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Implicacién del receptor PPAR« en las
alteraciones del metabolismo lipidico hepatico

en ratas viejas

E. Sanguino, M. Ramén y J.C. Laguna

Unidad de Farmacologia y Farmacognosia. Facultad de Farmacia. Universidad de Barcelona. Barcelona. Espafia.

Introduccién-objetivos. Los mecanismos
causantes de las alteraciones que se producen con
la edad en el metabolismo lipidico no se conocen
en su totalidad. El objetivo de este trabajo ha sido
determinar posibles alteraciones asociadas al
envejecimiento en la expresion y actividad hepéatica
de los factores PPARa. y SREBP-1 en rata macho y
estudiar su implicacién en los desérdenes lipidicos
que se producen con el envejecimiento.

Material y métodos. Se han utilizado ratas
macho Sprague-Dawley de 3, 18 y 22 meses de
edad. Se obtuvieron muestras plasméticas para la
determinaci6n de valores lipidicos y hormonales,
mediante distintos kits comerciales, y muestras de
tejido hepatico en las que se determinaron: valores
relativos de ARNm para PPARa, SREBP-1 y genes
diana, mediante la reaccién de la transcriptasa
inversa acoplada a la reaccién en cadena de la
polimerasa, proteina PPARa. y SREBP-1, mediante
la técnica de Western-Blot y ensayos de retardacién
de la movilidad electroforética (EMSA), para
estimar la actividad PPAR y SREBP-1.

Resultados. Las ratas macho de 18 y 22 meses
presentaron en el ambito hepatico una marcada
reduccién en la expresion y en la actividad de
unién PPARa, sin que se modificara la actividad
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NF«B. Este reduccién iba acompafiada de una
disminucién en la expresién del ARNm de la
carnitina-palmitoiltransferasa-I hepatica (CPT-I)
(64,6 y 56,2%; p < 0,01, para los grupos de 18 y
22 meses, respectivamente, frente a los valores del
grupo de animales j6venes), de la 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA-sintasa mitocondrial (18 y 70%
para los grupos de 18 y 22 meses,
respectivamente, frente a los valores del grupo de
animales de 3 meses) y de una acumulacién
hepatica de triglicéridos. Se incrementé de forma
moderada la expresion hepatica y la actividad de
unién del factor de transcripcién SREBP-1
(proteina de unién al elemento de respuesta a
esteroles-1). Las ratas viejas eran
hipercolesterolémicas e hipertrigliceridémicas,
presentaban una menor concentracién de acidos
grasos libres plasmaticos y valores elevados de
insulina (3,4 y 1,9 veces para el grupo de 18 y
22 meses, respectivamente) y leptina (15,8 y 10,8
veces para los grupos de 18 y 22 meses,
respectivamente). Los valores de ARNm de ucp2
en higado, gen cuya expresion ésta regulada por
leptina, se vieron reducidos con la edad.
Conclusiones. Los resultados de este trabajo
parecen indicar que la reduccién en el ambito
hepético en la expresion y en la actividad de unién
de PPARa desempefia un papel muy importante en
las alteraciones del metabolismo lipidico que
aparecen con el envejecimiento y que
probablemente estén asociadas a un marcado
estado de resistencia a la leptina.

Palabras clave:
Triglicéridos. Leptina. L-CPT-I. HMG-CoA-sintasa
mitocondrial. Acidos grasos libres. PPAR.
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IMPLICATION OF THE PEROXISOME PROLIFE-
RATOR ACTIVATED RECEPTOR o (PPAR-o) IN
ALTERATIONS OF HEPATIC LIPID METABO-
LISM IN ELDERLY RATS

Introduction. The mechanisms underlying alte-
rations in lipid metabolism produced by aging are
not completely understood. The aim of this study
was to identify the possible changes produced by
aging in liver expression and activity of nuclear
factors PPAR-a. and SREBP-1 in male rats, and
their relationship with lipid disturbances produ-
ced by old age.

Material and methods. Male Sprague-Dawley rats
3, 18 and 22 month old were used. Plasma samples
were obtained and concentrations of lipids and
hormones were determined using commercial kits.
Hepatic tissue samples were used for determination
of mRNA relative levels for PPAR-0,, SREBP-1
and target genes by RT-PCR, PPAR-a: and
SREBP-1 protein by Western-Blot, and PPAR
and SREBP-1 binding activities by electrophoretic
mobility shift assay (EMSA).

Results. The livers of 18- and 22-month old male
Sprague-Dawley rats showed a marked decrease in
PPAR-a expression and binding activity, with no
changes in NF«B activity. Reductions were also
found in mRNA expression of carnitine-palmitoyl
transferase-I (L-CPT-I) (64.6 and 56.2%; p < 0.01,
for the 18 and 22-month old groups, respectively,
compared with values in the group of young rats),
mitochondrial 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
synthase (mMHMG-CoA synthase) (18 and 70% for
18- and 22-month-old rats, respectively, compared
with values in the group of 3-monthold rats) and
hepatic triglyceride accumulation. Liver expres-
sion and binding activity of the lipogenic trans-
cription factor sterol response element binding
protein-1 (SREBP-1) showed a modest increase.
Elderly rats were hypercholesterolemic and hyper-
triglyceridemic and had reduced concentrations of
plasma fatty acids and high levels of plasma insu-
lin (3.4 and 1.9-fold in the 18 and 22-month old
groups, respectively) and leptin (15.8 and 10.8-fold
in the 18 and 22-month old groups, respectively).
The mRNA levels of the ucp2 gene, which is under
transcriptional control by leptin, were also redu-
ced in liver tissue.

Conclusions. The results of this study suggest
that decreased expression and binding activity of
hepatic PPAR-o play a prominent role in the pro-
duction of lipid metabolism disturbances in old
age. These changes are probably related to a mar-
ked state of leptin resistance.
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Introduccion

El envejecimiento estd asociado a inmunosenes-
cencia, disminucion de la secrecién hormonal y del
metabolismo hepatico, pérdida de masa corporal y
de masa dsea e incremento en la masa de tejido
adiposo. Como consecuencia, con la edad aumenta
la incidencia de una serie de desérdenes como son
las enfermedades inflamatorias, las dislipemias, la
aterosclerosis, la obesidad y la diabetes tipo 2. Los
mecanismos moleculares causantes de todos estos
cambios fisioldgicos en el organismo sélo se cono-
cen parcialmente.

El sistema inmunitario de animales envejecidos
presenta una elevada produccién constitutiva de
mediadores inflamatorios, como son las interleuci-
nas IL-6 e IL-12, el factor de necrosis tumoral alfa y
la ciclooxigenasa-2. La hiperactivacion espontédnea
del factor de transcripcién regulado por estrés oxi-
dativo NF«B (factor nuclear kappa B) parece ser res-
ponsable de estos cambios®. Poynter et al* demostra-
ron que el estado de hiperactivacién del NFkB en
esplenocitos obtenidos de ratones hembra viejos es-
taba relacionado con una disminucién dependiente
de la edad de la actividad del receptor nuclear
PPARa. (receptor activado por proliferadores peroxi-
sémicos alfa). La administracién a ratones envejeci-
dos de compuestos capaces de activar PPARa, fue ca-
paz de eliminar la hiperactividlad de NFxB y de
reducir la produccién espontanea de citocinas infla-
matorias.

La subfamilia del receptor nuclear PPAR consis-
te en las isoformas o, (NRIC1), ¥ (NR1C3), y &/p
(NR1C2)* La identificaciéon de los genes diana de
PPAR indica que PPAR« es el principal regulador
de genes implicados en la oxidacién lipidica, expre-
sandose en células con elevada velocidad de cata-
bolismo de 4cidos grasos, como los hepatocitos.
Por el contrario, PPARY que se expresa fundamen-
talmente en el tejido adiposo, esta implicado en el
almacenamiento corporal de energia y es un factor
clave en la diferenciacion adipocitaria’®.

Los mamiferos viejos, entre ellos el hombre, pre-
sentan un incremento en la concentracién plasma-
tica de lipidos’ y una disminucién en la oxidacién
de 4cidos grasos. Esta disminucién se debe princi-
palmente a una menor capacidad oxidativa de los
tejidos, méas que a una reduccién de la liberacién
de 4cidos grasos, y es probablemente determinante
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en el incremento de la concentracién de lipidos
plasmaticos y de grasa asociado a la edad®. Sin em-
bargo, no se conocen, por el momento, los meca-
nismos causantes del deterioro en la oxidacién de
grasas asociado al envejecimiento.

Teniendo en cuenta los cambios ya mencionados
en la expresion y actividad de PPARa. en células del
sistema inmunitario de animales envejecidos, y el pa-
pel determinante de PPARo y PPARY en la homeosta-
sis energética, nos hemos interesado en el estudio de
la posible relacién existente entre cambios en la acti-
vidad de los receptores PPAR y la alteracion del me-
tabolismo lipidico que se observa con el envejeci-
miento. Igualmente, hemos estudiado la expresién
hepatica en animales viejos de otro factor de trans-
cripcion, la proteina de unién al elemento de res-
puesta a esteroles-1 o SREBP-1, que controla la ex-
presion de genes lipogénicos. Nuestros datos
experimentales demuestran que las ratas viejas tie-
nen una marcada reduccion en la expresion hepati-
cay la actividad de PPARa.. A partir de nuestros re-
sultados y de otros recogidos en la bibliografia,
hipotetizamos que la reduccién hepatica de PPARa
se encuentra relacionada con la marcada resisten-
cia a la leptina que presentan los animales viejos.

Material y métodos

Animales

Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley (Criffa, Barcelo-
na). Los animales estuvieron estabulados durante una semana,
con comida y agua ad libitum y con humedad y temperatura
constantes, con un ciclo de 12 h de luz, 12 h de oscuridad.
Tras este periodo de aclimatacion los animales fueron pesados
y sacrificados bajo anestesia con ketamina (100 mg/kg, i.p.) so-
bre las 9-10 a.m. En el momento del sacrificio se recogié una
muestra de sangre en tubos con 5% EDTA (4cido etilendiami-
notetraacético), a partir de la cual se obtuvo el plasma por
centrifugacion y se guardé a -80 °C hasta el momento de las
determinaciones. Se obtuvieron tres muestras de higado. La
primera (10-100 mg) se congelé inmediatamente en N, liquido
y se guardé a -80 °C, para la posterior extraccién de ARN to-
tal. Otra muestra hepatica (500 mg) se guardé a -80 °C para la
cuantificacién de triglicéridos. Una dltima muestra de higado
de cada rata se utilizo, en fresco, para la obtencién de extrac-
tos nucleares. Todos los procedimientos siguieron las directi-
vas dadas por el Comité Bioético de la Universidad de Barcelo-
na, segin la Ley 5/1995 de la Generalitat de Catalunya.

Metabolitos plasmdticos y hormonas

La glucosa, colesterol, triglicéridos y 4cidos grasos libres en
plasma (NEFA) plasmaticos se determinaron en el Departamen-
to de Bioquimica del Hospital Clinico de Barcelona, por procedi-
mientos estandarizados. El resto de parametros plasmaticos se
determinaron por radioinmunoanalisis (RTA) usando los siguien-
tes kits comerciales: KI 1523 de BioLink 2000 (Barcelona) para
la hormona de crecimiento; RPA 547 y RPA 548 de Amersham
Pharmacia Biotech (Barcelona) para la insulina y corticosterona,
respectivamente, y RL83K de Clonagen (Madrid) para la leptina.
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Triglicéridos hepdticos

Los triglicéridos hepaticos se extrajeron y determinaron, si-
guiendo métodos descritos previamente’, con el kit 334-UV de
Sigma (Madrid).

Extraccion y andlisis del ARNm

El ARN total se aisl6 mediante el reactivo Ultraspec (Bio-
tecx, Houston, USA). Los valores relativos de ARNm se deter-
minaron a través de la reaccién de la transcriptasa inversa
acoplada a la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR).
Se sintetizé el ADN complementario a partir de 1 ug de ARN
total (menos en los casos de UCP-2 y SREBP-1, donde se utili-
zaron 0,5 pig), mediante su incubacién con 125 ng de hexédme-
ros al azar (Promega), cebadores de la reaccion, en presencia
de tamp6n con 50 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 75 mM de KCl,
3 mM de MgCl, 10 mM de ditiotreitol, 200 U de la enzima
transcriptasa inversa (M-MLV-RT, Invitrogen, Gaithersburg,
USA), 20 U ARNGsin (Invitrogen, Gaithersburg, USA) y 0,5 mM
de cada ANTP (Sigma) en un volumen final de 20 pl. Las
muestras se incubaron a 37 °C durante 1 h. Una alicuota de 5
ul de la reaccion de RT se utilizé para la reaccién de amplifica-
cién de PCR que contenia en un volumen final de 50 pl: 1,2
mM de MgCl, 0,2 mM de cada dNTP, 1,25 pC [*2P]-dATP
(3000 Ci/mmol, Amersham pharmacia biotech), 1 U de Taq
ADN polimerasa (Invitrogen), 0,5 pg de cada oligonucleétido
especifico en presencia de tampén Tris-HCl 20 mM, pH 8,5.
Para evitar hibridaciones inespecificas, la enzima y el produc-
to de la RT se separaron de los oligonucleétidos especificos y
dANTP mediante una capa de parafina que se funde cuando la
reaccion alcanza los 60 °C, dejando que los componentes en-
tren en contacto. Las secuencias especificas de los oligonucled
tidos sentido y antisentido utilizados para la amplificacion fue-
ron: PPARa, 5-GGCTCGGAGGGCTCTGTCATC-3' y 5-ACATG
CACTGGCAGCAGTGGA-3’; L-CPT-I, 5-TATGTGAGGATGCTG
CTT-3' y 5-CTCGGAGAGCTAAGCTTG-3; UCP-2, 5-AACAGT
TCTACACCAAGGGC-3" y 5-AGCATGGTAAGGGCACAGTG-3;
ACO, 5-ACTATATTTGGCCAATTTTGTG-3' y 5-TGTGGCAGT GG
TTTCCAAGCC-3; RXRa, 5-GCTCTCCAACGGGTCGAGGCT-3' y
5-TGGGTGTGGTGGGTACCGACA-3’; PPARY, 5-TGGGGATGT
CTCACAATGCCA-3" y 5-TTCCTGTCAAGATCGCCCTCG-3’; SR
EBP-1, 5-TCACAGATCCAGCAGGTCCCC-3" y 5-GGTCCCTCCA
CTCACCAGGGT-3; HMG-CoA-sintasa, 5-CAGAGGCTGATGG
AACGCACA-3’ y 5-GTTGGCAGCGTTGAAGAGGGA-3’; y APRT
(adenosil-fosforibosil-transferasa), 5-AGCTTCCCGGACTTCCC
CATC-3’ y 5-GACCACTTTCTGCCCCGGTTC-3. El gen aprt se
ha utilizado como control interno de la reaccién de PCR para
normalizar los resultados, excepto en los casos de HMG-CoA-
sintasa y PPARY, en los que la coamplificacién con aprt se rea-
liz6 en tubos separados. La reaccién de PCR se realiz6 en un
termociclador MJ Research (Ecogen, Barcelona) y consta de
las siguientes fases: a) desnaturalizacién a 94 °C durante 1
min; b) n ciclos de amplificacién (18 para HMG-CoA-sintasa,
21 para APRT, 23 para ACO, CPT-I, PPARa, RXRo y SREBP-1
0 25 ciclos para PPARY); cada ciclo consistia en desnaturaliza-
cién a 92 °C, 1 min, seguida de una hibridacién con los oligo-
nucleétidos especificos, a 60 °C (excepto para ACO, que fueron
58 °C), 1 miny 15 s y una etapa de sintesis a 72 °C 1 min 50 s,
y ¢) etapa de sintesis final, a 72 °C 5 min. A partir de 5 pl de re-
accion de PCR se realizé una electroforesis en gel de poliacrila-
mida al 5%, los productos de amplificacion se visualizaron
mediante la autorradiografia (radiografias Kodak X-ray) y se
cuantificaron las bandas radiactivas por densitometria (Vilbert
Lourmat Imaging). La amplificacién de cada gen dio lugar a
una unica banda del tamafio esperado (PPARa.: 645 pares de
bases (pb); PPARY: 200 pb; CPT-I: 629 pb; UCP-2: 471 pb; ACO:

26



SANGUINO E, ET AL. IMPLICACION DEL RECEPTOR PPARc. EN LAS ALTERACIONES DEL METABOLISMO LIPIDICO HEPATICO EN RATAS VIEJAS

195 pb; RXRa: 202 pb; SREBP-1: 180 pb; HMG-CoA-sintasa:
204 bp; APRT: 329 pb). Se realizaron estudios preliminares so-
bre la cantidad de ADN a amplificar y el nimero de ciclos de
amplificacién para establecer las condiciones 6ptimas de tra-
bajo para cada gen (por debajo del limite de saturacién). En
estas condiciones, esta técnica permite la cuantificacion relati-
va del ARNm'. En todos los casos los resultados se expresan
como los valores de cada uno de los genes estudiados normali-
zados con los del gen control (aprt).

Obtencion de extractos nucleares

Los extractos nucleares se aislaron siguiendo el método
Dignam'! con algunas modificaciones (Sonnenberg!'?). Bre-
vemente, el tejido hepatico, en fresco, se pesé y homogenei-
z6, con 4 volumenes (p/v) de tampén A (0,25 M de sacarosa,
15 mM de Tris-HCI pH 7,9, 15 mM de NaCl, 60 mM de KCl,
1 mM de 4cido etilen glicol-bis (aminoetileter) N,N,N’,N'-te-
tracético (EGTA), 5 mM de EDTA, 0,15 mM de espermina,
0,5 mM espermidina) y una mezcla de inhibidores de prote-
asas (0,1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonil, 1,0 mM de
ditiotreitol, 5 ug/ml de aprotinina, 2 pg/ml de leupeptina).
Los homogenados se incubaron durante 10 min en hielo y se
centrifugaron a 2.000 x g, 10 min, 4 °C. Los pellets se resus-
pendieron en 4 volumenes de tampén B (10 mM de N-[2-hi-
droxietil] piperazina-N'-[4cido2-etanosulfénico] (HEPES)
pH 7,9, 1,5 mM de MgCl,, 10 mM de KCl y los mismos inhi-
bidores de proteasas anteriormente mencionados) y poste-
riormente se centrifugaron a 4.000 x g, 4 °C durante 10 min.
Los pellets resultantes se resuspendieron en 2 volumenes de
tampén C (0,5 M de HEPES, pH 7,9, 0,75 mM de MgCl,, 0,5
M de KCl, 12,5% de glicerol y los inhibidores de proteasas) y
ya homogeneizados se mantuvieron en agitaciéon durante 30
min, a 4 °C. Se realiz6 una tltima centrifugacion a 14.000 x
g, durante 30 min., a 4 °C, y el sobrenadante resultante se
dializ6 durante una noche a 4 °C con el tampén D (10 mM
de Tris-HCI, pH 7,9, 5 mM de MgCl,, 10 mM de KCl, 1,0 mM
de EDTA, 10% glicerol y los inhibidores de proteasas). Final-
mente, se recogieron los extractos nucleares obtenidos y se
guardaron alicuotados a -80 °C. La concentracién proteica
de los extractos se determiné por el método Bradford®.

Ensayos de Western blot

Los extractos nucleares hepaticos (40 pug para determinar
PPARa y 80 pg en el caso de SREBP-1) se sometieron a una
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 10% y poste-
riormente se transfirieron las proteinas a una membrana de
fluoruro de polivinilideno (PVDF) (ImmobilonTM-P, Milli-
pore, Bedford MA, USA). La membrana se bloqueé 1 h a
temperatura ambiente con leche en polvo desnatada al 5%
en Tris-Cl 25 mM, pH 8,3, NaCl 140 mM, KCI 2 mM y 0,05%
de Tween 20 (NFDM TBS-T), se incub6 con un anticuerpo
anti-PPARo (dilucién 1:1000 en 5% NFDM TBS-T, suminis-
trado por Dr. Wahli) durante una noche a 4 °C o anti
SREBP-1 (dilucién 1:200) (Santa Cruz Biotechnology) du-
rante 1 h a temperatura ambiente y posteriormente con el
anticuerpo secundario (Santa Cruz Biothecnology), dilucién
1:1.000 en 5% NFDM TBS-T, durante 1 h a temperatura am-
biente. Se realiz6 la deteccién mediante el kit ECL (Amers-
ham). Las membranas también se incubaron con un anti-
cuerpo monoclonal anti-actina (dilucién 1:5.000 en 5%
NFDM TBS-T, durante 1 h, temperatura ambiente) (Onco-
gen), utilizado como control de carga. El tamafio de las pro-
teinas detectadas se estima gracias a los marcadores de peso
molecular (Invitrogen).
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Ensayo de retardacion de la movilidad electroforética
(EMSA)

Las secuencias de los oligonucleétidos de doble cadena utili-
zadas fueron las siguientes: elemento de respuesta a PPAR con-
sensus: 5-CAAAACTAGGTCAAAGGTCA-3’ (Santa Cruz Biotech-
nology, Santa Cruz, CA); oligonucleétido consensus del factor
nuclear kB (NFkB), 5~ AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’ (Pro-
mega); vy ABS (lugar de unién ADD1/SREBP-1), 5-GATCCT-
GATCACGTGATCGAGGAG-35. Se marcaron radiactivamente
los oligonucleétidos mediante la siguiente reaccion: 1 pl del oli-
gonucleétido (20 ng/ul), excepto en el caso de NFkB, que se uti-
lizaron 2 ul (1,75 pmol/ul), 2 pl del tampén kinasa 5x, 5 U del
enzima T4 polinucleétido cinasa (10 U para NFxB), y 3 pl de
[-*P] ATP (3.000 C/mmol a 10 mC/ml, Amersham), incubado a
37 °C durante 1 h. Se par6 la reaccién afiadiendo 90 pl del tam-
p6n TE (Tris-HCI 10 mM pH 7,4 y EDTA-1 mM). Para separar la
sonda marcada del ATP no unido, se eluy6 la mezcla de reac-
cién en una columna Nick (Pharmacia, Sant Cugat, Espafia) si-
guiendo las indicaciones del fabricante. Se incubaron 4 pg de
extracto nuclear (8 pg para el EMSA de ABS) con el tampén de
unién (Tris-HCl 10 mM pH 8,0, KCI 25 mM, DTT 0,5 mM,
EDTA 0,1 mM pH 8,0, glicerol 5%, BSA 5 mg/ml, tARN 100
ug/ml y poly(dI-dC) 50 pg/ml), en un volumen final de 15 pl, du-
rante 10 min en hielo. Se afadié la sonda marcada (aproxima-
damente 50.000 cpm) y se incubd la reaccion a temperatura am-
biente durante 20 min. En los ensayos de competicion, se
incub6 durante 15 min a 4 °C con el oligonucleétido especifico
no marcado, antes de afiadir la sonda marcada radiactivamente.
De la misma manera, en los ensayos de super-retardacion se in-
cubé con los anticuerpos especificos durante 30 min a 4 °C, an-
tes de incubar con la sonda marcada. Los complejos proteina-
ADN se sometieron a electroforesis a 4 °C en un gel al 5% de
acrilamida y posteriormente se realizé la autorradiografia. Los
anticuerpos contra PPARo y Oct-1 (factor de transcripcion octa-
mérico para motivo-1) e IgG inespecificas de conejo se obtuvie-
ron de Santa Cruz Biotechnology.

Estadistica

Los resultados son la media = DE de 3-5 experimentos. Las
muestras de plasma se ensayaron por duplicado. Las diferen-
cias significativas se establecieron por un test de ANOVA, a tra-
vés del programa informético GraphPad-InStat-tm (GraphPad
Software V2.03). En caso de varianzas no homogéneas se apli-
caba un test no-paramétrico (test Kruskal-Wallis). Las variacio-
nes significativas se analizaron por el test de comparacién
multiple de Student-Newman-Keuls. El nivel de significacién
estadistica se estableci6 en p < 0,05.

Resultados

No se observé un incremento del peso medio de
los machos de 22 meses respecto a los de 18, pero si
hubo un aumento significativo, de 300 g, del peso del
grupo de 18 meses respecto a los animales jévenes
(387 25,678 + 75y 679 + 85 g de peso corporal para
las ratas macho de 3, 18, y 22 meses, respectivamen-
te). Este incremento de peso se debié mayoritaria-
mente a un incremento en la grasa visceral (2,6 + 0,2
frente 2 6,9 + 2.4 gy 6,2 + 1,9 g de grasa epididimal
para 3, 18 y 22 meses, respectivamente, p < 0,01).

La concentracién de metabolitos y hormonas
plasmaticas para los diferentes grupos de anima-
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Tabla 1. Concentraciéon plasmatica de metabolitos y hormonas de ratas macho de 3, 18 y 22 meses de edad.
Los valores corresponden a las medias + DE de 8-10 animales por grupo

18 meses 22 meses

Colesterol (mg/dl) 143,8 + 56,4 136,6 + 30,5%
Triglicéridos (mg/dl) 201,0 « 52,9%* 181,5+52,6
AGL (mmol/l) 112,6 + 74,1%* 158,9 £ 97,5
Glucosa (mg/dl) 171,6 + 22,4 161,5 + 15,8
Insulina (ng/ml) 8,23 +5,78* 4,67 +2,93%*
Leptina (ng/ml) 22,21 + 8,8% 15,14 + 10,7%
Corticosterona (ng/ml) 6,67 + 5,85 8,78 + 6,41
Hormona de crecimiento (ng/ml) 5,08 +3,81% 427 +2,61%

*p < 0,01; **p < 0,05 frente a los valores de 3 meses. AGL: dcidos grasos libres.

les se muestra en la tabla 1. Las ratas viejas eran
hipercolesterolémicas y moderadamente hipertri-
gliceridémicas respecto a los animales de 3 meses.
Los valores de NEFA disminuyeron con la edad

(56% a los 18 meses y 38% a los 22 meses respec-
to a los valores de las ratas jovenes). Aunque las
ratas viejas eran normoglucémicas, presentaban
una clara hiperinsulinemia (3,4 y 1,9 veces los va-
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Figura 1. A) Valores relativos de
ARNm de PPARc. en muestras he-
paticas de ratas de 3 (3-m), 18
(18-m) y 22 (22-m) meses (5 ani-
males por grupo). A la izquierda
de la figura se presenta una auto-
rradiografia representativa que
muestra las bandas correspon-
dientes al ARNm de PARq y del
gen aprt, utilizado como control
interno en la reaccion de PCR
para normalizar los resultados. B)
Western blot de PPARo en mues-
tras hepaticas de animales de 3
(3-m) y 18 meses (18-m); se utili-
z6 la actina como control de car-
ga de cantidades iguales de prote-
ina. C) EMSA que muestra la
participaciéon del PPARa enddge-
no de extractos nucleares hepati-
cos de ratas de 3 meses en la for-
macién de las bandas 3 y 4, ya
que desaparecen en presencia de
un anticuerpo PPARa (Ac). El an-
ticuerpo Oct-1 se utiliz6 para de-
mostrar que la desaparicién de
las bandas 3 y 4 no fue debida a
interferencias inespecificas pro-
ducidas por la presencia en el me-
dio de incubacién de inmunoglo-
bulinas. D) Cuantificacién de la
intensidad de las bandas 3 y 4 del
EMSA realizado con extractos nu-
cleares hepaticos de animales de
3 (3-m), 18 (18-m) y 22 meses (22-
m) (se ensayaron 4 extractos nu-
cleares por grupo y cada extracto
estaba constituido por un pool de
cantidades iguales de tejido hepa-
tico de dos animales diferentes).
En la parte superior de la figura
se presenta una autorradiografia
representativa de la bandas 3 y 4
del ensayo de EMSA. *p < 0,01.
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lores de insulina de los animales jévenes, a los 18
y 22 meses, respectivamente). Ademas, los anima-
les viejos presentaron una concentracién de lepti-
na plasmatica mucho mayor que los jévenes (15,8
y 10,8 veces a 18 y 22 meses, respectivamente, res-
pecto a los valores de los machos de 3 meses). Los
valores de corticosterona plasmatica no variaron
en los grupos de animales viejos, mientras que se
observé un descenso de la hormona de crecimien-
to del 54 y 61% a los 18 y 22 meses, respectiva-
mente, con respecto a los valores de las ratas de 3
meses.

En el ambito hepatico se detecté un descenso en
la cantidad relativa de ARNm y en la cantidad de
proteina de PPAR« (fig. 1A y 1B). En el EMSA reali-
zado con un oligonucledtido PPRE (elemento de res-
puesta a los proliferadores peroxisémicos), la compe-
ticién con sonda no marcada y la disminucién de
unién al coincubar con anticuerpo anti-PPARo po-
nen de manifiesto la participacién del PPARa endé-
geno de los extractos nucleares hepéticos en la for-
macién de las bandas 3 y 4 (fig. 1C). La banda 3, en
concreto, disminuyé un 70 y 80% en el EMSA reali-
zado con los extractos nucleares de los animales de
18 y 22 meses, respectivamente (fig. 2D), frente a los
valores de los animales jovenes. No hubo incremento
en la actividad de unién NFxB (fig. 2) en los grupos
de animales viejos, lo que indica que el descenso en
el ARNm y la actividad PPARa hepética no se debi6 a
una hiperactivacién del NFkB, como se habia descri-
to en otros tejidos’.

Los valores de ARNm para L-CPT-I (carnitina-pal-
mitoil-transferasa I hepatica) y HMG-CoA-sintasa
(3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA-sintasa) mitocondrial,
genes implicados en la oxidacién de 4cidos grasos y
en la sintesis de cuerpos ceténicos, respectivamente,
ambos regulados por PPAR«, disminuyeron signifi-
cativamente con la edad (56,2 y 70%, respectiva-
mente, en las muestras hepaticas de las ratas de 22
meses comparadas con los valores de las de 3 me-
ses) (fig. 3A y 3B). Sin embargo, la expresion de la
ACO (acil-CoA oxidasa) no se vio modificada (1,56 +
0,32, 1,54 + 0,15y 1,31 + 0,12 unidades arbitrarias
de ARNm, para animales de 3, 18 y 22 meses, res-
pectivamente). Estos cambios se vieron acomparia-
dos por un acusado incremento en el contenido he-
patico de triglicéridos (2,6 y 2,7 veces a los 18 y 22
meses, respectivamente, respecto al valor de los ani-
males jévenes) (fig. 3C).

Un incremento en la sintesis hepatica de lipidos
podria contribuir también a la acumulacién de tri-
glicéridos en el higado; por ello estudiamos el fac-
tor SREBP-1, que controla la expresion de genes
que codifican para enzimas lipogénicos. Sin em-
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Figura 2. EMSA que muestra la unién de extractos nucleares
(EN) hepaticos obtenidos de ratas jovenes (3 meses, 3-m) y
viejas (18 meses, 18-m) al oligonucleétido consensus del factor
nuclear kB (NFxB).

bargo, sélo se detect6 un ligero incremento en los
valores de ARNm (fig. 4A) y en la cantidad de pro-
teina madura (fig. 4B) de SREBP-1 en los animales
viejos con respecto a los jévenes. Aunque el patrén
de bandas del EMSA variaba ostensiblemente en
los extractos nucleares obtenidos de animales vie-
jos, respecto al presentado por los animales jéve-
nes, no pudimos obtener una retardacién significa-
tiva de ninguna de las bandas en presencia de
anticuerpo anti-SREBP-1 (no se muestran los re-
sultados).

La expresion hepética de PPARY (1,9 + 0,8, 1,3 +
0,3y 1,4 + 0,5 unidades arbitrarias de ARNm, para
3, 18 y 22 meses, respectivamente), y la del factor
de heterodimerizacién de los PPARs, el RXRa (re-
ceptor al 4cido 9-cis retinoico) (3,9 = 0,7, 4,5 + 0,7
y 4,4 + 1,4 unidades arbitrarias de ARNm para 3,
18 y 22 meses, respectivamente), no se modificaron
con la edad.

Finalmente, determinamos los valores de ARNm
de ucp-2 (proteina de desacoplamiento-2), gen
cuya proteina esta implicada en procesos de disipa-
cion de energia'®, y se comprobd que la expresién
de UCP-2 estaba significativamente reducida en el
tejido hepatico de los animales viejos con respecto
a los jovenes (fig. 5).
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Figura 3. A) Valores relati-
vos de ARNm de L-CPT-I en
muestras hepaticas de los
T animales de 3 (3-m), 18 (18-

457.5% ¢47’*5A’ m) y 22 meses (22-m) (5

* animales por grupo). A la iz-
quierda de la figura se pre-
senta una autorradiografia

3-m 18-m  22-m representativa que muestra
las bandas correspondientes
al ARNm de L-CPT-I y del
gen control aprt, utilizado
v18% como control interno en la

reaccién de PCR para nor-

malizar los resultados. B)
Valores relativos de ARNm

de HMG-CoA-sintasa en
muestras hepaticas de ani-
males de 3 (3-m), 18 (18-m)

70%
v/0%

am 18m _ 22-m y 22 meses (22-m) (5 anima-
les por grupo). Se presenta
una autorradiografia del en-
sayo y se muestran las ban-
das correspondientes al
ARNm de HMG-CoA-sinta-
sa y los del del gen control
aprt. C) Contenido de trigli-
céridos hepaticos, expresa-
do en miligramos de trigli-
cérido por miligramos de
proteina, de los animales de
3 (3-m), 18 (18-m) y 22 me-
ses (22-m) (8 animales por
grupo). *p < 0,01.

Discusion

En nuestras condiciones experimentales, los
cambios mas relevantes en los parametros lipidicos
asociados al envejecimiento fueron un incremento
en la acumulacién hepatica de triglicéridos, junto a
una marcada hipercolesterolemia, hipertrigliceri-
demia y una reduccién significativa de los NEFA.
Estos cambios se vieron acompanados de una clara
reduccion de la expresion y la actividad de unién
PPARa en el dmbito hepatico. Aunque existen tra-
bajos anteriores’ que asocian los cambios en la ex-
presion y actividad de PPARa con la edad a una hi-
peractivacion de la transcripcién del factor NFkB,
en este estudio la actividad de uniéon NF«B en el hi-
gado no se vio modificada con la edad.

La acumulacién hepatica de triglicéridos con la
edad esta probablemente relacionada con la dismi-
nucion de la actividad PPARa. La ausencia de expre-
sion PPARa en ratones PPARo-deficientes!” o la in-
hibicién de la actividad transcripcional PPARa!® se

190 Clin Invest Arterioscl 2003;15(5):184-92

asocia a acumulacion de triglicéridos en el higado,
que puede ser debida, en parte, a una disminucién
en la oxidacién mitocondrial de 4cidos grasos!’. De
hecho, los higados de las ratas macho envejecidas
presentan una marcada reduccién de los valores de
ARNm para L-CPT-I y de mHMG-CoA-sintasa. La
expresién de los genes cpt-I 'y mhmg-coa-sintasa es-
tan bajo control transcripcional de PPAR0, vy la acti-
vidad de las enzimas que codifican regula la oxida-
cién mitocondrial de acidos grasos y la sintesis de
cuerpos cetonicos, respectivamente’®. Aunque aco es
otro gen relacionado directamente con la oxidacién
peroxisémica de 4cidos grasos y tiene un elemento
de respuesta a PPAR en su region promotora, su ex-
presion basal no esta regulada®® por PPAR0, lo cual
explicaria el hecho de que no se modifiquen los va-
lores de ARNm para ACO con el envejecimiento, a
pesar de que disminuya claramente la actividad
PPAR«. Recientemente, Panadero et al?! han descri-
to un comportamiento similar en ratas lactantes.

30



SANGUINO E, ET AL. IMPLICACION DEL RECEPTOR PPARc. EN LAS ALTERACIONES DEL METABOLISMO LIPIDICO HEPATICO EN RATAS VIEJAS

A
3-m 18-m
aprt
Figura 4. A. Valores relativos de
ARNm de SREBP-1 en muestras SREBP-1
hepéticas de ratas de 3 (3-m), 18
(18-m) y 22 meses (22-m) (4 ani-
males por grupo). A la izquierda 5

de la figura se presenta una auto-

—_

ARNm SREBP-1
(Unidades arbitrarias)

o

3-m 18-m 22-m

rradiografia  representativa que 3-m
muestra las bandas correspondien- SREBP-1

tes al ARNm de SREBP-1 y del gen

control aprt. *p < 0,05. B) Western Actina

blot de SREBP-1 en muestras he-
paticas de animales de 3 (3-m) y
18 meses (18-m); se utiliz6 la acti-
na como control de carga de canti-
dades iguales de proteina.

<— 68 kD
<«— 42kD

La expresion y/o la actividad PPARa esta regula-
da por varios sistemas hormonales, se incrementa
por corticoides y leptina, y disminuye por hormona
de crecimiento e insulina'*?'?*, El hecho de que las
ratas viejas no presentaran cambios en las concen-
traciones de corticosterona plasmética y tuvieran
menores valores plasméaticos de hormona de creci-
miento parece indicar que estas hormonas no estan
implicadas en la reduccién hepatica de la expresién
de PPARa. Aunque las ratas viejas eran hiperinsuli-
némicas, sus valores de glucosa en plasma eran
normales, lo que indicaria que los elevados valores
de insulina eran suficientes para mantener una res-
puesta normal a la insulina en los tejidos. Ademas,
las ratas viejas presentaron hiperleptinemia. Se ha
demostrado recientemente?* que las ratas viejas son
resistentes a la actividad de la leptina y que en au-
sencia de actividad de leptina, se incrementa la li-
pogénesis y se reduce la oxidacién de acidos grasos

mediada por PPAR0, causando la esteatosis y lipo-
toxicidad propia de estas situaciones??. Por todo
esto, la marcada reduccién de la expresion hepatica
de PPAR con el envejecimiento se debe probable-
mente a una estado de resistencia a la actividad de
la leptina en este tejido. Apoyando esta hipétesis,
los valores de ARNm para ucp-2, gen cuya expre-
si6n se incrementa con la actividad de la leptina?,
disminuyeron de forma significativa en el higado de
los animales viejos con respecto a los jovenes.

La deficiencia en PPARa también esta relacio-
nada con el incremento en el colesterol y los tri-
glicéridos plasmaticos y con las concentraciones
de NEFA%%, Aunque los machos viejos presenta-
ron hipercolesterolemia e hiperleptinemia, mos-
traron unas concentraciones de NEFA claramente
disminuidas frente a los valores de los animales
jovenes. Sin embargo, las ratas viejas presentaron
un incremento en el tejido adiposo blanco, fené-

o
®

22-m

Figura 5. Valores relativos de
ARNm de UCP-2 en muestras he-
paticas de ratas de 3 (3-m), 18 aprt
(18-m) y 22 meses (22-m) (5 ani-
males por grupo). A la izquierda
de la figura se presenta una auto-
rradiografia representativa que
muestra las bandas correspon-
dientes al ARNm de UCP-2 y del
gen control aprt. *p < 0,05.
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meno claramente establecido en el proceso de se-
nescencia en roedores!'?**. Dado que también se
ha demostrado que deficiencias en la actividad de
la leptina causan hipertrofia adipocitaria*3!, se
podria deducir que en nuestros animales enveje-
cidos probablemente se esté produciendo un in-
cremento del flujo y acumulacién de acidos gra-
sos libres hacia el tejido adiposo blanco, lo cual
explicaria la disminucién en los NEFA plasmati-
cos y el aumento del tejido adiposo observado en
estos animales.

En conclusién, nuestros resultados parecen indi-
car que en ratas macho viejas las alteraciones en la
homeostasis lipidica en el ambito hepéatico son de-
bidas a una marcada reduccién de la expresion y
actividad de PPARa, y que estos cambios estan pro-
bablemente relacionados con una resistencia a la
actividad de la leptina y no con una hiperactiva-
cién del factor de transcripcion NF«B.
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