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PALABRAS CLAVE Resumen

Lipoatrofia; Introduccion: Recientemente se ha identificado que el tejido adiposo marrén (BAT) es funcional
Metabolismo de la en adultos humanos y se ha descrito su papel potencial como diana terapéutica frente a la obe-
glucosa; sidad y enfermedades metabolicas asociadas.

Resistencia a la Objetivo: Analizar el papel de la lipoatrofia marrdn y el incremento de masa del tejido adiposo
insulina; blanco (WAT) en las alteraciones vasculares y metabolicas asociadas a la obesidad y al envejeci-
Disfuncion vascular; miento.

Receptor de insulina Material y métodos: El modelo carente del receptor de la insulina en el BAT (BATIRKO) fue ge-

nerado utilizando la expresion de la Cre recombinasa bajo el promotor de la proteina desaco-
plante 1 (UCP-1).

Resultados: El raton BATIRKO de 52 semanas presento lipoatrofia marron severa asociada a un
incremento de la adiposidad visceral. Ademas, dicho grupo mostroé una progresiva intolerancia a
la glucosa y una moderada hiperglucemia en el ayuno debido a un defecto en la secrecion de la
insulina. La lipoatrofia marron, junto con el aumento de la adiposidad visceral, incremento de
forma concertada la produccion de adipocitocinas por ambos tejidos adiposos. Este grupo, aun-
que no mostro resistencia global a la insulina presento un fallo en la sefializacion de insulina en
el WAT y en la aorta. Ademas, el raton BATIRKO de 52 semanas mostro disfuncion vascular, infil-
tracion de macrofagos, estrés oxidativo y un incremento significativo de marcadores de activa-
cion endotelial e inflamacion.

Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que la lipoatrofia marron y el incremento de adipo-
sidad visceral a través de la expresion concertada de citoadipocinas inducen resistencia vascu-
lar a la insulina que agrava la disfuncion vascular.

© 2011 Sociedad Espafiola de Diabetes. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.

*Autor para correspondencia.
Correo electronico: almudenagomez@farm.ucm.es (A. Gomez-Hernandez).

1130-6343/$ - see front matter © 2011 Sociedad Espanola de Diabetes. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.



Almudena Gomez-Hernandez et al

KEYWORDS
Lipoatrophy;
Glucose metabolism;
Insulin resistance;
Vascular dysfunction;
Insulin receptor

The role of brown lipoatrophy in metabolic and vascular alterations associated to
obesity and aging

Abstract

Introduction: Actually, it was identified that brown adipose tissue (BAT) is functional in adult
humans and it has described its potential role as therapeutic target against obesity and related
metabolic diseases.

Objective: Analyze the role of brown lipoatrophy and the increased of white adipose tissue
(WAT) mass in vascular and metabolic alterations associated to obesity and aging.

Material and methods: Brown adipose tissue-specific insulin receptor knockout model (BATIRKO)
was generated using the expression of recombinase Cre under the UCP-1 promoter.

Results: 52-week-old BATIRKO mice, but not 33-week-old, had a significant decrease of BAT
mass associated to a significant increase of visceral WAT mass. 52-week-old BATIRKO mice
showed progressive glucose intolerance and mild fasted hyperglycemia related to an insulin se-
cretion defect. Brown fat lipoatrophy and increased visceral adiposity enhanced the concerted
expression of adipocytokines in both adipose tissues. Although those mice showed global insulin
sensitivity, insulin signaling in WAT was impaired. More importantly, insulin signaling was im-
paired at the aorta and in the endothelium. Finally, 52-week-old BATIRKO mice showed vascular
dysfunction, macrophage infiltration, oxidative stress, a significant increase of genes markers
of endothelial activation and inflammation.

Conclusions: Our results suggested that brown fat lipoatrophy and increased visceral adiposity
through the concerted overexpression of cytoadipokines induces vascular insulin resistance that

aggravates vascular dysfunction.
© 2011 Sociedad Espanola de Diabetes. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Abreviaturas

ApoE: apolipoproteina E.

BAT: tejido adiposo marron.

BATIRKO: carente del receptor de la insulina en el teji-
do adiposo marrén.

IR: receptor de insulina.

WAT: tejido adiposo blanco.

Introduccion

La obesidad se desarrolla cuando el aporte energético exce-
de al gasto energético’. Hay 2 tipos diferentes de tejido adi-
poso en cuanto a su composicion y distribucion en mamife-
ros: marron y blanco. El tejido adiposo blanco (WAT) esta
localizado principalmente en la region subcutanea y en la
abdominal y, debido a su funcién endocrina, produce citoci-
nas y hormonas que modulan el metabolismo humano y la
resistencia a la insulina?“. La obesidad se caracteriza por un
exceso de WAT visceral. Por otro lado, el tejido adiposo ma-
rron (BAT) es escaso y esta localizado en las regiones cervi-
cal, supraclavicular, paravertebral, mediastinal, paraadrtica
y suprarrenal®>®, y pequeiios depositos dentro del musculo
esquelético en adultos humanos’. BAT esta formado por adi-
pocitos marrones y células progenitoras de adipocitos, y
esta altamente vascularizado®. La induccion de la termogé-
nesis del BAT reduce la adiposidad y protege a los ratones
frente a la obesidad inducida por dieta®™. La proteina des-
acoplante 1 (UCP-1) se expresa exclusivamente en las mito-

condrias del BAT y desempeiia la funcién de éste'’. Estudios
de animales carentes del BAT o de UCP-1 han demostrado
claramente como la termogénesis del BAT protege frente a
la obesidad™. Ademas, individuos con valores bajos de BAT
son propensos a acumular WAT en exceso y a la ganancia de
peso corporal®™. Ademas, la adiposidad visceral y la obesi-
dad estan fuertemente asociadas con un mayor riesgo de
diversas enfermedades asociadas al envejecimiento™. Ade-
mas, en los Ultimos anos, hay evidencias de la presencia y
de la funcionalidad del BAT en los adultos humanos y su co-
rrelacion inversa con el indice de masa corporal®.

En este contexto, el raton BATIRKO es un modelo Unico de
lipoatrofia marrén y diabetes debido al defecto intrinseco
en la secrecion de la insulina®™. Asi, en este trabajo hemos
analizado el papel de la lipoatrofia marron severa en las al-
teraciones metabolicas y vasculares asociadas a la obesidad
y al envejecimiento.

Material y métodos

Animales

El grupo control esta formado por ratones IR /P C57BL/6
y ratones wild-type C57BL/6. El ratén transgénico expresa
Cre-recombinasa bajo el control del promotor de UCP-1,
como se ha descrito™. El raton BATIRKO se gener6 a partir
del raton transgénico UCP-1 Cre y el IR/ o? A ambos gru-
pos de ratones macho, BATIRKO y control, se les administro
una dieta estandar (3% de las calorias provienen de la grasa)
y fueron sacrificados a las 33 y 52 semanas (ratones adultos
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y viejos, respectivamente) El genotipaje de los ratones
trasngénicos IR*/® y UCP-1-Cre se realizoé por PCR como
se ha descrito previamente'. Todos los animales de experi-
mentacion descritos se han utilizado de acuerdo con los es-
tandares del cuidado de animales habiéndose aprobado por
los comités éticos de nuestra institucion.

Estudios in vivo de la sefalizacién de la insulina

Para los estudios in vivo de la sefializacion de la insulina, se
les inyectaron 1 U/kg de insulina en la cavidad peritoneal.
Después de 10 min, los tejidos se extrajeron e inmediata-
mente se congelaron en nitrogeno liquido. Se estudioé me-
diante western blot p-AKT (Ser473) en el BAT, WAT, higado,
musculo esquelético y arteria aorta asi como la fosforilacion
de eNOS (Ser1177) en la aorta.

Western blot analysis

El analisis de western blot se realizd como se ha descrito'.
Los anticuerpos utilizados anti-IR IRB (Ab-4) de oncogene,
p-eNOS (Ser1177), eNOS y anti-UCP-1 de Santa Cruz Biotech-
nology, p-AKT (Ser 473), AKT de Cell Signaling, anti-TNF-a,
antileptina y antiadiponectina de Millipore y a-actina de
musculo liso, anti-B-actina and tubulina de Sigma.

Procedimientos analiticos

Los valores plasmaticos de insulina, leptina y TNF-o se ana-
lizaron por ELISA (Millipore y SABioSciences). Los valores de
colesterol y triglicéridos se testaron en las muestras del
plasma (Spinreact). La concentracion de glucosa se deter-
mind en ratones ayunados utilizando un glucémetro auto-
matico (Boehringer-Mannheim GmbH). Los experimentos de
secrecion de insulina, y los test de tolerancia a la glucosa y
a la insulina se realizaron como se ha descrito®.

Anadlisis histologico

La inmunohistoquimica (IHC) frente a UCP-2 en el pancreas
se realiz6 como se habia descrito. La acumulacion de lipi-
dos se midi6 por una tincion con QilredO. El infiltrado de
macrofagos y los valores de nitrotirosina se detectaron por
IHC con anticuerpos especificos como antirraton F4/80 (se-
rotec) y un anticuerpo policlonal antinitrotirosina (Upstate).
Después de la incubacion con el anticuerpo primario duran-
te toda la noche a 4 °C, se incubaron con los anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa durante 1 h. Las
secciones fueron tefiidas durante 10 min a temperatura am-
biente con DAB y contrastadas con hematoxilina. En cada
experimento se incluyeron controles negativos sin anticuer-
po primario para comprobar la tincion inespecifica.

Reactividad vascular

La funcion vascular se estudié en los anillos aorticos de ra-
tones control y BATIRKO a las 33 y 52 semanas. La funcion
endotelial se estudio evaluando las relajaciones dependien-
tes de endotelio inducidas por acetilcolina (10° a 10> mol/l)
o frente a insulina (10 a 10 mol/l) en anillos adrticos pre-
contraidos previamente frente a fenilnefrina (PE; 10¢
mol/l).

PCR cuantitativa a tiempo real

La expresion de los genes estudiados fue realizada por PCR
cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) como se ha descrito'.
Asi, la cantidad de los distintos genes se normalizo por un
gen endogeno (GADPH) y se relativizd cada uno a su control.
RQ = 222¢t [ACt = Ct (gen diana) - Ct (GADPH); AACt = ACt
para una muestra - ACt para el control].

Formacién del anion superéxido

Para evaluar los valores del anion superoxido en secciones
de arcos aorticos se utilizo la hidroxietidina (HE) como se ha
descrito’.

Analisis estadistico

Todos los valores son expresados como media + SEM. Los
datos se analizaron usando un analisis de varianza seguido
por el test de Bonferroni. Se ha considerado significativo
cuando el valor de p < 0,05. Las correlaciones que se han
establecido se han hecho utilizando los test de Spearman.

Resultados

Implicacion de la lipoatrofia marréon en la obesidad
y en las alteraciones del metabolismo de la
glucosa

En primer lugar, el raton BATIRKO presenta un descenso sig-
nificativo de la masa del BAT (lipoatrofia marrén severa) con
respecto a sus controles, siendo ésta consecuencia de la de-
lecion especifica del IR en dicho tejido. Ademas, este hecho
confiere susceptibilidad a la obesidad como se puede obser-
var a las 52 semanas, ya que presentd un incremento de la
adiposidad visceral e hiperleptinemia (tabla 1).

Por otro lado, la lipoatrofia marron, ademas de conferir
susceptibilidad a la obesidad, se ha observado que tiene
consecuencias directas en el metabolismo de la glucosa. Asi,
el raton BATIRKO mostrd una progresiva intolerancia a la
glucosa con hiperglucemia en el ayuno sin tener resistencia
global a la insulina debido a un defecto en la secrecion de la
insulina (tabla 1; fig. 1A, By C). Esto se correlaciona con la
hipoinsulinemia (tabla 1). Ademas, esta bien establecido
que un incremento de los valores de UCP-2 de las células
beta esta asociado con un defecto en la secrecion de la in-
sulina®™. En este sentido, el raton BATIRKO, principalmente
a las 52 semanas, presento un incremento significativo de la
expresion de UCP-2 en los islotes pancreaticos (fig. 1D).
Este incremento de UCP-2 en los islotes fue en paralelo con
el incremento de expresion de UCP-1 en el BAT del raton
BATIRKO envejecido (fig. 1E).

Implicacion del tejido adiposo marrén en la
resistencia vascular a la insulina

Como la obesidad es un proceso inflamatorio de bajo grado,
se observo un incremento significativo de la expresion de
TNF-a, leptina y PAI-1 en ambos tejidos adiposos del raton
BATIRKO envejecido (fig. 1F). Ademas, se encontré una co-
rrelacion de la expresion de estas adipocitocinas descritas
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Tabla 1 Perfil metabolico y lipidico de ratones control y BATIRKO

Control 33w BATIRKO 33w Control 52w BATIRKO 52w
Peso corporal (g) 28,9 £ 0,7 27,9 +1 31,68 + 0,82° 32,88 + 0,52P
WAT (mg)/peso corporal (g) 15,5+ 1,5 21,0+ 3,5 20,89 + 2,6 40,41 + 1,6 2P¢
BAT (mg)/peso corporal (g) 2,39 +0,2 0,86 + 0,07 < 3,01 £0,3 0,88 + 0,22¢
Insulina (ng/ml) 0,37 + 0,08 0,18 + 0,02 1,86 + 0,8*° 0,71 +£0,3°
Glucosa (mg/dl 120,7 £ 5,9 125,4+7,8 118,8 + 3,6 145,9 + 3,9¢
TNF-o (pg/ml) 6,4+1,3 6,3 +1 12,36 + 4,5 20,4 + 13,12bc
Leptina (ng/ml) 2,8+0,3 3,8+£0,6 3,3+£0,8 7,7 £ 1,33b¢
Colesterol (mg/dl) 82,3+6,9 72,5+ 2,4 88,1+7 69,5 + 4,8
TG (mg/dl) 31,4+ 1,5 32,3+3,8 45,7 + 15 46,1 £ 10

Control 33w: grupo de ratones control a las 33 semanas; BATIRKO 33w: grupo de ratones BATIRKO a las 33 semanas; Control 52w: grupo de
ratones control a las 52 semanas; BATIRKO 52w: grupo de ratones BATIRKO a las 52 semanas.

3p < 0,05 frente a C33w.
5p < 0,05 frente a B33w.
p < 0,05 frente a C52w.

Todos los animales BATIRKO mostraron una lipoatrofia marrdn severa (disminucion del ratio del BAT/peso corporal). El raton BATIRKO a las
52 semanas de edad presento obesidad (incremento del ratio WAT/peso corporal e hiperleptinemia), valores altos del TNF-a, hipoinsuline-
mia y moderada hiperglicemia en el ayuno. No se observaron cambios significativos en el perfil lipidico de los 4 grupos estudiados.

con los valores circulantes en el raton BATIRKO envejecido
(tabla 1; fig. 1F).

Para ensayar si este aumento en los valores de adipocito-
cinas proinflamatorias por ambos tejidos adiposos podria
afectar a la sensibilidad a la insulina en otros tejidos perifé-
ricos, se realizaron estudios in vivo de la sefalizacion de
insulina en los tejidos periféricos. En primer lugar, el ratén
BATIRKO mostro resistencia primaria a la insulina en el teji-
do adiposo marrén (fig. 1G). Ademas, se observo sensibili-
dad a la insulina en higado y musculo esquelético de BA-
TIRKO envejecido (fig. 1G), siendo consistentes con la
sensibilidad global a la insulina (fig. 1B). Sin embargo, la
sefalizacion de insulina estaba marcadamente disminuida
en el WAT debido a la adiposidad generada. Mas relevante
fue el hecho de ver como esta sefalizacion de insulina tam-
bién fallaba en la aorta, como puede observarse al no indu-
cirse la fosforilacion de AKT y eNOS en respuesta a insulina
(fig. 1G). Estos resultados sugieren que el raton BATIRKO
envejecido mostro resistencia a la insulina en la arteria aor-
tay en el endotelio.

Implicacion de la lipoatrofia marron en la
disfuncion vascular y en la inflamacién de la arteria
aorta

Como el raton BATIRKO envejecido tiene inflamacion sisté-
mica y resistencia macrovascular a la insulina, nos plantea-
mos si ambos eventos podrian contribuir a agravar el dano
vascular. En primer lugar, estudiamos la funcion endotelial,
se observd una menor respuesta de relajacion frente a ace-
tilcolina en anillos aorticos del raton BATIRKO envejecido
con respecto al resto de grupos (fig. 2A). Al mismo tiempo
se observo un incremento significativo de la expresion de
genes implicados en la activacion endotelial (ET-1, ICAM-1y
eNOS) (fig. 2C).

Por otro lado se observo una menor respuesta de relaja-
cion frente a insulina en los anillos adrticos del raton BA-

TIRKO envejecido comparado con los del grupo control (fig.
2B). Estos resultados son consistentes con los obtenidos en
la figura 1G que describian el fallo en la sefalizacion de in-
sulina en la arteria aorta, confirmando la resistencia vascu-
lar a la insulina.

Se analiz6 el perfil lipidico para conocer si la acumula-
cion lipidica podria contribuir a las alteraciones vasculares
observadas en el raton BATIRKO envejecido. En este senti-
do, observamos que no hubo cambios significativos de los
valores plasmaticos del colesterol y los triglicéridos entre
los distintos grupos (tabla 1), asi como tampoco se detec-
taron depdsitos lipidicos en el arco aortico del ratén BA-
TIRKO envejecido (fig. 2D). Sin embargo, en el arco aértico
de ese grupo se observo infiltracién de macréfagos y un
incremento significativo de la expresion de MCP-1 (fig. 2D
y E). Ademas, se obtuvo también un incremento de la ex-
presion de genes implicados en el proceso inflamatorio
(iNOS, TNF-a. y PAI-1) en el arco aortico de BATIRKO enve-
jecido (fig. 2E).

Papel del estrés oxidativo en la disfuncién vascular

El estrés oxidativo podria ser unos de los primeros mecanis-
mos implicados en la disfuncidn vascular observada en el
raton BATIRKO envejecido. Asi, en los arcos aorticos de di-
cho grupo se observo un incremento significativo de los va-
lores de nitrotirosina y del anion superoxido (fig. 3Ay B).
Ademas, confirmamos que los valores elevados en la pro-
duccion de ROS se debian a un desequilibrio entre la expre-
sion de enzimas oxidantes (NOX-4) y antioxidantes (SOD-2,
Gpx-1y -4) en la arteria aorta (fig. 3C).

Discusion

El modelo BATIRKO desarrolla una lipoatrofia marron severa
debido a la delecion especifica del IR en el BAT. Este hecho
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Figura 1 Caracterizacion del modelo BATIRKO envejecido. Curvas de tolerancia a la glucosa (A) y a la insulina (B) realizadas en

ratones control y BATIRKO de 33 y 52 semanas de edad. (C) Test de secrecion aguda a la insulina en ratones control y BATIRKO. 2p <
0,05 frente a valores plasmaticos de insulina previo a la inyeccion con glucosa. (D) Cuantificacion de la inmunohistoquimica de UCP-
2 en el pancreas, que se expresa como tincion positiva por area del islote. (E) Expresion de UCP-1 en BAT analizada por qRT-PCR. (F)
Analisis por western blot de la expresion de adipocitocinas en BAT y en WAT de ratones control y BATIRKO. (G) Fosforilacion de Akt
en respuesta a insulina de ratones control y BATIRKO. C33w: control de 33 semanas (n = 12); B33w: BATIRKO de 33 semanas (n = 10);
C52w: control de 52 semanas (n = 12); B52w: BATIRKO de 52 semanas (n = 8). *p < 0,05 frente a C33w; 'p < 0,05 frente a B33w; *p <

0,05 frente a C52w.

confiere susceptibilidad a desarrollar obesidad'.
Recientemente se ha descrito que la cantidad de BAT esta
inversamente correlacionada con el indice de masa
corporal®. En este sentido, la lipoatrofia marron producida
en nuestro modelo es suficiente para producir obesidad.
Ademas, el ratén BATIRKO present6 una progresiva
intolerancia a la glucosa, hipoinsulinemia e hipoplasia
pancreatica, y moderada hiperglucemia en el ayuno a las 52
semanas de edad sin resistencia global a la insulina. Estas
alteraciones en el metabolismo de la glucosa se podrian
deber al defecto en la secrecion de la insulina por un

aumento en la expresion de UCP-2 en los islotes pancreaticos.
En este sentido, se ha descrito previamente el papel
negativo de UCP-2 en la secrecion de insulina de las células
beta del pancreas’®.

Se ha observado que la resistencia primaria a la insulina
en BAT del ratén BATIRKO se debe a la delecidon del IR
especificamente en dicho tejido. Ademas, la sefializacion de
la insulina en el WAT del raton BATIRKO envejecido esta
afectada debido al incremento de adiposidad visceral. La
arteria aorta del raton BATIRKO envejecido también tiene
afectada la sefalizacién de insulina. Estos resultados
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Figura 2 Estudio de las alteraciones vasculares en el modelo BATIRKO envejecido. Respuestas de relajacion frente a acetilcolina
(Ach; 10 to 10° mol/l) (A) o insulina (ins; 10-"° to 10 mol/l) (B) en anillos aorticos previamente precontraidos con fenilnefrina
(10¢ mol/l). (C) Expresion de genes implicados en la disfuncion vascular (ET-1, ICAM-1 y eNOS) de la arteria aorta de ratones control
y BATIRKO por gRT-PCR como se indica en materiales y métodos. (D) Fotografias representativas de la tincion con OilredO (lipidos) y
de la IHC frente a los Rc F4/80 (infiltracion de macrofagos) en los arcos adrticos del raton control y BATIRKO a 33 y 52 semanas. En
la parte inferior, cuantificacion del infiltrado de macrofagos expresado como tincion positiva por area de la aorta. (E) Expresion de
genes implicados en la inflamacion (MCP-1, iNOS, TNF-a y PAI-1) de la arteria aorta de ratones control y BATIRKO por gRT-PCR como
se indica en materiales y métodos.

C33w: control de 33 semanas (n = 12); B33w: BATIRKO de 33 semanas (n = 10); C52w: control de 52 semanas (n = 12); B52w = BA-
TIRKO de 52 semanas (n = 8). *p < 0,05 frente a C33w; 'p < 0,05 frente a B33w; *p < 0,05 frente a C52w.

sugieren que la resistencia vascular a la insulina podria
agravar la disfuncion vascular observada en el raton BATIRKO
de 52 semanas. En este sentido, se ha descrito que la
pérdida de la sefalizacion de insulina en las células
endoteliales vasculares acelera la aterosclerosis de los
ratones ApoE /20,

Ademas, la obesidad es una enfermedad inflamatoria?' y
podria ser uno de los mecanismos implicados en la resistencia
vascular a la insulina observada en el raton BATIRKO
envejecido. Asi, se ha descrito que la obesidad es clave en
la disfuncion vascular y en la inflamacion de ratas

hipertensas sometidas a dieta grasa? y como los marcadores
proinflamatorios secretados por WAT podrian participar en
la disfuncion del modelo experimental de obesidad?. Asi,
cambios en el tejido adiposo estan asociados con la
disfuncidn sistémica arterial y resistencia a la insulina,
sugiriendo que la inflamacion del tejido adiposo podria estar
unido al dafno vascular y a un aumento del riesgo
cardiovascular en sujetos obesos?. En este sentido, se ha
encontrado un aumento significativo de la expresion de
adipocinas y moléculas proinflamatorias en el BAT y en el
WAT del raton BATIRKO envejecido. Estos incrementos
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Figura 3 Participacion del estrés oxidativo en la disfuncion vascular. Fotografias representativas (A) y cuantificaciones (B) de la IHC
frente a nitro-Tyr y con el método de hidroxietidina (anion superoxido) en los arcos aorticos del raton control y BATIRKO a 33 y 52 se-
manas. (C) Expresion de genes implicados en el estrés oxidativo de la arteria aorta de ratones control y BATIRKO por qRT-PCR como se
indica en “material y métodos”. Se analizaron tanto la expresion de enzimas oxidantes (NOX-4) como de enzimas antioxidantes (SOD-
2, catalasa, Gpx-1y -4). C33w: control de 33 semanas (n = 12); B33w: BATIRKO de 33 semanas (n = 10); C52w: control de 52 semanas
(n = 12); B52w: BATIRKO de 52 semanas (n = 8). *p < 0,05 frente a C33w; 'p < 0,05 frente a B33w; *p < 0,05 frente a C52w.

concertados se reflejan también a nivel sistémico y local de
la arteria aorta. Asi, se observo un incremento significativo
del infiltrado de macrofagos en el arco aortico asi como de
la expresion de moléculas proinflamatorias en la arteria
aorta. Esta inflamacion local generada en la arteria aorta
contribuye a la disfuncion vascular observada en el raton
BATIRKO envejecido. Por otro lado, se ha descrito
previamente que hay una relacion entre la formacién
intracelular de ROS y la disfuncion endotelial expuesta a
TNF-o, demostrando su participacion en la enfermedad
cardiovascular®. Ademas, la disfuncion endotelial es un
factor determinante de la reactividad vascular alterada y
desempena un papel clave en la génesis de las complicaciones
macro y microvasculares en la diabetes?.

Se ha observado que la expresion de eNOS en la arteria
aorta esta aumentada posiblemente como mecanismo
compensatorio frente al dafo endotelial generado en la
arteria aorta del raton BATIRKO envejecido. Asi, se ha
demostrado que la expresion de eNOS esta aumentada en
respuesta a la hipercolesterolemia?. Ademas, se ha descrito
que la produccion de ROS dentro del endotelio desempena
un papel clave en la disfuncion endotelial. Nuestros
resultados demuestran que el raton BATIRKO envejecido con
disfuncion endotelial tiene valores elevados de anion
superoxido y de nitro-Tyr en el arco aortico. Estos resultados

sugieren que ROS y RNS podrian ser uno de los mecanismos
implicados en la disfuncion vascular observada en dicho
grupo. Asi, tanto en el raton BATIRKO envejecido como en el
ratéon IRKO?, la expresion de eNOS esta aumentada
potencialmente como mecanismo compensatorio por la
menor disponibilidad de NO, ya que reacciona con ROS. Por
otro lado, altos valores de ROS se pueden deber al
desequilibrio entre la expresién de enzimas oxidantes y
antioxidantes. SOD-2 es una enzima que protege frente al
estrés oxidativo y la disfuncion endotelial en las arterias
aortas del raton ApoE~/?°. Ademas, la disfuncion endotelial,
asi como la mayor producciéon de ROS, activa una gran
variedad de vias de sefalizacion proinflamatorias, como
hemos descrito en la arteria aorta del ratén BATIRKO
envejecido.

Conclusiones

En resumen, nuestros resultados sugieren que la lipoatrofia
marrén y el aumento de la adiposidad visceral a través de la
produccion de adipocitocinas son suficientes para producir
resistencia vascular a la insulina, disfuncion vascular y un
incremento significativo de la expresion de genes implicados
en la activacion endotelial, la inflamacion y el estrés



Almudena Gomez-Hernandez et al

oxidativo. Finalmente, se sugiere que la resistencia vascular
a la insulina asociada a la lipoatrofia marron severa agrava
la disfuncion vascular.
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