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PALABRAS CLAVE Resumen

Angiotensina 1; Objetivo: El sistema renina-angiotensina participa en el desarrollo del sindrome metabdlico.
Obesidad; El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el papel que juega la angiotensina i en las
Tejido adiposo; alteraciones metabdlicas y vasculares asociadas a esta patologia en un modelo de obesidad
Leptina; inducida por la dieta.

Adiponectina Métodos: El estudio se llevo a cabo en ratas Sprague Dawley divididas en tres grupos: 1) ratas

alimentadas con dieta estandar utilizadas como grupo control; 2) ratas alimentadas con una
dieta con alto contenido en grasas (SBP) (33,5% del contenido caldrico), y 3) ratas en las mismas
condiciones que el grupo 2 a las que se les administré un antagonista de receptores AT; de
angiotensina il (candesartan) (2 mg/kg/dia). El periodo de evolucion fue de 7 semanas. Se evaluo
el peso corporal, el tejido adiposo blanco y marron, las concentraciones plasmaticas y los niveles
proteicos en tejido adiposo blanco de leptina y adiponectina, asi como el metabolismo glucidico
y lipidico.

Resultados: Las ratas alimentadas con dieta grasa experimentaron un aumento del peso corpo-
ral asi como de tejido adiposo epididimal y lumbar. El candesartan atenué todos estos valores.
La alteracion del balance leptina/adiponectina, asi como el aumento en la expresion proteica
de estas adipocinas, se normalizaron tras el tratamiento con candesartan, que también mejoro
la sensibilidad a la insulina y el perfil lipidico.

Conclusion: La correccion del balance leptina/adiponectina podria ser uno de los mecanismos
a través de los cuales el candesartan ejerce su efecto protector en ratas alimentadas con dieta
grasa.
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Adiponectin

Objective: The renin angiotensin system has been shown to participate in the development
of metabolic syndrome. The aim of this study was to determine whether the angiotensin 1
type 1 receptor blocker, candesartan, exerts a protective effect against metabolic and vascular
abnormalities in rats fed a high fat diet (HFD).

Methods: Sprague Dawley rats (n=30) were divided into three groups: 1) rats fed a standard
diet for 7 weeks, used as a control group; 2) rats fed a HFD (33.5% fat) for 7 weeks; and 3) rats
fed a HFD (33.5% fat) treated with candesartan (2 mg/kg/day) for 7 weeks. Body weight, white
and brown adipose tissue weight, plasma concentrations and protein expression of leptin and
adiponectin in white adipose tissue, glucose and lipid metabolism were investigated.

Results: HFD rats showed increased body, epididymal and lumbar adipose tissue weights.
Candesartan attenuated all of these parameters. The leptin/adiponectin ratio of plasma con-
centrations and protein expression in lumbar adipose tissue increased in HDF rats, and were
normalized by candesartan. Candesartan also improved insulin sensitivity and lipid profile.
Conclusion: Correction of the leptin-adiponectin imbalance may be an important mechanism
participating in the protective effect of candesartan in HDF rats.

© 2010 Elsevier Espana, S.L. and SEA. All rights reserved.

Introduccion

El tejido adiposo es un importante 6érgano metabdlico
y endocrino que secreta numerosos factores denomina-
dos colectivamente adipocinas, tales como la leptina,
la adiponectina, la resistina, la visfatina, etc. Cam-
bios en la produccion de algunas adipocinas como la
leptina se asocian con alteraciones del metabolismo glu-
cidico y lipidico, asi como con alteraciones del sistema
cardiovascular'. La leptina esta implicada principalmente
en la regulacion de la ingesta y en el gasto energé-
tico a través de su receptor hipotalamico, activando la
sintesis de péptidos anorexigénicos y aumentando la lipo-
lisis.

En alteraciones metabolicas como la obesidad, la eleva-
cion de los niveles de leptina no es suficiente para prevenir
la alteracion del balance energético, por lo que se ha suge-
rido la existencia de resistencia hipotalamica asociada en
esta patologia'. La adiponectina, cuyos niveles disminuyen
con la obesidad, se encuentra relacionada con el metabo-
lismo de la glucosa y mejora la sensibilidad a la insulina?
disminuyendo la produccion hepatica de glucosa. Ademas
posee un efecto antiinflamatorio® y antiaterogénico* a tra-
vés de mecanismos relacionados con la disminucién en la
expresion de moléculas de adhesion, el bloqueo de la acti-
vacion y migracion de las células de musculo liso vascular, y
el bloqueo en la expresion de receptores de LDL en macroéfa-
gos evitando la formacion de células espumosas. Asimismo,
la adiponectina se encuentra relacionada con el metabo-
lismo de los acidos grasos aumentando la B-oxidacion en
el misculo. La alteracion del balance leptina-adiponectina
se ha propuesto como un nexo de union entre las altera-
ciones metabdlicas y la disfuncion vascular asociada a la
obesidad en sujetos con sindrome metabdlico y diabetes
tipo 2°.

El tejido adiposo es capaz de sintetizar diversos com-
ponentes del sistema renina-angiotensina®'? capaces de
modificar su estructura y metabolismo. Estos podrian par-
ticipar de forma autocrina, paracrina y/o endocrina en la
fisiopatologia de la obesidad, constituyendo un nexo entre
ésta y la enfermedad cardiovascular. En concreto, la angio-
tensina i induce mecanismos inflamatorios y un aumento del
estrés oxidativo'>'* en el tejido adiposo que pueden favo-
recer el desarrollo de la enfermedad cardiovascular y de
sus patologias asociadas como la hipertension y la diabetes
mellitus tipo 2'°. Estos efectos, mediados por receptores
AT, localizados en la membrana del adipocito, pueden ser
directos o mediados por la accién de otras adipocinas'®. La
angiotensina i influye también en la regulacion del metabo-
lismo glucidico y lipidico. Se ha demostrado que el bloqueo
de receptores AT reduce los niveles de glucosa y mejora la
sensibilidad a la insulina en ratones diabéticos mediante un
aumento en la captacion de glucosa por parte del tejido adi-
poso, una reduccion del tamano del adipocito y un aumento
en la expresion del receptor activado por proliferadores
peroxisomicos gamma (PPAR-y)'”. Asimismo, la sobreexpre-
sion de angiotensindgeno por parte del tejido adiposo en
animales transgénicos, asi como la administracion de angio-
tensina 11 en ratones, contribuyen a la disminucion de los
niveles de colesterol HDL mediante mecanismos que parecen
estar relacionados con la translocacion del receptor SR-BI
desde espacios intracelulares a la membrana plasmatica en
tejido adiposo'®.

Segun lo descrito, parece evidente que la angiotensina
il podria jugar un papel importante en la fisiopatologia de
la obesidad, por ello el objetivo del presente trabajo fue
estudiar el efecto del tratamiento con el antagonista de los
receptores AT, de la angiotensina 1, el candesartan, sobre
las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad indu-
cida por dieta. Ademas, teniendo en cuenta que la leptina'y
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la adiponectina son piezas clave en la homeostasis glucidica
y lipidica, otro de los objetivos del estudio fue determi-
nar si las modificaciones en el balance de estas adipocinas
podrian estar relacionadas con el posible efecto protector
del antagonista de los receptores AT;.

Material y métodos

El estudio se llevd a cabo en ratas Sprague Dawley macho
(n=30; 200g; Harlan Ibérica S.L., Barcelona, Espafia). Los
animales se dividieron en tres grupos: 1) ratas alimenta-
das con dieta estandar durante 7 semanas que se utilizaron
como grupo control; 2) ratas alimentadas con una dieta con
alto contenido en grasas (33,5% del contenido calorico; Har-
lan Teklad #TD.03307, WI, EE.UU.) durante 7 semanas, y 3)
ratas alimentadas con la dieta con alto contenido en grasa
tratadas con candesartan (2 mg/kg/dia) durante el mismo
periodo. La dosis de farmaco empleada se obtuvo en estu-
dios piloto, eligiéndose aquella dosis que no modificase los
niveles de presion arterial sistdlica (PAS). Los animales se
pesaron una vez a la semana. La ingesta de agua y comida
también se valord a lo largo del experimento. Tras el sacrifi-
cio del animal, el tejido adiposo blanco epididimal y lumbar,
el tejido adiposo marrén interescapular y el corazon se pesa-
ron, se congelaron y se almacenaron a —80°C.

El protocolo experimental se llevo a cabo segln las reco-
mendaciones del comité de uso y manipulacion animal de
la Universidad Complutense de Madrid segun las guias de la
Unién Europea.

Medida de la presion arterial

La presion arterial se midi6 de manera indirecta mediante
pletismografia en la arteria caudal (Narco Bio-Systems,
Houston, Texas, EE.UU.).

Parametros metabdlicos, citocinas y adipocinas
plasmaticas

Las concentraciones plasmaticas de colesterol, lipoprotei-
nas de alto peso molecular (HDL), triglicéridos, glucosa,
insulina, leptina, adiponectina, TNF-«, IL-18 e IL6 se
valoraron mediante kits comerciales (R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, EE.UU.), basados en una técnica cuantitativa
de ensayo inmunoenzimatico. La sensibilidad a la insulina
se evaluo al final del periodo experimental mediante el cal-
culo del indice HOMA, que indica el grado de resistencia a
la insulina y viene determinado por la férmula:

HOMA = [(Glucemia (mg/dl)/18, 2)
x Insulinemia (mU/ml)] /22.517

Expresion proteica de adipocinas

Se valoré la expresion proteica de adipocinas como, la adi-
ponectina y la leptina (Chemicon Internacional Inc., CA,
EE.UU.), mediante técnicas de Western Blot en tejido adi-
poso lumbar segln la metodologia previamente descrita'®.
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Figura 1  Peso corporal de ratas alimentadas con una dieta

estandar (CT), con una dieta con alto contenido en grasa sin
tratamiento (SBP) y ratas con dieta grasa y tratamiento con can-
desartan (2 mg/kg/dia) (SBP+CAND). Cada columna representa
la media +error estandar. *p <0,05 vs. CT; #p <0,05 vs. SBP.

Analisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como la media =+ error
estandar de la media (EEM). La comparacion estadistica de
los resultados se realizd mediante un analisis de la varianza
de una via, seguido de una comparacion multiple de medias
(test de Newman-Keuls) cuando se encontraron diferen-
cias. La hipotesis nula fue rechazada cuando el valor de
p era menor que 0,05. La elaboracion de todas las prue-
bas estadisticas se realizo con el apoyo informatico del
paquete estadistico GRAPHPAD (GraphPad Software Inc., CA,
EE.UU.).

Resultados

La administracion de una dieta con alto contenido en grasa
aumento significativamente el peso corporal, llegando a
alcanzar un incremento del 29% con respecto al grupo con-
trol al final del periodo experimental (fig. 1). El tejido
adiposo epididimal y lumbar aument6 significativamente en
los animales con sobrepeso con respecto al grupo control
(p<0,05) (fig. 2), sin embargo el tejido adiposo marron
subescapular fue similar entre ambos grupos (0,11 £ 0,01 vs.
0,15+0,01 g). La ingesta de alimento fue significativamente
menor en las ratas con dieta hipercalérica con respecto a las
ratas control (p <0,05).

La respuesta vasoconstrictora a la angiotensina 1 en
anillos de aorta fue superior en los animales con sobrepeso
con respecto a las ratas control (p <0,05) (fig. 3), sugiriendo
un aumento de receptores AT; de angiotensina 11 a nivel
vascular.

Los niveles plasmaticos de glucosa (10842 vs.
87,15+ 4mg/dl) e insulina (1,4+0,05 vs. 0,71+0,2 pg/dl)
fueron mayores (p<0,05) en ratas con sobrepeso en
comparacion con las ratas control. Las ratas con sobre-
peso presentaban resistencia a la insulina, ya que el
indice HOMA fue superior en estos animales (fig. 4). Los
niveles plasmaticos de colesterol total fueron mayo-
res en ratas alimentadas con una dieta hipercalorica
con respecto a los animales alimentados con una dieta
estandar (59,354+4,3 vs. 5140,02mg/dl; p<0,05). Los
niveles plasmaticos de lipoproteinas de alta densidad y de
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Figura 2 Peso de la grasa epididimal y lumbar de ratas ali- con una dieta estandar (CT), con una dieta con alto conte-

mentadas con una dieta estandar (CT), con una dieta con alto
contenido en grasa sin tratamiento (SBP) y ratas con dieta grasa
y tratamiento con candesartan (2 mg/kg/dia) (SBP+CAND). Cada
columna representa la media # error estandar. *p <0,05 vs. CT;
#p <0,05 vs. SBP.
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Figura 3  Respuesta vasoconstrictora a angiotensina i1 (All) en

anillos de aorta de ratas alimentadas con una dieta estandar
(CT), con una dieta con alto contenido en grasa sin tratamiento
(SBP) y ratas con dieta grasa y tratamiento con candesar-
tan (2mg/kg/dia) (SBP+CAND). Cada columna representa la
media & error estandar. *p<0,05 vs. CT; #p < 0,05 vs. SBP.
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Figura 4 indice HOMA de ratas alimentadas con una dieta
estandar (CT), con una dieta con alto contenido en grasa sin
tratamiento (SBP) y ratas con dieta grasa y tratamiento con can-
desartan (2 mg/kg/dia) (SBP+CAND). Cada columna representa
la media + error estandar. *p<0,05 vs. CT; #p<0,05 vs. SBP.

nido en grasa sin tratamiento (SBP) y ratas con dieta grasa y
tratamiento con candesartan (2 mg/kg/dia) (SBP+CAND). Cada
columna representa la media + error estandar. *p <0,05 vs. CT;
#p <0,05 vs. SBP.

triglicéridos no se vieron modificados en estas condiciones
experimentales.

La administracion de la dieta con alto contenido en grasa
no modifico los niveles plasmaticos de adiponectina cuando
se compararon con animales a los que se les administro dieta
estandar (986446 vs. 845438 ng/ml, respectivamente).
Sin embargo, los niveles plasmaticos de leptina si se encon-
traban aumentados en ratas con sobrepeso con respecto a los
animales control (26,15 + 3,5 vs. 7,25 + 0,8 ng/ml; p <0,05).
El calculo del balance leptina/adiponectina aumenté por
lo tanto en situacion de sobrepeso con respeto a los ani-
males control (0,025 + 0,003 vs. 0,009 4 0,002; p <0,05). La
expresion proteica de estas adipocinas en tejido adiposo
lumbar mostré una reduccion de los niveles de adiponectina
(0,66 +0,05 vs. 1+0,01; p<0,05) en ratas con sobrepeso
con respecto a los animales control y un aumento en los nive-
les de expresion proteica de leptina (1,6 £0,1 vs. 140,05;
p <0,05). Por lo tanto, el balance leptina/adiponectina fue
muy superior en los animales con sobrepeso con respecto a
los animales control (p <0,05) (fig. 5).

Se valoraron los niveles plasmaticos de citocinas proin-
flamatorias como la IL-1B, la IL-6 y el TNF-a, siendo la
primera la Unica que se encontraba aumentada en animales
con sobrepeso (fig. 6).

El tratamiento con el antagonista de receptores AT,
para angiotensina i1 no modificé la ingesta de alimento, sin
embargo redujo el peso corporal de manera significativa en
animales a los que se les administré una dieta hipercaldrica
con respecto a los animales sin tratamiento (fig. 1). Asi-
mismo, el candesartan redujo significativamente el tejido
adiposo epididimal y lumbar en estos animales (fig. 2) y
aumenté de manera significativa el tejido adiposo marron
subescapular (0,20+0,03g; p<0,05).

La respuesta vasoconstrictora a la angiotensina 11 se nor-
malizo en ratas tratadas con candesartan (fig. 3), confirmoé
el bloqueo de los receptores AT, de angiotensina 1.

Los niveles plasmaticos de glucosa (90,7 4+1,5mg/dl) e
insulina (0,71 +0,3 ng/dl) se redujeron significativamente
(p<0,05) con respecto a los animales con sobrepeso sin
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Figura 6 Niveles plasmaticos de interleucina 1beta (IL-1B),
interleucina 6 (IL6) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
de ratas alimentadas con una dieta estandar (CT), con una
dieta con alto contenido en grasa sin tratamiento (SBP) y ratas
con dieta grasa y tratamiento con candesartan (2 mg/kg/dia)
(SBP+CAND). Cada columna representa la media & error estan-
dar. *p<0.05 vs. CT; #p<0,05 vs. SBP.

tratamiento. La resistencia a la insulina mejoré en los ani-
males tratados, como reveld la reduccion del indice HOMA
(fig. 4). Los niveles plasmaticos de colesterol total se reduje-
ron significativamente tras la administracion de candesartan
(50,65 +0,8 mg/dl; p<0,05), sin variar los de lipoproteinas
de alta densidad y triglicéridos.

Los niveles plasmaticos de adiponectina aumentaron en
los animales tratados con candesartan (1.315+85 ng/ml);
sin embargo, los niveles de leptina no se modificaron con res-
pecto a las ratas con sobrepeso con tratamiento (25,5+1,2
ng/ml). El balance leptina/adiponectina, por lo tanto, se
redujo en los animales tratados con el antagonista de los
receptores AT, (0,018+0,002). Las expresiones proteicas

de adiponectina (0,93 +0,03) y leptina (0,73 £+ 0,41) se nor-
malizaron en los animales tratados con candesartan con
respecto a las ratas con sobrepeso.

El candesartan redujo significativamente los niveles plas-
maticos de IL-6 y mostré una clara tendencia a la reduccion
de los niveles de IL-1B, sin embargo no tuvo ningln efecto
sobre los niveles de TNF-a (fig. 6).

Discusién

El estudio llevado a cabo demuestra que el tratamiento con
candesartan reduce la ganancia de peso corporal debida al
consumo de una dieta con alto contenido en grasa, la resis-
tencia a la insulina, mejora el perfil lipidico y produce una
mejora en la alteracion del balance leptina/adiponectina
presente en animales con sobrepeso, reflejando la impor-
tancia de la angiotensina i en las alteraciones metabdlicas
y hormonales asociadas con la obesidad.

El candesartan mejord la sensibilidad a la insulina
en ratas alimentadas con una dieta hipercalérica, como
demuestra la reduccién de la concentracion plasmatica de
glucosa e insulina, asi como del indice HOMA. Numerosos
estudios han demostrado que la angiotensina 1 participa
en los mecanismos que conducen a la resistencia a la
insulina?®?' y que la administracion de un IECA o ARA-
Il es capaz de mejorar esta alteracion?%23. En cuanto a
los mecanismos mencionados, parece que la angiotensina
i aumenta el nimero de adipocitos grandes y resistentes
a la insulina, disminuyendo el nimero de los adipocitos
pequenos sensibles a insulina, favoreciendo por lo tanto el
depésito ectdpico de lipidos?*. Asimismo, estudios in vitro
han demostrado que la angiotensina 1 es capaz de indu-
cir la transformacion de células precursoras en adipocitos
maduros participando de manera directa en la acumulacion
de tejido adiposo?>. Por lo tanto, la reduccion en el peso
corporal tras la administracion de candesartan parece ser
consecuencia de una disminucion de tejido adiposo blanco y
no de una reduccion de la ingesta. El conjunto de estos resul-
tados pone de manifiesto el importante papel que juega la
angiotensina i1 en la adipogénesis.

El aumento de los niveles de adiponectina y la dismi-
nucion de los de leptina, con la consiguiente disminucion
del balance leptina/adiponectina, podrian estar relaciona-
dos con el efecto del candesartan sobre el tejido adiposo
blanco y la resistencia a la insulina. La disminucién de lep-
tina favorece la mejora de la resistencia a la insulina?®.
El exceso de leptina producido en la obesidad debido al
aumento de tejido adiposo no tiene como consecuencia un
aumento del gasto energético. La resistencia a la leptina
en individuos obesos parece estar relacionada con limita-
ciones en el sistema transportador de leptina y la inhibicion
de rutas de sefalizacion a nivel hipotaldmico?’. La adiponec-
tina se induce durante la diferenciacion de los adipocitos y
actlla también como un potenciador de la sensibilidad a la
insulina, a la vez que posee efecto antiinflamatorio®. Este
efecto queda de manifiesto con la reduccion en los niveles de
citocinas inflamatorias como la IL-6. Teniendo en cuenta los
efectos metabdlicos y antiinflamatorios de la adiponectina,
podriamos decir que esta hormona no sélo contribuye a la
pérdida de peso corporal, sino que también juega un papel
importante en la modulacion del sistema cardiovascular.
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En  situaciones de resistencia a la insu-
lina/hiperinsulinemia se estimula la sintesis hepatica
de proteinas VLDL, principales transportadoras de
triglicéridos®. En nuestro estudio la administracion de
candesartan mejoro el perfil lipidico de los animales some-
tidos a la dieta con alto contenido en grasa, disminuyendo
los valores de colesterol total y triglicéridos. Por lo tanto,
cabe pensar que la angiotensina 1 podria estimular la
produccion de triglicéridos a nivel hepatico. Esta mejora
del perfil lipidico estaria directamente relacionada con la
disminucion de resistencia a la insulina observada en los
animales tratados. Existen diversos estudios que sehalan a
los acidos grasos libres como uno de los factores causantes
de esta patologia por su capacidad para inducir la fosfori-
lacion de insulin receptor substrate-1 (IRS1), inhibiendo la
ruta de senalizacion de la insulina e impidiendo la captacion
de glucosa®.

La mejora del perfil lipidico asociada a la administra-
cion de un antagonista de los receptores de angiotensina
I se debe a diferentes mecanismos. Existen estudios que
sugieren que algunos antagonistas son capaces de actuar
como agonistas de PPAR-vy, modulando la expresion de genes
diana implicados en el metabolismo lipidico®'. Asimismo,
diferentes estudios experimentales in vitro han demostrado
la capacidad de la All para estimular la lipogénesis en
adipocitos3>3? y la colesterogénesis en macrofagos.

El aumento de la respuesta vasoconstrictora a la angio-
tensina que se observa asociado a la obesidad sugiere un
aumento de los receptores AT; a nivel vascular, indicando
un aumento de actividad del sistema renina-angiotensina-
aldosterona que se asocia a la obesidad inducida por la
dieta. Finalmente, el estudio mostro que la administracion
de una dieta hipercalérica no afect6 a la presion arterial
sistdlica. Por lo tanto, los efectos metabdlicos y hormona-
les observados tras la administracion de candesartan son
independientes de cualquier accién antihipertensiva del far-
maco.

En resumen, el candesartan reduce el peso corporal
asi como el de tejido adiposo blanco, mejora el metabo-
lismo glucidico y la funcion vascular en la aorta. Segln
los resultados obtenidos en nuestro estudio, parece que la
correccion del balance leptina/adiponectina podria ser uno
de los mecanismos implicados en el efecto protector del
candesartan en la obesidad inducida por la dieta.
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