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1. ATEROSCLEROSIS

1.1. Incidencia de las enfermedades cardiovasculare s

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen la principal causa de
mortalidad en el mundo (W. van Lammeren et al., 2011). La ECV, considerada por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como una enfermedad no transmisible,
provoca un 38% del total de defunciones en el mundo (Fuente: Organizacion Mundial
de la Salud-ENT Perfiles de paises, 2011). Segun la OMS, se calcula que en 2030
morirdn cerca de 23,6 millones de personas por ECV. Ademds, cinco de las diez
principales amenazas mundiales para la salud estan relacionadas con factores de
riesgo de la ECV, como hipertension arterial, tabaquismo, consumo de alcohol,
hipercolesterolemia, diabetes y obesidad o sobrepeso. En Espafia, segun las
estadisticas provisionales del 2006, las ECV ocasionaron 120.760 defunciones siendo
la principal causa de muerte en las mujeres (36,8% del total) y la segunda en los
varones (28,6%) después del cancer. Por otro lado, la incidencia de la ECV aumenta
también con la edad, siendo mas frecuente a partir de los 75 afios. Las formas agudas
de ECV que provocan un mayor niamero de muertes son el infarto de miocardio y el
ictus cerebral. Ambas constituyen el 57,9% de la mortalidad cardiovascular total,
siendo del 30,7% por enfermedad coronaria (38,2% en varones y 24,3% en mujeres), y
del 27,2% por ictus (29,2% en mujeres y 25% en varones) (Bertomeu and Castillo-
Castillo, 2008). En la inmensa mayoria de los casos, tanto el infarto de miocardio como
el ictus son una complicacion aguda de un proceso de aterosclerosis en la pared

arterial.

1.2. Estructura de la pared arterial

La pared arterial estd compuesta por tres capas: la tunica intima, la tunica media y
la tanica adventicia (Figura 1) . La tdnica intima , constituida por una monocapa de
células endoteliales y tejido conectivo, regula la permeabilidad de la pared vascular a
elementos celulares y macromoléculas. Presenta una superficie a través de la cual se
produce el intercambio de nutrientes y de oxigeno entre la sangre y los tejidos
circundantes. El endotelio es capaz de modificar su estado funcional para contribuir a
mantener la homeostasis de la pared vascular (Michiels, 2003). La tanica media esta

formada por células de musculo liso vascular (cMLVs) que producen gran parte de los
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componentes mayoritarios de la matriz extracelular, como elastina, colageno y
proteoglicanos. Esta capa determina la elasticidad y la contractilidad de la pared
arterial. La capa més externa a la luz del vaso es la adventicia y estd compuesta por
una red de tejido conectivo, incluyendo fibras de colageno, fibras elasticas,

fibroblastos, cMLVs y terminaciones nerviosas.

/
\ | | //
| A
QA \\
=
ADVENTICIA e T
{Tejido conectivo) NS -~ iNTIMA

{Células endoteliales)

Lamina elastica

Lamina elastica
externa

MEDIA interna

{Células de musculo liso,
fibras elasticas)

Figura 1. Estructura de la pared arterial.  La capa mas externa a la luz del vaso
es la capa adventicia y esta formada por una red de fibras de colageno, fibras
elasticas, fibroblastos y cMLVs. La capa en contacto con la luz del vaso se
denomina tunica intima y la constituye una monocapa de células endoteliales
que, junto con tejido conectivo, constituye una barrera selectiva permeable entre
la sangre y los tejidos. Entre la capa adventicia y la tanica intima se encuentra la
tinica media formada principalmente por cMLVs. La capa de cMLVs esta
delimitada ademas por la lamina elastica externa y la lamina elastica interna.
(Adaptado de Ross, 1999).

1.3. Alteraciones de la homeostasis de la pared vas  cular: la aterosclerosis

Una de las alteraciones fisiopatologicas del lecho vascular mas frecuente es la
aterosclerosis, un proceso patolégico natural que se desarrolla en las arterias de gran
calibre y en las arterias coronarias durante el envejecimiento humano. La
aterosclerosis es una enfermedad multifactorial que provoca la acumulacion progresiva
de material lipidico y celular en el subendotelio vascular produciendo un
estrechamiento de la luz del vaso, pérdida de la elasticidad de la pared arterial y
deterioro de la funcién vascular. Los primeros eventos en la aterogénesis incluyen la
acumulacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL, del inglés, Low Density
Lipoproteins) en el espacio subendotelial, la interaccion de monocitos circulantes con
las células endoteliales activadas, la migracion de éstos al espacio subendotelial y su

diferenciacion en el subendotelio. Por otro lado, la enfermedad es considerada un
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proceso inflamatorio crénico en el que las células del sistema inmune, principalmente
macrofagos vy linfocitos T, regulan la respuesta perpetuando el proceso e iniciando la
formacion de lesiones ateromatosas mas complejas (Libby et al., 2010). En fases
avanzadas, las lesiones pueden ocluir la luz de los vasos directamente aunque los
eventos agudos (infarto de miocardio, ictus, embolia) se desencadenan como
resultado de la erosién y rotura de las placas y la formacion de trombos asociados a la
rotura (Fuster et al., 1992; Libby et al., 2011; Navab et al., 1995; Ross and Fuster,
1996).

1.4. Inicio y evolucion de la aterosclerosis

El proceso de la aterosclerosis ocurre principalmente en tres etapas: formacion de
la estria grasa, formacién de lesiones complejas con placa fibrosa y generacion de

placas vulnerables o inestables (Glass and Witztum, 2001; Lusis, 2000).

Las lesiones ateroscleréticas comienzan en forma de estrias grasas como
consecuencia de la disfuncién y activacién de las células endoteliales causada por
ciertos factores de riesgo cardiovascular (hipertension, diabetes, hipercolesterolemia,
hiperhomaocisteinemia o tabaquismo), los cuales producen un aumento de la
permeabilidad del endotelio vascular facilitando la penetracion y retencion de las LDL
en el subendotelio vascular. Las células endoteliales activadas aumentan la expresion
de moléculas de adhesién, como VCAM-1 (del inglés, Vascular Cell Adhesion
Molecule 1), ICAM-1 (del inglés, Intercellular Adhesion Molecule-1) y P-selectina
(Moore and Tabas, 2011), favoreciendo la adhesién y migracibn de monocitos al
espacio subendotelial. Por accién del factor de estimulacion de colonias de
macrofagos (M-CSF, del inglés, Macrophage Colony Stimulation Factor), los monocitos
proliferan y se diferencian a macréfagos. Las LDL retenidas en el subendotelio
experimentan modificaciones, como la oxidacion (LDLox), generan productos que
inducen la actividad quimiotactica de monocitos y aumentan la expresion de citoquinas
proinflamatorias, como MCP-1 (del inglés, Monocyte Chemotactic Protein-1) (Navab et
al., 1991). Estas alteraciones perpetian el proceso de reclutamiento de monocitos.
Ademas, las LDLox provocan apoptosis de las células endoteliales (Sata and Walsh,
1998) y alteran la produccién de 6xido nitrico (NO) y de radicales libres (Liao et al.,
1995) con el consiguiente deterioro de la funcion normal del endotelio. Por otro lado,

los macréfagos activados captan las LDLox mediante los receptores scavenger, entre
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otros, Sra y CD36, transformandose en células espumosas que se depositan formando
la estria grasa y constituyen el principal componente celular en la fase inicial de la
aterosclerosis (Ross, 1999) (Figura 2) .
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Figura 2. Procesos aterogénicos que inician la form acion de la estria grasa .
Las LDL retenidas en el espacio subendotelial experimentan procesos de
modificacién y oxidacion e inducen la produccion de agentes con actividad
guimiotactica para monocitos. Estos monocitos se adhieren al endotelio y migran al
espacio subendotelial en donde se diferencian a macréfagos. Los macréfagos captan
LDLox y LDLmMo mediante sus receptores scavenger, SRA y CD36 entre otros, y se
transforman en células espumosas cuya acumulacion en el espacio subendotelial
origina la formacion de la estria grasa (LDL, lipoproteinas de baja densidad; LDLmo,
LDL modificadas; LDLox, LDL oxidadas) (Modificado de Glass y Witztum, 2001).

En esta etapa inicial la participacién de las lipoproteinas de alta densidad (HDL, del
inglés, High Density Lipoproteins) juega un papel fundamental disminuyendo la
acumulacion de colesterol en los macréfagos. Asi, las HDL participan en el transporte
reverso de colesterol desde las células espumosas, un proceso mediado por las
proteinas de membrana ABCAl y ABCG1l (del inglés, ATP-Binding Cassette
transporter A1 y G1, respectivamente) que constituye un mecanismo compensatorio
para inhibir el desarrollo de la lesion aterosclerética (Moore and Tabas, 2011; Wang et
al.,, 2007). Ademas, las HDL previenen la oxidacion lipidica debido, en parte, a la
presencia de la paraoxonasa sérica, que es capaz de hidrolizar los fosfolipidos
oxidados presentes en las LDLox (Barter et al., 2004). Por otra parte, las HDL inhiben
la expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales disminuyendo la
adhesion de monocitos y su subsiguiente migracion a la pared arterial (Barter et al.,

2002).
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En estadios mas avanzados en los que los procesos de disfuncion endotelial,
oxidacion de LDL y acumulacion cronica de células espumosas se encuentran
aumentados, los mecanismos compensatorios llevados a cabo por las HDL resultan
ineficaces y la lesion aterosclerética se agrava. La activacion de linfocitos T induce en
macrofagos la secrecion de citoquinas, como Interferon-y (IFN- y) y factores de
necrosis tumoral TNF-a y TNF-B (del inglés, Tumor Necrosis Factor), amplificando la
respuesta inflamatoria y estimulando la proliferaciéon de macréfagos (Ross, 1993). La
secrecion de citoquinas y la liberacién de factores de crecimiento por macréfagos y
células T activan también a las cMLVs, las cuales cambian desde un fenotipo
contractil no proliferativo, tipico de arterias sanas, a un fenotipo mas proliferativo y
migratorio (Lusis, 2000). Esta activacion provoca que las cMLVs atraviesen la tanica
media y la lamina elastica interna y se acumulen en la intima/lesion ateromatosa. Las
cMLVs de la intima contribuyen a la sintesis de matriz extracelular debido a la
secrecion de colageno, fibronectina y proteoglicanos y captan lipoproteinas
modificadas, contribuyendo, junto con las células espumosas derivadas de macréfagos,
al engrosamiento del nucleo lipidico (Owens et al., 2004; Ross, 1993). La acumulacién
de las cMLVs en la parte mas cercana al lumen vascular junto con la matriz extracelular
constituyen la cubierta fibrosa (Glass and Witztum, 2001) (Figura 3). La respuesta
proliferativa de las cMLVs y de las células inflamatorias hace que la placa fibrosa

evolucione a una lesion aterosclerética mas compleja.
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Figura 3. Progresién de la lesion y formacion de la capa fibrosa . La progresiva
acumulacién de células espumosas aumenta el tamafio de la lesién contribuyendo al
engrosamiento del nucleo lipidico. Los agentes quimiotacticos liberados por estas
células promueven la migracion de las cMLVs desde la media hacia la matriz
subendotelial donde proliferan y captan lipoproteinas modificadas. Las cMLVs y los
componentes de la matriz extracelular que secretan forman la cubierta fibrosa
(Modificado de Glass y Witztum, 2001).
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1.5. Vulnerabilidad y estabilidad de la placa

En general, la enfermedad aterosclerética es asintomatica hasta que se producen
eventos trombadticos debido a cambios en la placa de ateroma, como son la muerte
celular, procesos de calcificacion y degradacion de la matriz extracelular que conducen
a la erosion y rotura de la lesion. Inicialmente las placas de ateroma no disminuyen el
lumen vascular debido a que se produce un remodelado positivo compensatorio de la
pared vascular (Bornfeldt and Tabas, 2011). La placa crece de forma excéntrica y se
produce el adelgazamiento de la media y la adventicia hasta que el remodelado
positivo ya no puede proseguir, momento en el cual la lesién ateromatosa empieza a
crecer hacia el interior de la luz del vaso y el flujo sanguineo disminuye.

Las placas estables se caracterizan por la presencia de un nucleo lipidico y una
gruesa cubierta fibrosa con un alto contenido de cMLVs y de matriz extracelular y
escasez de macrofagos. Por el contrario, las placas vulnerables o inestables se
caracterizan por poseer un nucleo lipidico importante, en muchas ocasiones con
nucleos necroticos, y una delgada cubierta fibrosa pobre en coldgeno y cMLVs. La
“American Heart Association” clasifica las placas de ateroma humano en seis tipos, de
las cuales las placas Tipo IV, caracterizadas por la existencia de un nucleo necrotico
lipidico, y las Tipo V, calcificadas, son las consideradas como mas vulnerables. Las
placas Tipo VI son las que desencadenan el evento trombotico (Figura 4) . Segun esta
clasificacion, las placas consideradas como no vulnerables son las de Tipo |, que se
manifiestan como lesiones iniciales con presencia de macrofagos y células espumosas
de manera aislada, las de Tipo Il, que presentan la suficiente cantidad de lipidos como
para provocar la formacion de la estria grasa, y las placas de Tipo lll con presencia de

lipidos extracelulares (Stary et al., 1995).

Placa estable Placa inestable
Pequefio nucleo lipidico =" Gran ndcleo lipidico
Gruesa capa fibrosa Delgada capa fibrosa
Bajo contenido en macréfagos .3t Alto contenido en macréfagos
Baja densidad de microvasos %° Alta densidad de microvasos

W Hemorragia intraplaca
4% Ruptura de placa y formacién de trombos

Figura 4. Vulnerabilidad de la placa. La placa estable es resistente a la rotura por
poseer una gruesa cubierta fibrosa y pocos elementos inflamatorios. Por el contrario,

la placa inestable o vulnerable posee una cubierta fibrosa delgada y elementos
inflamatorios que facilitan su erosion y rotura (W. van Lammeren et al., 2011).
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Los principales mecanismos que contribuyen a la generacion de placas inestables

son la apoptosis de los macréfagos y la degradacion de la matriz extracelular.

La apoptosis de macrofagos favorece la liberacion de lipidos a la matriz
extracelular que, junto con una deficiente fagocitosis de los mismos por otros
macréfagos, proceso denominado eferocitosis, conduce a la formaciéon del ndcleo
necrético caracteristico de placas avanzadas vulnerables. Esta combinacién es
fundamental en el avance de la lesion, puesto que la muerte de macrofagos también
ocurre en lesiones tempranas. Sin embargo, en los estadios iniciales de la
aterosclerosis, la eferocitosis es eficiente, lo que lleva a una disminucion de la
celularidad de la lesién y de la inflamacion, evitando asi la progresion y necrosis de la
placa (Moore and Tabas, 2011). Entre los mecanismos que inducen apoptosis en
macréfagos se encuentra la induccién por estrés del reticulo endoplasmatico que
favorece la acumulacién de LDLox y de acidos grasos saturados (Tabas, 2009)
(Figura 5) . Ademas, la apoptosis excesiva de macréfagos provoca una disminucion en
la secrecion de TGF-B, lo cual reduce la sintesis de colageno por las cMLVs (Fadok et

al., 1998), el contenido en colageno de la placa y, por lo tanto, su estabilidad.

Apoptosis .
células endoteliales . —

— —_ = = - £ -

,‘.—/‘_—“_
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optosis CMILV y adelgazamiento de la placa fi
Estrés RE

£,

Figura 5. Posible papel del estrés del reticulo endo  plasmico en la progresion de
la lesi6on aterosclerdtica. En lesiones avanzadas, el estrés del reticulo
endoplasmico (estrés RE) en macréfagos puede conducir a su muerte por apoptosis.
Cuando los macréfagos apoptéticos no son eficazmente eliminados conducen a la
formacion del nucleo necrético lipidico. Ademas, el estrés RE puede contribuir a la
apoptosis tanto de células endoteliales como de cMLVs lo que contribuye al
adelgazamiento de la placa fibrosa aumentando la vulnerabilidad (Adaptado de
Tabas, 2011).
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Otro mecanismo que contribuye a la vulnerabilidad y la ruptura de la placa es la
apoptosis de las cMLVs, proceso generalmente inducido por la muerte celular de
macrofagos cercanos (Moore and Tabas, 2011). Por ejemplo, la secrecion de NO y
TNF-a por macrofagos puede desencadenar la apoptosis de las cMLVs (Boyle et al.,
2003), lo que conlleva una menor capacidad para sintetizar los componentes de la
matriz celular y una disminucion del grosor de la cubierta fibrosa. Por otro lado, la
secrecion de IFN-y por los linfocitos T en estadios avanzados inhibe la produccion de
coldgeno por parte de las cMLVs, acelerando el adelgazamiento de la cubierta fibrosa
(Libby et al., 2010). Asi, las cMLVs son esenciales para la estabilidad de la placa ya
que el mantenimiento de la matriz extracelular de la placa fibrosa depende del
equilibrio entre la sintesis y la degradacion de las proteinas de la matriz. Ademas, las
proteinas de la matriz son degradadas por una familia de proteasas denominadas
metaloproteinasas de matriz (MMP, del inglés, Matrix Metalloproteinase) que pueden
ser secretadas por todas las células presentes en la pared arterial, incluidas las
cMLVs, aunque la produccion de las mismas por parte de los macréfagos juega un
papel predominante. Los macréfagos producen MMP como colagenasas (MMP-1,
MMP-8, MMP-13), estromelisinas (MMP-3, MMP-10, MMP-11), metaloelastasas
(MMP-12) matrilisinas (MMP-7, MMP-26), metaloproteinasas de membrana (MMP-14,
MMP-15, MMP-16, MMP-17) y gelatinasas (MMP2 y MMP-9) que desestructuran la
matriz extracelular por degradacion del coldgeno y promueven el adelgazamiento y

desestabilizacion de la cubierta fiborosa aumentando su vulnerabilidad (Newby, 2008).

Otros procesos que generan placas mas vulnerables en lesiones avanzadas son la
neovascularizacion y la calcificacion asociada (Fuster et al., 2005). La
neovascularizacién es un proceso por el cual los vasa vasorum, capilares tipicos de la
capa adventicia, nutren la placa aterosclerdtica al proporcionar una comunicacion
permanente entre la circulacion sistémica y el ateroma. Dichos capilares invaden la
capa intima y aportan mediadores de inflamacion, factores de crecimiento y sales
minerales que hacen posible la mineralizacion (Demer and Tintut, 2003; Virmani et al.,
2000). Los vasa vasorum pueden experimentar procesos de hemorragia intraplaca y
ser fuente de eritrocitos que, al lisarse, liberan colesterol y fosfolipidos
desestabilizando el nucleo necrético. EI cambio producido por la acumulacion excesiva
de eritrocitos puede promover la transicion de una lesion estable a una inestable
(Virmani et al., 2005).
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La mayoria de episodios que producen rotura de placa no causan sintomas
clinicos agudos debido, presumiblemente, a que la placa expuesta es poco
trombogénica en comparacion con las placas que producen los sintomas coronarios
agudos (Fuster et al., 1992). Algunos de los factores responsables del incremento de
potencial trombogénico de la placa después de su rotura son su contenido de factor
tisular y el nimero de células espumosas derivadas de macréfagos que liberan esta
glicoproteina que inicia la cascada de coagulacion y provoca la adhesion de plaquetas
circulantes a la pared vascular (Glass and Witztum, 2001; Libby et al., 2010; Toschi et
al., 1997) (Figura 6) .

Plaguetas® e
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Figura 6. Ruptura de la placa y trombosis. La apoptosis de macréfagos y de
cMLVs conduce a la formacién del nacleo necrético lipidico y a la acumulaciéon de
colesterol extracelular. La secrecion de MMPs y la neovascularizaciéon contribuyen a
la inestabilidad de la cubierta fibrosa. La ruptura de la placa expone los componentes
de la sangre al factor tisular iniciando los procesos de coagulacion, con reclutamiento
de plaguetas y formacién de un trombo (Modificado de Glass y Witztum, 2001).
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2. FACTORES DE RIESGO DE LA ENFERMEDAD CARDIOVASCUL AR (ECV):
DIABETES MELLITUS TIPO 2 (DMT2) Y SINDROME METABOLI CO (SM)

2.1. Generalidades y definicion de DMT2 y SM

Un factor de riesgo se define como una caracteristica relacionada causalmente
con el aumento de frecuencia de una determinada enfermedad por lo que constituye

un factor predictivo, aunque independiente, del riesgo de contraer dicha enfermedad.

La epidemiologia cardiovascular comenzé en los afios 30 del siglo XX. En 1948, el
Servicio de Salud Publica (NHLBI, del inglés, National Heart, Lung, and Blood Institute)
de Estados Unidos inici6 el estudio Framingham con el fin de identificar los factores de
riesgo de ECV. El estudio, todavia en curso, ha identificado hasta la fecha una serie de
factores genéticos y ambientales como condicionantes en el desarrollo de la ECV,
entre los que se encuentran concentraciones elevadas de lipidos en sangre (en
particular colesterol y triglicéridos), desarrollo de resistencia a insulina (RI), DMT2,
hipertensiéon, obesidad e hiperglucemia (Grundy et al., 2005). Segun los criterios
propuestos en el afio 2001 por el “National Cholesterol Education (NCEP) Program
Adult Treatment Panel 11l (ATP 111)” el SM se define por la presencia de al menos tres
de las siguientes alteraciones: obesidad abdominal, hipertrigliceridemia, bajos niveles
de colesterol HDL, hipertension y valores alterados de glucosa en ayunas (Alberti et
al., 2009; Ginsberg et al., 2006) (Tabla 1). Estas alteraciones combinadas conducen al
desarrollo de RI que es la antesala de la DMT2 (Alberti et al., 2009; Grundy et al.,
2005) y se cree que es el nexo de union entre SM/DMT2 y el desarrollo de ECV
(Biddinger and Kahn, 2006).

Tabla 1. Criterios diagnésticos de SM propuestos por el “Program Adult
Treatment Panel 1l (ATP 1ll)” (Grundy et al, 2005)

Circunferencia de la cintura (cm) =102 en hombres
=88 en mujeres
Triglicéridos 2150 mg/dL (1,7 mmol/L)
Colesterol HDL <40 mg/dL (1,03 mmol/L) en hombres

<50 mg/dL (1,3 mmol/L) en mujeres

Presion arterial Presién arterial sistolica 2130 mmHg
Presién arterial diastélica 285 mmHg

Glucosa en ayunas 2100-110 mg/dL
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La DMT2 y el SM son dos de los factores de riesgo mas importantes con un alto
impacto sociosanitario ya que aumentan el riesgo de desarrollar aterosclerosis y ECV
de 2 a 10 veces. Segun datos de la OMS se estima que la poblacién afectada por
DMT2 en el afio 2030 alcanzara los 366 millones (Wild et al.,, 2004) debido,
principalmente, al envejecimiento de la poblacién y a la adquisiciéon de estilos de vida
sedentarios que conllevan una disminucion de la actividad fisica y un aumento de la
obesidad (Alberti et al., 2009; Hossain et al., 2007; Nunn et al., 2009). En Espafia,
también segun la OMS, se estima que la prevalencia de la DMT2 aumente en un 40%
en el afio 2025, en comparacion con el afio 2000 (Conget, 2002).

La prevalencia del SM aumenta con la edad y con el sobrepeso, situdndose
alrededor del 24% en la poblacion general y cerca del 50% en los pacientes con
alguna alteracion cardiovascular. Por ello es de gran relevancia investigar los
mecanismos implicados en el desarrollo de la ECV asociada a estas enfermedades
metabolicas. De hecho, la presencia de RI por si sola aumenta el riesgo de ECV (Pirro
et al.,, 2002) y se manifiesta como una asociacién de sintomas que comprenden la
intolerancia a la glucosa, dislipidemia, obesidad e hipertensién que favorecen la
aparicion de la DMT2 y de la ECV (Figura 7).

f Resistencia

insulina

Figura 7. Rl y su relacién con la ECV y la DMT2. La Rl juega un papel pivote en el
desarrollo de algunas alteraciones metabolicas caracteristicas del SM (en naranja).
Estas alteraciones metabdlicas promueven el desarrollo de distintas patologias (en
rojo). (PCOS, sindrome de ovario poliquistico) (Adaptado de Biddinger, 2006).
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La RI se define como una pérdida de la sensibilidad a esta hormona causada por
una reducida sefalizacion en sus tejidos diana periféricos, como musculo o tejido
adiposo, que alteran el metabolismo glucidico (Biddinger and Kahn, 2006). La falta de
sensibilidad a insulina en el higado aumenta la produccién enddgena de glucosa
favoreciendo el desequilibrio glucémico. Inicialmente, las células B-pancreaticas
compensan la pérdida de sensibilidad e incrementan la secrecion de insulina para
mantener los niveles normales de glucosa produciendo un estado de hiperinsulinemia.
Sin embargo, la continua estimulacion de la secrecion de insulina conduce a la
hipertrofia de las células B-pancreéticas, que acaban deteriorandose. La consecuente
disminucion en la produccion de insulina provoca elevacion en la concentracion de
glucosa. Esto acaba produciendo glucotoxicidad y dafio en las células B-pancreaticas,
lo que conduce a su muerte y al establecimiento de la hiperglucemia caracteristica de
la DMT2 (Grundy et al., 2005; Semenkovich, 2006) (Figura 8). En condiciones
normales la apoptosis es minima y compensa procesos de reorganizacion de las
células B-pancreéticas manteniéndose el equilibrio entre apoptosis y regeneracion. Sin
embargo, en estados de RI el balance se pierde y la apoptosis excede la regeneracion
de las células B-pancredticas produciendo la disminucion de la masa celular y
acelerando la aparicion de DMT2 (Butler et al., 2003; Rhodes, 2005).

LFactores genéticosj h:actores ambientaleﬂ

Obesidad
Accidn insulina Edad
Secrecion insulina Dieta
Sedentarismo

sensibiﬁdad ala Tsecrecién insulina Disfuncién célula,..—_ i
B-pancreatica Glucotoxicidad

insulina
' I I Lipotoxicidad

Intolerancia a la glucdsa DIABETES MELLITUS
TIPO 2

Figura 8. Patogenia de la DMT2. Los estados condicionantes de la DMT2 tienen
una base genética y ambiental que producen una pérdida de la sensibilidad a la
insulina, y un aumento en la secrecion de insulina como respuesta compensatoria.
Finalmente, la disfuncidon de las células B-pancreaticas conduce a la hiperglucemia
caracteristica de la DMT2 (Adaptado de Conget, 2002).

Normal

Tpruduccién hepatica de glucosa

Ademas, la pérdida de sensibilidad a insulina en el tejido adiposo induce la
movilizacion de la grasa, aumentando en los adipocitos la lipolisis de los triglicéridos y
favorece el flujo de acidos grasos libres. Niveles elevados de &cidos grasos acaban
produciendo lipotoxicidad en musculo y en higado, afectando al transporte y captacion
de la glucosa, mientras que en células 3-pancreaticas acaban impidiendo la secrecién

de insulina (Beckman et al., 2002; Lewis et al., 2002).
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2.2. La dislipidemia diabética

La falta de una correcta sefalizacibn por insulina, especialmente en tejidos
periféricos, resulta en un metabolismo lipidico proaterogénico (Semenkovich, 2006).
Por ello, entre todos los factores atribuibles a la patologia cardiovascular asociada a la
DMT2, la dislipidemia diabética producida por la Rl desempefia un papel central en el

desarrollo de la arteriosclerosis (Ginsberg et al., 2006).

La dislipidemia diabética se caracteriza por una serie de alteraciones en el plasma,
entre las que destacan una elevada concentracion de triglicéridos, reduccion en los
valores de colesterol HDL (c-HDL), e incremento en las concentraciones de sdLDL (del
inglés, Small Dense LDL) con facilidad para oxidarse, provocando la acumulacion de
células espumosas y el agravamiento de la lesién (Adiels et al., 2008; Neeli et al.,
2009; Vijayaraghavan, 2010) (Figura 9). Estudios epidemioldgicos y clinicos han
establecido una clara relacion entre niveles bajos de c-HDL vy riesgo cardiovascular. El
estudio Framingham demostro la magnitud de esta asociacion estimando que el riesgo
de sufrir ECV disminuye entre un 1% y un 2% por cada 1mg/dL de aumento en los
niveles de c-HDL (Ginsberg and MacCallum, 2009).

Incrementa la
produccion
___‘.—-‘-—-'-.“

DMT2/SM | sy
Incrementa el
catabolismo _

Figura 9. Cambios en el metabolismo lipidico en la DMT2 y en el SM. La Rl en
estados de DMT2/SM se asocia con un aumento en la produccion de VLDL (del
inglés, Very Low Density Lipoprotein), disminucién en el catabolismo de las VLDL y
sdLDL y una disminucion en la concentracion de las HDL al aumentar su catabolismo
a pesar de que se produce un aumento compensatorio de su produccion hepatica.
(Adaptado de Adiels et al, 2008 y Vijaraghavan, 2010).

Disminuye el catabolismo
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2.3. Efectos de la DMT2y del SM en la ECV

Como se ha mencionado anteriormente numerosos estudios clinicos ponen de
manifiesto una clara relacion entre DMT2/SM y el riesgo de desarrollar complicaciones
macrovasculares (Askari et al., 2002; Beckman et al., 2002; Gerstein and Yusuf, 1996;
Stolar and Chilton, 2003). De entre las causas del aumento de riesgo de ECV en
pacientes con DMT2/SM se han descrito numerosas alteraciones en diferentes tipos
celulares. Asi se han encontrado cambios en células endoteliales, en cMLVs y en
plaguetas que aceleran el proceso aterosclerdtico, aumentan la inestabilidad de la
placa y favorecen la formacién de trombos, aunque los mecanismos que subyacen no
estan totalmente esclarecidos (Tabla 2) (Askari et al., 2002; Beckman et al., 2002;
Kanter et al., 2007; Moreno and Fuster, 2004; Semenkovich, 2006; Stolar and Chilton,
2003).

Tabla 2. Alteraciones proaterogénicas y proaterotro mbéticas en la DMT2/SM

ALTERACION MECANISMO EFECTOS

Incremento estrés oxidativo Disminucién en la produccién de | Disfuncién endotelial
NO en el endotelio

Incremento de la produccion de
ROS en células endoteliales y en

cMI Vs
Incremento en la inestabilidad de la Disminucion del contenido de | Vulnerabilidad de la placa
placa colageno en la intima por

incremento en la expresion o en la
actividad de MMP

Disminucion de la sintesis de
colageno dependiente de las
cMLVs por incremento de la
produccién de citoquinas por las
células endoteliales

Apoptosis de cMLVs mediada por
I DI ox

Incremento actividad trombogénica Activacion  de  plaquetas y | Formacion de trombos
alteracion en la actividad
fibrinolitica

La hiperglucemia sostenida en la DMT2/SM induce apoptosis y disminucion en la
proliferacion de cMLVs y de células endoteliales (Averill and Bornfeldt, 2009; Bansilal
et al., 2007). Ademas, la produccion endotelial de NO bloquea la activacion de eNOS
(del inglés, Endothelial Nitric Oxide Synthase) e incrementa la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ROS, del inglés, Reactive Oxygen Species) (Beckman et al.,
2002; Steinberg et al.,, 1996). Estas alteraciones cambian las propiedades

vasodilatadoras del endotelio y favorecen su disfuncién. El aumento de los niveles de
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ROS debido al estrés oxidativo provoca la activacién de factores de transcripcion,
como NF-kB (del inglés, Nuclear Factor-KappaB), que regulan la expresiéon de genes
gue codifican para mediadores de la aterogénesis, incluyendo moléculas de adhesién
de leucocitos al endotelio, proteinas quimioatrayentes que reclutan leucocitos y
monocitos a la pared vascular, y moléculas proinflamatorias presentes en la placa de
ateroma, como TNF-a e interleucina-1 (IL-1) (Rosen et al., 2001; Schmidt and Stern,
2000). Las células endoteliales dafiadas también incrementan la produccion de
citoquinas que provocan la disminucién de la sintesis de colageno por las cMLVs,
disminuyendo asi la estabilidad de la placa ateromatosa. Ademas, el TNF-a
incrementa la produccién de sustancias vasoconstrictoras, como endotelina-1 y
angiotensina Il, que inducen hipertrofia de las cMLVs (Maenhaut and Van de Voorde,
2011). Ademés, la hiperglucemia caracteristica de la DMT2/SM favorece la
trombogénesis mediante la activacion plaquetaria reduciendo la produccién de
inhibidores plaquetarios. Asi, los pacientes con DMT2/SM muestran un aumento en la
coagulacion de la sangre debido a la reduccion en la actividad fibrinolitica, al aumento
en los niveles de factores procoagulantes, como el factor tisular, y a la disminucion en
los niveles enddgenos de factores anticoagulantes, como la antitrombina Ill y la
proteina C, lo que aumenta el riesgo cardiovascular y favorece la formacién de
trombos y la ruptura de la placa (Beckman et al., 2002; Mackman, 2004) (Figura 10) .
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Figura 10. Disfuncion endotelial en la DMT2/SM y des
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arrollo de aterosclerosis.

En la DMT2/SM los estados de hiperglucemia, el exceso de liberacion de acidos
grasos libres y la RI deterioran la funcién endotelial aumentando la vasoconstriccién,
la inflamacién y promoviendo la trombosis. La disminucién en la produccion de NO y
el incremento de las concentraciones de endotelina-1 y angiotensina Il provoca el
aumento del tono vascular y el crecimiento y migracion de las cMLVs. La activacion
entre otros del factor de transcripcion NF-kB induce la liberacién de quimioquinas
atrayentes y citoquinas inflamatorias y la expresién de moléculas de adhesién
celular. El incremento en la produccion del factor tisular crea un ambiente
protrombotico que, junto con el descenso en la produccion de NO y prostaciclina,

favorece la activacion plaquetaria (Adaptado de Beckman et al, 2002).

El estrés oxidativo provocado por el incremento de ROS aumenta el nivel de las
LDLox, cuya accién proapoptotica provoca un descenso en el numero de CMLVS en
la cubierta fibrosa y menor sintesis de colageno (Taguchi et al., 2000). Ademas, se
produce un aumento de la produccion de MMPs, favoreciendo la degradaciéon del
coldgeno. De este modo, la combinacion entre la disminucion en la sintesis de
coldgeno y el aumento en su degradacion y la disminucién de cMLVs predispone a un

mayor riesgo de ruptura de la placa y formacion de trombos (Beckman et al., 2002)

(Tabla 2).
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3. PAPEL DEL SUSTRATO 2 DEL RECEPTOR DE LA INSULINA (IRS2) EN LA
SENALIZACION DE LA INSULINA

En estados de homeostasis la insulina regula el metabolismo y el crecimiento
celular mediante la activacion del receptor de la insulina (R-INS) situado en la
membrana plasmatica. El R-INS es una proteina heterotetramérica formada por dos
subunidades a extracelulares unidas por puentes disulfuro que contienen el sitio de
union a la insulina, y dos subunidades 3 transmembrana que poseen actividad tirosina-
quinasa en su dominio citoplasmatico (White and Kahn, 1994). La unién de la insulina
a la subunidad a induce la fosforilacion de una de las subunidades 3 del receptor en
residuos especificos de tirosina, produciéndose wuna rapida cascada de
autofosforilacion del propio receptor que permite a las subunidades B fosforilarse entre
si y fosforilar a las proteinas IRS (del inglés, Insulin Receptor Substrate) (Chang et al.,
2004; Virkamaki et al., 1999) (Figura 11) .

Subunidad a
Subunidad B

Cascadas de
segundos mensajeros

Figura 11. Estructura del R-INS. ElI R-INS se compone de dos unidades aq,
responsables del reconocimiento de la insulina, y de dos unidades B transmembrana.
Tras la union de la insulina, el R-INS se activa mediante fosforilacion y transduce la
sefial mediante fosforilacion a los efectores intracelulares IRS los cuales son
reciclados continuamente y desencadenan las cascadas de sefializacion.

Los miembros de la familia IRS son proteinas con un peso molecular que varia
entre 60 y 180KDa. Contienen un dominio PH (del inglés, Pleckstrin Homology), un
dominio de unién tirosina (PTB, del inglés, Protein Tyrosine-Binding) y numerosos
residuos de tirosina que, tras ser fosforilados, se unen a los dominios SH (del inglés,
Src Homology) de proteinas efectoras, como la quinasa fosfatidilinositol 3 (PI3K, del
inglés, Phosphatidylinositol 3-Kinase) y Grb2 (del inglés, Growth factor Receptor-
Bound protein 2). Estas, a su vez, activan, respectivamente, las vias de sefalizacién
de la PI3K y de las quinasas activadas por mitégenos (MAPK, del inglés Mitogen-

Activated Protein Kinases) (Biddinger and Kahn, 2006) (Figura 12). De este modo la
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insulina regula el metabolismo energético, la expresion génica de sus genes diana y

ejerce efectos mitogénicos (Avruch, 1998).

i

Vias de
sefalizacion de
la insulina

Dominios Sfti

Figura 12. Activacion de las vias de sefializacion d e la insulina. Tras la unién de
la insulina con su receptor y la fosforilacion de las proteinas IRS, éstas se unen a
dominios SH de proteinas efectoras que activaran las vias de sefializaciéon de PI3K y
MAPK.

Existen distintas formas de IRS con funciones especificas. En el ratdbn se han
caracterizado cuatro miembros: IRS1 (Sun et al., 1991), IRS2 (Sun et al., 1995), IRS3
(Lavan et al., 1997b) e IRS4 (Lavan et al., 1997a). En humanos so6lo se han
identificado los miembros IRS1, IRS2 e IRS4 (Bjornholm et al., 2002). IRS1, que se
expresa de manera ubicua en diferentes tejidos, esta implicado en el crecimiento
soméatico celular (Araki et al., 1994) y parece ser el principal mediador de la
sefializacién por insulina tanto en musculo esquelético como en tejido adiposo (Nandi
et al., 2004). IRS2 se descubrio inicialmente como un componente de la sefializacion
de interleucina- 4 (Sun et al., 1997) pero en la actualidad se sabe que se expresa en
casi todas las células y tejidos teniendo un papel importante en la accion de la insulina
particularmente en el higado y en la proliferacion de las células B-pancreéticas. Por
ultimo, IRS3 se expresa predominantemente en el tejido adiposo mientras que IRS4 se
expresa fundamentalmente en la glandula pituitaria, el timo y el cerebro (Fantin et al.,
1999; Lavan et al., 1997b; Liu et al., 1999; Smith-Hall et al., 1997)

Si bien tanto IRS1 como IRS2 se expresan en células B-pancreaticas, IRS1 no
parece estar implicado en el control de la masa celular. Por el contrario, IRS2 si
desempefia un importante papel en la regulacién de las células B-pancreaticas
(Rhodes, 2005). Efectivamente, el aumento en la expresion de IRS2 promueve la
replicacion de las células B-pancreaticas, la neogénesis y la supervivencia, mientras

que la disminucidon en su expresion conduce a una deficiencia en la secrecion de
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insulina y a una reduccién en la masa de las células B-pancreéticas debido a un
aumento en la apoptosis (Kubota et al., 2000; Rhodes, 2005; Withers et al., 1998). De
hecho, ratones deficientes para IRS2 desarrollan DMT2 y presentan RI, tanto en
tejidos periféricos como en higado, y disminucién en la funcion de las células [3-
pancreaticas (Withers et al., 1998). A diferencia del fenotipo diabético grave de los
ratones deficientes en IRS2, se ha demostrado que la inactivacion de IRS1 en ratones
solo produce una moderada RI en tejidos periféricos y defectos en la tolerancia a la
glucosa, pero no provoca diabetes (Chang et al., 2004; Tamemoto et al., 1994). La RI
en ratones deficientes en IRS1 va acompafada de una hiperplasia compensatoria de
las células B-pancreéticas mediada por IRS2 (Kido et al., 2000; Withers et al., 1999;
Withers et al., 1998). Ademas, la sefializacion por insulina es casi normal en el higado
de ratones Irsl-/- cuya funcion es reemplazada presumiblemente por IRS2. Sin
embargo, el crecimiento pre y post-natal de los ratones Irsl-/- esta fuertemente
reducido (Araki et al., 1994; Withers et al.,, 1998). Estos resultados en modelos
murinos indican que la sefializacion por insulina a través de IRS2 es necesaria para la
diferenciacion, crecimiento y/o supervivencia de las células B-pancreéticas, el IRS1 es
un mediador del crecimiento somatico, mientras que ambas proteinas estan implicadas

en la RI periférica.

Por otro lado, ratones deficientes para el R-INS nacen con un ligero retraso en el
crecimiento y se produce entonces un incremento progresivo en los niveles de glucosa
y un aumento transitorio de los niveles de insulina. A los pocos dias del nacimiento se
produce el dafio en las células B-pancreaticas y muerte por cetoacidosis diabética.
Este fenotipo indica que el R-INS es necesario para la supervivencia pero no para el
control metabdlico y el crecimiento prenatal (Nandi et al.,, 2004). De este modo,
alteraciones en los IRS o en el R-INS producen caracteristicas de Rl y DMT2
(Biddinger and Kahn, 2006).
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3.1. Via de sefalizacién PI3K

La sefializacion de la insulina a través de la via de PI3K juega un papel esencial en
la captacidon de glucosa y es el principal mediador de los efectos de la insulina sobre la

sintesis lipidica, la sintesis de proteinas y el metabolismo glucémico.

PI3K es un heterodimero compuesto por una subunidad reguladora, p85, con ocho
isoformas conocidas, y una subunidad catalitica, p110, de la que se conocen tres
isoformas (Biddinger and Kahn, 2006). Tras la fosforilacion de los residuos de tirosina
inducidos por la unién de la insulina al R-INS, IRS fosforila la subunidad reguladora
p85 de PI3K, promoviendo su cambio conformacional y la unién de la subunidad
catalitica p110, con la consiguiente activacion de PI3K (Chang et al., 2004). Esto
provoca la fosforilacion de fosfolipidos de membrana, siendo uno de los principales
productos el fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), el cual regula la localizacion
subcelular y la actividad de numerosas proteinas. El incremento de PIP; estimulado
por insulina induce el reclutamiento y activacion de proteinas que contienen dominios
PH, como la serina-treonina quinasa PDK1 (del inglés, Phosphatidylinositol Dependent
Kinase 1). PDK1 activado fosforila y activa serina-treonina quinasas adicionales siendo
las mas relevantes las tres isoformas de Akt (del inglés, V-akt murine thymoma viral
oncogene homolog kinase) (Nandi et al., 2004). Se ha demostrado que mientras
niveles reducidos de Aktl y Akt3 no afectan a la sensibilidad a insulina, la disminucién
de Akt2 produce una pérdida de sensibilidad a la insulina y una reduccion en la
disposicién de glucosa (Cho et al., 2001). De hecho, ratones deficientes para Akt2
exhiben RI e intolerancia a la glucosa debido a una disminucién en la captacion de
glucosa en musculo esquelético y a un incremento en la produccion hepatica de
glucosa (Asano et al., 2007; Cho et al., 2001; Nigro et al., 2006). Tras su fosforilacion,
Akt promueve la translocacién de los transportadores de glucosa GLUT (del inglés,
Glucose Transporter) desde el interior de la célula a la membrana plasmatica y la
consiguiente entrada de glucosa al interior celular (Figura 13). GLUT presenta
distintas isoformas que se expresan en distintos tejidos. En masculo esquelético y en
adipocitos la insulina induce la translocacién de GLUT4 (Lin et al., 2011; Thorens and
Mueckler, 2009), mientras que GLUT2 se expresa en higado y en células B-
pancreaticas de ratén. De hecho, ratones deficientes para GLUT2 exhiben
hiperglucemia acompafnada por una elevacién de 4cidos grasos circulantes y mueren a

las tres semanas de vida (Remedi and Nichols, 2009).

38



Introduccién

2 AT e e
PO-p“'l 7 pDK1 Akt -
W Sintesis proteica %

Fl3K Sintesis lipidica
Metabaolismo glucidico

Figura 13. Activacion de la via PI3K por accion de | ainsulina. Las proteinas IRS
fosforiladas interaccionan con y fosforilan (activan) la subunidad reguladora p85 de la
PI3K, que a su vez se une a y activa a su subunidad catalitica p110. Una vez
activada, PI3K fosforila fosfolipidos de membrana que sirven como ligandos de Akt
en la cara interna de la membrana. Estos fosfolipidos (principalmente PIP3) activan a
PDK1, que fosforila y activa a Akt, un regulador clave de sintesis lipidica y proteica y
del metabolismo glucidico. Ademas se produce la translocacion de los
transportadores de glucosa GLUT desde el interior de la célula a la membrana
plasmatica provocando la entrada de glucosa al interior celular.

3.2. Via de sefalizaciéon de las MAPK

La via de sefializacion de las MAPK regula principalmente los efectos mitogénicos
de la insulina (Biddinger and Kahn, 2006). Tras la uni6on a su receptor la insulina
estimula la fosforilacion de las proteinas Shc y de los residuos de tirosina de IRS,
permitiendo la union de ambos al factor de crecimiento Grb2, el cual se activa y recluta
al factor Sos (del inglés, Son Of Sevenless) formando complejos Grb2-Sos. Los
complejos Grb2-Sos activan a la proteina Ras y estimulan su union a GTP, liberando
GDP (Kim et al., 1998) y produciendo la activacion secuencial de las quinasas Raf,
MEK y ERK1/2 y, finalmente, desencadenando la cascada de sefializacion que
conduce al crecimiento, diferenciacién y proliferacion celular (Nigro et al., 2006)
(Figura 14) .
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Figura 14. Activacion de la via de las MAPK por acci  6n de la insulina. La accién
de la insulina sobre las MAPK esta mediada por las proteinas IRS y Shc, las cuales
se unen a Grb2. Grb2 recluta a Sos y este complejo activa a Ras, induciendo la unién
a GTP y la activacion secuencial de las quinasas Raf, MEK y ERK1/2 que promueven
la diferenciacion y proliferacion celular.
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4. MODELOS MURINOS DE ATEROSCLEROSIS, DMT2/SM Y ATE ROSCLEROSIS
ACELERADA POR DMT2/SM

4.1. El raton deficiente en apolipoproteina E como modelo de

hipercolesterolemia y aterosclerosis

La apolipoproteina E (apoE) es un potente modulador de los niveles de colesterol y
lipoproteinas plasméticas debido a su capacidad de interacciébn con miembros de la
familia del receptor de las LDL. La apoE es una proteina plasmatica con un peso
molecular aproximado de 34 KDa constituyente de todas las lipoproteinas excepto de
las LDL (Meir and Leitersdorf, 2004). Como ligando del receptor de las LDL, participa
en el transporte y captacion de colesterol. Esta presente tanto en ratones como en
humanos y se expresa en un amplio conjunto de tejidos, como higado, cerebro, bazo,
pulmén, glandula adrenal, ovario, rifién, musculo (Mahley, 1988) y macrofagos
(Lammers et al., 2011).

El raton deficiente en la apoE (apoE-/-) es un modelo experimental de
hipercolesterolemia y aterosclerosis generado simultdneamente por dos laboratorios
independientes mediante recombinacion homdloga, de modo que el gen de apoE se
remplaz6 en parte con el gen de la resistencia a neomicina produciendo su
interrupcion (Piedrahita et al., 1992; Plump et al., 1992; Zhang et al., 1992). Los
ratones apoE-/- son sanos, viables, fértiles y de peso similar a los silvestres (WT, del
inglés, Wild Type). Sin embargo, la ausencia de apoE hace que las lipoproteinas que
la contienen no puedan ser captadas y metabolizadas eficientemente por sus
receptores, por lo que se produce hipercolesterolemia con niveles elevados de
colesterol-VLDL y niveles disminuidos de c-HDL comparado con ratones WT. Los

niveles de triacilglicéridos (TAG) no estan afectados en ratones apoE-/- (Figura 15) .
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Figura 15. Perfil de lipoproteinas en ratones apoE-/- y WT. Comparado con
ratones WT, los ratones deficientes en apoE presentan niveles elevados de
colesterol-VLDL y niveles bajos de c-HDL en plasma (Adaptado de Zhang et al,
1992).

La hipercolesterolemia propia de los ratones apoE-/- desencadena el desarrollo de
lesiones ateroscleroscleréticas de manera espontanea, con formacion de depdésitos de
células espumosas en la aorta proximal que producen oclusién grave de las arterias
aproximadamente a los ocho meses de edad (Piedrahita et al., 1992; Zhang et al.,
1992). Estos procesos se agravan significativamente cuando los ratones apoE-/- son
alimentados con dietas ricas en grasas y colesterol (Breslow, 1996; Smithies and
Maeda, 1995). Cabe destacar que las placas ateromatosas que desarrollan los ratones
apoE-/- presentan caracteristicas similares a las que se forman en humanos por lo que
es un buen modelo animal para estudiar los mecanismos moleculares responsables
del inicio y progresion de la aterosclerosis y para investigar los factores genéticos y
ambientales que modifican el proceso aterogénico (Nakashima et al., 1994; Zhang et
al., 1992).

4.2. El raton deficiente en IRS2 y el ratén doble d eficiente en IRS2 y apoE:

modelos murinos de DMT2/SM vy de aterosclerosis ace  lerada por DMT2/SM

Como se ha mencionado anteriormente, estudios con ratones modificados
genéticamente han puesto de manifiesto un papel importante de IRS2 tanto en la
funcién de las células B-pancreéaticas como en la homeostasis de la glucosa y de la
insulina (Burks and White, 2001). Uno de los mecanismos que inducen apoptosis de
las células B-pancreéticas durante el desarrollo de la DMT2 es la alteracion de los
niveles de expresion de IRS2, pues se ha demostrado, tanto en humanos como en
modelos animales, que la disminucion de su expresién conduce a estados de Rl y
DMT2 (Baumgartl et al., 2006; Gunton et al., 2005; Nandi et al., 2004; Rhodes, 2005).
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El raton deficiente en IRS2 (Irs2-/-), generado por inactivacion mediante
recombinacion homdloga (Kubota et al., 2000; Withers et al., 1998), presenta
alteraciones patoldgicas semejantes a las presentes en la DMT2 y el SM, incluyendo
hiperglucemia (Kubota et al., 2000), hiperinsulinemia, Rl (Gonzalez-Navarro et al.,
2007; Kubota et al., 2000; Withers et al., 1998), hipertension y dislipidemia (Kubota et
al., 2003). Este fenotipo se debe a que la inactivaciéon de IRS2 provoca una reduccién
en la masa de las células B-pancreéticas por un aumento en la apoptosis, causando
un fallo en la secrecién de insulina (Kubota et al., 2000; Withers et al., 1998). La Rl y la
falta de hiperplasia compensatoria de las células B-pancreaticas demuestran que IRS2
es esencial en el mantenimiento y regeneracion de las células B-pancreaticas y que la
sefializacién por insulina es necesaria para mantener la homeostasis de las células 3-
pancreéticas (Kubota et al., 2000). Ademas, el raton Irs2-/- muestra un incremento en
el peso corporal, niveles elevados de leptina e infertilidad en las hembras (Burks et al.,
2000). Por todo ello, el raton Irs2-/- se considera un buen modelo para estudiar las

causas que contribuyen a la fisiopatologia de la DMT2 y el SM en humanos.

Ademas, estudios recientes en nuestro laboratorio y en otros demuestran un papel
relevante del gen IRS2 en la aterosclerosis (Baumgartl et al., 2006; Gonzalez-Navarro
et al.,, 2007). Aunque la disrupcion de IRS2 no es suficiente para promover
aterosclerosis en el ratén, su inactivacién combinada con la ausencia del gen apoE
(ratbn apoE-/-Irs2-/-) promueve el desarrollo de la aterosclerosis. De hecho, la
inactivacion total o selectiva de IRS2 en macrofagos de ratones apoE-/- aumenta el
desarrollo de la aterosclerosis en comparacion con ratones apoE-/- control con IRS2
intacto  (Figura 16). Ademas, los ratones apoE-/-Irs2-/- muestran intolerancia a la
glucosa, RI e hipercolesterolemia (Baumgartl et al., 2006; Gonzalez-Navarro et al.,

2007), reforzando la asociacion clinica entre Rl, DMT2 y aterosclerosis.
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Figura 16. Aterosclerosis en modelos murinos de DMT  2/SM, aterosclerosis y
aterosclerosis acelerada por DMT2/SM. Los ratones apoE-/-Irs2-/- doble
deficientes en apoE e IRS2 muestran un aumento de la aterosclerosis en el cayado
aortico comparado con los ratones apoE-/- con IRS2 intacto. En ratones Irs2-/- las
lesiones son inapreciables por lo que la ausencia de IRS2 per se no es suficiente
para promover aterosclerosis (Adaptado de Gonzalez-Navarro et al, 2007).

Ademas, en ratones apoE-/-Irs2-/- con RI se observa una correlacion positiva entre
los niveles circulantes de insulina y el tamafio de la lesidon aterosclerética que no se

produce en ratones apoE-/- (Gonzalez-Navarro et al., 2007) (Figura 17) .
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Figura 17. Correlacién entre los niveles de insulin  a en plasma y el tamafio de la
placa de ateroma. Los niveles circulantes en plasma de insulina correlacionan
positivamente con el tamafio de la placa de ateroma en ratones apoE-/-Irs2-/- con Rl
pero no en ratones apoE-/- con IRS2 intacto (Adaptado de Gonzalez-Navarro et al,
2007).
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5. PAPEL DEL LOCUS Ink4/Arf EN EL CICLO CELULAR Y EN LAS
ENFERMEDADES METABOLICAS

5.1. El ciclo celular. Generalidades

El ciclo celular es el proceso mediante el cual la célula duplica su contenido celular
y se divide para generar dos células hijas. Se divide en cinco fases: GO (no
proliferativa o de quiescencia), G1 (del inglés, Gap 1), S (sintesis de ADN), G2 (del
inglés, Gap 2) y M (mitosis).

En fase GO la célula recibe estimulos extracelulares mitogénicos y entra en fase
G1. Una vez en fase G1, las células regulan su transicién entre las distintas fases del
ciclo celular mediante diversos mecanismos moleculares de control. En mamiferos, la
transicion més relevante es G1/S, que se encuentra controlada a nivel del denominado
punto de restriccion. Este punto se considera como de no retorno y determina el
momento en el cual la célula deja de depender de sefiales mitogénicas extracelulares
para progresar en el ciclo (Malumbres and Barbacid, 2001) (Figura 18) . En las dos
siguientes fases las células llevan a cabo dos eventos claves en la division celular
como son la replicacion de los cromosomas en la fase S y su segregacion en la fase M
para garantizar que cada célula hija reciba una dotacibn completa del material
hereditario. Entre estas dos fases se encuentra la fase G2, durante la cual se
comprueba que la duplicacion del material genético ha sido la correcta y si no es asi la

célula inicia el proceso de muerte celular por apoptosis.
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Figura 18. Fases del ciclo celular y punto de restr  iccién . La célula en estado no
proliferativo o de quiescencia, conocido como fase GO, entra en fase G1 tras recibir
estimulos mitogénicos. Acabada la fase G1, se produce la entrada en fase S en la
gue se produce la replicacion del ADN. Tras la fase S, se inicia la fase G2 en la cual
la célula se prepara para entrar en fase M o de mitosis. La transicién G1/S es una de
las mas relevantes en mamiferos y esta regulada por el denominado punto de
restriccion o de no retorno, que determina el momento en que la célula deja de
depender de sefiales mitogénicas extracelulares para progresar en el ciclo.
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5.1.1. Regulacion del ciclo celular: ciclinasy qui  nasas dependientes de ciclinas

El ciclo celular en eucariotas esta regulado por una familia de protein-quinasas
conocidas como CDKs (del inglés, Cyclin Dependent Kinase) cuya actividad requiere
su asociacion con una subunidad reguladora denominada ciclina. La actividad de los
complejos CDK-ciclinas experimenta variaciones a lo largo del ciclo celular como
consecuencia de la sintesis y degradacion periddica de las ciclinas que inducen la
entrada y salida de cada fase del ciclo celular (Morgan, 1995). En mamiferos, en la
fase G1 temprana, aumenta la expresién de ciclinas tipo D (D1, D2 y D3) que forman
complejos con CDK4 y CDK6 (Sherr, 1993). Los complejos CDK4/6-ciclina D fosforilan
a miembros de la familia de la proteina del retinoblastoma (pRb) que, en su forma
hipofosforilada, interacciona con el factor de transcripcion E2F impidiendo la
transcripcién génica de sus genes diana (Weintraub et al., 1992). Cuando pRb es
fosforilada por el complejo CDK4/6-ciclina D, E2F inicia la transcripcion y sintesis de
ciclinas tipo E (E1 y E2) que forman complejos CDK2-ciclina E en la fase G1 tardia e
incrementan la fosforilacion de pRb (Dulic et al.,, 1992; Koff et al., 1992). La
consiguiente hiperfosforilacion de pRb provoca la completa liberacién de E2F, lo cual
permite la transcripcion de genes necesarios para la progresion del ciclo y la
replicacion del ADN en la fase S (Fuster et al., 2010; Harbour and Dean, 2000). La
expresion de las ciclinas tipo A (Al y A2) durante la fase S facilita la formacién de
complejos CDK2-ciclina A que permiten la progresion del ciclo y la entrada en fase G2,
durante la cual las ciclinas de tipo A forman complejos con CDK1 y, por ultimo, se
produce la sintesis de ciclinas tipo B (B1, B2 y B3) que se unen a CDKL1 y regulan la
transicion G2/M (Nurse, 1994; Nurse et al., 1998; O'Farrell, 2001) culminando con la

divisién celular (Figura 19) .
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Figura 19. Ciclinas y CDKs implicadas en la regulac  i6n del ciclo celular. Cuando
las células entran en estado proliferativo, las primeras CDKs en ser activadas son
CDK4 y CDK6 por asociacién a ciclinas de tipo D. A continuaciéon se activan los
complejos CDK4/6-ciclina D y posteriormente los complejos CDK2-ciclina E. La
activacion secuencial de estos complejos conduce a la hiperfosforilacion de la
proteina Rb y a la liberacion del factor de transcripcion E2F lo que permite la
transcripcion de genes implicados en la replicacion del ADN y otros procesos
necesarios para la progresion del ciclo celular. La activacion de E2F provoca la
induccion de la expresion de la ciclina A que interacciona con CDK2 permitiendo la
progresion a través de la fase S. Tras la replicacion del ADN, se forman los
complejos CDKl-ciclina A y CDK1-ciclina B que inducen la entrada en mitosis
(Adaptado de Fuster et al, 2011).

5.1.2. Regulacion del ciclo celular: inhibidores de quinasas dependientes de

ciclinas

El ciclo celular esta regulado ademas por polipéptidos conocidos como inhibidores
de CDKs (CKlIs, del inglés Cyclin Kinase Inhibitor) que regulan los complejos CDK-
ciclinas. En mamiferos, los CKis se dividen en dos familias: INK4 (del inglés, Inhibitors
of CDK4) y Cip-Kip (del inglés, CDK Interacting Protein/Kinase Inhibitory Protein).

INK4 INK4b INK4
6 pls g

Los cuatro miembros de la familia INK4, p1 y p19"™** limitan

. pl , 1
la transicion desde la fase G1 a la fase S uniéndose especificamente a CDK4 y CDK6

6INK4a

e inhibiendo su actividad (Sherr and Roberts, 1995). En concreto, pl evita la

formacion de los complejos CDK4/6-ciclina D y la entrada en la fase S (Serrano, 1997),

mientras que la induccion de p15™<*

provoca la parada del ciclo en G1 en respuesta a
factores de crecimiento como TGF-B (Hannon and Beach, 1994). Por otra parte,
p18™e vy p19™“? se expresan durante el desarrollo embrionario y parecen
desempenfar un papel clave en la diferenciacién (Zindy et al., 1997) (Figura 21) . Cada
miembro de la familia INK4 esta codificado por un Unico gen localizado en los
y pl 8INK4C

en el cromosoma 19p13 (Figura 20) .

INK4 INK4b
6 5

siguientes cromosomas humanos: pl en el cromosoma 9p21, pl

en el cromosoma 1p32, y p19"™«#
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Figura 20. Localizacion cromosOmica de los genes IN  K4. La familia INK4
comprende cuatro genes denominados ink4a, ink4b, ink4c y ink4d segun en el orden
en el que fueron descritos sus productos génicos que se corresponden con proteinas
que oscilan entre 15 y 19 KDa de peso molecular: p16™? p15™P p1gNkic y
p19™¥. Las proteinas INK4 comparten entre ellas una homologia del 40%. Ademas,
estan altamente conservadas entre especies, con un 90% de similitud entre las
proteinas de ratén y humanos.

La familia Cip-Kip comprende tres miembros: p21°F, p27Pt y p57"P2 p21°Pt
incrementa la estabilidad de las ciclinas tipo D promoviendo la activacion de los
complejos CDK4/6-ciclina D. Ademas, produce la parada del ciclo celular en la fase G1
al inhibir la actividad de los complejos CDK2-ciclina E necesarios para que se
produzca la transicion G1/S. p27<" inhibe el complejo CDK2-ciclina E regulando,
igualmente, la transicién G1/S. p57“"? actta durante el desarrollo embrionario
inhibiendo la actividad de los complejos CDK2-ciclina E y su disminucion conduce a

desordenes en el mismo (Sherr, 2000) (Figura 21) .
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Figura 21. Regulacion del ciclo celular en lafase  G1 por CKls. La transicion G1/S
esta regulada por CKls de las familias INK4 (proteinas p16™K4a p15NKab - hpgiNKae
p19™“ que regulan exclusivamente a CDK4 y CDK6 en la fase G1) y Cip-Kip
(proteinas p21°"*, p27" P y p57X*%). p21°P* inhibe la actividad de los complejos
CDK2/ciclina E necesarios para que se produzca la transicion G1/S, por lo que su
expresion provoca la parada del ciclo en G1 y estabiliza los complejos CDK4/6-ciclina
D. p27K'pl inhibe el complejo CDK2/ciclina E regulando también la transicion G1/S.
p57K'pz actia durante el desarrollo embrionario y su disminuciéon conduce a
desordenes en el mismo (Adaptado de Fuster et al, 2011).
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5.2. El locus Ink4/Arf
5.2.1. Estructura génica del locus  Ink4/Arf

En 1994 se localizé en el cromosoma humano 9p21 un gen supresor de tumores al
que se denomind MTS1 (del inglés, Multiple Tumor Supressor 1) (Kamb et al., 1994).
Este gen habia sido descrito previamente como un inhibidor del ciclo celular (Serrano
et al., 1993) y hoy es conocido como p16™“?, Anélisis posteriores del cromosoma
9p21 pusieron de manifiesto un segundo gen supresor tumoral identificado
independientemente como un miembro de la familia INK4, al que se llam¢é p15™
MTS2 (Hannon and Beach, 1994; Kamb et al., 1994). Ademas, el locus que codifica

para el gen p16™ *® da lugar a un segundo producto génico: la proteina p14”~" en

(0]

humanos y p19°®F en ratones (del inglés, Alternative Reading Frame) (Quelle et al.,
1995). Al locus que contiene estos tres productos génicos se le denomind locus
Ink4/Arf y el proyecto Genoma Humano acufio los términos CDKN2A y CDKN2B para

y
ARF, y al locus Ink4b, que codifica para la proteina p15™***. EI gen CDKN2A posee

designar, respectivamente, al locus Ink4a/Arf, que codifica para las proteinas p16™“*?

cuatro exones: exén 1, exon 2, exén 1lay exon 1B. Los exones 1a, 2 y 3 codifican para

la proteina p16™**®

mientras que ARF combina los exones 1f3, 2 y 3. Aungque ambos
genes comparten exones, los productos génicos no comparten homologia de
secuencia debido a la presencia de promotores independientes que producen un
cambio en la pauta de lectura. El gen CDKN2B posee 2 exones que codifican para la

proteina p15™**® (Berger and Bardeesy, 2007) (Figura 22) .

Cromosoma 9

qd|p 21

ex1 ex2? ex1p exla telomero

N
2 1) u_]

centrémero

p15/NKdb ARF p16NKaa
CDKN2B (INK4b) CDKN2A (INK4a/ARF)

Figura 22. Estructura del locus  Ink4/Arf . En humanos, ratones y ratas, la estructura del
locus Ink4/Arf estd altamente conservada. Los exones 1 y 2 del gen CDKN2B (Ink4b)
codifican para la proteina p15™". El gen CDKN2A (Ink4a/Arf) origina dos transcritos que
codifican para las proteinas ARF y p16"<*®. Ambas proteinas no son homélogas al utilizar
pautas de lectura diferentes y promotores diferentes, de modo que comparten los exones
2y 3, pero el exén 1la es especifico de p16™“** y el exon 1B es especifico de ARF
(Adaptado de Ortega et al, 2002).
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En humanos se ha descubierto un cuarto gen en el locus Ink4/Arf, denominado
CDKN2BAS (del inglés, CDKN2B AntiSense), que codifica para un ARN no codificante
antisentido denominado ANRIL (del inglés, Antisense Noncoding RNA in the INK4
Locus). Este gen, que presumiblemente regula la expresion de los genes CDKN2A y
CDKNZ2B, abarca una region de 126.3 Kb y contiene 19 exones. El exén 1, localizado
en el promotor del gen ARF, se superpone a los dos exones del gen CDKN2B y se
transcribe en sentido opuesto al grupo de genes CDKN2B-CDKN2A (Pasmant et al.,
2010) (Figura 23) .

E5 E4 E3 E2 ENJ/E2 E1  E1B Ela\/ E2\_/E3
| 1 !
p15/NKab ~300pb p16NKda

Figura 23. Organizacion gendmica de CDKN2A/B y ANRI L. ANRIL es un ARN
antisentido que se superpone a los dos exones del gen CDKN2B vy se transcribe
en la direccion opuesta al grupo de genes p15/CDKN2B-p16/CDKN2A-ARF. El
exon 1 (E1) de ANRIL se encuentra situado aproximadamente a 300 pares de
bases del exén 1B, lugar de comienzo de la transcripcion de ARF (Adaptado de
Pasmant et al, 2007).
En el raton, el locus Ink4/Arf se encuentra en el cromosoma 4 (Jiang et al., 1995;
Quelle et al., 1995) y se desconoce la existencia del gen CDKN2BAS (Visel et al.,

2010).

5.2.2. Papel del locus Ink4/Arf en el ciclo celular, senescencia y apoptosis

La transcripcion del locus Ink4/Arf se activa en respuesta a estrés oncogeénico,
resultando en parada del ciclo celular o apoptosis, por lo que se considera que actia
como una de las principales barreras anti-oncogénicas en mamiferos (Gil and Peters,
2006; Serrano, 2000).

6INK4a 5INK4b

De los tres productos génicos del locus Ink4/Arf, los CKls pl y pl inhiben
la proliferacién celular formando complejos con CDK4 y CDK®6, lo cual bloquea la
hiperfosforilacion de RB necesaria para la progresion del ciclo celular. ARF, aunque no
es un CKIl, regula el ciclo a través de la via del gen supresor de tumores p53 (via de
p53). Tras la activacion por estimulos oncogénicos, ARF se une a las ubiquitin-ligasas

MDM2 (conocida como HDM2 en humanos) y ARF-BP1/Mule (del inglés, ARF Binding
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Protein 1/Mcl1-ubiquitin ligase E3), atenuando su funcién como ubiquitin-ligasas y
estabilizando la actividad del oncosupresor p53 (Chen et al., 2005; Weber et al., 1999)
(Figura 24) .

| ViadelRb | |  Viadepss |

p15INKdb pqgINKda ARF

CiclinaD )

Transcripcion Progresion del ciclo Parada del ciclo  Degradacion de p53
bloqueada Apoptosis

Figura 24. Modulacién del ciclo celular mediada por los productos génicos
del locus Ink4/Arf. p15™“*y p16™ *2 dos de los cuatro CKls de la familia INK4,
inhiben la proliferacion ceIuIar al unlrse a CDK4/6 e impedir la fosforilacion de Rb.
ARF provoca la acumulacion de la proteina p53 al inhibir la ubiquitin-ligasa
MDM2 necesaria para su degradacion, de modo que la célula se detiene en la
fase G1y se activa la apoptosis (Berger and Bardeesy, 2007).

La proteina p21°" regula las vias del Rb y p53. En concreto, p53 activa
transcripcionalmente la expresién de p21°** que a su vez inhibe los complejos CDK2-
ciclina A y CDK2-ciclina E, impide la completa fosforilacion de pRb y provoca la parada
del ciclo celular en la fase G1 (Berger and Bardeesy, 2007; Satyanarayana and

Rudolph, 2004) (Figura 25) .
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Figura 25. Papel de ARF en el ciclo celular mediada por p53 y p21 cirt

Ademés de estimular apoptosis via activacion de ARF, p53 también |nh|be
proliferacién celular al activar la expresion de la proteina p21°'pl la cual inhibe la
actividad de Ios complejos CDK2/ciclina E impidiendo la fosforilacion de pRb.
Ademas, p21 P estabiliza los complejos CDK4/6-ciclina D (Adaptado de Fuster
et al, 2011 y Berger and Bardeesy, 2007).

El locus Ink4/Arf juega un papel crucial durante la senescencia celular, un proceso
caracterizado por detencion permanente del ciclo celular que perjudica la capacidad de
de regeneracion tisular durante el envejecimiento (Gil and Peters, 2006).. Sin
embargo, la senescencia es también considerada como el principal mecanismo de
supresion tumoral que protege al organismo frente al cancer. Los estimulos
identificados como inductores de la senescencia incluyen, entre otros, el acortamiento
de los telomeros (senescencia replicativa), dafio en el ADN, estrés oxidativo y la
estimulacion por mitdgenos (senescencia prematura). La induccion de la senescencia
durante el envejecimiento produce la activacion transcripcional del locus Ink4a/Arf con
la consiguiente acumulacion de p16™** y parada del ciclo celular (Satyanarayana and
Rudolph, 2004). La expresion de p16™“* y ARF en distintos tejidos aumenta
considerablemente con la edad, tanto en ratones como en humanos (Collado et al.,
2007; Krishnamurthy et al., 2004; Satyanarayana and Rudolph, 2004; Zindy et al.,
1997). Por el contrario, el locus Ink4b no se sobreexpresa durante el envejecimiento

(Zindy et al., 1997).

Por otra parte, el locus Ink4/Arf esta implicado en la respuesta apoptotica a través
de la funcibn que ejerce ARF estabilizando la proteina proapoptética p53. En

respuesta a sefiales mitogénicas, p53 actla como un potente supresor de tumores
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gracias a su capacidad para inducir la muerte celular por apoptosis, proceso que
permite la eliminacion de células tumorales emergentes (Sherr, 2000). De hecho, la
actividad anti-envejecimiento de ARF estd mediada por la estabilizacién de p53 que
induce la expresion de genes antioxidantes y facilita la eliminacion de células que han

acumulado dafios irreversibles (Vousden and Lane, 2007).

5.2.3. Regulacion del locus Ink4/Arf : activadores y represores de su expresion

6Nk se asocian con estrés

Las sefiales que inducen la sobreexpresion de pl
oncogénico y agentes inflamatorios. Por ejemplo, la actividad oncogénica de Ras
(Serrano et al., 1997) y factores transcripcionales de la familia Ets (Ohtani et al., 2001)
inducen la expresion de p16™*®. A su vez la activacion de Ets1/2 esta mediada por
sefializacién dependiente de ERK (Paumelle et al., 2002; Wasylyk et al., 1997) y

6INKa

p38MAPK, por lo que la expresion de pl se asocia a la activacion de p38MAPK

6INK4a

(Tanaka et al., 1998). La expresion de pl también se induce por factores de
transcripcion de la familia AP1, como JunB, cuya transcripcidn esta a su vez regulada
por la via Ras/MAPK (Passegue and Wagner, 2000). Oncoproteinas como Myc o el
factor de transcripcion E2F promueven del mismo modo parada en el ciclo celular por

un mecanismo dependiente de p16™*® (Matsumura et al., 2003).

La expresion de ARF se activa también por sefiales mitogénicas inducidas por
oncoproteinas como Myc (Zindy et al., 1998), Ras (Palmero et al., 1998) o Ela
(Serrano, 2000), por factores de transcripcion como E2F1 (Elliott et al., 2001; Hiebert
et al., 1995; Mason et al., 2002), c-Jun (Ameyar-Zazoua et al., 2005) y DMP-1 (Inoue et
al., 1999), o por virus como Abl (Radfar et al.,, 1998). Ademas, como ocurre con
p16™K* |a activacion de p38MAPK provoca un aumento en la expresion de ARF
(Bulavin et al., 2004). Esta induccién por mitégenos lleva a las células a parada en el
ciclo y apoptosis. Finalmente, se ha demostrado que la expresién de p15™** se activa
en respuesta al factor de crecimiento TGF- (Hannon and Beach, 1994; Reynisdottir et
al., 1995) y a Ras (Malumbres et al., 2000) (Figura 26) .

Otros mecanismos de control de senescencia celular se asocian a regulacion de la
expresion de p16™<*?
AP1 (c-Jun) o TBX (Alani et al., 2001; Ohtani et al., 2001), regulacion de ARF via Rb

(Rowland et al., 2002), Twist (Maestro et al., 1999), JunD y factores T-box (Jacobs et

mediada por factores de transcripcion de las familias Id (1d1,3) y
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al., 2000), y regulacion del locus Ink4b dependiente de Myc (Zindy et al., 1998) vy
factores T-box como TBX2 (Figura 26) .

Myc Ets
® Ras AP1
o Ela JunB
S E2F1 Ras
g TGFB DMP-1 Myc
E Abl E2F
<

¥ ¥

o T

2 Myc Rb-E2F 1d1,3
g TBX2 Twist ¢-Jun
[ JunD TBX
= TBX

Figura 26. Activadores y represores de la expresion del locus Ink4/Arf.
Representacion de los activadores y represores de la expresion de los distintos
miembros del locus Ink4/Arf (Adaptado de Gil y Peters, 2006).

5.3. Estudios de asociacion genética a gran escala  en el locus Ink4/Arf

Estudios de asociacién génica a gran escala (GWA, del inglés, genome-wide
association) han demostrado asociaciones genéticas entre polimorfismos de
nucleétido simple (SNPs, del inglés, Single Nucleotide Polymorphisms) situados en
una region del cromosoma 9p21 cercana al locus Ink4/Arf y el riesgo de sufrir ciertas
enfermedades asociadas al envejecimiento, como ECV, DMT2, y fragilidad (Sharpless
and DePinho, 2007). Ademas, esta region génica ha sido asociada a mayor riesgo de
desarrollar varios tipos de canceres (Debniak et al., 2005; Gayther et al., 2007; Healy
et al.,, 2007; Kumar et al., 2001; Shete et al., 2009). Estas asociaciones genotipo-
enfermedad han sido replicadas en multiples estudios independientes (Broadbent et
al., 2008; Burd et al., 2010; Consortium., 2007; Cunnington and Keavney, 2011; Doria
et al.,, 2008; Folkersen et al., 2009; Helgadottir et al., 2007; Holdt et al., 2010;
Kathiresan et al., 2009; Liu et al., 2009; McPherson et al., 2007; Samani et al., 2007;
Visel et al., 2010). Ademas, son independientes de factores de riesgo cardiovascular
“clasicos”, como hipertension, obesidad, tabaquismo o hiperlipidemia (Burd et al.,
2010) (Figura 27) .

Por otro lado, la disminuciéon en la capacidad proliferativa de las células B-
pancreaticas durante el desarrollo de la DMT2 (Krishnamurthy et al., 2006) sugiere que

reguladores del ciclo celular como el locus Ink4/Arf pueden ser claves en el desarrollo
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de la DMT2. Andlisis de asociacion génica confirman la evidencia de una asociacion
consistente en el cromosoma 9p21 entre el SNP rs10811661 y DMT2 (Saxena et al.,
2007; Scott et al., 2007; Zeggini et al., 2007). EI SNP rs564398, ampliamente
estudiado (Cugino et al., 2011; Duesing et al., 2008; Zeggini et al., 2007), esta sujeto a
controversia, aunque su asociacidbn es mas consistente que para el resto de SNP
identificados en el resto de estudios (Consortium., 2007; Doria et al., 2008) (Figura
27).
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Figura 27. Principales SNPs asociados a ECV y DMT2.  Estudios genéticos a
gran escala han identificado polimorfismos en el locus Ink4/Arf asociados a
aterosclerosis y ECV (flechas verdes) y DMT2 (flechas azules). La numeracion
referencia a los autores (1, Zeggini et al, 2007; 2, Liu et al, 2009; 3, Broadbent et
al, 2008; 4, Helgadottir et al,2007; 5, Samani et al, 2007; 6, Consortium, 2009; 7,
Kathiresan et al, 2009; 8, McPherson et al, 2007; 9, Duesing et al, 2008; 10, Visel
et al, 2010; 11, Doria et al, 2008; 12, Scott et al, 2007; 13, Saxena et al, 2007; 14,
Cugino et al, 2011 ; 15, Burd et al, 2010; 16, Folkersen et al, 2009; 17, Holdt et al,
2009).

5.4. Papel del locus Ink4/Arf en el envejecimiento: el ratdn transgénico Super-
Ink4/Arf

Varios estudios realizados en ratones y en humanos han demostrado un aumento
dependiente de la edad de la expresion del locus Ink4/Arf en diferentes tejidos que
podria limitar el potencial regenerativo de las células madre (Collado et al., 2007; Kim
and Sharpless, 2006; Krishnamurthy et al., 2004; Ressler et al., 2006; Satyanarayana
and Rudolph, 2004; Zindy et al., 1997). Este hecho indica que el locus Ink4/Arf podria
desempefar un importante papel pro-envejecimiento. Sin embargo existen varias
evidencias que un potencial regenerador maximo puede ser perjudicial para el
mantenimiento a largo plazo de las células madre (Collado et al., 2007; Sharpless and

DePinho, 2007). Asi, se ha propuesto que la expresion de Ink4/Arf inducida por la
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edad podria representar una respuesta defensiva anti-envejecimiento para evitar el
agotamiento de las células madre (Collado et al., 2007). De hecho, p16™** y ARF
protegen en el raton frente al desarrollo de enfermedades asociadas a la edad, como
son la aterosclerosis y el cancer (Gonzalez-Navarro et al., 2010; Kuo et al., 2011)
(Matheu et al., 2009; Matheu et al., 2004). Todavia queda por determinar si el locus
Ink4/Arf es pro-envejecimiento, anti-envejecimiento o si sus efectos nocivos o

beneficiosos dependen del tejido considerado.

Ademaés, ratones transgénicos Super-Ink4/Arf con ganancia de funcion del locus
Ink4/Arf son resistentes frente al cancer y expresan diferentes marcadores anti-
envejecimiento (Matheu et al., 2009; Matheu et al., 2004). El raton Super-Ink4/Arf se
gener6 por inyeccion de oocitos fertilizados que portaban un segmento gendmico de
77 Kb, clonado en el vector PAC pAd10SacBIl (cromosoma artificial P1), que contenia
la estructura completa de los tres genes p15™“**, ARF y p16™**? (Matheu et al., 2004)
(Figura 28) .

ARF
INK4b INK4a
ex1 ex2 ex1p ex1a ex2ex3d
26kb 19kb 33kb

Figura 28. Estructura del transgén utilizado para la generacion de los ratones
Super-Ink4/Arf . El transgén contiene la estructura completa de los tres genes, INK4b,
ARF e INK4a. Sp6 y T7 representan secuencias terminales, de aproximadamente 20
pares de bases, insertadas en el transgén con la finalidad de identificarlo mediante
PCR (Adaptado de Matheu et al, 2004).

Los ratones Super-Ink4/Arf son viables y fértiles. Los ratones Super-Ink4/Arf con
una copia extra del locus muestran un incremento moderado en la expresion de

p16INK4a, pl

con controles, son mas resistentes al cancer inducido tanto por agentes quimicos

5NK4 v ARF en varios tejidos a edades avanzadas. Ademas, comparados

como al cancer espontaneo asociado al envejecimiento y muestran una esperanza de
vida y un envejecimiento normal (Matheu et al., 2007; Matheu et al., 2004). Es més, la
presencia de dos copias del locus Ink4/Arf en los ratones transgénicos Super-Ink4/Arf,
no solo aumenta la resistencia al cancer, si no que también mejora la esperanza de
vida, debido probablemente a un aumento en la quiescencia celular y a una

disminucion de la proliferacién celular innecesaria (Matheu et al., 2009).
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OBJETIVO 1. Estudiar el papel de IRS2 en el desarro llo de resistencia a insulina,

sindrome metabdlico y arteriosclerosis

En el ratdn, la inactivacion completa del gen que codifica para IRS2 (Irs2-/-)
provoca RIl, SM y acelera la aterosclerosis. Con la finalidad de profundizar en los
mecanismos moleculares implicados en estos procesos patolégicos nos planteamos

los siguientes objetivos:

1.1. Estudiar la expresion de la ruta de la sefalizacién de la insulina mediada por

IRS2 en CMSPs de pacientes con SM sensibles y resistentes a insulina.

1.2. Estudiar el efecto de la inactivacion parcial de IRS2 sobre el desarrollo de la

placa de ateroma en ratones hipercolesterolémicos deficientes en apoE.

1.3. Estudiar el efecto del blogueo de la ruta de la sefalizacién de la insulina en la

secrecion de citoquinas proaterogénicas.

OBJETIVO 2. Estudiar el papel del locus Ink4/Arf en el desarrollo de resistencia a

insulina e intolerancia a la glucosa asociada a la edad

Estudios genéticos a gran escala en humanos han demostrado recientemente una
asociacion entre polimorfismos de base Unica en la regién cromosémica 9p21 cerca
del locus Ink4/Arf y un mayor riesgo de desarrollar DMT2. En la presente tesis,
investigamos el efecto del incremento de la expresion del locus Ink4/Arf en la
homeostasis de la glucosa y de la insulina en condiciones de envejecimiento fisiolégico
normal. Para este fin utilizamos ratones transgénicos Super-Ink4/Arf portadores de una
copia extra del locus Ink4/Arf que se comporta de manera similar al gen endégeno,
con una expresion muy reducida en células primarias embrionarias y un aumento en la
expresion en respuesta a estimulos mitogénicos (Matheu et al., 2004). En concreto, se

plantearon los siguientes objetivos:

2.1. Estudiar el papel del locus Ink4/Arf en la homeostasis de la glucosa y la

insulina durante el envejecimiento.

2.2. Estudiar el papel del locus Ink4/Arf en la funcionalidad de las células 8 de los

islotes pancreaticos.

2.3. Estudiar el papel del locus Ink4/Arf en la sefalizacion de la insulina en

diferentes tejidos diana.
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1. ESTUDIOS IN VIVO EN RATONES

1.1. Ratones, genotipado y dietas

Los ratones utilizados en este estudio fueron estabulados en el animalario del
Instituto de Biomedicina de Valencia (IBV-CSIC) y en el de la Fundacién Investigacion
Hospital Clinico de Valencia-INCLIVA. El manejo de los ratones y los procedimientos
experimentales siguieron las normativas vigentes para el cuidado de animales de

experimentacion.

Para la generacion de los ratones apoE-/-Irs2+/- se cruzaron ratones Irs2-/-
(C57BL/6J) y ratones apoE-/- (C57BL/6J, CHARLES RIVER, Lyon, Francia). El
genotipado se realiz6 mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, del
inglés, Polymerase Chain Reaction) que permite la amplificacion de fragmentos de
ADN mediante la accion de la enzima ADN polimerasa siendo éste un proceso
secuencial y repetitivo que consiste en la desnaturalizacion del ADN, el
emparejamiento de los cebadores en los extremos de la regién a amplificar y su
posterior extension (Mullis and Faloona, 1987). Los cebadores utilizados para la
deteccidn de apoE y de Irs2 (Gonzalez-Navarro et al., 2007; Withers et al., 1998) se

muestran en la tabla 3.

Para los estudios del papel del locus Ink4/Arf los ratones transgénicos Super-
Ink4/Arf (C57BL/6J), con una copia extra del locus (Matheu et al., 2004), se cruzaron
con ratones WT (C57BL/6J, CHARLES RIVER, Barcelona, Espafia) para generar los
dos grupos experimentales. La presencia de la copia extra del transgén se realizo
mediante dos reacciones de PCR independientes, para evitar falsos negativos, que
detectan la secuencia terminal transgénica adyacente al elemento flanqueante T7
usando los pares de cebadores T7-PAC/T7-tgl y T7-PAC/T7-tg2 que se indican en la
tabla 3.
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Tabla 3. Cebadores y condiciones de las reacciones de PCR para el genotipado

de cada gen.
GEN CEBADORES
APOE OIMR180 (5"-GCCTAGCCGAGGGAGAGCCG-3)

OIMR181 (5"-TGTGACTTGGGAGCTCTGCAGC-3")
OIMR182 (5"-GCCGCCCCGACTGCATCT-3")

IRS2 Neo (5"-GCTACCCGTGATATTGCTGAAGAG-3')
Upper (5-CTTGGCTACCATGTTGTTATTGTC-3")
Lower (5"-AGCTCTGGAGGTTTACTTTCCTAG-3")

INK4/ARF T7-t91 (5-AGTCAGAGGGTGGATGGG-3")
T7-t92 (5"-AAGCACTGAACCACCAAA-3")
T7-PAC (5"-TAATACGACTCACTATAGGG -3")

GEN CICLOS DESNATURALIZACION EMPAREJAMIENTO ELONGACION
APOE 38 94,0°C, 5 minutos 94,0°C, 20 segundos 62,0°C, 30 segundos
IRS2 34 94,0°C, 1 minuto 94,0°C, 30 segundos 57,0°C, 30 segundos
INK4/ARE 4 94,0°C, 5 minutos 94,0°C, 20 segundos 65,0°C, 45 segundos
28 94,0°C, 45 segundos 65,0°C, 45 segundos
9 94,0°C, 45 segundos 51,0°C, 45 segundos

En el estudio del papel de la proteina Irs2 en la aterosclerosis ratones macho
apoE-/-Irs2+/- y controles apoE-/- fueron alimentados con dieta control con bajo
contenido en grasa durante 10 meses (dieta estandar 2.8 % de grasa; PANLAB,
Barcelona, Espafia) o sometidos a una dieta rica en grasas (dieta aterogénica) durante
2 y 3 meses (10.8% de grasa total, 0.75% de colesterol, S8492 - E010, SSNIFF,

Alemania).

Para los estudios del papel del locus Ink4/Arf en el metabolismo glucémico los
ratones fueron alimentados con una dieta estandar (2.8% de grasa; PANLAB,
Barcelona, Espafa) hasta el momento del sacrificio a 0.5 y 1 afio de edad. Los

estudios fueron llevados a cabo en machos.

1.2. Medidas metabdlicas en ratones
1.2.1. Determinacion de lipidos circulantes en plas ma

Se evaluaron los niveles plasmaticos de lipidos en ratones ayunados durante 15
horas mediante el empleo de kits comerciales (WAKO, St. Louis, MI, EEUU) basados
en procedimientos enzimaticos. El plasma se obtuvo tras centrifugacién de la sangre
durante 30 minutos a 12.000rpm y a 4T usando como anticoagulante EDTA
(Ethilenediaminetetraacetic acid Disodium Salt Dihydrate, SIGMA, St. Louis, USA).
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Para la determinacién de triglicéridos, se emple6 el kit “LabAssay Triglyceride”: los
triglicéridos plasmaticos se hidrolizaron, por catélisis de la lipoproteina lipasa, a 4cidos
grasos libres y glicerol y este Ultimo se oxid6 por catalisis de glicerol-3-fosfato oxidasa
a un producto azulado que se determiné mediante colorimetria a 600nm de longitud de
onda. Para la determinacién del c-Total se empled el kit “LabAssay Cholesterol”: el
colesterol plasmatico se oxidd por catalisis de la colesterol oxidasa, liberando peréxido
de hidrégeno, que actué como oxidante del reactivo 4-aminoantipirina, dando lugar a
un producto azulado que se determiné colorimétricamente a 600nm de longitud de
onda. El c-HDL se determin6 de la misma forma que el c-Total tras la precipitacion de
lipoproteinas ricas en apoB. Para ratones apoE-/- con altos niveles de lipoproteinas
ricas en apoB se utilizé para la precipitacion MgCl, 1M y 20g/L de sulfato de dextrano
(SIGMA, St. Louis, MI, EEUU) (Gonzalez-Navarro et al., 2004) mientras que la
precipitacion en el resto de los grupos experimentales se realiz6 con CaCl 0.3M y
140U/mg de heparina célcica (SIGMA, St. Louis, Ml, EEUU).

1.2.2. Estudios de tolerancia a la glucosa y determ  inacién de glucosa e insulina

La tolerancia a la glucosa se determind mediante tests de tolerancia a la glucosa
(TTG). Tras 15-17 horas de ayuno a los ratones se les inyecto intraperitonealmente
una solucién de glucosa al 20% (2g/Kg de peso corporal, SIGMA, St. Louis, Ml, EEUU)
y se analizaron los niveles de glucosa e insulina a diferentes tiempos (basal, 15, 30, 60
y 120 minutos). Los niveles de glucosa se midieron en sangre utilizando un glucoémetro
(Ascensia Elite, BAYER, Leverkusen, Alemania) y los resultados se analizaron

calculando el area debajo de la curva (AUC, del inglés, Area Under the Curve).

Los niveles de insulina se determinaron en plasma de raton mediante técnicas de
ELISA (del inglés, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) segun las instrucciones del
fabricante (MERCODIA, Ultrasensitive Mouse Insulin ELISA, Uppsala, Suecia). El
método utilizado esta basado en la técnica directa de sandwich ELISA en donde dos
anticuerpos monoclonales estan dirigidos contra determinantes antigénicos
independientes de la molécula de insulina. Durante la incubacion (2 horas a
temperatura ambiente con agitacion) la insulina de la muestra reacciona con el
anticuerpo anti-insulina unido a la placa y con el anticuerpo anti-insulina conjugado a la
enzima peroxidasa. Tras varios lavados para la eliminacion del exceso de enzima no

unido a la insulina el immunocomplejo se detecta por reaccion con el sustrato TMB
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(3,3',5,5' tetramethylbenzidine). La reaccion se detiene mediante la adicion de H,SO,
0.5 M para dar un punto final colorimétrico que se lee espectrofotométricamente a una
absorbancia de 450nm. Se siguieron las instrucciones del fabricante y se realiz6 una
curva patrén con concentraciones conocidas de insulina, en un rango entre 0.175 y
6.5ug/L, en la que se interpolaron los valores de absorbancia de las muestras a
cuantificar. Tanto de los calibradores como de las muestras se utilizd un volumen de

25uL. Los resultados se analizaron calculando el AUC.

1.2.3. Estudios de tolerancia a la insulina

Los estudios de tolerancia a la insulina se llevaron a cabo mediante test de
tolerancia a la insulina (TTI) en ratones ayunados durante 5 horas. Tras inyeccién
peritoneal de 0.25U de insulina/Kg de peso (Humulina regular 100Ul/mL, LILLY
Indianapolis, Indiana, EE.UU) se analizaron los niveles de glucosa en sangre usando
un glucometro (Ascensia Elite, BAYER, Leverkusen, Alemania) a diferentes tiempos

(basal, 15, 30, 60 y 90 minutos). Los resultados fueron analizados mediante el AUC.

1.3. Obtencion y procesamiento de tejidos de ratdn para el analisis

histopatologico

Para la obtencion de la aorta, del corazén y del pancreas los ratones fueron
sacrificados mediante dislocacién cervical y se procedié a la diseccion longitudinal
desde la base del abdomen hasta la parte superior del térax hasta dejar visibles las
visceras. Para el lavado de la sangre de la arteria aorta se seccioné la aorta a nivel de
la bifurcacion iliaca y se perfundieron entre 1 y 2 mL de PBS (tampon fosfato salino,
del inglés, Phosphate Buffered Saline: 80g/L NaCl, 2g/L KCI, 2g/L KH,PO,, 21.6g/L
Na,HPO,) mediante una aguja 23G introducida en el apice del corazon. A continuacion
se extrajo el corazon y la aorta desde la insercion diafragméatica y se eliminé la grasa
adherida a la superficie externa de la pared arterial. Para los estudios de expresion
génica el arco adrtico fue congelado rdpidamente en N, liquido hasta su procesado.
Para el analisis de la aterosclerosis en face de la aorta y el analisis histopatolégico
mediante immunohistoquimica y tinciones el corazén y la aorta fueron fijados mediante
perfusion de PFA al 4% (Paraformaldehyde, SIGMA, St. Louis, MI, EEUU) a 4T

durante 17-19 horas. La obtencion del pancreas se realizé tras lavado in situ y fue
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fijado con PFA al 4% a 4T durante 4 horas seguido de dos lavados de 10 minutos con

PBS previos a la deshidratacion.

Tras la fijacion, el cayado aortico y la aorta toracica descendente se sometieron a
tinciébn por Oil Red para determinar la aterosclerosis (apartado 1.4.1) y el corazon,
junto con la zona de inicio de la aorta toracica ascendente, se deshidrataron en una
cadena de alcoholes de gradacion creciente para su posterior inclusion en parafina
como se indica a continuacién: un lavado de 30 minutos con etanol al 50%, un lavado
de 30 minutos con etanol al 70%, un lavado de 30 minutos con etanol al 80%, dos
lavados de 30 minutos con etanol al 95%, dos lavados de 30 minutos con etanol
absoluto y dos lavados de 15 minutos con xileno e inclusion en parafina. La anatomia

de la aorta y de las distintas regiones analizadas se muestra en la figura 29 .

)

Arteria carotida izquierda
Arteria subclavia izquierda

Arteria braguiocefalica

Aorta toracica
ascendente

Cayado adrtico

Aorta toracica
descendente

Seno adrtico

Aorta abdominal

Figura 29. Anatomia de la arteria aorta. La arteria aorta nace en el ventriculo
izquierdo y desde ahi se distinguen cinco regiones distintas: el seno adrtico o
nacimiento de la aorta donde se encuentran las valvulas aérticas, la aorta toracica
ascendente, el cayado aértico, la aorta toracica descendente y la aorta abdominal. A
la altura del cayado aortico la arteria se ramifica en tres arterias menores
denominadas braquiocefalica, carétida izquierda y subclavia izquierda.
La deshidratacion del pancreas consistié en lavados secuenciales: un lavado de
15 minutos con etanol al 70%, un lavado de 15 minutos con etanol al 80%, un lavado
de 15 minutos con etanol al 96%, tres lavados de 5 minutos con etanol absoluto, tres
lavados de 5 minutos con etanol absoluto/xileno (50/50) y tres lavados de 5 minutos

con xileno tras lo cual se incluy6 en parafina.
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1.4. Cuantificaciéon de la aterosclerosis

1.4.1. Cuantificacion del tamafio de la placa ateros clerética en face en el cayado

aortico y en la aorta toracica

Para los ratones mantenidos con dieta control y con dieta aterogénica durante 3
meses, la extensién de la placa aterosclerdtica en el cayado adrtico y en la aorta
toracica descendente se determind mediante montaje en face de la aorta y tincion con
el colorante de lipidos Oil Red O (SIGMA, St. Louis, MI, EEUU). Tras fijacion con PFA
4%, la aorta se sometié a dos lavados de 5 minutos en metanol al 78% con agitacién
suave y se incub6 durante 1 hora en una disolucion de Oil Red O 0.02% (p/v), metanol
78% (v/iv) y NaOH 0.3M seguido de dos nuevos lavados de 5 minutos en metanol al
78% para eliminar el exceso de colorante. Con el fin de exponer la superficie del lecho
vascular con las placas de ateroma la aorta se abrio longitudinalmente bajo una lupa
estereoscopica Zeiss Stemmi 2000-C (Axiolab, ZEISS, Goéttingen, Alemania). La toma
de imagenes de la arteria aorta tefiida se realizd utilizando una cadmara fotogréafica
CAMEDIA-C5060 (OLYMPUS, Barcelona, Espafia) montada sobre dicha lupa
estereoscopica. La cuantificacion de la aterosclerosis se realizé6 determinando el
porcentaje de la superficie del vaso cubierta con lesidén aterosclerética tefida con Oil
Red O relativizada al area total de la aorta mediante morfometria computerizada

utilizando la aplicacion informatica SigmaScan Pro 5.

1.4.2. Cuantificacion de la aterosclerosis en el se  no aértico e inicio de aorta

El tamafio de la placa de ateroma se determiné en cortes transversales de 5um de
grosor del seno adrtico e inicio de aorta. Con este fin se desparafinaron e hidrataron
los cortes sometiéndose a lavados secuenciales: tres lavados de 5 minutos con xileno,
dos de 5 minutos con etanol absoluto, dos de 5 minutos con etanol al 95%, dos de 2
minutos con etanol al 70%, dos de 2 minutos con etanol al 50% y uno de 5 minutos

con agua MilliQ.

Para determinar el tamafio de la neointima o lesién las secciones histologicas se
tileron con hematoxilina-eosina cuantificandose tres secciones correspondientes a
tres regiones del seno adrtico-inicio de aorta para cada raton. La toma de imagenes de
los cortes histoldgicos tefiidos y montados con el reactivo Eukitt (A10500, DELTALAB,

Barcelona, Espafia), se realizé utilizando una cédmara fotografica CAMEDIA-C5060
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(OLYMPUS, Barcelona, Espafia) montada sobre un microscopio Zeiss Axiolab
(Axiolab, ZEISS, Géttingen, Alemania).

1.5. Caracterizacion de la composicion de la placa  de ateroma

La caracterizacion del contenido de la placa de ateroma se bas6 en técnicas
basicas de histologia e inmunohistoquimica en cortes transversales hidratados como
se indica en el apartado 1.4.2. Los anticuerpos y reactivos de histologia empleados se
indican en las tablas 5 y 6. Salvo que se indique lo contrario, todos los pasos se
realizaron a temperatura ambiente. Todas las incubaciones con anticuerpos o
reactivos fueron seguidas de tres lavados de 5 minutos con PBS con el fin de eliminar
el exceso de reactivo. La toma de imagenes de los cortes histoldgicos se realizd
utilizando una camara fotografica CAMEDIA-C5060 montada sobre un microscopio
Zeiss Axiolab. La cuantificacion de los componentes de la placa de ateroma se realizé
mediante la aplicacion informéatica Metamorph (MOLECULAR DEVICES, Sunnyvale,
CA, EEUU).

1.5.1. Cuantificacion del contenido en macréfagos e n la placa de ateroma

Para la deteccion de macrofagos en la placa aterosclerética se realiz6 una
inmunotincidon empleando un anticuerpo comercial frente al antigeno especifico de
macrofagos Mac-3. Las secciones histologicas desparafinadas e hidratadas se
sometieron a un bloqueo de la actividad peroxidasa endégena con una solucién de
peréxido de hidrégeno al 3% en PBS durante 30 minutos seguido del bloqueo de
interacciones no especificas durante 90 minutos utilizando una disolucion de PBS-
suero de cabra al 3%. La incubacidén con el anticuerpo primario anti-Mac-3 (diluido
1/200 en solucion de blogueo) se realiz6 a 4C durante 15-17 horas seguido de
lavados con PBS e incubacion con el anticuerpo secundario anti-lgG de rata
conjugado a biotina (diluido 1/300 en solucion de bloqueo) durante 45 minutos. La
deteccion del immunocomplejo se realizd con estreptavidina conjugada a peroxidasa
de rdbano (HRP, del inglés, Horseradish Peroxidase) durante 7 minutos seguido del
revelado de la tincion con el cromégeno DAB (diaminobencidina), un compuesto que,
en presencia de la enzima HRP, forma un precipitado marron. Finalmente, se realizé
una contratincién con hematoxilina de Harris para la deteccién de nucleos celulares y

se procedio a la deshidratacion de las muestras tefiidas en una serie de alcoholes de
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gradacién creciente: un lavado de 2 minutos en etanol al 70%, un lavado de 2 minutos
en etanol al 95%, un lavado de 2 minutos en etanol absoluto y un lavado de 2 minutos
en xileno. Los cortes histolégicos tefiidos se montaron en medio comercial Eukitt. Tras
la toma de imagenes y la cuantificacion del contenido en macrofagos, el resultado se
expresd como el porcentaje del area de la lesion positiva para Mac3 relativo al area de

lesion.

1.5.2. Cuantificacion del contenido en células de m  Usculo liso vascular (cMLVs)

en la placa de ateroma

Para la deteccibn de cMLVs en la placa aterosclerética se realiz6 una
inmunotincion empleando un anticuerpo comercial frente a la SM-a-actina conjugado a
fosfatasa alcalina. Tras la desparafinizacion e hidratacion y el bloqueo de interacciones
no especificas con PBS-suero de caballo al 5% durante 45 minutos, las secciones
histologicas se incubaron a 4C durante 15-17 horas con el anticuerpo anti-SM-a-
actina (diluciébn 1/20 en solucion de bloqueo). Se revel6 empleando el sustrato
comercial Fast Red (SIGMA, St. Louis, MIl, EEUU) que produce un precipitado rosado-
rojo al reaccionar con la fosfatasa alcalina y se procedid al montaje en glicerol gelatina
(GG1, SIGMA, St. Louis, MI, EEUU). Tras la toma de imagenes se cuantific el
contenido en cMLVs y el resultado se expresé como el porcentaje del area de la lesién

positiva para SM-a-actina relativa al area total de la lesion.

1.5.3. Cuantificacion del contenido en colageno en la placa de ateroma

Para la deteccion del colageno en la placa de ateroma, se empled la tincion
tricrbmica de Masson en la cual los nucleos de la célula se tifien de negro con
hematoxilina de Weigert, las fibras musculares se tifien de rojo con fucsina y el

colageno se tifie de verde con el colorante verde luz (Tabla 4).

Las secciones histolégicas desparafinadas e hidratadas se sumergieron en una
mezcla de disoluciones fresca durante 4 minutos que tifie los ndcleos. La mezcla de
disoluciones consiste en una disolucion A, hematoxilina de Weigert al 1% en etanol
absoluto, madurada durante una semana en oscuridad y en una disolucion B, 0.4%
(v/v) de cloruro férrico al 30% y 0.1% (v/v) de &cido clorhidrico. Tras lavado de 10

minutos en agua corriente, se procedié a una incubacion con fucsina al 0.1% y &cido
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acético al 0.2% en agua destilada durante 15 segundos y dos lavados, uno con acido
fosfotingstico al 10% durante 4 minutos seguido de 5 minutos en acido acético al 10%
en agua destilada. A continuacion se procedié a una incubacion en una solucién de
verde luz al 1% en agua destilada durante 1 minuto y a un altimo lavado en &cido
acético al 10%. Se realiz6 una deshidratacion rapida con alcoholes y xileno (30
segundos en etanol 70%, 30 segundos en etanol 95%, 30 segundos en etanol
absoluto y 30 segundos en xileno) y al montaje de los cortes histolégicos con Eukitt.
Tras tomar las imagenes y cuantificar el contenido en coldgeno el resultado se expresé

como el porcentaje del &rea de la lesién positiva para verde luz.

Tabla 4. Reactivos empleados para la deteccion de ¢ olageno segun la tincién de

Masson.

CASA COMERCIAL REFERENCIA

Hematoxilina de Weigert PANREAC 251344
Barcelona, Espafia

Light Green SF Yellowfish FISHER SCIENTIFIC 10675302
Hampton, NH, EEUU

Acid Fuchsin calcium salt SIGMA 857408
St. Louis, MI, EEUU

1.6. Caracterizacion inmunohistologica del pancreas de raton

Las immunotinciones de pancreas se realizaron en cortes histoldgicos de 5um de
grosor recogiéndose cortes consecutivos durante 80um y descartandose las siguientes
80um de tejido, obteniéndose de este modo un barrido completo del érgano. Para la
desparafinacion e hidratacion los cortes se sometieron de forma secuencial a lavados
de xileno y alcohol crecientes segun se ha indicado para corazén seguido de un
lavado final con agua MilliQ de 5 minutos. La caracterizacion del pancreas se basé en
técnicas basicas de inmunohistoquimica. En las tablas 5 y 6 se detallan todos los

anticuerpos y reactivos empleados.
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1.6.1. Cuantificacion de islotes pancreéticos

Los islotes pancreéticos fueron identificados mediante inmunohistoquimica anti-

insulina cuantificAndose por cada pancreas 10-12 portas separados entre ellos 125um.

Tras la desparafinizacion e hidratacion del tejido se desenmascaro el antigeno con
tampén citrato sédico 10mM, pH 6.5, se realizé un bloqueo de interacciones no
especificas durante 60 minutos con suero de caballo al 5% en PBS y se incubaron las
secciones histolégicas a 4C durante 15-17 horas con el anticuerpo anti-insulina
(diluido 1/250 en solucion de bloqueo). Posteriormente, las secciones se incubaron
durante 1 hora con el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado a biotina
(dilucion 1/300 en solucion de blogueo). Tras esto, se realizoé una incubacion durante
10 minutos con una diluciéon 1/2 en PBS de estreptavidina conjugada a HRP. Para el
revelado de la tincibn se emple6 DAB. Las secciones se contratifieron con
hematoxilina de Harris para la deteccion de nucleos celulares. La deshidratacion se
hizo en alcoholes de gradacion creciente, el montaje con Eukitt y la toma de imagenes
segun lo indicado anteriormente. El analisis consistio en el contaje del nUmero total de

islotes y del area relativa de los islotes por area total de pancreas para cada raton.

1.6.2. Cuantificacion de la proliferacion y de laa  poptosis en islotes pancreaticos

La proliferacién celular y la apoptosis fueron evaluadas en dos portas por ratén
(con al menos 5 ratones por grupo experimental) mediante inmunohistoquimica frente
a Ki67 como marcador de proliferacion celular y frente a la forma procesada de la

caspasa-3 (CL-caspasa 3) como marcador de apoptosis.

La desparafinizacion, hidratacién del tejido y desenmascaramiento del antigeno se
hicieron como se ha indicado para la inmunohistoquimica de insulina. EIl bloqueo de la
peroxidasa endogena se realizé con una solucion de perdxido de hidrogeno al 0,3% en
metanol durante 5 minutos para Ki67 y en agua destilada durante 10 minutos para
caspasa-3. Tras el bloqueo de las interacciones no especificas con PBS-suero de
caballo al 5% durante 30 minutos las secciones se incubaron con los anticuerpos
primarios, el anticuerpo anti-Ki67 prediluido y el anticuerpo anti-forma CL-caspasa 3
(dilucion 1/200) a 4C entre 15-17 horas. Tras tres lavados en PBS de 5 minutos las
secciones fueron incubadas durante 30 minutos con el anticuerpo secundario anti-lgG
de conejo conjugado a biotina (diluido 1/500) seguido de 10 minutos con una dilucién

1/2 en PBS de estreptavidina conjugada a HRP (dilucion 1/2) y revelado con el
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sustrato DAB. Las secciones se contratifieron con hematoxilina de Harris, se
hidrataron y se montaron con Eukitt como anteriormente. La proliferacion se determiné
como el porcentaje de células positivas para Ki67 con respecto al nimero total de
células del islote mientras que la apoptosis se expresé como el porcentaje del area

positiva para CL-caspasa-3 con respecto al area total del islote.

1.6.3. Cuantificacion de p15 "™ p16™**® y p19°R* en islotes pancreaticos

INK4b INK4 ARF
5 6 9

La deteccion de pl en islotes pancreéticos se llevé a cabo

, p1 y pl
mediante inmunohistoquimica en ratones WT y Super-Ink4/Arf de 1 afio de edad

evaluandose 10 islotes por ratén con 8 ratones por grupo experimental.

Tras la desparafinizacion e hidratacion del tejido, se realiz6 un bloqueo de
interacciones no especificas durante 60 minutos con suero de caballo al 5% en PBS y
se incubaron las secciones histolégicas a 4C durante 15-17 horas con el respectivo
anticuerpo (diluido 1/100 en solucién de blogueo). Transcurrido este tiempo, las
secciones se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo secundario anti-IgG
y pl y
). Tras 10 minutos de incubacidon con estreptavidina

5INK4b gARF

conjugado a biotina (dilucion 1/300 en soluciéon de bloqueo para pl
dilucion 1/100 para p16™«+
conjugada a HRP (1/2 en PBS), las secciones se revelaron con DAB, se contratifieron
con hematoxilina y montaron con EUKITT segun descrito anteriormente. El analisis
consisti6 en el recuento del nimero de células positivas para p15™*, p16™<*@ y

p19”7 relativizado al area total del islote.
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Tabla 5. Anticuerpos primarios empleados en técnica

s de inmunohistoquimica.

ANTICUERPO CASA COMERCIAL REFERENCIA
Anti-Mac-3 (LAMP-2) Monoclonal SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY sc-19991
de rata SantaCruz, CA, EEUU
Anti-SMa-actina Monoclonal SIGMA ab691
(fosfatasa alcalina) de ratén St. Louis, MI, EEUU
Anti-insulin Policlonal de | SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY sc9168
conejo SantaCruz, CA, EEUU
Anti-Ki67 prediluido Monoclonal MASTER DIAGNOSTICA MAD-000310QD
de conejo Granada, Espafia
anti-cleaved-caspase-3 Policlonal de | CELL SIGNALING 9661
conejo Boston, MA, EEUU
anti-p15™**° Policlonal de | CELL SIGNALING 4822
conejo Boston, MA, EEUU
anti-p16™*® Policlonal de | SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY sc-1207
conejo SantaCruz, CA, EEUU
anti-p19™" Monoclonal | SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY sc-32748
de rata SantaCruz, CA, EEUU

Tabla 6. Anticuerpos secundarios y reactivos quimic

de inmunohistoquimica.

os empleados en técnicas

CASA COMERCIAL

goat anti-rat 1gG biotinilado

Anti-rata

Producido en cabra

SantaCruz, CA, EEUU

goat anti-rabbit 1IgG
biotinilado

Anti-conejo
Producido en cabra

SantaCruz, CA, EEUU

SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY | sc-2040

St. Louis, MI, EEUU

Streptavidina-HRP LABVISION CORPORATION TS-060-HR
Thermofisher, Fremont, CA EEUU

DAB AbD SEROTEC BUF021A
Oxford, Reino Unido

Fast Red SIGMA F-4648
St. Louis, MI, EEUU

Hematoxilina de Harris SIGMA HHS32

1.7. Aislamiento de islotes pancreaticos

Para el aislamiento de islotes pancreaticos los ratones se dislocaron cervicalmente
y el pancreas se perfundieron in situ con una solucién de Krebs frio (NaCl 127mM,
KCl 4.8mM, CacCl, 2.6mM, MgCl, 1.23mM, NaHCO; 23.99mM, Hepes 6.3mM, glucosa
1.8mg/mL, 0.1% albumina, equilibrado con 5% CO, en O,). Posteriormente, tras la
extraccién del 6rgano, se troced y se retird la grasa flotante realizandose una digestion
en solucién de Krebs con colagenasa NB 8 (1mg/mL, 17456, SERVA GmbH,
Heidelberg, Alemania) en bafio a 37 con agitacion manual durante 20-30 minutos. El

homogeneizado obtenido fue lavado con Krebs frio y centrifugado (800g, 1min)

74

REFERENCIA
SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY | sc-2041




Materiales y métodos

repitiendo esta operacion tres veces. Los islotes fueron aislados a mano bajo lupa
estereoscopica, recogidos mediante centrifugacién (500g, 1 min) para eliminar el
exceso de Krebs, congelados en N, liquido y conservados a -80C hasta la posterior
extraccién y andlisis de ARN y proteinas como se indica en los apartados

correspondientes.

1.8. Experimentos de sefializacion de insulina

Para los experimentos in vivo de sefalizacion de insulina, los ratones WT y Super-
Ink4/Arf de 1 afio de edad se ayunaron 15 horas y se anestesiaron mediante inyeccion
intraperitoneal con 6uL/g de peso corporal de una mezcla que contiene un 60% de
clorhidrato de ketamina (Imalgene, MERIAL, Toulousse, Francia) y un 40% de
medetomidina clorhidrato (Domtor, ORION CORPORATION, Espoo, Finlandia). Tras
la apertura del animal longitudinalmente desde la base del abdomen hasta la parte
superior del térax se inyectd, a través de la vena hepética, 0.25U de insulina por
gramo de peso corporal (Humulina Regular, LILLY Indianapolis, Indiana, EE.UU). A los
5 minutos de la administracion de la insulina se sacrificaron los animales y se extrajo el
higado, el musculo esquelético y el corazén que fueron congelados rdpidamente en N,
liguido y guardados a -80C para la posterior extra ccién de proteina y analisis como se
indica en los apartados correspondientes. Los ratones control WT y Super-Ink4/Arf de

la misma edad no estimulados fueron sacrificados utilizando el mismo procedimiento.

1.9. Experimentos de captacion de glucosa de muscul o séleo mediante PET-CT

Para el estudio in vivo de la captacion de glucosa se utilizé la técnica de PET
(tomografia por emisién de positrones, del inglés, Positron Emission Tomography)
combinada con tomografia computerizada (CT, del inglés Computed Tomography). El
uso de sistemas hibridos PET-CT proporciona informacioén cualitativa de imagenes
clinicas y permite cuantificar la captacion de trazadores emisores de positrones en

relacion a diferentes procesos metabdlicos mediante imagenes tomogréaficas.

Para el seguimiento de la captacion de glucosa se utiliza una forma no
metabolizable de la glucosa, deoxyglucosa, marcada radioactivamente con el trazador
BE.FDG (*®F-Fluorodeoxyglucose) y se sigue su acumulacion en el tejido de interés

para la determinacion de la actividad metabdlica. Para investigar la captacién de
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glucosa en los ratones WT y Super-Ink4/Arf se inyectaron intraperitonealmente 11,1
MBq (300 de pCi en 0.2 mL NaCl 0.9%) del marcador ®F-FDG. Tras 60 minutos de
captacién los ratones fueron anestesiados con isofluorano 2% para asegurar la
inmovilizacion durante el proceso de escaneo y tomografia. La adquisicion PET dur6
20 minutos y fue seguida de una tomografia computerizada en un tomografo hibrido
PET-CT especifico para pequefios animales (ALBIRA ARS, Oncovision, Valencia,
Espafia) con una resolucién de imagen de <1.5 mm (Balcerzyk M et al., 2009). Las
iméagenes tomogréficas se reconstruyeron mediante la aplicacion del algoritmo OSEM
(del inglés, Ordered Subset Expectation Maximization) para el PET y una
retroproyeccion filtrada (FBP, del inglés, Filtered Back Projection) de las imagenes de
CT. Para evaluar la captacion de ®F-FDG en el masculo esquelético, el volumen de
interés (VOI, del inglés, Volume of Interest) fue delineado alrededor del muisculo séleo,
y consistié en 8 elipses apiladas de 0.0125mm de grosor. El VOI fue transferido al
PET-CT para obtener la actividad media de captacién de °F-FDG (kBg/cc). Para la
cuantificacion, el valor de captacion estandar (SUV, del inglés, Standard Uptake Value)
se calculé como la ratio de la concentracion de radiactividad del tejido (kBg/cc) al inicio

de la adquisicion del PET vy la inyeccién de la dosis (KBq) dividido por el peso corporal

(9)

Concentracidn actividad en el tejido
SLN =

Actividad inyectadalpeso camaral

Todos los procesos de visualizacion, registro y cuantificacion se realizaron usando
el PMOD 3.0 suite (PMOD TECHNOLOGIES, Zurich, Suiza). Los estudios de PET-CT
se realizaron en el servicio de cartografia cerebral del CAl, del Instituto pluridisciplinar

de la Universidad Complutense de Madrid.

76



Materiales y métodos

2. ESTUDIOS IN VITRO EN CULTIVOS CELULARES

2.1. Obtencion de cultivos primarios de raton y de rata

La manipulacion de cultivos celulares se realizé en campana de flujo laminar de
bioseguridad nivel 1I-A. El crecimiento de las lineas celulares se llevé a cabo en
condiciones constantes de temperatura (37C) y de c oncentracion de CO, (5%). Los
medios de cultivos y sus aditivos se adquirieron de Cambrex (LONZA BIOSCIENCE,
Walkersville, MD, EEUU). En general las células se cultivaron en medios con

presencia de penicilina (100U/mL) y estreptomicina (0.1mg/mL) (indicado como PS).

2.1.1. Obtencién de macrofagos derivados de médula  dsea de ratén

Los macréfagos derivados de médula 6sea (MDMO) son macrofagos obtenidos a
partir de precursores de médula 6sea diferenciados in vitro en presencia de MCSF (del
inglés, Macrophage Colony Stimulating Factor) como factor de crecimiento y
diferenciacion. Para su obtencion se extrajo médula ésea del fémur y de la tibia y se
disgregd mecénicamente mediante dos pases a través de una aguja 19G. La
suspension celular obtenida se sembrd en placas de cultivo estandar en medio de
cultivo DMEM/PS, 10%FBS y 10% de medio condicionado de células L929 (LCM, del
inglés L929-cell conditioned medium) como fuente de MCSF. Los progenitores de
médula dsea se plaquearon a una concentracion de 3x10° células/mL y se cultivaron
durante 7 dias con cambios de medio al tercer y al sexto dia (Sanz-Gonzalez et al.,
2007). El medio LCM se obtuvo del sobrenadante de células L-929 mantenidas en

confluencia durante 5-7 dias.

2.1.2. Obtencion de cMLVs de ratén y de rata

Los cultivos de cMLVs de ratdn se obtuvieron a partir de entre 5-7 aortas toracicas
sometidas a dos digestiones consecutivas (Sanz-Gonzalez et al., 2007). Tras la
eliminacion de la grasa adherida a la pared externa de la arteria, se realiz6 una
primera digestion enzimética con colagenasa tipo Il 175U/mL (WORTHINGTON
BIOCHEMICAL CORPORATION, Freehold, NJ, EEUU) a 37C durante 20 minutos en

tampén HBSS/PS/anfotericina y CaCl, (HBSS completo) que permitié la eliminacion de
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la capa adventicia. A continuacion se abrié longitudinalmente el vaso y se procedio al
raspado del endotelio cortdndose la arteria en fragmentos de tamafo reducido que se
incubaron a 37<C a lo largo de la noche en medio DM EM/PS/anfotericina/FBS 20%. La
segunda digestidn se realiz6 en HBSS completo con 175U/mL de colagenasa tipo Il y
4.7U/mL de elastasa (Elastase from hog pancreas, 45124, SIGMA, St. Louis, M,
EEUU) durante 20 minutos dando lugar a una suspension celular que se sembré en
medio DMEM/PS/FBS20%. La pureza del cultivo de cMLVs se confirm6é mediante
inmunohistoquimica con el anticuerpo monoclonal anti-SMa-actina como se indica en

el apartado 1.5.2.

Las cMLVs de rata se obtuvieron de la aorta toracica descendente (Verdeguer et
al., 2007). Tras la eliminacién de la grasa adherida a la pared externa de la aorta
toracica se elimind la capa adventicia bajo estereoscopio. Seguidamente se eliminé la
capa de endotelio mediante raspado y se fragmentd la aorta para proceder a una Unica
digestion con colagenasa (175U/mL, Worthington Biochemical Corp.) y elastasa tipo 2
(Elastase from hog pancreas, 45124, SIGMA). La suspension celular obtenida, tras
centrifugacion a 1200rpm durante 6 minutos, se sembr6 en medio
DMEM/PS/anfotericina/FBS 20%. La pureza del cultivo de cMLVs se confirmé como

anteriormente.

2.2. Ensayos funcionales in vitro
2.2.1. Estudios de captacion de LDL acetiladas

Los estudios in vitro de captacién de LDLmo se realizaron en MDMO de ratones
apoE-/- (n=3) y de ratones apoE-/-Irs2+/- (n=3). Para la captacién los macréfagos se
incubaron durante 4 horas con LDLac conjugadas al fluoréforo Alexa Fluor 488
(acLDL, 1ug/ml, INVITROGEN, Carlsbad, CA, EEUU) en medio libre de suero. Tras la
incubacién las células fueron recuperadas tras tripsinizacion, lavado con PBS y
centrifugacion (400g, 5 minutos). La captacion de Alexa Fluor 488-acLDL se cuantifico
mediante citometria de flujo analizando la intensidad media fluorescente (unidades
arbitrarias) usando un citometro FACsCanto (BD BIOSCIENCE Franklin Lakes, NJ,
EEUU).
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2.2.2. Andlisis de la apoptosis

La apoptosis en cultivos celulares se determind mediante citometria de flujo en
células tefidas con ioduro de propidio (50 uyg/mL, P4170, S1IGMA, St. Louis, M,
EEUU). Para inducir la apoptosis los MDMO fueron tratados con luz ultravioleta (UV:
80 J/m?) y tras 24 horas en cultivo se tripsinizaron, se lavaron con PBS y se recogieron
por centrifugacion (400g, 5 minutos). Las células se fijaron con etanol 80% durante 30
minutos a -20°C y se incubaron con ioduro de propidio en presencia de ARNasa A
(0.25 mg/mL, R4642, SIGMA, St. Louis, MI, EEUU) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Las células hipodiploides apoptéticas fueron identificadas como la poblacién
Sub-GO en analisis de ciclo celular mediante citbmetro de flujo FACSCanto (BD
BIOSCIENCES, Franklin Lakes, NJ, EEUU).

2.3. Estudios de inhibicion en cMLVs de rata

Para los estudios de inhibicion farmacolégica de las quinasas, las cMLVs de rata
se incubaron durante 15 horas con el inhibidor de MEK U0126 (10uM, PROMEGA,
Madison, WI, EEUU) o con el inhibidor de Akt VIl (1uM, CALBIOCHEM, Nottingham,
Reino Unido). Para ver el efecto de los inhibidores en el efector de la via ERK/c-Fos
las células fueron ayunadas 48 horas, incubadas 1 hora con o sin el inhibidor de MEK
U0126 y estimuladas con suero 2 horas. Tras los tratamientos, las células se
tripsinizaron, se lavaron con PBS y se recogieron por centrifugacion (400g, 5 minutos).
El efecto de los tratamientos se analiz6 mediante Western Blot y PCR cuantitativa en
tiempo real (QPCR). Los anticuerpos y los cebadores utilizados para el analisis del
efecto de la inhibicion mediante Western Blot y mediante PCR cuantitativa en tiempo
real (QPCR, del inglés, Quantitative Polymerase Chain Reaction) se muestran en las

tablas 7 y 8 y tabla 9C, respectivamente (Fw, Forward. Rv, Reverse).
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3. ESTUDIOS DE EXPRESION DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN BLOT

3.1. Obtencion y cuantificacion de extractos protei cos

Para el andlisis de la sefalizacion a través de insulina, los extractos proteicos de
los tejidos fueron obtenidos por homogeneizacion utilizando 100ul de tampoén de lisis
TNG (Tris-HCI 50mM, pH 7.5, NaCl 200mM, Tween-20 1%, NP-40 0.2%)
suplementado con Complete Mini cocktail (ROCHE, Mannheim, Alemania), R3-
glicerolphosphate 50mM (SIGMA, St. Louis, MI, EEUU), 2mM PhenylMethylSulfonyl
Fluorid (PMSF, ROCHE, Mannheim, Alemania) y Naz;VO 200uM (SIGMA, St. Louis, MI,
EEUU) por cada 50mg de érgano. Las suspensiones obtenidas se sometieron a tres
pulsos de 30 segundos de homogeneizacion en un homogeneizador Ultra-Turrax
(IKA° WERKE GMBH&Co., Staufen, Alemania). Todos los homogeneizados se
sometieron a tres ciclos de congelacion con N, liquido, descongelacion en bafio a
37T y agitacion durante 30 segundos. Los extractos proteicos de cMLVs y de tejidos
. p1 ypl
de congelacion con N, liquido, descongelacion en bafio a 37<C y agitacion durante 30
segundos en presencia de tampdn Tris-HCI 50mM, pH 7.5, 1% Triton X-100, 150mM

INK4b INK4 ARF
5 6 e 9

para analisis de las proteinas pl se obtuvieron mediante ciclos

NaCl, ImM DTT e inhibidores de fosfatasas y proteasas (protease inhibitor Complete
mini Cocktail, ROCHE, Mannheim, Alemania). Por ultimo, se centrifugaron las
muestras a 12000g durante 30 minutos a 4C para eliminar las membranas no

disueltas y el sobrenadante se congel6 para su posterior analisis

La cuantificacion de los extractos proteicos obtenidos se realiz6 mediante el
método de Bradford (Bradford, 1976). Esta técnica consiste en la medicion del cambio
en el espectro visible del colorante Coomasie Blue G-250 tras su union con proteinas.
Esta unién provoca un cambio en el maximo de absorcion del colorante desde 465nm
a 595nm. Se siguieron las instrucciones de la casa comercial (BIO-RAD, Munich,
Alemania) y se realiz6 una curva patron con disoluciones de concentraciones
conocidas de y-globulina en un rango de entre 0.25 y 2ug/puL en la que se interpolaron

los valores de absorbancia a 595nm de las muestras a cuantificar.
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3.2. Experimentos de co-inmunoprecipitacion

Para los experimentos de co-inmunoprecipitacion, 500ug de extracto proteico,
fueron incubados durante 1 hora en agitacion orbital a 4C con 2ug/mL del anticuerpo
policlonal de conejo anti-IRS1 o policlonal de conejo anti-IRS2 en un volumen total de
500uL de tampon TNG suplementado con inhibidores seguido de una segunda
incubacion, 1 hora a 4C con 30 uL de Protein A/G PLUS-Agarose al 50% en PBS. Los
immunocomplejos fueron lavados (centrifugando entre los lavados durante 5 segundos
a 16000g y a 4°C) con tamp6n TNG para la inmunoprecipitacion de IRS1 o con tampén
CLB (TrisHCI 2.5mM, NaCl 150mM, EDTA 1mM, EGTA 1mM y Triton X-100 1%) para
la inmunoprecipitacion de IRS2 y recuperados para su andlisis posterior. Las proteinas
se eluyeron mediante ebullicion con 30uL de tampon laemmli (tampon de carga con
SDS y B-mercaptoetanol) y fueron sometidas a electroforesis en un gel de
poliacrilamida segun se indica en la siguiente seccion. Los anticuerpos usados se

detallan en las tablas 7y 8 .

3.3. Andlisis de la expresion proteica mediante SD  S-PAGE y Western Blot

El analisis de las proteinas presentes en los distintos extractos proteicos se detect6
mediante electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE (del inglés, Sodium Dodecyl
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis), Western Blot e inmunodeteccion de las
proteinas, de acuerdo con lo descrito en "Current Protocols in Protein Science"
(Palmer and Wingfield, 2004) utilizando los anticuerpos primarios y secundarios

descritos en las tablas 7y 8 .

La electroforesis SDS-PAGE permite separar las proteinas en funcion de su peso
molecular (Laemmli, 1970). Previamente a su carga en el gel, los extractos proteicos
se diluyeron en agua milliQ y laemmli y se calentaron a 95C durante 5 minutos con el
fin de desnaturalizar las proteinas y hacer constante su relacion carga/masa. De esta
forma se logré una separacion exclusivamente dependiente del tamafio. Se empled un
sistema vertical de electroforesis discontinua con un gel superior de concentracion de
las bandas con una concentracion de poliacrilamida del 4% y uno inferior de resolucion
gue fue variable segun el tamafio de las proteinas analizadas: para la deteccion de
pTyr, IRS1, IRS2 y p85a en los experimentos de sefalizacion de la insulina se
. pl ypl
se utilizaron geles del 15% y para la separacion del resto de proteinas la electroforesis

INK4b INK4 ARF
5 6 9

emplearon geles del 8%, para la separacion de las proteinas pl
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se realiz6 en geles al 12%. La electroforesis se llevé a cabo en un tampon compuesto
por 25 mM Tris, 192 mM glicina y 0.1% SDS durante 1 hora y 30 minutos a un voltaje
variable entre 80 y 120V. La transferencia de las proteinas desde el gel de acrilamida
a la membrana de PVDF (Western Blot) se realizdé con un sistema MiniProtean (BIO-
RAD LABORATORIES, Hercules, CA, EEUU) en frio durante 90 minutos a 100V
constantes y en un tampdn compuesto por 25mM Tris, 192mM glicina y 20% metanol
(pH 8.3). Tras la transferencia, las membranas se incubaron en solucion de bloqueo
consistente en 4% de leche desnatada en TPBS (Tween-20 PBS: PBS, 0.05% Tween
20) durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacién. La incubacion con los
anticuerpos primarios especificos se realizé en solucion de bloqueo a 4T durante toda
la noche. Tras tres lavados de 5 minutos con TPBS para eliminar los restos de
anticuerpo primario, las membranas se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente con los correspondientes anticuerpos secundarios conjugados a HRP. La
deteccion de las bandas proteicas se realiz6 mediante quimioluminiscencia ECL-Plus y

empleando el sistema de adquisicion y analisis de imagen Fuijifilm LAS-3000.
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mediante Western Blot.
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eteccion de proteinas

ANTICUERPO CASA COMERCIAL REFERENCIA

Anti-ERK2 Policlonal de SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY sc-154
coneio SantaCruz. CA. EEUU

Anti-fosfo-ERK1/2 Monoclonal SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY Sc-7383
de ratén SantaCruz. CA. EEUU

Anti-c-Fos Policlonal de SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY sc-52
coneio SantaCruz. CA. FEUU

Anti-Akt1/2 Policlonal de SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY sc-1619
cahra SantaCruz. CA. EEUU

Anti-fosfo-Akt (ser473) Policlonal de CELL SIGNALING TECHNOLOGY 9271
coneio Boston. MA. EEUU

Anti-fosfo-p70°%* Policlonal de | CELL SIGNALING TECHNOLOGY 9208
coneio Boston. MA. EEUU

Anti-IRS1 Policlonal de SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY sc-559
coneio SantaCruz. CA. EEUU

Anti-IRS2 Policlonal de SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY sc-8299
coneio SantaCruz. CA. EEUU

Anti-p85a Policlonal de | MILLIPORE 06-195
coneio Madrid. Esnafia

Anti-phospho-Tyr Monoclonal MILLIPORE 05-321
de ratén Madrid. Espafia

anti-B-actin Monoclonal SIGMA A5441
de raton St. Louis. MI. EEUU

Anti-IRS1 Policlonal de CELL SIGNALING 2382
coneio Boston. MA. EEUU

Anti-IRS2 Monoclonal MILLIPORE 06-506
de raton Madrid. Esnafia

Anti-SAPK/INK (56G8) Monoclonal CELL SIGNALING 9258
de coneio Boston. MA. EEUU

Anti-phospho-SAPK/INK Policlonal de CELL SIGNALING 2994
coneio Boston. MA. EEUU

Anti-p16"™"*? Policlonal SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY sc-1207
de coneio SantaCruz. CA. EEUU

Anti-p19°%" Monoclonal SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY SC-32748
de rata SantaCruz. CA. EEUU

Anti-p15™"*° Policlonal CELL SIGNALING 4822
de coneio Boston. MA. EEUU

Tabla 8. Anticuerpos secundarios y reactivos emplea

proteinas mediante Western Blot.

dos para la deteccion de

CASA COMERCIAL REFERENCIA

goat anti-mouse IgG-HRP | Anti-ratén SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY | sc-2005
Producido en cabra | SantaCruz, CA, EEUU

goat anti-rabbit IgG-HRP | Anti-conejo SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY | sc-2004
Producido en cabra | SantaCruz, CA, EEUU

donkey anti-goat IgG-HRP | Anti-cabra SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY | sc-2056
Producido en burro | SantaCruz, CA, EEUU

goat anti-mouse IgG-HRP | Anti-ratén SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY | sc-2031
Producido en cabra | SantaCruz, CA, EEUU

Protein A/G PLUS- SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY | sc-2003

Agarose SantaCruz, CA, EEUU

ECL Plus Western Blotting GE HEALTHCARE RPN2132

Detection System

Piscataway, NJ, EEUU
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4. ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA MEDIANTE PCR CUANTITATIVA EN
TIEMPO REAL (qPCR)

4.1. Obtencidn y cuantificacion de extractos de ARN

Para la extraccién de ARN de células en cultivo de raton y de rata, de tejido adrtico
de ratones apoE-/- vs apoE-/-Irs2+/- alimentados con dieta aterogénica y de higado,
musculo esquelético, corazon e islotes (75-100 islotes por extracto) de ratones Super-
Ink4/Arf y WT se utilizd el reactivo TRIzol (INVITROGEN, Carlsbad, CA, EEUU)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las células en cultivo se recogieron mediante raspado de placas de 10cm? en
presencia de 1mL TRIzol. Para la extraccion de ARN de tejidos se afiadié 1mL TRIzol
por cada 50-10mg de tejido, de tejido adrtico (dos arcos adrticos por muestra) y se
homogeneiz6 en un homogeneizador Ultra-Turrax (IKA WERKE GMBH&Co., Staufen,
Alemania). Siguiendo las instrucciones del fabricante, se afiadié cloroformo (200uL) y
se procedio a la separacion de las fases mediante centrifugacién (12000g, 15 minutos,
4<C). El ARN se precipitd de la fase acuosa con iso propanol (10 minutos) realizdndose
un lavado del ARN precipitado con etanol al 75%. Tras secado del precipitado, el ARN
se resuspendid en ADNasa/ARNasa free water (AMBION, Carlsbad, CA, EEUU) a
55T durante 10 minutos y se cuantific6 en un Nanodrop (THERMO SCIENTIFIC,
Walthman, MA, EEUU) mediante medida espectrofotométrica a 260nm de longitud de
onda. La pureza se estimoé en base a la relacion Assors0, Siendo ésta superior a 1.8 en
todos los extractos analizados. El extracto de ARN obtenido se almacen6 a -80C
hasta su andlisis. En todo momento, a lo largo del protocolo de extraccién de ARN, se

emplearon reactivos y tubos libres de ARNasas.

4.2. Retrotranscripcion del ARN y analisis de laex  presién génica por gPCR

Para la obtencién de ADN complementario (ADNc) a partir del extracto de ARN
total, entre 0.5-1uyg de los tejidos de los ratones y de los cultivos celulares se
retrotranscribieron usando el kit comercial “Superscript 1l First Strand Synthesis
Supermix” (INVITROGEN, Carlsbad, CA, EEUU) siguiendo el protocolo indicado. Para
el andlisis de la expresion génica por qPCR se utilizé el kit “Platinum SYBR Green
gPCR Supermix-UDG with Rox dye” (INVITROGEN, Carlsbad, CA, EEUU) y se usé un
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termociclador ABI 7900 FAST (APPLIED BIOSYSTEMS, Foster City, CA, EEUU). Los
cebadores utilizados fueron disefiados mediante el programa Primer Express
(APPLIED BIOSYSTEM, Foster City, CA, EEUU) y se muestran en la Tabla 9. Los
resultados fueron analizados con la aplicacion informatica suministrada por el
fabricante (APPLIED BIOSYSTEMS, Foster City, CA, EEUU) empleando el método del
AACt (Livak and Schmittgen, 2001). Para los diferentes genes, los niveles de ARNm
se normalizaron respecto al control enddgeno de ciclofilina en el caso de los ratones y
de los cultivos de MDMO y de cMLVs de raton y respecto al enzima Gapdh en el caso
de las cMLVs de rata. La expresion de los genes se relativiz6 a las condiciones

controles (RQ=1) o a los ratones control (RQ=1) en cada experimento.

Tabla 9. Cebadores utilizados para el analisis de |  a expresion génica mediante
gPCR. (A) Cebadores usados para el analisis de la expresion génica en ratones
apoE-/- vs apoE-/-Irs2+/-. (B) Para ratones WT vs Super-Ink4/Arf de 1 afio de edad.
(C) Para cMLVs de rata en estudios de inhibicién farmacoldgica de quinasas. Los
niveles de ARNm en ratén se normalizaron respecto al control endégeno ciclofilina y
en rata respecto a Gapdh (Fw, Forward. Rv, Reverse).

RATON RATA
A B C
CD36 Irsl Mcpl

Fw 5-TCGGAACTGTGGGCTCATTG-3'
Rv 5-CCTCGGGGTCCTGAGTTATATTTTC-3'

Fw 5-CGGAGAGCGATGGCTTCTC-3'

Rv 5-GTTTGTGCATGCTCTTGGGTTT-3'

Fw 5-GCTGCTACTCATTCACTGGCAA-3'
Rv 5-TGCTGCTGGTGATTCTCTTGTA-3'

Sra
Fw 5'-CATGAACGAGAGGATGCTGACT-3
Rv 5-GGAAGGGATGCTGTCATTGAA-3'

Irs2
Fw 5-CGGTCGACTGCTGTCTGAAC-3'

Rv 5-GAGGGCGATCAGGTACTTGTG-3'

Gapdh
Fw 5-TGCACCACCAACTGCTTA-3'
Rv 5-GGATGCAGGGATGATGTTC-3'

Mcp1 p15"
Fw 5-GCCCAGCACCAGCACCAG-3' Fw 5-“AGATCCCAACGCCCTGAAC-3'
Rv 5-GGCATCACAGTCCGAGTC-3' Rv 5-CCCATCATCATGACCTGGATT-3'

p 16 INK4a
Fw 5-CGTACCCCGATTCAGGTGAT-3'
Rv 5-TTGAGCAGAAGAGCTGCTACGT-3'

pLOARF

Fw 5-TCTTGAGAAGAGGGCCGCACC-3
Rv 5-GAATCTGCACCGTAGTTGAGC -3’

Ciclofilina
Fw 5 TGGAGAGCACCAAGACAGACA-3’
Rv 5'-TGCCGGAGTCGACAATGAT-3'

Para el analisis en el cayado de la aorta de genes relacionados con las vias de
sefializacion por insulina en ratones apoE-/- vs apoE-/-Irs2+/- alimentados con dieta
aterogénica durante dos meses se utiliz6 el Superarray “Mouse Insulin Signaling
Pathway RT2 Profiler PCR Array System” (Superarray BIOSCIENCE Cat. # PAMM-
030) que permite analizar 84 genes relacionados con la via de sefalizacion de la
insulina y genes enddgenos utilizados para la normalizacién. Para cada array el ARN
se extrajo con TRIzol de un pool de dos arcos adrticos y el ADNc fue sintetizado
Strand cDNA synthesis”
BIOSCIENCE, San José, CA, EEUU). Para cada genotipo se hicieron cinco arrays

usando el kit “Reaction-Ready First (Superarray,

(gPCR) independientes usando el termociclador 7500 Fast System Light Cycle y
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analizando los datos segun las recomendaciones dadas por el fabricante (APPLIED
BIOSYSTEMS, Foster City, CA, EEUU). La expresion en los ratones apoE-/-Irs2+/- fue

relativizada con respecto a los ratones apoE-/- (=1).

5. ESTUDIOS EN PACIENTES

5.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes

En cumplimiento con las directrices institucionales, los sujetos fueron informados
del presente estudio y todos se mostraron conformes en participar. El estudio se llevo
a cabo en conformidad con la Declaracién de Helsinki y el Comité de Etica de la
Universidad Clinica de Navarra aprob¢ el protocolo. El estudio se realizé con muestras
de 55 individuos no relacionados que habian sido mantenidos en ayuno 12 horas
durante la noche. Los exdmenes clinicos se basaron en los antecedentes médicos, en
el examen fisico y en las pruebas rutinarias de analisis. Los criterios que fueron
adoptados para el diagnéstico de SM de los sujetos fueron los que se muestran en la
tabla 10.

Tabla 10. Criterios diagnoésticos para el SM de los p  acientes incluidos en el

estudio. Los criterios adoptados para clasificar a los pacientes se basaron en los
propuestos por el “Program Adult Treatment Panel 1ll (ATP IIl)” (Grundy et al., 2005)
e incluyen la determinacion de los valores de la circunferencia de la cintura, de los
valores de triglicéridos, del colesterol HDL , de la glucosa en ayunas y de la presion

arterial.
Obesidad: circunferencia de la cintura = 102cm en hombres
> 88cm en mujeres
Hipertrigliceridemia: triglicéridos = 1,7 mmol/l
o0 el uso de medicamentos para reducir los niveles
Bajos niveles de colesterol HDL < 1,03 mmol/l en el caso de los hombres
< 1,3 mmol/l en las mujeres
o0 el uso de medicamentos para aumentar el colesterol HDL
Alta presion arterial presion arterial sistolica (PAS) = 130mmHg
presion arterial diastolica (PAD) 285mmHg
o uso de medicacion antihipertensiva
Niveles altos de glucosa en ayunas glucosa = 5,55 mmol/l
o0 el uso de medicamentos para reducir los niveles
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La RI se diagnostica cuando el indice HOMA (del inglés, Homeostasis Model
Assesment: niveles de glucosa en ayunas (mmol/L) x niveles de insulina en ayunas
(MU/mL) / 22.5) es igual o superior a la media en sujetos con peso normal mas 2.5
desviaciones estandar (HOMA 23.3). Usando este criterio se identificaron 28 pacientes

con RI'y 25 pacientes sensibles a insulina en la poblacion estudiada.

5.2. Obtencion y andlisis de la expresion génica en células mononucleares de

sangre periférica (CMSPs)

El aislamiento de CMSPs y la obtencién de ARN se llevaron a cabo en el Centro de
Investigacién Médica Aplicada (CIMA) de la Universidad de Navarra en colaboracion

con el grupo del Dr.Guillermo Zalba.

Para el andlisis de la expresidbn génica por gPCR, 500ng de ARN fueron
retrotranscritos mediante el kit comercial “Superscript Il First Strand Synthesis
Supermix” (INVITROGEN, Carlsbad, CA, EEUU). La amplificacion en tiempo real se
realiz6 mediante el empleo del kit “Platinum Quantitative PCR Supermix-UDG con Rox
dye” (INVITROGEN, Carlsbad, CA, EEUU). Las reacciones se realizaron en un
termociclador 7500 Fast System (APPLIED BIOSYSTEMS, Foster City, CA, EEUU) y
los resultados fueron analizados con el software suministrado por el fabricante
(INVITROGEN, Carlsbad, CA, EEUU). Los cebadores utilizados fueron disefiados
como se indica anteriormente y se detallan en la tabla 11 (Fw, Forward. Rv, Reverse).
Los resultados de la PCR en tiempo real fueron analizados como indicado
anteriormente y los niveles de ARNm se normalizaron respecto al control endégeno

Gapdh y se relativizaron a los pacientes sensibles a la insulina.
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Tabla 11. Cebadores utilizados para el analisis de  la expresion génica por gqPCR
en CMSPs de pacientes. El andlisis se llevo a cabo en CMSPs de pacientes con SM
resistentes y sensibles a insulina. Los niveles de ARNm se normalizaron respecto al
control endégeno Gapdh. (Fw, Forward. Rv, Reverse).

Irs1
Fw 5-CGGAGAGCGATGGCTTCTC-3'
Rv 5'-GTTTGTGCATGCTCTTGGGTTT-3'

Irs2
Fw 5'-CCGACGCCAAGCACAAGTA-3
Rv 5-CGGCCACGGCGAAGTA-3

Aktl
Fw 5'-CCGACGCCAAGCACAAGTA-3'
Rv 5'-CGGCCACGGCGAAGTA-3'

Akt2
Fw 5'-CAAGGATGAAGTCGCTCACACA-3'
Rv 5'-GAACGGGTGCCTGGTGTTC-3'

Akt3
Fw 5-CCTTGAAATATTCCTTCCAGACAAA-3'
Rv 5-ACAGCTCGCCCCCATTAAC-3'

Gapdh
Fw 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'
Rv 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'

6. ANALISIS ESTADISTICOS

En los experimentos con dos grupos, la existencia de diferencias
estadisticamente significativas se evalué mediante el test t-Student no pareado de
dos colas (Software GraphPad Prism, La Jolla, CA, EEUU) y se representd como la
media * error estandar de la media. En el resto de casos, se emple6 un andlisis de
varianza unidireccional (test one-way ANOVA) (Statview, SAS institute, Cary, EEUU).
Para calcular las diferencias en las caracteristicas clinicas y demograficas entre los
pacientes resistentes y sensibles a la insulina se utilizo el test t-Student o el test Mann-
Whitney’s U. El andlisis x2 se us6 para analizar diferencias entre las variables
cualitativas. El test Pearson se utilizo para evaluar las asociaciones entre las variables
continuas en estudios en pacientes. El analisis multivariado de regresion lineal se
realizd para evaluar los factores relacionados con la expresion humana de Irs2 y Akt2.
El test de Grubbs se empled para la determinacion y eliminacion de valores atipicos.

Las diferencias se consideran estadisticamente significativas para valores p<0.05.
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1. Estudio de los efectos de la disminucidbn enlar uta de

sefalizacion por insulina mediados por IRS2






1.1. Andlisis de la sefalizacién de Irs2 en células
mononucleares de sangre periférica de pacientes con SM

con y sin resistencia a insulina






Resultados

1.1.1. La RI en pacientes con SM se asocia con lap resencia de factores de riesgo

de desarrollar enfermedades cardiovasculares

Los pacientes utilizados en el estudio mostraron SM y fueron clasificados como
sensibles o resistentes a la insulina (SM-SI y SM-RI, respectivamente) segun el indice
HOMA (ver materiales y métodos). En la tabla 12 se indican las caracteristicas

demograficas y clinicas de los pacientes.

Tabla 12. Parametros bioquimicos y antropométricos de los pacientes con SM
sensibles (SM-SI) y resistentes a insulina (SM-RI). Los pacientes SM-RI
presentaron aumentados el indice de masa corporal (IMC), la circunferencia de la
cintura, la presion arterial diastélica (PAD), el indice HOMA, los niveles plasmaticos
de insulina, LDLox y MMP-9. Por el contrario, mostraron niveles mas bajos de c-HDL
en plasma en comparacion con los pacientes SM-SI. (Los datos se muestran como el
promediotdesviacion estandar).

Sensibles a Resistentes a p-valor
insulina insulina
Género (hombrefmujer) 2213 264 0797
Edad (afios) 55+2 522 0.154
indice de masa corporal (Kgim?) 284+£12 323089 0.012
Circunferencia de la cintura {cm) 95+ 2 mne+2 0021
Presién arterial sistélica {(mmHg) 1373 1403 0593
Presién arterial diastélica (mmHg) g0+2 g8+2 0032
Glucosa {(mmolil) 101+2 1M06+3 0152
Insulina {pmoliL) 504+48 123672 =0.001
indice HOMA 23x02 54+04 =0.001
Colesterol total {mgl/dL) 216+13 2261 0945
Colesterol LDL {mgfdL) 146+ 13 1509 0938
Colesterol HDL {mgidL) 41+ 2 3B+ 0.037
Triglicéridos (mgfdL) 153+ 16 154 £ 12 03938
Factor de von Willebrand (%) TM5+13 Me+7 0924
Fibrindgeno {mgidL) 28T +12 286+13 0984
Proteina C-reactiva (mg/fdL) 031+004 027+£003 0.339
LDL oxidadas (UIL) ga+4 855 o017
MMP-9 (ngimL) 99+£12 140+£14 0033
Obesidad (%) 48 77 0028
Diabetes (%) 12 17 0625
Dislipidemia (%) 34 97 0104
Hipertension (%o) 72 77 0692
Medicacién
Antihipertensivos (%) 40 47 0713
Estatinas (%) g 7 1.000
Hipoglicémicos orales (%) 12 7 0543
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El andlisis de los pacientes SM-RI y SM-SI nho mostré diferencias significativas en
la distribucion de género, edad y frecuencia en el uso de medicacion cardiovascular.
Mientras que diversos parametros bioquimicos no presentaron diferencias
significativas entre los dos grupos de pacientes, los pacientes SM-RI mostraron un
aumento significativo en el IMC, la circunferencia de la cintura, la PAD, el indice
HOMA, los niveles plasmaticos de insulina, las LDLox y la MMP-9 y muestran niveles
mas bajos de c-HDL en plasma en comparacion con los pacientes SM-SI. Por lo tanto,
en nuestra cohorte de pacientes con SM, la Rl se asocia con una mayor presencia de

parametros asociados a un mayor riesgo cardiovascular.

1.1.2. Estudio de la expresion de los componentes d e la via de sefializacion de la
insulina en CMSPs

Estudios previos muestran que la sefializacion defectuosa a través de la via de
sefializacion de la insulina R-INS-(IRS)-PI3K-AKT produce DMT2 y RI (Cho et al.,
2001; Gonzalez-Navarro et al., 2008; Withers et al., 1998). Con el fin de analizar la
expresion de las vias de sefializacién de la insulina se analizdé la expresion de las
proteinas IRS y de los efectores intracelulares PI3K/AKT y de RAS/ERK (Nigro et al.,
2006).

El analisis de la expresion de los componentes de la via de sefializacion de la
insulina a través de la via PI3K/AKT mediante gPCR mostré una disminucién, no
significativa, en los niveles de ARNm de Irs2 en CMSPs de pacientes SM-RI
comparado con los pacientes SM-SI (Figura 30B) . Los niveles de ARNm de Akt2
fueron significativamente inferiores en pacientes SM-RI comparado con pacientes SM-
S| mientras que Aktl y Akt3 se expresaron de modo similar en los dos grupos de
pacientes (Figura 30C) . Ademas, se observé un aumento en la expresion de Irsl en

pacientes SM-RI con comparado con los niveles en pacientes SM-SI. (Figura 30A) .
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Figura 30. Estudio de la expresion mediante qPCR de |  os niveles de ARNm de
los efectores intracelulares del receptor de la ins  ulina en CMSPs. (A,B) En
pacientes SM-RI se observé una disminucién en los niveles del ARNm de Irs2 y un
aumento significativo del ARNm de Irs1 comparado con pacientes SM-SI. (C) Los
niveles de ARNm de Akt2 fueron significativamente inferiores en pacientes SM-RI
comparado con pacientes SM-SI mientras que la expresion de Aktl y Akt3 no cambid.
Los niveles de ARNm se normalizaron al gen endégeno Gapdh y se relativizaron a los
niveles de ARNm de los pacientes control SM-SI (=1).

Ademads, el analisis de regresion demostré6 una correlacion positiva entre la
expresion de Irs2 y Akt2 en los pacientes con SM (r°=0.66; p<0.001) (Figura 31) .

O SM-SI (n=25) ® SM-RI (n=28)

r’=0.66

4| P<0.00t o

Expresion de irs2

Expresion de Akt2

Figura 31. Correlacion entre la expresion de los ge  nes Irs2 y Akt2. Estudios de
correlacion muestran una correlacién positiva significativa entre la expresion de Irs2 y
de Akt2 en pacientes con SM.
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Seguidamente se estudio la expresion de los efectores de la via de sefializacion
de la insulina incluyendo las MAPK y ERK/RAS. El analisis de la expresion del ARNm
no mostré diferencias significativas entre los pacientes SM-RI y SM-SI aunque se

observo un ligero descenso no significativo en Rras (Figura 32) .
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Figura 32. Expresion de los genes Erk2, Hrasl y Rras. Estudios de la expresion
mediante gPCR de los efectores intracelulares MAKP Erk2, Hras1 y Rras del receptor
de la insulina no mostraron diferencias entre los dos grupos de pacientes SM-RI vs
SM-SI. En pacientes SM-RI la expresion de Rras se encontrd ligeramente disminuida
con respecto a los pacientes SM-SI aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas.

1.1.3. La expresion de Irs2 y Akt2 se correlaciona inversamente con los niveles

de insulina e indice HOMA en pacientes SM-RI peron 0 en pacientes SM-SI

Con el fin de determinar si existia una relacion entre el grado de Rl y la expresién
de ARNm de Irs2 y Akt2 en CMSPs se realizaron andlisis de correlacion entre los
niveles de expresion y la concentracion de insulina e indice HOMA de todos los
pacientes con SM. El andlisis mostré una correlacién inversa significativa entre los
niveles de ARNm de Irs2 y Akt2 y los niveles de insulina en pacientes con SM-RI pero
no en pacientes SM-SI (Figura 33A,C). Resultados similares fueron obtenidos en los
estudios de correlacion entre los niveles de expresion de Irs2 y Akt2 y el indice HOMA
(Figuras 33B,D) , que mostraron una correlacion inversa significativa en pacientes SM-

RI pero no en pacientes SM-SI.
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ARNmM de Irs2 y Akt2. En
CMSPs de pacientes con SM-RI los niveles de expresion de Irs2 se correlacionaron
de manera inversa y significativa con los niveles de insulina plasmatica (A) y con el
indice HOMA (B). Del mismo modo, en estos pacientes, los niveles de Akt2 en
CMSPs presentaron una correlacion inversa con los niveles de insulina plasmatica (C)
y con el indice HOMA (D). Estas correlaciones no se observaron en pacientes SM-SI.
La recta de regresion mostrada en las graficas corresponde a los pacientes SM-RI.

La ausencia de correlacion Irs2 y Akt2 en pacientes SM-SI, tanto en los niveles de

insulina plasmética como en el indice HOMA, indica que la hiperinsulinemia y la Rl en

pacientes con SM-RI se asocian a una disminucién de la sefalizacion mediada por

Irs2 y su efector Akt2 en CMSPs.
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1.2. Estudio del efecto de la inactivacion parcial de Irs2 en
modelos murinos de hipercolesterolemia y aterosclerosis en el
desarrollo de la placa de ateroma y en cambios de la expresion

génica






Resultados

Estudios previos en nuestro laboratorio y otros demuestran que la ausencia del
gen Irs2 en el modelo aterosclerético hipercolesterolémico apoE-/- produce
caracteristicas del SM y RI (Baumgartl et al., 2006; Gonzalez-Navarro et al., 2007).
Dado que los estudios de expresion en pacientes mostraron que la via de sefalizacion
mediada por Irs2 esta disminuida en condiciones de SM-RI en comparacién con SM-
Sl, se generd un modelo animal con expresion reducida en Irs2. Para ello se inactivo
parcialmente el gen Irs2 en ratones apoE-/- y se investigo su efecto en el metabolismo
glucémico y lipidico asi como sobre el desarrollo de la aterosclerosis y los mecanismos

moleculares subyacentes.

1.2.1. En ratones apoE-/- la inactivacion parcial de Irs2 combinada con
hipercolesterolemia grave produce intolerancia a la glucosa y una leve

hiperinsulinemia

La caracterizacion metabdlica se realiz6 en ratones apoE-/- y apoE-/-Irs2+/-
alimentados con dieta aterogénica rica en colesterol durante tres meses o alimentados
con dieta control durante 10 meses. El analisis del plasma en ratones tratados con
dieta aterogénica mostr6 un aumento no significativo de insulina en apoE-/-Irs2+/-
comparado con apoE-/- (1.00 £ 0.17 apoE-/-Irs2+/- vs 0.65 + 0.14 pg/dL para apoE-/-,
p=0.074), sin observarse cambios en los niveles de glucosa (Figura 34D,E). En
ratones sometidos a dieta aterogénica el andlisis del peso corporal no mostrd
diferencias significativas entre genotipos (Figura 34F) . Sin embargo, el peso corporal
en ratones con dieta control fue ligeramente menor en ratones apoE-/-Irs2+/- (Figura
34C) aunque no se vio afectado ningun parametro metabdlico. Estos resultados
permiten excluir la obesidad como factor causante de las alteraciones metabdlicas

exhibidas por los ratones apoE-/-Irs2+/- sometidos a dieta aterogénica.
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Figura 34. Niveles plasmaticos de glucosa e insulin  a y peso corporal de ratones
apoE-/- y apoE-/-Irs2+/-. Los ratones fueron alimentados con dieta control (A-C) o
dieta aterogénica (D-F). Las gréaficas muestran los niveles plasmaticos de glucosa e
insulina y el peso corporal.

El andlisis de la tolerancia a la glucosa mediante el TTG, expresada con el
pardmetro AUC, no mostro diferencias entre los ratones apoE-/-Irs2+/- y apoE-/-
alimentados con dieta control (Figura 35A). Sin embargo, los ratones apoE-/-Irs2
alimentados con dieta aterogénica durante 3 meses, mostraron mayor intolerancia a la
glucosa en comparacion con ratones apoE-/- (p<0.05) (Figura 35B) . La secrecion de
insulina estimulada por glucosa durante el TTG fue similar en ambos grupos de
ratones alimentados con dieta aterogénica o control (Figura 35A,B) .
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Figura 35. Test de tolerancia a la glucosa (TTG) y  analisis de la secrecion de
insulina en ratones apoE-/- y apoE-/-Irs2+/- alimentados con dieta control y dieta
aterogénica . Niveles plasmaticos de glucosa e insulina en ratones alimentados con
dieta control (A) y aterogénica (B) durante el TTG. A la derecha de cada gréafica se
muestran los valores de AUCucosa Y AUCinsuina que analizan la tolerancia a la glucosa
y la insulina secretada, respectivamente, durante el test.
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1.2.2. El metabolismo lipidico en ratones apoE-/- no se ve afectado por la
eliminacion de un alelo de  Irs2

Los niveles circulantes de c-Total, de c-HDL y de TAG en ayunas fueron
indistinguibles entre ratones apoE-/- y apoE-/-Irs2+/- alimentados con dieta control
(Figura 36A) o dieta aterogénica durante 3 meses (Figura 36B) . Los niveles de c-
Total y TAG en ratones de ambos genotipos alimentados con dieta aterogénica se
incrementaron en comparacion con los valores predieta (Figura 36B). Estos
resultados indican que el metabolismo lipidico de los ratones apoE-/- no se ve
afectado por la inactivacion de un alelo de Irs2.
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Figura 36. Niveles plasmaticos de c-Total, c-HDL y  TAG en ratones apoE-/- y
apoE-/-Irs2+/-. Los ratones fueron alimentados con dieta control (A) o dieta
aterogénica (B) y se determinaron los niveles plasmaticos de c-Total, c-HDL y TAG
tras 15 horas de ayuno.
En resumen, la caracterizacidbn metabdlica de los ratones apoE-/-Irs2+/- y apoE-/-
demuestra que la inactivacion parcial de Irs2 en presencia de hipercolesterolemia

inducida por dieta produce alteraciones metabdlicas similares a las del SMy la RI.
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1.2.3. La inactivacion parcial de Irs2 en ratones apoE-/- combinada con
hipercolesterolemia grave acelera la aterosclerosis sin cambios en la
composicion de la placa de ateroma

Para estudiar el efecto de las alteraciones metabdlicas inducidas por la inactivacion
parcial de Irs2 se analizo el desarrollo de la placa ateromatosa en ratones alimentados
con dieta aterogénica o control. El analisis de la aterosclerosis en face en el cayado
aortico mediante tincion por Oil-Red O mostré tamafios similares de placa de ateroma
en ratones apoE-/- y apoE-/-Irs2+/- alimentados con dieta control (Figura 37A) . Por el
contrario, el analisis de ratones sometidos a dieta aterogénica durante 3 meses mostro

un aumento significativo del tamafio de las lesiones ateromatosas en ratones apoE-/-
Irs2+/- comparado con apoE-/-(Figura 37B) .
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Figura 37. Andlisis de la aterosclerosis en el arco aortico de ratones apoE-/- y
apoE-/-Irs2+/- . Los ratones se alimentaron con dieta control (A) o aterogénica (B) y

se analizd el tamafio de las lesiones ateromatosas en el cayado de la aorta tras
tincion en face con QOil-Red O.
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Seguidamente, se investigo el efecto de las alteraciones metabdlicas observadas

en los ratones apoE-/-Irs2+/- en la composicion de la placa de ateroma. Para ello se

analizé su contenido en macréfagos y en cMLVs mediante immunohistoquimica con

los marcadores celulares Mac-3 y SM-a-actina, respectivamente, y el contenido en

colageno mediante tincidn de Masson. Estos estudios demostraron que la inactivacion

parcial de Irs2 no afecta a la composicién de la placa en los ratones apoE-/- ni

alimentados con dieta control (Figura 38A) ni con dieta aterogénica durante 3 meses

(Figura 38B) .
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Figura 38. Caracterizacion de la composicion de la placa de ateroma en ratones apoE-/-
y apoE-/-Irs2+/-. La composicién de la placa se analizé en ratones alimentados con dieta
control (A) y con dieta aterogénica (B) mediante inmunohistoquimica anti Mac-3 y anti-SM-a-
actina para la determinacion, respectivamente, del contenido en macréfagos y en cMLVs. La
determinacion del contenido de colageno se realiz6 mediante tincion tricromica de Masson.
Los resultados se expresan en porcentaje de area con respecto al total del area tefiida del

ateroma.

108



Resultados

1.2.4. La inactivacion de un alelo de Irs2 se asocia con un aumento en la
captacion de LDLac y un aumento en la expresion de receptores scavenger en

los macréfagos

La captacion de LDL modificadas por parte de los macréfagos es un evento
inicial que juega un papel clave en el desarrollo de la placa ateromatosa (Glass and
Witztum, 2001). Por ello, a continuacién investigamos las consecuencias de la
reduccion en la expresion de Irs2 sobre la captacion por parte de los macrofagos de
LDLac marcadas con Alexa Fluor 488. El analisis mediante citometria de flujo de los
macrofagos de los ratones apoE-/-Irs2+/- mostré6 un incremento del 30% en la
captacion de Alexa Fluor 488-acLDL en comparacion con los controles apoE-/- ,

medido como intensidad media de la fluorescencia (Figura 39A) .

Para investigar si los cambios en la captacion se correlacionaban con cambios
en la expresion génica de los receptores scavenger se estudid la expresion de los
principales receptores implicados en la captacion de LDLac, los receptores CD36 y
Sra. El andlisis de la expresion mediante gPCR mostré un aumento significativo de los

niveles de ARNm de ambos receptores (Figura 39B) .
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Figura 39. Captacion de LDLac y expresiéon de recept ores scavenger en MDMO.
(A)MDMO de ratones apoE-/- y apoE-/-Irs2+/- se incubaron con LDLac conjugadas al
fluoréforo Alexa Fluor 488. Tras 4 horas se analizé por citometria de flujo la intensidad
media de la fluorescencia. (B) Niveles de expresion de los receptores scavenger
CD36 y Sra medidos mediante qPCR. En todos los casos los resultados se expresan
relativizados a apoE-/- (=1).
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1.2.5. Estudios de la expresion en el cayado aortic o

Dado que la inactivacion parcial de Irs2 en el raton deficiente en apoE-/- acelera
la aterosclerosis, quisimos analizar en el cayado aértico de los ratones cambios en la
expresion de genes relacionados con la sefalizacion por insulina. Para ello utilizamos
un sistema comercial que permite analizar mediante qPCR la expresién de 84 genes
de la via de sefalizacion por insulina (Tabla 13). Para estudiar cambios en etapas
tempranas que pudieran afectar al desarrollo de la placa de ateroma, el analisis de
expresion se realizo en cayado adrtico de ratones apoE-/- y apoE-/-Irs2+/- alimentados

con dieta aterogénica durante sélo 2 meses.

Tabla 13. Listado de los 84 genes analizados en el  Insulin Signaling Pathway
RT? Profiler PCR Array System . Los genes en color son los 14 genes que mostraron
disminucion en la expresién (en rojo) o aumento (en verde) en el arco aértico de
ratones apoE-/-Irs2+/- con respecto a los ratones apoE-/- alimentados con dieta
aterogénica durante 2 meses (ver Figura 40). Los genes se muestran clasificados en
diferentes categorias segun indica el fabricante. Algunos de los genes estan incluidos
en mas de una categoria.
(SuperarrayBioscience;http://www.superarray.com/rt_pcr_product/HTML/PAMMO30A.
html).

Proteinas asociadas al receptor| Ins1, Insl3, Irs1, Irs2, Sorbs1, lgfir, lgfbp1, Cbl, Grb10, Grb2, Dok1, Dok2, Dok3, Eif4ebp1, Frs2, Frs3,

delainsuling Gab1, Nck1, Pppica, Ptpn1, Ptprf, Shel

Wia de PI3K Akt1, Akt2, Akt3, Eif2b1, Frap1, Pdpk1, Pik3ca, Pik3cb, Pik3r1, Pik3r2, Prkee, Prkci, Prkez, Adrald,
Bei211, Dusp14, Gbpe, Gépe2, HK2, Igfbp1, Pck2, Serpine1, Srebf1, Ucp1, Vegfa

Wia de MAPK Araf, Braf, Dok2, Dok3, Gab1, Grb2, Hras1, Kras, Map2k1, Mapk1, Raf1, Rps6ka1, Rras, Rras2, Shci,

Sos1, Bel2I1, Ercc1, Fos, Nos2, KIf10 (Tieg1), Ucp1

Genes diana principales de la | Cebpb, Fos, Jun, Lep, Prl
insulina

Efectores secundarios de la Npy, Pck2, Tg
sefializacion porinsulina

Genes diana de PPARY Acox1, Cfd (Adn), Cap1, Cebpb, Gpd1, Pck2, Pparg, Retn, Slc27a4

Genes diana de SREEBP1 Acaca, Fbp1, G6pc, Gek, Pck2, Pkir

Metabolismo de carbohidratos | Fbp1, Gbpe, Gek, Gpd1, Hk2, Ins1, Lep, Pck2, Pklr, Pppica, Slc2al, Sorbsl.

Metabolismo lipidico Ldlr, Lep, Srebf1, Acox1, Slc27ad, Sorbs1, Araf, Prkce, Prkei, Prkez, Raf1, Shel

Metabolismo proteico Dusp14, Pppica, Ptpn1, Ptprf, Akt1, Akt2, Akt3, Araf, Gsk3b, Igfir, Map2k1, Mapk1, Pdpk1, Pik3ca,

Pik3r1, Prkcc, Prkci, Prkcz, Rafl, Rpsékal, Eif2b1, Eifdebp1, Ppplca, Hras1, Prkei, Rras2, Bel2l1,
Cebpa, Cebpb, Dok3, Frs2, Gab1, Gek, Grb10, Grb2, Jun, LdIr, Lep, Nck1, Nos2, Pik3r2, Serpine1, Shet,
Sorbs1, Sos!, Uep1

Factores de transcripcidn y Aebp1, Cebpa, Cebpb, Fos, Jun, Pparg, Srebf1, KIf10 (Tieg1)

reguladores
Crecimiento celular y Gsk3b, Hras1, Igf2, Jun, Kras, Mapk1, Irs2, Lep, Nos2, Frs2, Igfir, Igf2, Igfbp1, Lep, Shc1, Vegfa, Cebpa,
diferenciacion Cebpb, Map2k1, Pik3r1, Pparg.

El analisis mostré cambios significativos en la expresion de 11 genes y de 3 con
cambios casi significativos (p=0,06) (Figura 40). Entre los genes alterados en el

cayado aortico de ratones apoE-/-Irs2+/- se encontraron varios relacionados con el
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metabolismo glucémicoy lipidico (G6pc, G6pc2, LdIr), quinasas y fosfatasas (Duspl4,

Nckl, Prkc), factores de transcripcion (Cebpa, KIf10) y genes estructurales (Shcl).

Como era de esperar, se observé una disminucién de la expresion de Irs2 en el
cayado adrtico de ratones apoE-/-Irs2+/-. La expresion de los genes efectores de Irs2,
Akt2, Rras y Hrasl fue significativamente menor en los ratones apoE-/-Irs2+/
alimentados con dieta aterogénica sugiriendo que la inactivacion de Irs2 afecta

negativamente a la via de sefalizacion de la insulina en tejido adrtico de estos

animales.
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Figura 40. Niveles de expresion de genes de la sefia lizacion de la insulina
alterados en ratones apoE-/-Irs2+/-. El perfil génico se realizé en tejido aértico de
ratones apoE-/- y apoE-/-Irs2+/- alimentados durante 2 meses con dieta aterogénica.
Se muestran los niveles de ARNm en ratones apoE-/-Irs2+/- normalizados segun
indica el array y relativizados a los niveles de ARNm de los ratones control apoE-/-
(=1). Los asteriscos indican las diferencias significativas entre genotipos (p<0.05, test
t-Student).

Con el fin de comprobar si existe una correlacion entre progresion de la placa de
ateroma y una disminucion de la ruta de sefalizacion de la insulina en el cayado
adrtico también se estudi6 la aterosclerosis en el inicio de la aorta de los mismos
ratones sometidos a dieta aterogénica durante 2 meses. Consistente con los
resultados obtenidos en ratones alimentados 3 meses con dieta aterogeénica,
observamos un aumento del tamafio de la lesion ateromatosa en ratones apoE-/-
Irs2+/- comparado con ratones apoE-/- alimentados con dieta aterogénica durante 2
meses (Figura 41A) . Ilgualmente, el analisis de la composicién de la placa de ateroma
tampoco evidencid diferencias en el contenido de macréfagos, de cMLVs vy de

colageno entre ratones apoE-/- y apoE-/-Irs2+/- (Figura 41B) .
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Figura 41. Analisis de la composicion y del tamafio de la placa de ateroma en

ratones alimentados durante 2 meses con dieta atero  génica. (A) La cuantificacion
de la aterosclerosis se realiz6 mediante andlisis planimétrico de secciones
histolégicas del seno adrtico. El tamafio del ateroma se calcul6 mediante la relacion
intima/media y los resultados se expresaron relativos a apoE-/- (n=1). (B) Andlisis del
contenido en macréfagos, cMLVs y colageno, expresados en porcentaje de area con
respecto al total del area del ateroma. Las marcas discontinuas delimitan la capa
media.

1.2.6. La disrupcion de la sefializacion de la insul ina mediada por Irs2 y sus

efectores intracelulares induce la expresion de la citoquina proaterogénica Mcpl

La aterosclerosis, DMT2 y RI se caracterizan por una inflamaciéon crénica en
diferentes tejidos (Furuhashi et al., 2007; Kuiper et al., 2007; Lumeng et al., 2007,
Mallat and Tedgui, 2007; Rader and Daugherty, 2008). Para investigar si la disrupcion
de la via de la sefializacion de la insulina como consecuencia de la inactivacion parcial
de Irs2 juega un papel en la inflamacién asociada a la aterosclerosis se investigé la
expresion génica de la citoquina proinflamatoria Mcpl en la placa de ateroma y en
cultivos celulares. El analisis mediante gqPCR mostré6 un aumento significativo en la
expresion de Mcpl en el cayado adrtico, en MDMO y en cMLVs de ratones apoE-/-
Irs2+/- alimentados con dieta aterogénica en comparaciéon con los controles apoE-/-
(Figura 42) .
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Figura 42. Expresion de Mcpl en cayado adrtico y en cultivos primarios de
cMLVs y de MDMO. EI andlisis de la expresion mediante qPCR demostré un
aumento significativo en la expresion de la citoguina proinflamatoria Mcpl tanto en
aorta (n=5 pools de 2 cayados adrticos por genotipo) como en macrofagos y en
cMLVs de ratones apoE-/-Irs2+/- en comparacién con controles apoE-/- alimentados
con dieta aterogénica. Los niveles de ARNm en ratones apoE-/-Irs2+/- fueron
normalizados con controles endégenos de expresion y relativizados respecto a los
resultados obtenidos en ratones control apoE-/- (=1).

1.2.7. El bloqueo de la ruta de la sefializacién de la insulina induce la secrecién

de la citoquina proaterogénica  Mcpl

Teniendo en cuenta que los resultados de nuestros estudios de expresion en aorta
muestran una reduccién en los niveles de ARNm de Akt2, Hrasl y Rras (Figura 40) se
investigd la posible relaciébn causal entre una sefalizacion defectuosa a traveés de
AKT2 o ERK1/2 (efector de la sefializacion de RAS) y un aumento de la expresion de
Mcpl asociada a una reduccion en la expresion de Irs2 (Figura 42) . Con esta finalidad
se realizaron experimentos de inhibicion farmacolégica de las quinasas AKT y ERK1/2.
La inhibicion de forma independiente de AKT mediante el inhibidor VIII y de ERK1/2
mediante el inhibidor U0126 aumentd la expresion de Mcpl en cultivos de cMLVs de
rata (Figura 43A) indicando que la disrupcion de la ruta de sefalizacion AKT-ERK esta
asociada con un aumento de la expresion de Mcpl. Ademas se demostr6 mediante
Western Blot la efectividad de la inhibicion de las quinasas AKT y ERK viéndose
reducida la expresion de las formas fosforiladas (activas) de AKT1/2 y ERK1/2 en

cMLVs tratadas con los diferentes inhibidores (Figura 43B) .
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Figura 43. Efecto de la inhibicién farmacolégica de las quinasas AKT y ERK1/2
en los niveles de expresion de  Mcpl y en los niveles proteicos de sus formas
activadas. (A) La inhibicién de las quinasas AKT (inhibidor VIII) o de ERK1/2 (U0126)
0 de ambas aumenta los niveles de ARNm de Mcp1l en cultivos de cMLVs de rata. (B)
Andlisis mediante Western Blot de AKT1/2 y ERK2 y de sus respectivas formas
activadas fosforiladas (pAKT1/2, pERK1/2) de extractos proteicos de cMLVs de rata
tratadas segun se indica con los diferentes inhibidores.

La efectividad de los inhibidores VIII y U0126 se demostré adicionalmente
mediante el andlisis de la expresion de efectores de AKT y ERK1/2 en cMLVs. Asi,
comprobamos que el inhibidor VIl reduce la cantidad de fosfo-AKT1/2 y de fosfo-p
70°% (que aumenta cuando se activa AKT) (Figura 44A) . Ademas, verificamos que

U0126 reduce la expresion de fosfo-ERK1/2 y c-Fos inducidos por reestimulacion con

suero de células ayunadas (Figura 44B) .
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Figura 44. Efecto de la inhibicion farmacoldgica de las quinasas AKT y ERK1/2
sobre sus efectores intracelulares en cMLVs. (A) La efectividad del inhibidor VIII se
demostré mediante la reduccion de la forma activada fosforilada de su efector p70SGK
(que aumenta cuando se activa AKT). (B) La efectividad del inhibidor de ERK1/2,
U0126, se demostré mediante la disminucion de la expresion de c-Fos inducible por
suero (que depende de la activacion de ERK1/2.
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2. Estudio del papel del locus Ink4/Arf en el desarrollo de
resistencia a insulina e intolerancia a la glucosa asociada a

la edad






2.1. Estudio del papel del locus Ink4/Arf en cambios de la

homeostasis de la glucosa y de la insulina asociada a la edad






Resultados

2.1.1. Los ratones Super-Ink4/Arf muestran un aumento moderado en la

» p1 ypl

INK4 INK4b ARF
6 4 p15 9

expresion de pl en higado

Con el fin de investigar el papel del locus Ink4/Arf en el metabolismo de los
carbohidratos se utilizaron ratones transgénicos Super-Ink4/Arf que poseen una copia
extra del locus bajo la regulacion de su promotor endoégeno, por lo que se comporta de
manera similar al gen enddégeno (Matheu et al., 2004). Varios autores han demostrado
que la expresion del locus Ink4/Arf es baja a edades tempranas y aumenta con la edad
en distintos tejidos, por lo que puede considerarse un biomarcador de envejecimiento
(Krishnamurthy et al., 2004). Por otro lado se ha demostrado que los ratones Super-
Ink4/Arf muestran una baja expresion del locus Ink4/Arf en edades tempranas y un
aumento moderado a 1.5 afios de edad (Matheu et al., 2007; Matheu et al., 2004). En
este segundo objetivo de la tesis se investigo el efecto de una dosis extra del locus
Ink4/Arf en el metabolismo de los carbohidratos durante el envejecimiento. Para ello se

caracterizaron ratones WT y ratones Super-Ink4/Arf de 0.5 y 1 afio de edad.

Consistente con los estudios previos, el analisis mediante qPCR de la expresion
génica en ratones de 1 afio de edad mostré un aumento moderado de la expresion del
ARNm de p16™<*? p15™< y p19°RF en el higado de ratones Super-Ink4/Arf en

5NK4b mostraron

comparacion con los ratones WT aunque solo las diferencias en pl
significatividad estadistica (Figura 45A). El andlisis de los niveles de ARNm en
muasculo esquelético, corazén e islotes pancreaticos no mostré diferencias
, Pl y pl ypl
en musculo esquelético (Figura 45A) . De manera similar, el andlisis de los niveles de

6INK4a 5INK4b gARF gARF

significativas en la expresion de pl no fue detectado
proteina mediante Western Blot mostré ligeros aumentos de expresion no significativos
de p16™**@ p15™%** y p19°RF en higado de ratones Super-Ink4/Arf comparado con los
ratones WT (Figura 45B) . En muasculo esquelético, corazén e islotes pancreéaticos no

se observaron diferencias significativas (Figura 45B) .
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Figura 45. Expresion del locus Ink4/Arf en ratones Super-Ink4/Arf y WT de 1
afio de edad. (A) Andlisis de la expresion génica mediante qPCR de p16™k®,
p15™K* v p19”*7F en higado, musculo esquelético, corazén e islotes pancreaticos
aislados. Los niveles de expresion fueron normalizados al control endégeno ciclofilina
y los resultados fueron relativizados con respecto al raton WT (=1). (B) Andlisis de los
niveles de proteina mediante Western Blot de higado, misculo esquelético, corazén
(250pK%) e islotes pancredticos (75ug) mediante anticuerpos especificos frente a
p16™Kia  p15NKIL T 519ARF v B.actina. Los Western Blots mostrados son
representativos y los resultados son la media de entre 4 y 8 blots independientes. Los
niveles de proteina fueron relativizados a los niveles de B-actina.

A pesar del aumento moderado en la expresiéon de los productos génicos del locus,
la presencia de una dosis génica extra del locus Ink4/Arf produjo cambios funcionales.
Efectivamente, comprobamos que la apoptosis de MDMO de ratones Super-Ink4/Arf
era superior que en las células de controles WT, tanto en condiciones basales como

tras exposicién a luz ultravioleta (Figura 46) .
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Figura 46. Ensayo de la funcionalidad del locus Ink4/Arf . Para determinar la

funcionalidad de la copia extra del locus Ink4/Arf se estudi6 en MDMO de ratones
Super-Ink4/Arf 'y WT de 1 afio de edad la apoptosis en condiciones basales e
inducida con luz UV (80 J/mz). Las células apoptéticas se identificaron como la
poblacién sub-GO en el analisis de citometria de flujo tras tincién con ioduro de
propidio.

2.1.2. La presencia de una copia extra del locus Ink4/Arf  protege frente a

trastornos de la glucosa y de la insulina

El andlisis de la glucosa en plasma no mostré diferencias significativas entre los
ratones WT y Super-Ink4/Arf de 0.5 afios de edad (Figura 47A). Sin embargo, la
glucemia fue significativamente mayor en los ratones WT comparado con ratones
Super-Ink4/Arf de 1 afio de edad (Figura 47A). Interesantemente, la glucemia
aumentd con la edad en ratones WT (glucosa WT 1 afio 87.0 + 4.0 vs WT 0.5 afios
76.0 £ 4.0, p<0.04). De forma similar, los niveles de insulina fueron superiores en los
ratones WT de 1 afio de edad en comparacion con los ratones Super-Ink4/Arf y se
observé una ligera disminucién en la insulina basal dependiente de la edad en ambos
genotipos (Figura 47B) . El peso corporal aumentd de forma significativa con la edad
en los dos grupos de ratones, pero no se observaron diferencias entre genotipos ni a
0.5 ni a1l afo de edad (Figura 47C) .
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Figura 47. Efecto de la edad y del aumento de la dos is de Ink4/Arf sobre los
niveles de glucosa e insulina plasmatica y el peso corporal. (A) Andlisis de los
niveles de glucosa plasmatica. (B) Analisis de los niveles de insulina plasmatica. (C)
Andlisis del peso corporal. Los estudios se llevaron a cabo en ratones ayunados 15
horas. Los andlisis estadisticos se realizaron mediante analisis de varianza
unidireccional.

2.1.3. Una copia extra del locus

lipidico
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Ink4/Arf no produce cambios en el metabolismo

Una de las caracteristicas de los pacientes con alteraciones en el metabolismo

glucémico es cambios en los niveles de c-Total y de ¢c-HDL (Zambon et al., 2009). Sin

embargo, el andlisis de los niveles plasmaticos de c-Total y c-HDL no mostro

diferencias entre los ratones WT y Super-Ink4/Arf a ninguna edad. (Figura 48A,B) .
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Figura 48. Efecto de la edad y del aumento de la dos is de Ink4/Arf en los niveles
plasmaticos de colesterol . Niveles plasmaticos de colesterol total (c-Total) (A) y
colesterol HDL (c-HDL) (B) en ratones WT y Super-Ink4/Arf de las edades indicadas.
Los andlisis estadisticos se realizaron mediante analisis de varianza unidireccional.
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2.1.4. Una copia extra del locus Ink4/Arf previene la intolerancia a la glucosa

asociada al envejecimiento

Habiéndose observado diferencias en la glucosa e insulina basal entre los ratones
WT y Super-Ink4/Arf se investigo la tolerancia a la glucosa mediante TTG en ratones
ayunados. La tolerancia a la glucosa, medida con el parametro AUCgjcosa, NO MOStro
diferencias significativas entre ratones WT y Super-Ink4/Arf a los 0.5 afios de edad
(Figura 49A, izquierda) . Por el contrario, la tolerancia (AUCgyc0sa) €N ratones WT de 1
afo de edad fue significativamente mayor con respecto a los ratones Super-Ink4/Arf de
la misma edad (Figura 49A, derecha) . Ademés, el AUCyuwsa aumentéd
significativamente durante el envejecimiento de ratones WT pero no en ratones Super-
Ink4/Arf (Figura 49A) . El analisis de la secrecion de insulina estimulada por glucosa
durante el TTG, medida como el AUC;nsuina, tampoco mostréd diferencias entre ratones
WT y Super-Ink4/Arf de 0.5 afios de edad (Figura 49B, izquierda) , pero si se observo
un aumento significativo del AUCj,suina €N los ratones WT de 1 afio con respecto a los
ratones Super-Ink4/Arf de la misma edad (Figura 49B, derecha) . Ademas, la
secrecion de insulina durante el TTG aument6 significativamente de forma edad-
dependiente en los ratones WT pero no en los ratones Super-Ink4/Arf (Figura 49B) .
Estos resultados demuestran que el incremento de la dosis génica de Ink4/Arf
previene el desarrollo de alteraciones en el metabolismo de la glucosa asociados a la
edad, como son la intolerancia a la glucosa y un aumento de la secrecion de insulina

estimulada por glucosa.
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Figura 49. Andlisis de la tolerancia a la glucosa m

ediante TTG en ratones WT y

Super-Ink4/Arf . Niveles plasmaticos de glucosa (A) y de insulina (B) a los diferentes
tiempos del TTG tras la inyeccion de glucosa de ratones de 0.5y 1 afio de edad. Ala
derecha de las graficas de glucosa (A) e insulina (B) vs tiempo se muestran los
valores de AUCgucosa Y AUCinsuiina que reflejan la tolerancia a la glucosa y la insulina
secretada respectivamente durante el test. Los andlisis estadisticos se realizaron
mediante andlisis de varianza unidireccional.
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2.1.5. La presencia de una dosis extra del locus  Ink4/Arf mejora la sensibilidad a
la insulina

A continuacion investigamos si las diferencias existentes eran debidas a alteraciones
en la sensibilidad a insulina. Con esta finalidad se realizaron TTI en ratones de 0.5y 1
afio de edad de ambos genotipos. Los resultados demostraron un aumento en la
desaparicién de glucosa tras la inyeccion de insulina en ratones Super-Ink4/Arf en
comparacion con los ratones WT a los 0.5 (p<0.04) y 1 (p<0.02) afio de edad,
indicando mayor sensibilidad a la insulina en los ratones con una dosis extra del locus
(Figura 50A,B) . Por otro lado, se observé una pérdida de sensibilidad a la insulina
dependiente de la edad en los ratones WT pero no en ratones Super-Ink4/Arf (Figura
50). Estos resultados sugieren que un aumento en la dosis génica del locus Ink4/Arf

previene la pérdida en la sensibilidad a insulina asociada a la edad.
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Figura 50. Andlisis de la sensibilidad a insulina m ediante TTl. (A) Niveles
plasmaticos de glucosa vs tiempo tras la inyeccion de insulina en ratones WT y Super-
Ink4/Arf a 0.5 y 1 afio de edad. (B) Valores de los AUCgiycosa del TTI de los ratones
WT y Super-Ink4/Arf a 0.5 y 1 afio de edad. El incremento en la dosis génica de
Ink4/Arf disminuye el AUCgucosa del TTI indicando una mayor sensibilidad a insulina en
ratones Super-Ink4/Arf. Los analisis estadisticos se realizaron mediante analisis de
varianza unidireccional.
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2.1.6. Una dosis extra de Ink4/Arf aumenta la captacion de glucosa en musculo

esquelético

La insulina ejerce sus acciones mediante la activacion de la via de sefalizacién del
R-INS/IRS/PI3K/AKT, promoviendo asi la translocaciéon de los transportadores de
glucosa GLUT desde el interior de la célula a la membrana plasmatica y produciendo
la consiguiente eliminacion de glucosa del torrente sanguineo (Biddinger and Kahn,
2006; Nandi et al., 2004). Dado que se observd un incremento de la sensibilidad a
insulina en los ratones Super-Ink4/Arf comparado con ratones WT de 1 afio de edad,
se investigd la captacion de la glucosa en musculo esquelético, uno de los tejidos
periféricos mas sensible a la hormona. Con este fin, se realizaron estudios de
captacion y disposicion in vivo de la glucosa mediante técnicas de imagen PET, que
utiliza un anélogo no metabolizable de la glucosa de tal forma que se acumula en los
tejidos, combinado con CT, que permite visualizar el tejido de interés. Se inyectd *°F-
FDG a ratones de 1 afio de edad. Tras 60 minutos de captacion, se analizo el musculo
esquelético mediante imagen PET-CT (Figura 51A). La cuantificacion del valor
standard de captacion (SUV) mostré un incremento, aunque no significativo, en la
captacion de '°F-FDG en musculo esquelético de los ratones Super-Ink4/Arf en
comparacion con los ratones WT (Figura 51B, p=0.079). Ademds, se investigd la
posible relacién entre los niveles de glucosa en plasma y la captacidon muscular de
glucosa. Los analisis de regresion demostraron una correlacion positiva entre la
captacion de '®F-FDG y los niveles de glucosa basal plasmatica en ratones Super-
Ink4/Arf pero no en los ratones WT (Figura 51C) sugiriendo mayor sensibilidad a los

niveles de glucosa en los ratones con la dosis génica extra de Ink4/Arf.
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Figura 51. Efecto del incremento de la dosis génica de Ink4/Arf en la captacion
in vivo de '®F-FDG en musculo esquelético. Andlisis de la captacion de “°F-FDG
en musculo esquelético de ratones WT y Super-Ink4/Arf de 1 afio de edad mediante
PET/CT (A) Imagenes representativas transaxiales de la mitad inferior del y de la
captacion de ®rFDG (Arriba: CT, en medio: PET, debajo: combinacién PET/CT). La
imagen a la derecha muestra la imagen PET/CT del cuerpo entero del raton. Las
flechas indican la zona delimitada como VOI en el masculo séleo que se utilizd para
los andlisis. (B) Cuantificacion de la captacion de 8E_EDG en el séleo de los ratones.
(C) Andlisis de regresion de la captacion de BeFDG (SUV) en funcién de los niveles
de glucosa plasmatica de los mismos ratones. Cada punto representa un animal. Los
andlisis estadisticos se realizaron mediante el test t-Student (B) y el F-test (C).
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2.2. Estudio del papel del locus Ink4/Arf en la funcionalidad de las

células B-pancreéticas en ratones Super-Ink4/Arf






Resultados

2.2.1. El aumento de la dosis del locus Ink4/Arf no afecta ni al nimero de islotes

pancreéticos ni al &rea ocupada por células  B-pancreaticas

La pérdida de células B y la disminucion de la masa de islotes pancreaticos
contribuyen al desarrollo de la intolerancia a la glucosa dependiente de la edad vy al
desarrollo de DMT2 en humanos (Rhodes, 2005). Con la finalidad de investigar si las
diferencias observadas entre ratones WT y Super-Ink4/Arf van acompafiadas de
cambios en la masa de los islotes pancreéticos, se determin6 el nimero y el area de

los islotes en ratones de 0.5 y 1 afio de edad.

El nimero de islotes, identificados mediante inmunorreactividad a la insulina, no se
vio afectado por la dosis génica extra de Ink4/Arf a ninguna edad (Figura 52A) . Del
mismo modo, el promedio del &rea ocupada por células (B-pancreéticas fue similar en
los ratones WT y Super-Ink4/Arf de 0.5 y 1 afio de edad (Figura 52B). Estos
resultados sugieren que el fenotipo observado a 1 afio de edad no es producido por
una alteracion en la funcionalidad de la célula B-pancreética inducida por una dosis
extra del locus Ink4/Arf.
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Figura 52. Analisis del nimero de islotes pancreati  cos y del area ocupada por
células B-pancreaticas en ratones WT y Super-Ink4/Arf de 0.5 y 1 afio de edad.
(A) Numero de islotes en ratones por area pancreatica total. (B) Area ocupada por
células B-pancreaticas expresado como porcentaje de area positiva para insulina
relativizada al area total del pancreas. Se muestran imagenes representativas de la
inmunohistoquimica para insulina. Los andlisis estadisticos se realizaron mediante
andlisis de varianza unidireccional.
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2.2.2. El aumento de la dosis de Ink4/Arf no afecta ni a la proliferacion ni a la

apoptosis de células B-pancreéticas

La proliferacién celular y la apoptosis son dos de los mecanismos responsables del
mantenimiento de la masa de células B en los islotes pancreaticos (Rhodes, 2005),
procesos que ademas son regulados por el locus Ink4/Arf (Sherr, 2000). Para
investigar el efecto de la dosis extra de Ink4/Arf en estos procesos se determind la
tasa proliferativa y la apoptosis utilizando, respectivamente, los marcadores Ki-67 y
CL-caspasa-3 en los islotes pancreéticos de ratones WT y Super-Ink4/Arf de 0.5y 1
aflo de edad. El andlisis mediante inmunohistoquimica anti-Ki67 en islotes
pancreéticos no mostré diferencias significativas en la tasa proliferativa de ratones WT
y Super-Ink4/Arf a ninguna de las edades analizadas (Figura 53A). De forma similar,
el analisis de la apoptosis tampoco mostro diferencias significativas entre ratones WT

y Super-Ink4/Arf entre genotipos a ninguna edad (Figura 53B) .
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Figura 53. Analisis de la proliferacion y de la apo ptosis en pancreas. La
proliferacién (A) y la apoptosis (B) fueron analizadas mediante inmunohistoquimica
anti-Ki67 y anti-caspasa-3, respectivamente. La proliferacién se cuantific6 como el
porcentaje de células Ki67 positivas relativizado al numero total de células del islote,
mientras que la apoptosis se determind como el area positiva para caspasa-3
relativizada al area del islote. Se muestran imagenes representativas de las dos
inmunohistoquimicas. La linea discontinua delimita el islote pancreatico y las flechas
sefialan las células positivas para Ki-67. Los analisis estadisticos se realizaron
mediante andlisis de varianza unidireccional.
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2.2.3. El aumento de la dosis de Ink4/Arf con la edad no se asocia a un aumento
de p15™K*® p16™*4a y p19”"F en células B-pancreaticas

A continuacion realizamos estudios de inmunohistoquimica con el fin de investigar
la expresion de p15™K*® p16™<4@ y p19”"F en islotes pancreéticos de ratones Super-
Ink4/Arf y ratones WT de 1 afio de edad. Consistente con los estudios de analisis de
expresion génica y de expresion proteica en otros tejidos (Figura 45), el andlisis de
islotes pancreéticos no mostro diferencias significativas entre genotipos en ninguno de
los casos (Figura 54) .
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Figura 54. Andlisis de la expresion de p15 p19”°F en células B
pancreaticas. Porcentaje de células positivas para p15™*° (A), p16™ *® (B) y p19”"*
(C) en islotes pancreaticos. Los resultados se expresan como el porcentaje de células
positivas relativizadas al area total del islote (en umz). Las imagenes mostradas son
representativas para cada inmunohistoquimica. Las flechas sefialan las células
positivas. Los analisis estadisticos se realizaron mediante el test t-student.
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2.3. Estudio del papel del locus Ink4/Arf en la sefializacion de la

insulina en tejidos diana












Resultados

2.3.1. Los ratones Super-Ink4/Arf presentan un incremento en la sefializacion por

insulina en higado

La inactivacion o la sefalizacion defectuosa mediada por la via R-INS/IRS/AKT
causa alteraciones en la homeostasis de la glucosa en una gran variedad de tejidos y
conduce a estados de Rl y DMT2 (Cho et al., 2001; Garofalo et al., 2003; Gonzalez-
Navarro et al., 2007; Gunton et al., 2005; Manning and Cantley, 2007; Withers et al.,
1998). Dado que los ratones Super-Ink4/Arf mostraron una mejora de la tolerancia a la
glucosa, la sensibilidad a insulina y la consiguiente captacion de la glucosa comparado
con los ratones WT, se investigo la sefializacion celular mediada por IRS-PI3K-AKT en
tejidos periféricos e higado en los dos grupos de ratones. Con la finalidad de estudiar
la activacion de la via in vivo, ratones WT y Super-Ink4/Arf de 1 afio de edad ayunados
durante 15 horas fueron estimulados con insulina y se sacrificaron a los 5 minutos para
el andlisis de la activacion de la via en los diferentes tejidos. Experimentos de co-
inmunoprecipitacion y posterior andlisis mediante Western Blot en higado mostraron
una expresion reducida de las formas activadas de IRS1 (pTyr-IRS1) (Figura 55A) e
IRS2 (p-Tyr-IRS2) (Figura 55B) inducidas por insulina en los ratones WT comparado
con ratones Super-Ink4/Arf. La interaccién de IRS2 con la proteina p85a, la subunidad
reguladora de PI3K, fue ligeramente menor en el higado de ratones WT comparado
con los ratones Super-Ink4/Arf, aunque las diferencias no fueron significativas (Figura
55B). Por el contrario, la interaccion IRS1-p85a fue similar en ambos grupos de

ratones (Figura 55A) .
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Figura 55. Analisis de la sefializacién de la insuli  na in vivo en ratones WT y
Super-Ink4/Arf  de 1 afio de edad. Ratones ayunados durante 15 horas fueron
estimulados via hepética con insulina y sacrificados a los 5 minutos de estimulacion.
Los lisados hepaticos fueron sometidos a coinmunoprecipitacion con anticuerpos anti-
IRS1 (A) o anti-IRS2 (B). Para el analisis de la sefializacion de la insulina se
determinaron mediante Western Blot los niveles proteicos de la subunidad reguladora
de la PI3K, p85aq, y las formas activadas por fosforilacion en tirosina (pTyr) de IRS1
(pTyr-IRS1, A) 0 IRS2 (pTyr-IRS2, B). La cuantificacion de los Western Blots (n=4) se
realiz6 mediante densitometria. Se muestran blots representativos de las
coimmunoprecipitaciones de los extractos proteicos hepaticos de ratones WT y Super-
Ink4/Arf y los nUmeros debajo de los blots muestran las cuantificaciones relativizadas
al ratén no estimulado para cada genotipo (=1.0).

Puesto que se observaron cambios en la activacibn de IRS2 e IRS1, se
investigaron posibles diferencias en los niveles de proteina y ARN mediante Western
Blot y gPCR. Estos estudios no mostraron diferencias significativas entre ratones WT y
Super-Ink4/Arf de 1 afio de edad (Figura 56A,B) .
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Figura 56. Analisis de expresion de IRS1 e IRS2 en hi gado tras estimulacion por
insulina. EIl andlisis de la expresion de IRS1 e IRS2 se realizé en higado de ratones

WT y Super-Ink4/Arf de 1 afio de edad. (A) El lisado proteico fue inmunoprecipitado

con anticuerpos anti-IRS1 y anti-IRS2 y analizado mediante Western Blot (WB). Las
imagenes son representativas. Los nUmeros muestran la intensidad de banda
determinada mediante densitometria relativizada al raton WT (valor medio de 4
experimentos independientes). (B) Niveles de ARNm de IRS1 e IRS2 cuantificados
mediante qPCR. Los niveles de ARNm fueron normalizados con respecto al control
endogeno ciclofilina y relativizados a la expresion del ratdn WT (=1).

2.3.2. Los ratones Super-Ink4/Arf presentan un incremento en la sefializacion por

insulina en tejidos periféricos

Del mismo modo examinamos la activacion de la via AKT1/2 en tejidos periféricos
de ratones de 1 afio de edad usando anticuerpos fosfo-especificos para la deteccion
de pAKT1/2. Consistente con los resultados obtenidos en higado, los ratones WT
mostraron una disminucion en la expresion de p-AKT1/2 estimulada por insulina en
muasculo esquelético (Figura 57A) y en corazén (Figura 57B) comparado con la

expresion en ratones Super-Ink4/Arf sin cambios de expresion en AKT total.
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Figura 57. Andlisis de la activacion in vivo de los efectores intracelulares de la
insulina AKT1/2 en musculo esquelético y corazén tr  as estimulacion con
insulina . Ratones ayunados durante 15 horas fueron estimulados via hepatica con
insulina y sacrificados a los 5 minutos de la estimulacién. Los lisados proteicos de
musculo esquelético (A) y corazén (B) fueron sometidos a analisis mediante Western
Blot usando anticuerpos anti-pAKT1/2, anti-AKT1/2 y B-actina. Las gréaficas muestran
la cuantificacion de la intensidad de las bandas analizadas mediante densitometria de
las formas activadas, pAKT, normalizadas con los niveles de AKT1/2 total y
relativizados a los niveles de los ratones no estimulados para cada genotipo. Se
muestran Western Blots representativos para misculo esquelético y corazén de cada
uno de los genotipos para cada una de las muestras analizadas.

Dado que la activacion basal de la protein-quinasa JNK se ha asociado a una
disminucion en IRS1 en estados de DMT2 (Carlson et al., 2003) y de RI (Hirosumi et
al., 2002), estudiamos su estado de activacion en muasculo esquelético y corazén de
ratones WT y Super-Ink4/Arf analizando la forma fosforilada de la proteina. Los

resultados no mostraron diferencias en la expresion de p-JNK en ratones de ambos

genotipos (Figura 58) .
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Figura 58. Andlisis de la activacion in vivo de JNK en musculo esquelético y
corazon tras estimulacién por insulina . Ratones ayunados durante 15 horas fueron
estimulados via hepatica con insulina y sacrificados a los 5 minutos de la
estimulacion. Los lisados proteicos de musculo esquelético (A) y corazon (B) fueron
sometidos a andlisis mediante Western Blot usando anticuerpos anti-pJNK, anti-JNK y
B-actina. La determinacion de los niveles proteicos se realiz6 mediante densitometria
de las bandas y las cuantificaciones muestran el ratio entre la proteina fosforilada,
pJNK, y la proteina total JNK relativizados a los ratones no estimulados del mismo
genotipo. Se muestran Western Blots representativos para musculo esquelético y
corazon de cada uno de los genotipos para cada una de las muestras analizadas.

En conjunto, estos resultados indican que los ratones Super-Ink4/Arf estan
protegidos frente a la pérdida de sensibilidad a la insulina que se asocia al
envejecimiento en ratones WT. Esta respuesta se asocia con una mejora en la
sefializacion de la hormona en higado y en tejidos periféricos, lo que ofrece una
proteccion frente a las alteraciones de la homeostasis de la glucosa y de la insulina

asociadas a la edad.
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Discusion

OBJETIVO 1. Estudio de los efectos de la disminuci6 n en la ruta de sefalizacion

por insulina a través del sustrato 2 del receptord e lainsulina (IRS2)

Los ratones deficientes en IRS2 desarrollan sintomas caracteristicos de DMT2 y
SM incluyendo RI, hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa, hipertension e
hiperlipidemia moderada (Burks et al., 2000; Kubota et al., 2000; Withers et al., 1998).
Recientemente tanto nosotros como otros grupos hemos demostrado que la
inactivacion total de IRS2 acelera la aterosclerosis en ratones apoE-/- con

hipercolesterolemia grave (Baumgartl et al., 2006; Gonzalez-Navarro et al., 2007).
En el presente estudio se demuestra que:

1. Comparado con pacientes SM-SI, pacientes con SM-RI presentan un aumento
de varios marcadores de riesgo cardiovascular incluyendo IMC, circunferencia de la
cintura, PAD, indice HOMA, niveles plasméticos de insulina, LDLox y MMP9 y este
riesgo se asocia a una disminucion en la expresion en CMSPs de efectores de la

sefializacién de la insulina como Irs2 y Akt2.

2. Una reduccion moderada en la expresion de Irs2 acelera la aterosclerosis en
ratones apoE-/-Irs2+/- con caracteristicas del SM y RI alimentados con dieta
aterogénica. Ademas, el agravamiento de la aterosclerosis en estos ratones va

acompafado de una mayor captacion de Alexa Fluor 488-LDLac en macréfagos.

3. La reduccidn de la expresion de los genes Akt2 y Ras, genes efectores de la
via de sefializacion por insulina, en tejido aértico de ratones apoE-/-Irs2+/- alimentados
con dieta aterogénica durante 2 meses se asocia con un aumento en la expresion de

la citoquina proaterogénica Mcpl y con mayor desarrollo de la aterosclerosis.

4. Defectos en la via de sefalizacion IRS2/AKT e IRS2/ERK1/2, producidos por
inactivacion génica o inhibicion farmacolégica, inducen un aumento en la expresion de

la citoquina proaterogénica Mcpl.

Estudios previos han demostrado una reduccion en la expresion del R-INS, de Irs2
y de Akt2 en células B-pancreaticas en pacientes con DMT2 y con Rl (Gunton et al.,
2005). Sin embargo nuestro estudio es el primero en analizar la expresion de estas
moléculas sefializadoras en CMSPs en plasma de pacientes SM-RI y SM-SI. Nuestros
estudios demuestran una correlacion entre el nivel del ARNm de Irs2 y de Akt2 en
pacientes con SM (Figura 31) indicando que los niveles de expresién de ambos genes

se regulan de manera similar en todos los pacientes con SM. Sin embargo sélo los
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pacientes SM-RI mostraron una correlacion inversa entre los niveles de ARNm de Irs2
y Akt2 y los niveles de insulina plasméatica (Figura 33A,C) e indice HOMA (Figura
33B,D). Estos resultados indican que la hiperinsulinemia y la RI en humanos se
asocian a una disminucion en la expresion de Irs2y Akt2 en CMSPs, las cuales juegan
un papel importante en la patogénesis de la DMT2 y la aterosclerosis. No se
observaron diferencias en los genes Aktl y Akt3 entre pacientes SM-RI y SM-SI
(Figura 30C) . La expresidn de Irsl que se encontrd significativamente aumentada en
pacientes SM-RI puede deberse, entre otros, a mecanismos compensatorios que

merecen una mayor investigacion (Figura 30A).

Tanto estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio como en otros demuestran
gue los ratones apoE-/- con deficiencia total de IRS2 alimentados con dieta
aterogénica presentan caracteristicas de SM (dislipidemia grave, hiperinsulinemia,
intolerancia a la glucosa, RI) y aterosclerosis acelerada (Baumgartl et al., 2006;
Gonzalez-Navarro et al., 2007). Para investigar si la reduccibn moderada en la
expresion de Irs2 (comparable a la que se observa en CMSPs de pacientes con SM-
RI) puede tener consecuencias patolégicas en un modelo animal, generamos el ratdon
apoE-/-Irs2+/- el cual presenta inactivacion de un Unico alelo de Irs2. En respuesta a
una alimentacion rica en grasas, estos ratones desarrollaron hipercolesterolemia grave
(c-Total > 550 mg/dL) (Figura 36B) , elevada intolerancia a la glucosa (Figura 35B) y
una tendencia hacia la hiperinsulinemia (Figura 34E) en comparacion con ratones
control apoE-/- con Irs2 intacto. Este fenotipo de SM con caracteristicas de RI en
ratones apoE-/-Irs2+/- alimentados con dieta aterogénica se asocia con un
agravamiento de la aterosclerosis aortica (Figura 37B) . No se observaron cambios en
el contenido de la placa de ateroma en macréfagos, en cMLVs y en colageno (Figura
38). Ninguna de las diferencias causadas por la ablacién parcial de Irs2 se observo
cuando los ratones fueron alimentados con una dieta normal (c-Total <300 mg/dL), lo
gue sugiere que la reduccién en la expresion de Irs2 puede acelerar la aterosclerosis
sb6lo cuando se combina con otras caracteristicas del SM, como una elevada
hipercolesterolemia. Nuestros resultados coinciden con otros estudios que demuestran
gue la RI causada por la ausencia del R-INS en ratones se asocia con un aumento de
la aterosclerosis en condiciones de hipercolesterolemia severa (c-Total >700 mg/dL)

causada por dieta aterogénica (Biddinger et al., 2008).

Por otro lado, observamos un aumento de la captacion de LDLac (Figura 39A)

coincidente con un aumento de la expresion de los receptores scavenger Sra 'y CD36
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(Figura 39 B) en macrofagos del raton apoE-/-Irs2+/- comparado con el control apoE-
/-. Resultados similares han sido previamente demostrados en macrofagos de ratones
deficientes para el R-INS y en ratones ob/ob, los cuales exhiben caracteristicas de SM
y Rl (Han et al., 2006; Liang et al., 2007). Por lo tanto un aumento de la captacién por
parte de los macrofagos de LDLmo a través de la regulacion al alza de Sra y CD36
parece contribuir a la aterosclerosis acelerada por SM y RI en diferentes modelos

murinos.

Como el ratén apoE-/-Irs2+/- alimentado con dieta aterogénica mostré ser un
modelo adecuado para investigar como defectos en la sefalizacion de la insulina
promueven la aterosclerosis, realizamos experimentos de expresion en el cayado
aortico de estos ratones mediante arrays de gPCR con el fin de investigar las
consecuencias de la reduccion de Irs2 sobre la expresion de 84 genes implicados en la
sefializacién de insulina. Como era de esperar, el estudio de expresion génica
confirmo6 una reduccioén significativa en la expresion de ARNm de Irs2 en el cayado
aortico de ratones apoE-/-Irs2+/- comparado con ratones control apoE-/- alimentados
con dieta aterogénica. Ademas, la expresion de Akt2 y Ras fue significativamente
menor en la aorta de ratones apoE-/-Irs2+/- alimentados con dieta aterogénica,
indicando una correlacion entre la reduccidn moderada de la expresion de Irs2 y una
disminucion en sus efectores intracelulares que median la sefalizacién de la insulina
(Figura 40) . Ambas vias de sefializacion dependientes de insulina IRS2/PI3K/AKT y
IRS2/ERK1/2 estan alteradas en los macrofagos de ratones diabéticos db/db y de
ratones obesos ob/ob (Hartman et al., 2004; Liang et al., 2007) y en adipocitos
humanos de pacientes con DMT2 (Ost et al., 2007). Por otro lado, cabe sefalar que la
inactivacion de Akt2 en ratén causa alteraciones en la homeostasis de la glucosa y
sensibilidad a la insulina, produciendo Rl y DMT2 (Cho et al., 2001; Garofalo et al.,
2003). Por lo tanto, nuestros resultados extienden estos hallazgos al sistema
cardiovascular sugiriendo que la reduccion de Akt2 y Ras en tejido adrtico es un
mecanismo que contribuye al agravamiento de la aterosclerosis en ratones apoE-/-

Irs2+/- alimentados con dieta aterogénica.

Estudios previos han demostrado el papel proaterogénico de la citoquina
proinflamatoria Mcpl (Bursill et al., 2004; Peters and Charo, 2001). Nuestros
resultados apuntan a que un aumento de la expresion de Mcpl en aorta de ratones
apoE-/-Irs2+/- alimentados con dieta aterogénica puede contribuir al aceleramiento de

la aterosclerosis en este modelo experimental de SM/DMT2. Ademas la expresion de
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Mcpl fue mayor en cMLVs y en macréfagos de ratones apoE-/-Irs2+/- (Figura 42) y
también aumenté tras la inhibiciébn farmacoldogica de AKT2 o ERK1/2 en cMLVs de
rata, estableciendo una relacion causal entre disminucion de la sefializacion mediada
por IRS2/PI3K/AKT-ERK y la secrecion de Mcpl (Figura 43A) . De hecho, el aumento
de la expresion de esta citoquina se ha observado en adipocitos de pacientes con RI
(Sartipy and Loskutoff, 2003) y en plaquetas de pacientes diabéticos (Nomura et al.,
2000). Todos estos resultados apoyan la hipétesis de que la aterosclerosis acelerada
en condiciones de SM se debe, al menos en parte, a defectos en las rutas de
sefializacion IRS2-AKT2 y IRS2-RAS/ERK1/2 y al aumento de la expresion de Mcpl
en diferentes tipos celulares involucrados en la aterosclerosis (cMLVs, macréfagos,
plaguetas y adipocitos). Sin embargo, se necesitan estudios adicionales que
establezcan firmemente las relaciones de causalidad entre estados de SM en
humanos, aumento de la expresion de Mcpl y disfuncionalidad en las rutas de
sefializacion IRS2-AKT2 y IRS2-RAS/ERK1/2.

En resumen, nuestros resultados en CMSPs de pacientes con SM-RI muestran
una disminucion de la expresion de Irs2 y de su efector Akt2 en comparacién con
pacientes con SM-SI, sugiriendo una relacion mecanistica entre la expresion reducida
de Irs2 y las enfermedades metabodlicas en humanos. De hecho, la reduccion
moderada en la expresion de Irs2 en ratones apoE-/-Irs2+/- sometidos a dieta
aterogénica es suficiente para producir sintomas similares al SM y acelerar la
aterosclerosis. Nuestros estudios en tejido adrtico, en cultivos primarios de cMLVs y en
macrofagos de estos ratones y sus controles correspondientes demuestran que la
inactivacion parcial de Irs2 disminuye la ruta de sefializacion AKT2 y RAS/ERK1/2, lo
que conduce a un aumento de la expresion de Mcply de los receptores CD36 y Sra y
a un aumento en la captacion de LDLac por parte de los macréfagos (Figura 59).
Estos hallazgos ponen de relieve que defectos en las rutas de sefalizacion
dependientes de AKT2 y RAS/ERK1/2 son un mecanismo subyacente en la

aterosclerosis acelerada en estados de SM y Rl asociados a inactivacion de Irs2.
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Receptorde
lainsulina

Incremento en la expresion de
CD36 y SRA e incremento en
la captacion de LDLmo por
parte de los macrofagos

Figura 59. Mecanismos de la aterosclerosis acelerad aen estados de SMyRI. En
estados de homeostasis la insulina tras la union y activacién de su receptor, R-INS,
desencadena la fosforilaciéon de la proteina IRS2 que activa las vias de sefializacion
de la insulina PI3K (AKT2) y MAPK (RAS/ERK1/2). En estados de DMT2/SM/RI hay
una disminucién en los niveles de IRS2 que se traducen en una disminucion de la
sefializacion mediada por AKT1/2 y RAS/ERK1/2. Esta sefializacion defectuosa se
asocia con un aumento de la expresién de la citoquina proaterogénica Mcpl y un
aumento de la expresion de los receptores CD36 y Sra en macrofagos que va
acompafiado de un incremento de la captacion de LDLac contribuyendo al
aceleramiento y a la progresion de la aterosclerosis.
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OBJETIVO 2. Estudio del papel del locus Ink4/Arf en el desarrollo de resistencia

a insulina e intolerancia a la glucosa asociadaal a edad

Estudios recientes de asociacion genética a gran escala han asociado
polimorfismos de base Unica en una regién del cromosoma 9p21, cercanos al locus
Ink4/Arf, con enfermedades caracteristicas del envejecimiento, de gran impacto socio-
econdmico y sanitario, como son las enfermedades coronarias, infarto de miocardio,
accidentes cerebrovasculares y DMT2 (Consortium., 2007; Doria et al., 2008; Hamsten
and Eriksson, 2008; Melzer et al., 2007; Saxena et al., 2007; Scott et al., 2007; Zeggini
et al.,, 2007). Por ello es necesario definir las consecuencias funcionales de estas
variantes genéticas y determinar si el locus Ink4/Arf juega un papel en el desarrollo de
la ECV y de la DMT2 asociada al envejecimiento. En esta tesis doctoral se investigo el
efecto de un incremento moderado en la expresion del locus Ink4/Arf en la
homeostasis de la glucosa y de la insulina en condiciones fisiol6gicas normales de

envejecimiento.

Nuestros resultados muestran que los ratones transgénicos Super-Ink4/Arf, con
una copia extra del locus Ink4/Arf, estan protegidos frente a las alteraciones en la
homeostasis de la glucosa (aumento de glucemia (Figura 47A) e intolerancia a la
glucosa (Figura 49A) ) asociadas al envejecimiento. La ganancia de funcion del locus
Ink4/Arf no se asoci6 con cambios en el numero (Figura 52A), en el area media
(Figura 52B), en la tasa proliferativa (Figura 53A) o en el porcentaje de apoptosis
(Figura 53B) de los islotes pancreaticos. Asimismo, no se observaron cambios en el
ndmero de células positivas para p15™** p16™¢*@ y p19*RF en células B-pancreéticas
(Figura 54). Sin embargo, una dosis extra del locus produjo un incremento en la
activacion de la via de sefalizacion IRS-PI3K-AKT estimulada por insulina en higado
(Figura 55), musculo esquelético (Figura 57A) y corazén (Figura 57B) . Consistente
con un aumento en la sensibilidad a la insulina y mejora en la sefializacién mediada
por IRS y menores niveles plasmaticos de glucosa, los ratones Super-Ink4/Arf
mostraron un aumento, aunque no significativo, en la captacion de glucosa in vivo en
musculo esquelético comparado con ratones WT (Figura 51B) . Ademas, se observo
una correlacion positiva entre la captacion de glucosa y los niveles basales de glucosa
en ratones Super-Ink4/Arf pero no en ratones WT (Figura 51C), indicando que los
ratones con el alelo extra de Ink4/Arf responden con mayor sensibilidad a los niveles
de glucosa plasmaticos. En conjunto nuestros resultados sugieren que un aumento

moderado de la funcién del locus Ink4/Arf previene las alteraciones del metabolismo
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de la glucosa y la Rl asociadas al envejecimiento mediante la mejora de la activacion

de la via de sefalizacion dependiente de insulina IRS-PI3K-AKT.

El envejecimiento se asocia a una mayor susceptibilidad a desarrollar DMT2 y
otras enfermedades metabdlicas (Hayflick, 2000; Rhodes, 2005) y con un incremento
en la expresion del locus Ink4/Arf en una gran variedad de tejidos humanos y murinos
(Kim and Sharpless, 2006; Krishnamurthy et al.,, 2004; Ressler et al., 2006;
Satyanarayana and Rudolph, 2004; Zindy et al., 1997). Ademas de promover la
senescencia de las células sométicas, la sobreexpresion de Ink4/Arf dependiente de la
edad quizas contribuya al envejecimiento y a la enfermedad del organismo limitando el
potencial regenerativo de las células madre (Krishnamurthy et al., 2004). En este
sentido, la eliminacion de células senescentes marcadas con p16™“* de forma
selectiva mediante farmacos en el raton transgénico BubR1 retrasa la aparicion de
enfermedades asociadas a la edad (Baker et al., 2011). Sin embargo, hay evidencias
que muestran que Ink4/Arf puede provocar efectos beneficiosos. Asi, los ratones
Super-Ink4/Arf con una copia extra del locus Ink4/Arf muestran un incremento
moderado en la expresiéon de p16™“2 p15™*** y ARF en varios tejidos a edades
avanzadas y son mas resistentes al cancer que los controles y, ademas, muestran una
esperanza de vida y un envejecimiento normal (Matheu et al., 2004). Por otro lado, la
presencia de dos copias del locus Ink4/Arf en ratones transgénicos, ademas de
aumentar la resistencia al cancer, mejora la esperanza de vida debido, probablemente,
a un aumento en la quiescencia celular y a una disminucion de la proliferacion celular
innecesaria (Matheu et al., 2009). También existen estudios que sugieren una funcion
ateroprotectora del locus Ink4/Arf. En este sentido, tanto la inactivacion génica de ARF
en ratones deficientes en apoE (apoE-/-p19-/-) (Gonzalez-Navarro et al.,, 2010) como

y
ARF) superimpuesta a la deficiencia global del receptor de las LDL (CDKN2A-/-LDLr-/-

la inactivacion selectiva en macréfagos del gen CDKN2A (que codifica para p16™<®

) (Kuo et al.,, 2011) agravan la aterosclerosis. Todos estos resultados proporcionan
evidencias adicionales de que el locus Ink4/Arf ejerce un efecto beneficioso

protegiendo tanto frente al cAncer como frente alas ECV y a la RI.

El envejecimiento en humanos y en ratones se asocia con una progresiva pérdida
de la sensibilidad a la insulina y con la aparicion de hiperinsulinemia (Araki et al., 1994;
Barak et al., 2002; Rhodes, 2005; Withers et al., 1999). Adema4s, el deterioro de la
sefializacion a través de R-INS/IRS/AKT en diversos tejidos (incluyendo células B-

pancreaticas, adipocitos, leucocitos o hepatocitos) conduce a estados de Rl y DMT2
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(Cho et al., 2001; Garofalo et al., 2003; Gonzalez-Navarro et al., 2007; Gunton et al.,
2005; Manning and Cantley, 2007; Withers et al., 1999; Withers et al., 1998). De
acuerdo con estos resultados, nuestros estudios muestran que ratones WT de 1 afio
de edad, a diferencia de los ratones Super-Ink4/Arf de la misma edad, presentan un
descenso en la tolerancia a la glucosa asociada a la edad. La proteccion frente a la
intolerancia a la glucosa en ratones Super-Ink4/Arf se explica, al menos en parte,
mediante una mejora en la activacion de la sefializacion IRS-PI3K-AKT inducida por
insulina en higado, musculo esquelético y corazén comparado con ratones control. El
aumento de la sefializacion en ratones Super-Ink4/Arf va acompafiado ademas de una
tendencia al aumento de la captacion de glucosa en musculo esquelético y de un
descenso de los niveles plasmaticos de glucosa. Nuestros estudios sugieren que un
incremento moderado de la funcién de Ink4/Arf puede ser una medida terapéutica en
el tratamiento y la prevencion de la aparicion de la Rl y de la alteracion del

metabolismo de hidratos de carbono asociados a la edad.

En la linea de nuestros resultados, se ha demostrado que el indice HOMA-RI en
pacientes estd modulado por variantes genéticas en CDKN2B, uno de los genes del
locus Ink4/Arf (Ruchat et al., 2009). Sin embargo otros estudios sugieren que los
polimorfismos de base Unica en la posicibn cromosémica 9p21, cercana al locus
Ink4/Arf, se asocian a una disminucion de la funcién de los islotes pancreaticos,
produciendo una disminucion en la secrecidbn de insulina (Hribal et al., 2011,
Stancakova et al., 2009), y no a diferencias en la Rl (Hribal et al., 2011; Ruchat et al.,
2009) y al IMC (Hotta et al., 2012). Nuestros resultados apuntan a que una expresion
moderada del locus entero Ink4/Arf en ratones Super-Ink4/Arf no altera ni el nidmero ni
el area de los islotes o su funcionalidad durante el envejecimiento fisioldgico sino que
parece proteger frente a la intolerancia a la glucosa y la Rl asociada a la edad.

6™k aumenta la

Estudios previos en ratones muestran que la ausencia de pl
proliferacion y la supervivencia de los islotes de ratones tras la destruccién de las
células B inducida por tratamiento con estreptozotocina. Consistentemente, la
sobreexpresion de p16™¢“ en ratones tratados con estreptozotocina previene la
proliferacion de los islotes, sugiriendo que el aumento de la expresion de p16™®
puede limitar la capacidad regenerativa de las células B-pancreéticas (Krishnamurthy et
al., 2006). Es importante sefalar que, a diferencia de nuestro modelo, el tratamiento
con estreptozotocina, que induce DM tipo 1, induce estimulacion mitogénica aguda y

6INK4a

niveles elevados de expresion de pl , como ha sido demostrado durante la
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regeneracion tras dafio agudo en una variedad de tejidos, como grasa, musculo
esquelético, sistema hematopoyético, sistema nervioso y pancreas endocrino (Baker et
al., 2008; Janzen et al., 2006; Krishnamurthy et al., 2006; Molofsky et al., 2006). Sin
embargo, una expresion moderadamente aumentada de p16™“** a largo plazo puede
tener consecuencias diferentes en modelos no agudos, como en los estudios
presentados en esta memoria. El efecto protector observado en los ratones Super-
Ink4/Arf sin afectar al numero de islotes, area de la célula [B-pancreéatica o
funcionalidad durante el envejecimiento fisiolégico no son los primeros en indicar que
reguladores del ciclo celular pueden ejercer funciones adicionales al papel que
desempefian en el ciclo celular. Asi, Kir6.2, un componente de canales K-ATP que
promueven la secrecion de insulina en células B, esté regulado directamente por E2F1,
indicando que este factor de transcripcion ejerce un papel adicional al de modulador
del ciclo celular (Annicotte et al., 2009). Estos resultados sugieren que las vias Ink4/Arf
y CDK4-pRB-E2F1 regulan la homeostasis de la glucosa sin afectar a la proliferacion
de las células B-pancreéticas. Para determinar las contribuciones especificas de
p16™4a p19ARF v p15™K* de| locus Ink4/Arf en la homeostasis de la glucosa y la
sensibilidad a la insulina, asi como en la funcionalidad de los islotes pancreaticos
durante el envejecimiento, son necesarios estudios adicionales de pérdida de funcién y

manipulaciones genéticas especificas de tejido en modelos animales.
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El riesgo aumentado de padecer enfermedad cardiovascular en pacientes con
sindrome metabdlico (SM) y resistencia a insulina se asocia con niveles
inferiores de expresion de Irs2 y Akt2 en leucocitos circulantes en comparacion

con pacientes con sindrome metabdlico sensibles a insulina.

En leucocitos circulantes de pacientes con SM, los niveles de expresion de Irs2
y Akt2 se correlacionan positivamente independientemente del grado de
sensibilidad a insulina, mientras que la expresion de Irs2 y de Akt2 en estas
células se correlaciona inversamente con los niveles de insulina plasmatica e
indice HOMA en pacientes con SM y resistencia a insulina, pero no en los

pacientes con SM sensibles a insulina.

Comparado con ratones hipercolesterolémicos deficientes en apolipoproteina E
con el gen Irs2 intacto (apoE-/-), los ratones apoE-/-Irs2+/- con un alelo de Irs2
inactivado presentan caracteristicas del SM y de la RI, como son la intolerancia

a la glucosa y una leve hiperinsulinemia.

Una reduccion moderada en la expresion de Irs2 en ratones apoE-/-Irs2+/-
provoca un aceleramiento de la arteriosclerosis en comparacion con controles
apoE-/-, sin afectar ni a la composicion de la placa de ateroma ni al grado de

hipercolesterolemia.

El agravamiento de la arteriosclerosis debido a la inactivacion parcial de Irs2 se
asocia con una disminucion de la expresion de Akt2 y Ras y un aumento de la
citoquina pro-aterogénica Mcpl en aorta, asi como con un aumento de la
expresion de Mcpl y de receptores CD36 y Sra en macrofagos y de la

captaciéon de LDLs por estas células.

La inhibicion de las vias de sefializacion IRS2/AKT o IRS2/ERK1/2 mediante
tratamiento farmacoldgico provoca un aumento de la expresion de Mcpl en

células de musculo liso vascular.

Una copia extra del locus Ink4/Arf en ratones transgénicos protege frente a
alteraciones del metabolismo de la glucosa asociadas al envejecimiento, tales
como el desarrollo de intolerancia a la glucosa y pérdida de la sensibilidad a la

insulina.
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8. El aumento de sensibilidad a la glucosa en ratones con una dosis extra del
locus Ink4/Arf se asocia a una mayor capacidad de captacién de glucosa en
muasculo esquelético, parametro que se correlaciona positivamente con los

niveles basales de glucosa en plasma.

9. Una dosis extra del locus Ink4/Arf mejora la sefalizacion de la insulina mediada

por IRS-PISK-AKT en higado, musculo esquelético y corazon.
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