
descendientes frente al desarrollo de
hiperlipemia cuando son adultos. Asimismo,
puesto que se conoce que elevados niveles de
NEFA (401;402) y glicerol (403) estan muy
implicados en la patogénesis de la resistencia
a la insulina, los menores niveles de estos
metabolitos en el plasma podria contribuir a la
mayor sensibilidad a la insulina observada en

estos animales.
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2.2. Caracterizacion molecular en la descendencia del efecto sobre la sefializacion de

la insulina del tratamiento con englitazona a las ratas gestantes

Como se ha ido presentando, los animales
nacidos de madres tratadas con englitazona
presentaron una mayor tolerancia oral a la
glucosa y menores niveles de insulina y lipidos
plasmaticos. Por ello, para estudiar mas a
fondo cdmo se encuentra la respuesta tisular a
la insulina, llevamos a cabo el estudio
molecular de la cascada de sefializacion de
dicha hormona en el musculo esquelético y en
el tejido adiposo de los descendientes de

madres tratadas y controles.

2.21 Musculo esquelético

a) Hembras

En primer lugar, analizamos la expresion del
receptor de insulina, de la PI3K, del IRS1 e
IRS-2 y evaluamos mediante la utilizacion de
un anticuerpo especifico la fosforilacion en
residuos de serina de ambos sustratos del
receptor de insulina.

Tal y como se observa en la figura 25, la
expresion del receptor de insulina, de la PI3K,
del IRS-1 y del IRS-2 en el musculo
esquelético se encontraban notablemente
incrementadas en las hembras nacidas de
gestantes tratadas con englitazona con
respecto al control. Sin embargo, el cociente
pSerlRS-1/IRS-1, fue significativamente menor
en las hembras nacidas de ratas gestantes
tratadas con englitazona. Asimismo, al igual
que habiamos observado para el IRS-1,
aunque la expresion del [IRS-2 fue
significativamente superior en el musculo
esquelético de las hembras nacidas de ratas
gestantes tratadas con englitazona, el cociente
pSerlRS-2/IRS-2 fue menor en las hembras
tratadas con englitazona debido a la mayor

expresion de IRS-2 en estos animales.
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Figura 25: Expresion de receptor de insulina
(A), expresién de la PIsK (B) expresion del IRS-1
(C) y fosforilacion basal en residuos de serina
del IRS-1 (D), expresion del IRS-2 (E) y
fosforilacion basal en residuos de serina del
IRS-2 (F) en el musculo esquelético de hembras
nacidas de madres control y tratadas con
englitazona. *=p<0.05, **=p<0.001, ***=p<0.001.
Englitazona vs control

Esta mayor expresion del receptor de insulina
y de los IRSs en el musculo esquelético de las
hembras nacidas de ratas gestantes tratadas
ponen de manifiesto que existe una mayor

disponibilidad de receptores a los que se
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podria unir la insulina para ejercer su efecto y
mayor disponibilidad de mediadores para
transmitir la sefal al interior celular.

Por otro lado, es bien conocido que la
fosforilacion en residuos de serina reduce la
capacidad de los IRSs de interactuar con el
dominio yuxtamembrana del receptor de
insulina, atenua la capacidad del receptor de
insulina y de los IRSs de fosforilarse en
tirosinas y se ha demostrado que promueve la
degradacion de los IRS. Todos estos efectos
resultarian en wuna disminucion de Ila
propagacion de la sefal de la insulina al
interior celular. Por estas razones, el menor
cociente pSerlRS/IRS en el musculo de las
hembras nacidas de ratas gestantes tratadas
con englitazona, podria implicar una menor
degradacion de los IRSs, mayor interaccion
del receptor de insulina con los IRSs y una
mayor fosforilacion en tirosinas de dichos
sustratos con el consecuente aumento en la
propagacion de la sefal al interior celular.

Por dltimo, para que tenga lugar Ila
transduccion de la sefial al interior celular, se
requiere del anclaje de la subunidad p85 de la
Pl;K a traves de su dominio SH2 a los IRS
fosforilados en tirosinas. Este anclaje conlleva
la aproximacion de la PI;K a los fosfoinositoles
de la membrana celular donde genera
fosfoinositoles mono-fosfato, bis—fosfato y tris-
fosfato que acttan como  segundos
mensajeros y transmiten la sefal al interior
celular. Existen bastantes evidencias de que la
PIsK media gran parte de las acciones de la
insulina como son la captacion de glucosa a
través del transportador de glucosa GLUT-4 y
la conversion de glucosa en glucégeno en el
musculo esquelético. De esta forma, la mayor
expresion de PI3K en el musculo esquelético
de las hembras nacidas de gestantes tratadas

con englitazona podria estar contribuyendo

también al aumento de la sefalizacion de la

insulina en estos animales.
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ERK1-2
|-_.-—-—-_" '-""—1 PTEN

Figura 26: Expresion de la ERK1-2 PDK y PTEN
en el muasculo de las hembras nacidas de

madres control y tratadas con englitazona.

Finalmente, analizamos la expresiéon de otras
proteinas de la cascada de senalizacién de la
insulina como son la ERK1-2, la PDK vy la
PTEN cuyos resultados se recogen en la
figura 26. En este caso, ninguna de las tres
proteinas estudiadas presenté una expresion
diferente en el musculo esquelético de las
hembras nacidas de madres tratadas con
englitazona con respecto a las hembras

controles.

b) Machos

Como se muestra en la figura 27, el analisis
de la expresién del receptor de insulina en el
musculo esquelético de los machos revelé una
mayor cantidad de receptores en el musculo
esquelético de los machos descendientes de
madres tratadas.

Los niveles expresién del sustrato del receptor
de insulina tipo 1 (figura 27), asi como la
fosforilacion en serinas del IRS-1 fueron
similares en el grupo de animales nacidos de
gestantes tratadas con englitazona y en el
grupo control.

Sin embargo, la expresion del IRS-2 (figura
27) fue significativamente superior en los
machos nacidos de madres tratadas con

englitazona, y el cociente pSerlIRS-2/IRS-2 se
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encontraba disminuido con respecto a sus
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Figura 27: Expresién de receptor de insulina
(A), expresion de la PIsK (B) expresion del IRS-1
(C) y fosforilacion basal en residuos de serina
del IRS-1 (D), expresién del IRS-2 (E) y
fosforilacion basal en residuos de serina del
IRS-2 (F) en el musculo esquelético de los
machos nacidos de madres control y tratadas
con englitazona.

*=p<0.05, *=p<0.001. Englitazona vs control

En la figura 27, se recogen también los
resultados obtenidos en la determinacion de la
expresion de la Pl;K en el musculo esquelético
de los descendientes machos. Al igual que se
habia observado en el caso de las hembras,

los niveles de PI3K fueron significativamente

superiores en el grupo de animales nacidos de
madres tratadas.

Finalmente, determinamos la expresién de
ERK1-2, la PTEN y la PDK cuyos resultados
se recogen en la figura 28. Todas estas
proteinas presentaron valores similares de
expresion en el musculo de los machos de
madres tratadas y en el de machos nacidos de

madres controles.

CONTROL EZ

Figura 28: Expresion de la ERK1-2, PDK y PTEN
en el musculo de los machos nacidos de
madres control y tratadas con englitazona.

En conjunto, en el musculo esquelético de los
machos nacidos de gestantes tratadas con
englitazona, la expresion del receptor de
insulina fue significativamente superior que en
el grupo control. Por otro lado, aunque no se
observaron diferencias en la expresién ni en la
fosforilacion en serinas del IRS-1, la mayor
expresion y la menor fosforilacion en serinas
del IRS-2 ponen de manifiesto una mayor
disponibilidad de este sustrato para ser
fosforilado por el receptor de insulina.
Finalmente, también observamos una mayor
expresion de la PIzgK en los machos
descendientes de madres tratadas. Estos
resultados, en conjunto, permitirian sugerir que
la mayor expresion de estas proteinas de la
cascada de sefalizacion de la insulina en el
musculo esquelético podria estar
contribuyendo también a la mayor sensibilidad
a dicha hormona observada en estos

animales.
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2.2.2 Tejido adiposo lumbar

a) Hembras

Tal y como se observa en la figura 29, no se
observaron diferencias en la expresion del
receptor de insulina, del IRS-1, de la PI3K ni de
la ERK1-2 en el tejido adiposo de los animales
nacidos de madres tratadas con respecto a su
grupo control. En lo que respecta a la
fosforilacion en los residuos de serina del IRS-
1 en el tejido adiposo de las hembras nacidas
de ratas tratadas con englitazona tampoco fue
diferente con respectos a la de sus

correspondientes controles.

CONTROL EZ

Receptor

Figura 29: Receptor de insulina, IRS-1, pSer
IRS-1, PIsK y MAPK en el tejido adiposo de las
hembras nacidas de ratas gestantes tratadas

con vehiculo (Control) o englitazona (EZ). Las
fotografias muestran la expresion de las proteinas
en el tejido adiposo de las ratas gestantes
obtenidas por Western Blot.

de insulina

b) Machos

En primer lugar, analizamos la expresion del
receptor de insulina, y como se recoge en la
figura 30, ésta fue significativamente superior
en el tejido adiposo lumbar de los machos
nacidos de madres tratadas.

El analisis de la expresién del IRS-1 en el
tejido adiposo lumbar de los machos, no reveld
diferencias debidas a la exposicion al
antidiabético de sus madres durante la
gestacion. Sin embargo, cuando
determinamos la relacion pSerlRS-1/IRS-1,
ésta se encontraba disminuida en el tejido
adiposo lumbar de los machos nacidos de

madres tratadas
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Figura 30: Expresion de receptor de insulina,
expresion y fosforilacion basal en residuos de
serina del IRS-1 en el tejido adiposo lumbar de
los machos nacidos de madres control y
tratadas con englitazona.

*=p<0.05. Englitazona vs control.
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Asimismo, el analisis de la expresion de la
subunidad reguladora de la PI3K revelé que
ésta era significativamente mayor en los
animales nacidos de las gestantes tratadas
con el antidiabéticoEl estudio molecular de la
cascada de sefializacion de la insulina en el
musculo esquelético y tejido adiposo blanco
reveld una mayor expresion del receptor de
insulina, PI3K e IRSs y menor fosforilacién en
serinas de los IRSs. Dado que el tratamiento
con englitazona a la madre revierte la
resistencia a la insulina y que los neonatos
fueron mas pequefios en el momento del
nacimiento, podriamos suponer que el
tratamiento ha conducido a wuna ligera
subnutricion. Asimismo, no se puede descartar
que se haya producido una programacion de
los mecanismos de control de la ingesta que
persista hasta la vida adulta, dado que los
animales comen menos y el incremento de

peso corporal es menor.

En este sentido, en estudios de otros autores
que subnutrieron a los animales desde la
segunda fase de la gestacion y en los
sucesivos dias de vida postnatal, en las crias
lactantes subnutridas se observd una mayor
expresion del receptor de insulina, de la PI3K,
asi como de una mayor translocacion de
GLUT-4 tras la estimulacion con insulina (495).
Asimismo, estos mismos autores han
observado un aumento del receptor de insulina
y de la captacion de glucosa mediada por
insulina en las ratas subnutridas a los 70 dias
de vida postnatal (496).

Aunque desconocemos los mecanismos
subyacentes, esta aumentada expresion de las
proteinas de la cascada de sefalizacién de la
insulina podria contribuir a la mejora en la
respuesta a la insulina que se observa en

estos animales.
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2.3. Efecto del tratamiento con englitazona sobre los |la presidn arterial y relajacion

vascular de la descendencia

2.3.1 Presion arterial

Como hemos ido describiendo a lo largo de la
presente memoria, el tratamiento al final de la
gestacion con el antidiabético englitazona
afecta de forma permanente a los
descendientes en etapas posteriores del
desarrollo. En este sentido, estos
descendientes presentaron una  menor
ganancia de peso corporal, una menor
concentracion de lipidos plasmaticos y una
mayor tolerancia a la glucosa que sus
respectivos controles. Todo ello sugiere que
dicho tratamiento durante la etapa fetal podria
estar jugando un papel protector frente al
desarrollo de diabetes, hiperlipemia y/o
obesidad cuando son adultos. Para analizar si
dicho tratamiento también estuviera mejorando
la presion arterial en estos animales, se midi6
la presion arterial sistélica, presion arterial
diastdlica y presion arterial media. Como se
observa en la figura 31, el tratamiento de
ratas gestantes con englitazona produce una
disminucién muy importante de la presion
arterial sistdlica, diastdlica y media de sus
descendientes de 60 semanas de edad, tanto
en los machos como en las hembras. Los
resultados presentados ponen de manifiesto
que el tratamiento de las gestantes con
englitazona podria tener un efecto protector
frente al desarrollo de hipertension arterial de
sus crias en la vida adulta. Asimismo, estos
resultados apoyan la hipétesis de que no solo
los factores de riesgo especificos asociados a
determinados tipos de vida, sino también los
cambios en el ambiente intrauterino durante la
etapa fetal podrian contribuir o prevenir frente

al desarrollo de la hipertension arterial.
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Figura 31: Efecto del tratamiento materno con
englitazona sobre la presion arterial de la
descendencia a la semana 60 de edad.

***=p<0.001. Englitazona vs control.

2.3.2 Reactividad vascular en el lecho

mesentérico perfundido.

Para analizar mejor el citado efecto
estudiamos si la menor presion arterial
observada en las crias por el tratamiento de
las ratas gestantes con englitazona podria
deberse a cambios en la reactividad vascular
del lecho mesentérico.

Con este fin, en la semana 70 de vida
postnatal se midié la respuesta vascular del
lecho mesentérico de 10 animales nacidos de

madres tratadas con englitazona (5 machos y
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5 hembras) y otros 10 animales nacidos de

madres controles.

a) Respuesta contractil a vasoconstrictores
no derivados del endotelio

Respuesta contractil a KCI

Transcurrido el tiempo de equilibrado y para
estudiar la respuesta contractil del lecho
mesenterico se indujo la contraccion del
mismo con KCI (75mM). Como se muestra en
la tabla 25, el incremento en la tensién
isométrica inducido por KCI tanto en las
hembras como en los machos nacidos de
madres tratadas con englitazona fue similar al

observado en los nacidos de madres control,

lo cual indica que la capacidad contractil del
musculo liso vascular era similar en ambos

grupos (tabla 25).

Respuesta contractii a noradrenalina y

angiotensina 2

Como se observa en la tabla 25, |la respuesta
del lecho mesentérico tanto a noradrenalina
10°M como a angiotensina 2 de los
descendientes de madres tratadas fue similar
a la de los nacidos de madres control. Estos
resultados ponen de manifiesto que la
respuesta a dicho agonista o adrenérgico y a
la angiotensina 2 a los 18 meses de edad no
se ve influida por el tratamiento de sus madres

con el antidiabético durante la gestacion.

Tabla 56: Respuesta contractil en el lecho mesentérico prefundido en la semana 70 de vida.

HEMBRAS MACHOS

Control Englitazona Control Englitazona

KCI (75mM) mm Hg 42.0+6.1 59.1 % 10.1 424164 58.9£10.5

NA(10°°M) (% KCI) 172.9 + 52.1 129.2 +27.8 122.0 £ 22.1 108.3 +31.2
Angiotensina 2 (3x10'8M) (% KCI) 204 +11.2 135+4.8 122+ 35 8.1+3.3
4 Aminopiridina (2x10°M) (% KCI) 15.3+9.0 13.0+ 6.3 10.7 £ 3.7 6.6 +2.1
L NAME (% KCI) 0.7+2.1 7.1+3.61 76+37 1.6+0.7

L NAME + Noradrenalina (10°M) 309.0 + 50.6 289.0+80.5 166.3 + 37.3 223.9+47.0

(% KCI)

La contraccién y relajacion mediada por vasoconstrictores y vasodilatadores se expresa como porcentaje de

contraccion/relajacion respecto a la contraccion inducida por KCI.

Inhibicion de canales de potasio
dependientes de voltaje

Con objeto de estudiar el papel del factor
relajante derivado del adipocito (ADRF) sobre
la relajaciéon vascular, se incub6 el lecho
mesentérico con 4 aminopiridina, un inhibidor

de los canales de potasio dependientes de

voltaje (Kv) bloqueando el efecto del ADRF
secretado por la grasa perivascular. Como se
muestra tambien en la tabla 25, las respuestas
contractiles tras la incubacion con 4
aminopiridina no se vieron modificadas por el
tratamiento en la etapa perinatal con
englitazona siendo similares tanto en machos

como en hembras de ambos grupos.
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b) Respuesta vasodilatadora del lecho

mesentérico

La relajacion maxima inducida por la
acetillcolina (Ach) en el lecho mesentérico de
las hembras de 18 meses nacidas de madres
tratadas con englitazona (figura 32) fue similar
a la observada en las ratas nacidas de madres
controles, lo cual indica que el tratamiento con
el antidiabético no afecta la relajacion
dependiente de endotelio a la Ach. Sin
embargo, como se observa en la figura 32, la
respuesta vasodilatadora a nitroprusiato fue
mayor en las hembras nacidas de gestantes

tratadas, lo cual sugiere que la capacidad del

musculo liso de responder a un donador
exdgeno de NO es mayor en este grupo.
Cuando analizamos la relajacion maxima
inducida por la Ach en el lecho mesentérico de
los machos de 18 meses nacidos de madres
tratadas con englitazona, ésta era
significativamente mayor con respecto a la de
las ratas nacidas de madres controles. Esta
mayor respuesta se reflejo en un aumento en
su efecto maximo y una disminucién en la
dosis necesaria para producir el 50% del
efecto maximo indicando que en estos
animales existe una mayor relajacién

dependiente de endotelio a la acetilcolina
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Figura 32: Curvas dosis-respuesta acumuladas de Acetilcolina (A), Acetilcolina en presencia de L-NAME

(B) y Nitroprusiato (C) en el lecho mesentérico de las hembras y de Acetilcolina (D), Acetilcolina en

presencia de L-NAME (E) y Nitroprusiato (F) en el lecho mesentérico de los machos en la semana 70 de

vida. *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001. Englitazona vs control.
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Cuando analizamos la respuesta
vasodilatadora independiente de endotelio
mediada por nitroprusiato sddico tal y como se
recoge en las correspondientes curvas dosis-
respuesta (figura 32), observamos que la
capacidad del musculo liso de responder a un
dador exdégeno de NO fue similar en ambos

grupos.

Efecto de la inhibicion del NO sobre la
respuesta vasoconstrictora a noradrenalina

y posterior vasodilatacion con acetilcolina

Quisimos también analizar el efecto de la
produccion basal de NO. Para ello,
perfundimos el lecho mesentérico con el
inhibidor de la 6xido nitrico sintasa, L-NAME.
Como se recoge en la tabla 25, el tratamiento
con L-NAME produjo un incremento en la
presion de perfusion que no fue diferente entre
las hembras nacidas de madres tratadas con
englitazona y las hembras nacidas de madres
controles. Asimismo, la presencia de L-NAME
incrementd la  contraccion debida a
noradrenalina 10°M, siendo este incremento
semejante en ambos grupos.

A continuacion, quisimos estudiar la
contribucion del NO a la relajacién vascular
mediada por acetilcolina. Los resultados
obtenidos que se recogen en la figura 32
tampoco revelaron diferencias entre grupos y
sugieren que la produccion de NO en las
arterias de resistencia es similar en los
descendientes hembras de ambos grupos.
Asimismo, estos resultados ponen de
manifiesto que la contribucion a la relajacion
dependiente de Ach de los factores derivados
del endotelio fue un 50% dependiente de 6xido
nitrico y un 50% dependiente de factores
relajantes derivados de endotelio en los dos

Casos.

En lo que respecta a los machos, la incubacion
con L-NAME produjo una respuesta contractil
del lecho mesenterico y un incremento en la
contraccién a noradrenalina 10°M cuando se
encuentra inhibido el NO, semejante en ambos
grupos; por lo que este efecto parece ser
independiente del tratamiento de sus madres
con englitazona durante la gestacion.

Sin embargo, a pesar de que, la relajacion
dependiente de Acetilcolina se encontraba
significativamente aumentada en los machos
nacidos de madres tratadas, cuando
blogueamos la produccion de NO basal
mediante la perfusién del inhibidor de la 6xido
nitrico sintasa L-NAME, observamos que la
capacidad de la acetilcolina de inducir la
relajacién en el lecho mesentérico habia sido
completamente bloqueada en estos animales
mientras en los machos nacidos de madres
control (figura 32) solo habia sido bloqueada
parcialmente. De esta forma, la contribucion a
la relajacion dependiente de Ach de los
factores derivados del endotelio fue un 50%
dependiente de oxido nitrico (NO) en los
machos nacidos de madres controles,
mientras que en los machos nacidos de
madres tratadas fue dependiente de NO al
100%.

Estos resultados sugieren que el tratamiento
de sus las ratas gestantes con englitazona
tiene consecuencias tambien sobre la presion
arterial de sus descendientes cuando son
adultos. En el caso de los machos mejora la
relajacién endotelial por un aumento en la
produccion de NO en las arterias de
resistencia en estos animales. En el caso de
las hembras la menor presion arterial se debe
a un aumento en la relajacion inducida por NO
en el lecho mesentérico.

El tratamiento con TZDs ha demostrado

producir un ligero descenso, si bien
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significativo de los niveles de presion arterial
(497). Sin embargo, dado que el tratamiento
fue administrado Unicamente a las madres
durante la ultima etapa de la gestacion, y los
efectos se observan en los descendientes
adultos es poco plausible que pudiera ser un
efecto directo del farmaco.

No obstante, es bien conocido que
alteraciones en el ambiente fetal pueden

inducir cambios estructurales o funcionales

que afecten al control de la presion arterial en
los descendientes cuando son adultos (498).
Por tanto no podemos descartar que esta
mayor respuesta vascular del lecho
mesentérico y la menor presién arterial en los
descendientes de madres tratadas con el
antidiabético, podrian tener su origen en una
programacion de los mecanismos de control

de la presion arterial en su etapa fetal.
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

A continuacién se muestra un resumen de los resultados mas relevantes de la presente tesis:

CAPITULO |

A pesar de que el tratamiento con englitazona
no modificé la glucemia, la insulinemia fue
significativamente menor en las ratas
gestantes a las que se administrdo el
antidiabético. Los resultados obtenidos en el
OGTT, asi como los indices de sensibilidad a
(HOMA-IR QUICKI y FGIR)

revelaron que la englitazona revierte el estado

la insulina

de resistencia a la insulina presente en la
gestante a término.

Por otro lado, el tratamiento con englitazona
produjo una marcada reduccion de la
hiperlipemia, y un menor acumulo de lipidos
en el tejido adiposo lumbar y en el higado de
las ratas gestantes. Todo lo cual podria estar
relacionado con una mejora en la sensibilidad
a la insulina en la madre.

Esta mejora en la respuesta a la insulina fue
paralela a un aumento en la expresion y
secrecion de adiponectina y a una disminucion
en la expresion y secrecién de resistina, asi
como de una disminucion de la fosforilacién en
residuos de serina del IRS-1, y no de cambios
en la expresion de otras proteinas de la

cascada de sefalizacion de la insulina.

CAPITULOII

El tratamiento con englitazona produce un
retraso en el crecimiento intrauterino de las
crias, que pudo ser explicado por una
disminucién en los niveles de IGF1
plasmaticos. Asimismo, las crias nacidas de
madres tratadas con englitazona presentaron
hiperglucemia, hiperinsulinemia y resistencia a
la insulina que perduré al menos hasta el final
de la lactancia

El tratamiento con englitazona afecté a la
acumulacion lipidica tisular en los neonatos ya
que por una parte disminuy6 el peso como el
contenido de triglicéridos hepaticos, mientras
que aumentd el contenido de triglicéridos en
el tejido adiposo marrén, el cual presentaba un
aspecto macroscépico mas propio del tejido
adiposo blanco.

Sin embargo, tras la lactancia y en la vida
adulta, el tratamiento con englitazona de ratas
gestantes podria estar protegiendo a sus
descendientes frente al desarrollo de
hiperlipemia y obesidad, ya que peso corporal,
el contenido de los depdsitos grasos y los
parametros lipidicos en plasma fueron
menores en los descendientes de madres
tratadas con englitazona.

Por su parte, los niveles de glucosa e insulina
y los indices de sensibilidad a la insulina
(HOMA-IR QUICKI y FGIR) mostraron que las
crias nacidas de madres tratadas presentaban
mayor sensibilidad a la insulina, lo cual fue
corroborado con los resultados obtenidos en
los tests de sobrecarga oral de glucosa.
Asimismo, el estudio molecular de la cascada

de senalizacién de la insulina en el musculo
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Resultados y discusién

esquelético y tejido adiposo blanco revelé que
la mayor sensibilidad a la insulina podria
deberse a un aumento de la expresion del
receptor de insulina, PI3K e IRSs; proteinas
implicadas en la transmisiéon de la senal al
interior celular y a la menor fosforilacion en
serinas de los IRSs. Todos estos resultados
permiten sugerir que el tratamiento con
englitazona de las ratas gestantes podria

proteger a sus descendientes frente al

desarrollo de resistencia a la insulina y/o
diabetes en la edad adulta.

Finalmente, la mayor respuesta vascular del
lecho mesentérico y, como consecuencia, la
menor presion arterial en los descendientes de
madres tratadas con el antidiabético ponen de
manifiesto que el tratamiento de las gestantes
con englitazona podria tener un efecto
protector frente al desarrollo de hipertension

arterial de sus crias en la vida adulta.

95



Julio Sevillano Fernandez Conclusiones

CONCLUSIONES

96



Julio Sevillano Fernandez Conclusiones

El tratamiento de ratas gestantes en el ultimo tercio de gestacién con englitazona disminuye la
hiperlipemia y revierte la resistencia a la insulina en la gestante a término a traves de una disminucién

en la fosforilacion en la ser307 del IRS-1 y un aumento paralelo de los niveles de adiponectina.

El tratamiento con englitazona de las ratas durante el ultimo tercio de la gestacion produce un menor
crecimiento postnatal y produce resistencia a la insulina en las crias que perdura hasta el momento

del destete.

En la edad adulta los descendientes de madres tratadas con englitazona presentan menor peso
corporal, menor concentracion de lipidos plasmaticos, mayor tolerancia a la glucosa, disminucién en
la adiposidad, y una menor presion arterial. Todos estos resultados permiten sugerir que el
tratamiento con englitazona de las ratas gestantes podria proteger a su descendencia frente al

desarrollo de diabetes, obesidad e hipertension en la etapa adulta.
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