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Existen abundantes datos en la literatura que demuestran la asociacién en
humanos entre envejecimiento y la disminucién de la tolerancia a la glucosa,
determinada ésta mediante el test de tolerancia oral (TTOG) o el de tolerancia
intravenosa (TTIVG) (1). Por otra parte, el uso de la técnica de anclaje euglicémico-
hiperinsulinémico ha permitido demostrar que la intolerancia a la glucosa observada en
individuos de edad avanzada es debida a la presencia de resistencia periférica a la
insulina (2-4). No obstante, es bien sabido que el envejecimiento en humanos esta
generalmente asociado con cambios en la composicion corporal, caracterizados
principalmente por un incremento de la masa grasa, lo que hace dificil discernir en qué
medida la disminucion de la sensibilidad a insulina es consecuencia del envejecimiento
como tal o, por el contrario, viene causada por el incremento de la adiposidad. Diversos
estudios en los que se utilizaron individuos no obesos de diferentes edades llegaron a la
conclusion de que la edad tenia una influencia significativa sobre el descenso de la
sensibilidad a la insulina (2-4). Sin embargo, estudios mas recientes en los que se
incluyeron individuos con un amplio rango de Indice de Masa Corporal (IMC) han
sugerido que la resistencia a la insulina en individuos de edad avanzada deriva
exclusivamente de los cambios en la composicion corporal y el incremento de la masa
grasa asociados a la edad (5-6). Dado que el efecto de la edad, si existe, debe ser mas
bien pequefio, la enorme heterogeneidad de las poblaciones humanas respecto a factores
tales como diferencias en dieta, sedentarismo, bienestar, etc..., impide en gran medida
establecer con certeza si existe un efecto significativo de la edad sobre el desarrollo de
la resistencia a la insulina.

El uso de modelos animales para estudios de envejecimiento permite limitar el
problema de la heterogeneidad propia de las poblaciones humanas. La disminucion de la
sensibilidad a insulina con la edad en condiciones de euglicemia e hiperinsulinemia ha
sido observada también en ratas Wistar (7-8), Sprague-Dawley (9-11) y Fischer (12).
No obstante, la rata experimenta también un incremento de peso y de masa grasa
durante el envejecimiento lo que dificulta a su vez diferenciar entre los efectos de la
edad y los debidos al cambio en la composicion corporal. Un trabajo reciente llevado a
cabo en ratas F344/BN ha puesto de manifiesto que la eliminacién mediante cirugia de
la grasa visceral evita el desarrollo de resistencia a insulina con la edad (13) sugiriendo
que ésta es la principal, si no Unica responsable del deterioro de la sensibilidad a la

insulina.



En este trabajo se presentan los datos obtenidos por nuestro grupo utilizando la
rata Wistar como modelo experimental. La rata Wistar se mantiene normoglucémica y
normoinsulinémica hasta los dos afios de edad y, aunque experimenta un incremento de
peso significativo y un aumento del porcentaje de grasa visceral, no muestra variaciones
significativas del indice de obesidad de Lee (ver Tabla 1), ni del tamafio del adipocito,
dos parametros que dan idea de la ausencia de obesidad patoldgica. Con objeto de
estudiar la influencia que pudiera tener el aumento de adiposidad sobre la sensibilidad a
la insulina, se han estudiado también animales sometidos a restriccion caldrica suave la

cual induce una disminucion del peso de grasa visceral (Tabla 1).

Tolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina

Aunque durante el envejecimiento de la rata Wistar no se observan variaciones
significativas de las concentraciones de glucosa e insulina en sangre tras un ayuno
nocturno (Tabla 1), ello no significa que no se produzcan alteraciones en la tolerancia a
la glucosa con la edad, las cuales podrian no haber llegado a causar perturbaciones del
control glicémico. Dicha posibilidad se ha explorado sometiendo a un TTOG a ratas de
3, 8 y 24 meses de edad, observandose que la evolucion de la concentracion de glucosa
en sangre tras la sobrecarga oral es muy similar en las tres edades estudiadas (ver Tabla
1, area debajo de la curva para glucosa). Estos datos implican que durante el
envejecimiento la rata Wistar mantiene la tolerancia a la glucosa. No obstante, el
analisis de la evolucion de la concentracion de insulina demuestra que el mantenimiento
de la tolerancia a la glucosa se alcanza en presencia de niveles de insulina que aumentan
significativamente con la edad (Tabla 1; area debajo de la curva para insulina), lo que
sugiere una menor respuesta global a la insulina en las ratas viejas. Utilizando el
cociente entre las 4reas debajo de la curva para glucosa e insulina respectivamente como
un indice de sensibilidad global a insulina, puede observarse que existe una disminucion
significativa de la sensibilidad en animales de 8 meses respecto a los controles jovenes
de 3 meses de edad. Igualmente, hasta la edad de 24 meses se produce una nueva
disminucion de la sensibilidad a la insulina. Resulta interesante comprobar que la
disminucién de sensibilidad observada a la edad de 8 meses va acompanada de un
incremento acusado de la adiposidad visceral. Sin embargo, el posterior deterioro de la
accion insulinica se produce en ausencia de un incremento en el indice de adiposidad.

Con objeto de estudiar con mayor profundidad la dependencia entre sensibilidad

a insulina, edad y adiposidad visceral, se sometieron ratas de 5 y 21 meses de edad



respectivamente a un protocolo de restriccion caldrica consistente en disminuir la
ingesta un 20% respecto a lo habitual durante un periodo de tres meses. Dicho protocolo
permite obtener ratas de 8 y 24 meses de edad con porcentajes de grasa visceral
similares, ¢ inferiores a los observados en las ratas de 3 meses no sometidas a
restriccion caldrica (Tabla 1). Al realizar el TTOG en estos animales puede observarse
que en ambos casos la tolerancia a la glucosa se mantiene normal, pero mientras en los
animales de 8 meses la insulina necesaria disminuye acusadamente, no se aprecian
cambios en las ratas de 24 meses. Estos datos permiten concluir que la restriccion
caldrica induce un aumento significativo de la sensibilidad a la insulina a los 8 meses de
edad, pero no a edades mas avanzadas, independientemente de que en ambos casos se
produce una disminucién del indice de adiposidad similar. Por consiguiente, es posible
disociar el cambio en sensibilidad a insulina de la variacién en el contenido de grasa
visceral, al tiempo que se observa una influencia de la edad como tal sobre dicha
sensibilidad a insulina.

Otra aproximacion experimental para el analisis de la resistencia a insulina
asociada a la edad consiste en la determinacion del consumo global de glucosa en
condiciones de anclaje euglicémico-hiperinsulinémico. Un estudio previo de nuestro
laboratorio demostr6 que dicho consumo disminuia en ratas de 24 meses de edad
respecto a los jovenes controles de 3 meses, a dos dosis de insulina diferentes (8). La
extension de dicho estudio a animales de 8 meses de edad ha puesto de manifiesto que
el declive en el consumo de glucosa en situacion de hiperinsulinemia es progresivo y se
observa ya a los 8 meses de edad. Ademas, la restriccion caldrica induce un incremento
significativo del consumo de glucosa en animales de 8 meses, pero en ratas de 24 meses
solo se observa un aumento a la dosis inferior de insulina, sin cambios en el consumo
maximo. Estos resultados confirman lo indicado anteriormente en los TTOG.

Ademas del andlisis del consumo global de glucosa en condiciones de
euglicemia e hiperinsulinemia, se han estudiado los cambios en el consumo de glucosa
de diversos tejidos diana de la insulina. Los datos resumidos en la Tabla 2 indican que
el tejido adiposo visceral, tanto epididimal como retroperitoneal, muestra resistencia a la
insulina a los 8 meses de edad, resistencia que se mantiene en los animales de 24 meses.
De un modo similar a lo observado para el consumo de glucosa global, la restriccion
calérica mejora la captura de glucosa en respuesta a insulina s6lo en los animales de 8

meses de edad, pero no en los de 24 meses.



En lo concerniente al tejido muscular, los datos recogidos en la Tabla 2
demuestran que existen diferencias relevantes entre los diferentes musculos analizados.
Asi, los musculos mds oxidativos como el soleus y el diafragma muestran una
disminucion en la captura méxima de glucosa en ratas de 24 meses de edad, pero no en
las de 8 meses, lo que indica que la resistencia a la insulina en dichos musculos se
desarrolla con posterioridad a la observada en el tejido adiposo blanco. Por el contrario,
el cuadriceps mantiene su sensibilidad a la insulina con la edad, no aprecidndose
diferencias en el consumo de glucosa a concentraciones saturantes de insulina a ninguna
de las edades analizadas. Las fibras musculares del cuadriceps son mayoritariamente de
tipo 2a y 2b, las cuales tienen un caracter mas glucolitico que oxidativo y muestran
escasa capacidad para oxidar 4cidos grasos. Es probable que, al contrario de lo
observado en los musculos mas oxidativos, el consumo de glucosa en el cuadriceps no
se vea influenciado por la mayor disponibilidad de 4cidos grasos que debe tener lugar
como consecuencia de la resistencia a insulina del tejido adiposo.

En los animales sometidos a restriccion calorica, tanto de 8 como de 24 meses de
edad, no se observa un incremento del consumo méaximo de glucosa en soleus y
diafragma. Sin embargo, a concentraciones subsaturantes de insulina la captura de
glucosa se ve incrementada en ambos musculos a las dos edades analizadas lo que
sugiere que la restriccion calorica induce una mejora de la sensibilidad a la insulina de
estos musculos, aunque no de su respuesta maxima. Conviene resefiar que la restriccion
nutricional induce una disminuciéon del consumo de glucosa en situacion basal por lo
que si se analiza el incremento inducido por la insulina se observa que en situacion de
restriccion caldrica la estimulacion por la hormona es entre un 150% y un 200%
superior en diafragma y musculo soleus en ratas de 8 meses de edad, respecto a sus
controles alimentadas ad libitum.

Los datos de captura de glucosa en soleus y diafragma estdn en concordancia
con los relativos al consumo global de glucosa observados en animales de 24 meses de
edad. Sin embargo, en ratas de 8 meses de edad existe coincidencia a concentraciones
subsaturantes de insulina, pero no permiten explicar el incremento observado en la
captura global de glucosa tras la restriccion nutricional a concentraciones saturantes de
la hormona. Una posibilidad para explicar esta discrepancia es que otros tejidos
musculares no analizados experimenten un incremento en la captura de glucosa en
situacion de hiperinsulinemia tras la restriccion nutricional, de un modo anélogo a lo

observado en el tejido adiposo blanco. Alternativamente, puede pensarse que el tejido



hepatico, en estas condiciones, consuma glucosa para reponer las reservas de glucégeno
probablemente mermadas tras la restriccion calorica.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la resistencia a insulina se
desarrolla de un modo paulatino con la edad en la rata Wistar, existiendo una
contribucion diferenciada de los distintos tejidos diana de la insulina a dicha resistencia.
Puede afirmarse que el tejido adiposo visceral es el primero en manifestar insensibilidad
a la insulina, la cual es detectable a los 8 meses de edad, mientras que musculos como el
soleus o el diafragma desarrollan resistencia a edades mas avanzadas, y otros como el
cuadriceps permanecen sensibles incluso hasta los 24 meses de edad. Estos resultados
estarian de acuerdo con la hipdtesis sobre el origen de la resistencia a insulina en ratas
obesas que sugiere que la resistencia a insulina del tejido adiposo constituye el
fenémeno desencadenante de la resistencia global a la hormona (14). Por otra parte, la
restriccion caldrica moderada resulta eficaz en animales de 8 meses de edad, en los que
se observa una clara mejora de la respuesta a insulina en tejido adiposo, pero carece de
efecto en ratas de 24 meses de edad tanto en lo que a la captura global de glucosa se
refiere, como a la sensibilidad del tejido adiposo. Diversos autores han postulado que la
adiponectina, un factor peptidico secretado por el tejido adiposo, induce un incremento
de la sensibilidad a la insulina y su concentracién plasmatica disminuye en situaciones
de resistencia como la obesidad o la diabetes tipo 2 (15). Aunque los niveles de
adiponectina no se ven modificados con la edad, hay que resaltar que su concentracion
en plasma aumenta en animales de 8 meses de edad tras la restriccion caldrica, mientras
que permanece invariable en los de 24 meses de edad (Tabla 1). Este hecho permite
sugerir que la adiponectina podria ser responsable, al menos parcialmente, del efecto de

la restriccion calorica sobre la sensibilidad a la insulina.

Hiperleptinemia y cambios en la accion de la leptina con la edad

Entre los cambios mas significativos que se observan en la rata Wistar con la
edad, uno de ellos es el incremento de la adiposidad visceral (Tabla 1). Actualmente el
tejido adiposo blanco se considera no s6lo como un tejido de deposito de reservas
grasas sino como un organo endocrino responsable de la produccion de diversos
factores entre los que se encuentran algunos implicados en la regulacion de la
homeostasis calorica y la sensibilidad a la insulina, tales como leptina, adiponectina o

resistina (16,17). Por consiguiente, el aumento de la adiposidad con la edad podria estar



asociado al incremento de la concentracion en sangre de alguna de estas adipoquinas,
que podria ser a su vez responsable del desarrollo de la resistencia a insulina
caracteristica del envejecimiento. Los datos mostrados en la Tabla 1 indican que los
niveles de leptina en sangre aumentan progresivamente con la edad alcanzandose
valores a los 24 meses de edad incluso cinco veces superiores a los observados en ratas
de tres meses. Asimismo, la restriccion calorica durante tres meses induce una
disminucién de la concentracion de leptina en sangre que llega a niveles inferiores a los
controles en los animales de 8 meses de edad. Sin embargo, en ratas de 24 meses la
concentracion de leptina después de la restriccion caldrica se mantiene por encima de la
observada en animales de 3 meses de edad. Existe, por tanto, una correlacion inversa
entre la evolucion de los niveles de leptina en sangre con la edad y la restriccion
calorica, y la sensibilidad global a la insulina determinada en los ensayos de tolerancia
oral a la glucosa y en los experimentos de anclaje euglicémico-hiperinsulinémico
mencionados anteriormente, lo que permite postular que la leptina podria ser el factor
adipocitario responsable de la aparicion de resistencia a la insulina con la edad.

La leptina fue identificada en 1994 como el producto del gen ob asociado a la
obesidad en raton (18) y un aflo mas tarde se describi6 su receptor celular que resulto
ser el producto del gen db asociado también a la obesidad murina (19). La leptina es
producida mayoritariamente por el tejido adiposo y, una vez liberada al torrente
sanguineo, ejerce su accion a nivel central interaccionando principalmente con diversos
nucleos hipotaldmicos implicados en el control de la homeostasis caldrica. La union de
leptina a su receptor en el hipotdlamo modula la expresion y liberacion de
neuropéptidos tales como NPY, Melanocortina, AGRP o CART entre otros, lo que
conlleva la inhibicién de la ingestion de alimentos y el incremento del gasto calorico
regulando de este modo el balance energético (20-24). Aunque estos hechos despertaron
inicialmente grandes expectativas sobre las posibilidades de utilizacion de la leptina en
el control de la obesidad, se ha demostrado con posterioridad que, tanto en humanos
como en roedores, la obesidad estd generalmente asociada a hiperleptinemia y a un
estado de resistencia central a la accion de la leptina (25,26). Por consiguiente,
considerando que la concentracion de leptina circulante estd aumentada en la rata vieja
(Tabla 1), parece probable que, paralelamente al desarrollo de la resistencia a insulina
con la edad, se presente a su vez un estado de resistencia central a la accion de la

leptina.



Para abordar esta cuestion se han llevado a cabo estudios en los que se infundié
leptina durante siete dias en el ventriculo cerebral lateral mediante la implantacion de
bombas osmoticas cargadas con diferentes concentraciones de la misma, analizandose la
evolucion del peso corporal y la ingesta de los animales (27). Las ratas de 3 meses de
edad experimentan un descenso maximo del peso corporal de 20g con una dosis diaria
de 0,2 pg de leptina. Por el contrario, los animales de 24 meses de edad no sufren
ningin descenso significativo en su peso corporal a dicha dosis de leptina, aunque con
una dosis de 10 pg diarios experimentan una disminucion del mismo similar a la
observada en ratas de 3 meses. En lo concerniente a la ingesta, las ratas de 3 meses de
edad muestran una disminucidon dosis-dependiente, pasando la ingestion diaria de
alimento de 23g en ausencia de leptina a alrededor de 14g en respuesta a una dosis de
10 pg/dia. En ratas de 24 meses de edad la ingesta es de algo mas de 23,5 g diarios en
ausencia de leptina. La dosis intermedia de 0,2 pg/dia no induce cambios en la
magnitud de la ingesta mientras que a la dosis superior se observa un descenso de la
misma hasta un valor de aproximadamente 15g diarios. Estos datos indican que el
envejecimiento en la rata estd asociado a una disminucién de la sensibilidad central a la
leptina, si bien puede alcanzarse una respuesta maxima similar a la observada en
animales de 3 meses de edad (27).

Con objeto de comprobar si la restriccion caldrica puede revertir este estado de
resistencia central a la leptina, se trataron con leptina, tal como se ha indicado
anteriormente, ratas de 24 meses de edad sometidas durante tres meses a restriccion
calorica. Para estos estudios se escogié una dosis de 0,2 pg/dia de leptina que carece de
efecto en los animales de 24 meses de edad alimentados ad libitum. Los animales
infundidos con solucion salina muestran un marcado incremento de la ingesta durante el
tratamiento, la cual se estabiliza alrededor de los 41g diarios, y experimentan un
incremento del peso corporal proximo a los 50g. Por el contrario, las ratas infundidas
con leptina muestran un incremento de la ingesta mas moderado, que se estabiliza
alrededor de los 28g diarios, y no experimentan ningun incremento en el peso corporal.
Puede afirmarse, por tanto, que la respuesta central a la leptina se recupera en las ratas
viejas de 24 meses de edad como consecuencia de la restriccion caldrica, en
contraposicion con lo observado para la resistencia a la insulina (27).

La accion hipotalamica de la leptina se inicia mediante su union al receptor Ob-

Rb, producto del gen ob. Dicho receptor pertenece a la familia de receptores de



citoquinas y su activacion estimula la quinasa JAK2 la cual fosforila al receptor en
residuos de tirosina (28-30). El receptor fosforilado induce la asociacion al mismo de
varias proteinas entre las que cabe mencionar STAT-3 (proteina transductora de sefales
y activadora de la transcripcion-3; Signal Transducer and Activator of Transcription-3).
Esta tultima, tras fosforilarse se transloca al nticleo en donde promueve la expresion
génica. Entre los genes cuya expresion se ve incrementada por la accion de STAT-3 se
encuentra el correspondiente a la proteina SOCS-3 (proteina supresora de la sefial de
citoquinas-3, Supressor of Cytokine Signaling-3) la cual induce la finalizaciéon de la
sefial de leptina al unirse al receptor OB-Rb e inhibir a JAK2 (30).

Con objeto de descifrar las bases moleculares de la resistencia a la leptina con la
edad, se analizd la presencia en hipotdlamo del receptor de leptina Ob-Rb en los
diferentes grupos. El analisis mediante RT-PCR puso de manifiesto que la expresion del
receptor de leptina Ob-Rb no se ve modificada en las ratas de 8 meses de edad en
relacion a la observada en animales jovenes. Sin embargo, en ratas de 24 meses de edad
se aprecia una disminucidon importante de la expresion hasta valores del 15-20% de la
correspondiente a animales de 3 meses de edad (27). La restriccion caldrica no modifica
la expresion del receptor de leptina en animales de 8 meses de edad, pero induce un
incremento significativo en las ratas de 24 meses. El andlisis mediante técnicas de
inmunohistoquimica de cortes del nucleo arcuato hipotaldmico confirma que la cantidad
de receptor de leptina sigue un comportamiento similar al de su mRNA, disminuyendo a
los 24 meses de edad y experimentando una recuperacion tras la restriccion caldrica
(27). De estos datos puede concluirse que la resistencia a la leptina observada en
animales de 24 meses de edad puede atribuirse, al menos parcialmente, a la disminucion
de la cantidad de receptor de leptina disponible para la transmision de su sefial, lo cual
podria ser consecuencia de la exposicién prolongada a niveles elevados de la misma
dado su incremento en sangre con la edad.

Ademas de los cambios mencionados en el receptor de leptina, se ha estudiado la
influencia de la edad y la restriccion caldrica en la expresion de SOCS-3. Los datos
obtenidos demuestran que la expresion hipotaldmica de SOCS-3 aumenta alrededor de
2,5 veces en animales de 24 meses de edad respecto a los controles de 3 meses, mientras
que en ratas de 8 meses de edad no se observa todavia ningin incremento (31). La
restriccion caldrica disminuye ligeramente la expresion de SOCS-3 a los 8 meses de
edad, y alrededor del 50% en los animales de 24 meses de edad (31). Por consiguiente,

ademas de la disminucioén en la cantidad de receptores de leptina que tiene lugar con la



edad, su sefial se encuentra probablemente inhibida debido a la mayor presencia de
SOCS-3 lo que explicaria el estado de resistencia a leptina caracteristico de las ratas de
24 meses. Del mismo modo, la recuperacion de la respuesta a la leptina que se produce
como resultado de la restriccion caldrica puede explicarse no s6lo por el incremento en
el nimero de receptores Ob-Rb, sino por la disminuciéon de la proteina SOCS-3

encargada de finalizar la sefial celular de la leptina.

Efecto de la accion central de la leptina sobre la sensibilidad a insulina del tejido
adiposo blanco.

Existen muchas evidencias experimentales que indican que la leptina regula la
homeostasis de la glucosa. En ratones obesos ob/ob y en ratones que sufren
lipodistrofia, cuyos niveles de leptina en sangre son indetectables, el tratamiento
periférico con leptina revierte el fenotipo diabético de los mismos y la resistencia a
insulina que los caracteriza (32-34), y lo mismo se ha observado en pacientes
lipodistroéficos tratados con leptina (35). Por el contrario, en ratones db/db y ratas fa/fa
(que carecen de receptor de leptina), asi como en humanos y roedores que presentan
obesidad e hiperleptinemia asociada, la administracion de leptina no revierte la
intolerancia a la glucosa ni la resistencia a insulina, probablemente debido a la presencia
de resistencia a la leptina (36).

En general la leptina actia como un factor de sensibilizacion a la insulina en
rata, si bien se han puesto de manifiesto efectos especificos en diferentes tejidos (36).
Asi, por ejemplo, la inyeccion de leptina en el ntcleo ventromedial hipotaldmico induce
un aumento de la captura de glucosa por parte del tejido adiposo marron y los musculos
cardiaco y esquelético (37). Asimismo, la infusion subcutanea de leptina durante 7 dias
conlleva un incremento de la captura de glucosa en condiciones de anclaje euglicémico-
hiperinsulinémico en musculo esquelético y tejido adiposo marrén (38,39). Sin
embargo, en tejido adiposo blanco la leptina parece ejercer un efecto inhibitorio sobre la
accion de insulina (36,37). Habida cuenta de que los niveles circulantes de leptina se
encuentran incrementados en ratas de 8 meses de edad (31), las cuales mantienen
niveles hipotalamicos de receptor Ob-Rb y SOCS-3 normales, puede postularse que esta
situacion conllevaria una mayor sefal central de leptina que, a través del sistema
nervioso auténomo, podria inducir un estado de resistencia a la insulina en el tejido
adiposo. Con objeto de comprobar esta hipdtesis, se implantaron bombas osmoticas

conteniendo leptina o solucién salina en ratas de 3 meses de edad, tal como se ha



indicado en el apartado anterior, y tras un periodo de siete dias se procedi6 al estudio de
la sensibilidad a insulina en adipocitos aislados analizando la estimulacién por la
hormona de la actividad MAP quinasa y de la fosforilaciéon de la glucdgeno sintasa
quinasa-3 (GSK3). Los datos obtenidos demuestran que la infusién de leptina (0,2
ug/dia) disminuye significativamente la estimulacion de la actividad MAP quinasa por
insulina, la cual pasa de ser superior a dos veces en adipocitos procedentes de ratas
infundidas con solucion salina, a menos de 1,4 veces en adipocitos obtenidos de
animales infundidos con leptina. Resultados similares se obtienen también utilizando
dosis mas altas de leptina. En lo concerniente a GSK3, la leptina ejerce un efecto similar
bloqueando la capacidad de la insulina para estimular la fosforilacion de dicha enzima
(40).

Se ha estudiado también el efecto del tratamiento central con leptina en ratas de
24 meses que se habian caracterizado previamente como resistentes a leptina (27). Al
estudiar la estimulacion de MAP quinasa por insulina en adipocitos aislados de estos
animales, el efecto estimulador es muy inferior al observado en adipocitos de ratas
jovenes (~1,3 veces frente a mas de 2 veces de estimulacidon en ratas de 3 meses de
edad). La infusién central de leptina en estos animales no induce cambios en la
sensibilidad a insulina de los adipocitos aislados, lo que puede ser consecuencia del
hecho de que ya muestran resistencia a insulina por si mismos, o de que las ratas de 24
meses presentan resistencia central a la leptina tal como se ha indicado anteriormente.
Con objeto de esclarecer este punto se procedi6é al estudi6 de la estimulacion por
insulina de la actividad MAP quinasa en adipocitos procedentes de ratas de 24 meses de
edad sometidas previamente a restriccion calorica durante tres meses. Aunque el efecto
de insulina sobre la captura de glucosa por el tejido adiposo no experimenta un aumento
significativo después de la restriccion caldrica, la estimulacion de MAP quinasa por
insulina en adipocitos aislados alcanza valores de alrededor de 1,8 veces. La infusion
central de leptina a estas ratas de 24 meses sometidas a restriccion nutricional bloquea la
capacidad de la insulina para estimular la actividad MAP quinasa en adipocitos aislados
(40). Estos datos confirman que la falta de efecto de leptina observada en los animales
de 24 meses de edad es consecuencia de la resistencia central a la leptina, y que una vez
restaurada la sensibilidad a la misma tras la restriccion caldrica, la sensibilidad a
insulina del tejido adiposo vuelve a estar modulada por la accion central de leptina.

Los datos disponibles hasta el momento confirman, por tanto, la capacidad de la

leptina para modular la sensibilidad a la insulina del tejido adiposo actuando a través de



sus dianas en el hipotdlamo. Aunque las sefiales resultantes de dicha accion de la leptina
y el mecanismo mediante el cual interaccionan con la sefal insulinica del adipocito no
se conocen, dicha regulacion debe estar mediada por el sistema nervioso auténomo. La
investigacion de dicho mecanismo regulador en animales en los que se proceda a la
denervacion del tejido adiposo proporcionara sin duda una informacién muy valiosa al
respecto. Este mecanismo regulador debe contribuir a la accion lipostatica de la leptina,
al inhibir los efectos lipogénico y antilipolitico de la insulina. Sin embargo, al elevarse
de un modo permanente la concentracion plasmatica de leptina, como ocurre a lo largo
de la vida, es previsible que se establezca un estado de insensibilidad a insulina que
conlleve a largo plazo un estado generalizado de resistencia a insulina en la mayor parte
de los tejidos. Cabe sefialar que la resistencia a insulina del tejido adiposo parece

desencadenar la resistencia global a la insulina (14).

Efecto de la accion directa de leptina sobre la sensibilidad a insulina del tejido
adiposo blanco.

Aunque la leptina actlia preferentemente mediante la interaccion con su receptor
en nucleos hipotalamicos, dicho receptor se expresa también en una gran variedad de
tejidos periféricos tales como higado, musculo, adiposo o las células B del pancreas, lo
que sugiere que la leptina puede ejercer efectos directos sobre dichos tejidos,
independientemente de sus efectos centrales (36). De hecho, dichos efectos directos han
podido ser observados en higado (41), en donde la leptina inhibe la sintesis de
triglicéridos, y en los musculos cardiaco y esquelético, en los que promueve la
oxidacién de acidos grasos (42,43), todo lo cual contribuye al mantenimiento de su
sensibilidad a la insulina.

El tejido adiposo blanco, sin embargo, parece responder a la presencia de leptina
de un modo opuesto a otros tejidos. De hecho, en experimentos llevados a cabo con
adipocitos aislados sometidos a preincubacién con altas concentraciones de leptina, se
ha podido observar que la estimulacion por insulina de la mayor parte de sus efectos
metabolicos se encuentra marcadamente disminuida (44).

Teniendo en cuenta que a los 24 meses de edad la rata Wistar muestra resistencia
central a la leptina resulta dificil postular que el mantenimiento del estado de resistencia
a insulina del tejido adiposo sea debido a dicha accion central de leptina. Por otro lado,
a los 24 meses de edad la concentracion de leptina en sangre es unas 5 veces superior a

la observada en animales jovenes, y es probable que la concentraciéon en la zona



adyacente a los adipocitos sea incluso muy superior (45). Por consiguiente, existe la
posibilidad de que la resistencia a insulina del adipocito a la edad de 24 meses se
mantenga como consecuencia de la accidon directa sobre la célula adiposa de las
elevadas concentraciones de leptina. Con el fin de comprobar si la leptina inhibe la
sefial de insulina adipocitaria actuando directamente sobre el adipocito, se incubaron
durante periodos de 6 horas adipocitos aislados con concentraciones elevadas de leptina.
Posteriormente se sometieron los adipocitos a estimulacion con insulina y se analiz6 el
efecto hormonal sobre diferentes pasos de su via de sefializacion tales como la actividad
MAP quinasa, la fosforilaciéon de GSK3, o la autofosforilacion del receptor de insulina.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la preincubacion de los
adipocitos durante 6 horas con leptina 50 nM inhibe por completo la estimulacion por
insulina de la actividad MAP quinasa. Del mismo modo, la estimulacion por insulina de
la fosforilacion de GSK3 disminuye acusadamente en los adipocitos preincubados con
leptina (40). Sin embargo, cuando la estimulacion de los adipocitos se realiza con
ortovanadato sodico, un agente que mimetiza la accion de la insulina sin estimular la
fosforilacion del receptor (46), no se observan diferencias entre las células incubadas en
presencia o en ausencia de leptina en lo que a fosforilacion de GSK3 o estimulacion de
MAP quinasa se refiere. Estos datos sugieren que la leptina inhibe la sefial de insulina
interfiriendo con algin paso temprano de la misma como puede ser la propia
autofosforilacion del receptor. El andlisis de la fosforilacion en tirosina del receptor de
insulina muestra que la insulina 16 nM estimula algo més de 4 veces dicha fosforilacion
en adipocitos preincubados en ausencia de leptina, mientras que en células tratadas
durante 6 horas con leptina 50 nM el efecto estimulador es inferior a 2 veces.

Los datos anteriores establecen claramente que la leptina, a elevadas
concentraciones, puede inhibir la sefal de insulina a nivel de la autofosforilacion del
receptor hormonal, lo que induce a su vez una inhibicion de la transmision de la sefial a
las dos ramas principales de su via de sefializacion, representadas en estos estudios por
la fosforilacion de la GSK3 y la activacion de MAP quinasa. Es sabido que la leptina
induce la expresion de SOCS-3 tanto en nticleos hipotaldmicos como en lineas celulares
(30,47,48), lo que permite la terminacion de su sefal. Por otro lado, se ha demostrado
también que SOCS-3 inhibe la sefial de insulina en diferentes lineas celulares (49-51).
Aunque se han propuesto diferentes mecanismos moleculares para dicha inhibicion, en
células HepG2 se ha observado la asociacion directa de SOCS-3 con el receptor de

insulina la cual causa la inhibicion de la autofosforilaciéon del mismo (51). Nuestros



datos permiten sugerir que la incubacion de los adipocitos con elevadas concentraciones
de leptina puede dar lugar a una elevacion del nivel de SOCS-3 en la célula adiposa que
tenga como consecuencia la inhibicion de la fosforilacion del receptor de insulina y el
bloqueo de la sefial hormonal. El estudio de los niveles de SOCS-3 en adipocitos
aislados demuestra que la incubacidon con leptina 50 nM durante 6 horas induce un
incremento del 150% en la cantidad de SOCS-3 (40). Aunque no se ha podido
demostrar la existencia de una asociacion directa entre SOCS-3 y el receptor de insulina
en adipocitos, los datos anteriores apoyan la idea de la implicacion de SOCS-3 en el
mecanismo molecular por el que la leptina inhibe la sefial de insulina en el adipocito.
Un dato relevante en esta misma linea es el incremento en la expresion de SOCS-3
observado en el tejido adiposo de ratas de 24 meses de edad (40) que sugiere que la
hiperleptinemia prolongada podria inducir la inhibicion de la sefial de insulina en tejido
adiposo mediante un mecanismo igual al observado en los experimentos in vitro. De
hecho, el incremento de la expresion de SOCS-3 en tejido adiposo se observa ya a los 8
meses de edad, cuando la concentracion de leptina en sangre so6lo ha experimentado un
crecimiento moderado.

El incremento en la expresion de SOCS-3 en tejido adiposo con la edad puede
ser indicativo de la presencia de resistencia a la leptina en dicho tejido. Nuestros datos
indican que a lo largo de la vida, y en concreto entre los 3 y los 8 meses de edad, se
produce un aumento importante del porcentaje de grasa visceral. Ello conlleva un
aumento en la concentracion de leptina en sangre y, probablemente, una sefial central de
leptina incrementada que deberia ejercer un efecto lipopénico. El hecho de que la
adiposidad aumente y luego se mantenga solo sera posible si de algin modo el tejido
adiposo bloquea su autosupresion, proceso en el cual un incremento en el nivel celular
de SOCS-3 puede desempenar un papel importante. Este incremento en el nivel
adipocitario de SOCS-3 ha sido puesto de manifiesto en situaciones de obesidad
asociadas también a hiperleptinemia (45). Resulta interesante sefialar que la restriccion
calorica en ratas de 24 meses de edad, ademas de revertir la resistencia central a la
leptina, lleva aparejada una disminucion en la expresion de SOCS-3 en el tejido adiposo
y la subsiguiente mejora en la estimulacion por insulina de la autofosforilacion del
receptor y de la actividad MAP quinasa. Sin embargo, la estimulacion por insulina de la
fosforilaciéon de GSK3 no se ve incrementada después de la restriccion calorica lo que
hace suponer que la hiperleptinemia prolongada, u otros factores asociados a la

adiposidad elevada, inducen alguna alteracion en la via de sefalizacion de la insulina



que lleva hasta la fosforilacion de GSK3, que no es reversible por la restriccion calérica.
Esto podria explicar la aparente discrepancia entre los efectos de la restriccion caldrica
sobre la accion central de leptina y la estimulacion por insulina de su receptor en
adipocitos aislados, y su incapacidad para incrementar la captura de glucosa por parte
del tejido adiposo blanco en condiciones de anclaje euglicémico-hiperinsulinémico en

animales de 24 meses de edad.

Conclusiones finales

La rata Wistar constituye un buen modelo experimental para el estudio de los
mecanismos implicados en el desarrollo de resistencia a la insulina con la edad dado que
mantiene la normoglucemia y la normoinsulinemia hasta la edad de 24 meses,
permitiendo detectar alteraciones primarias asociadas al envejecimiento no derivadas de
cambios previos en la homeostasis de glucosa. Los estudios llevados a cabo utilizando
este modelo han puesto de manifiesto que la resistencia a la insulina ya se puede
observar a la edad de 8 meses a nivel del organismo entero, aunque la tolerancia a la
glucosa se mantiene hasta la edad de 24 meses gracias a una hipersecrecion
compensatoria de insulina. El tejido adiposo parece ser el primero en manifestar dicha
resistencia a insulina tal como se ha observado tanto en estudios in vivo como con
adipocitos aislados. Por el contrario, el tejido muscular desarrolla resistencia a la
insulina con posterioridad, y no todos los musculos diana de la insulina se encuentran
afectados.

Aunque la rata Wistar experimenta un aumento constante de peso hasta la edad
de 24 meses, entre los 3 y los 8 meses de edad se produce un incremento de la grasa
visceral muy significativo, para posteriormente aumentar sélo en la misma proporcioén
que el peso corporal (Ver Figura 1). Resulta dificil explicar las causas de este
incremento en el porcentaje de grasa visceral. Una posibilidad reside en el desarrollo de
resistencia hipotalamica a la leptina que de algin modo induciria el incremento de la
masa grasa con objeto de atender a la demanda de una mayor cantidad de leptina. La
concentracion de leptina en sangre aumenta a los 8 meses de edad. Sin embargo, aunque
no se ha estudiado la respuesta central a la misma en ratas de 8 meses, resulta
improbable que exista resistencia central a la leptina habida cuenta de que tanto el nivel
hipotalamico de receptor OB-Rb como el de SOCS-3 permanecen invariables a dicha
edad. No obstante, el nivel de expresion de SOCS-3 en tejido adiposo se encuentra

incrementado a los 8 meses de edad. Esto puede representar un mecanismo que impida



el efecto lipopénico de la leptina circulante, pero podria limitar también la accidon
lipopénica central de la leptina. En cualquier caso, el resultado es la inhibicion de la
sefial insulinica, en parte como consecuencia del aumento de SOCS-3, y en parte debido
a una mayor accion central de la leptina como consecuencia del incremento de su
concentracion en sangre.

La persistencia de esta situacion conlleva a largo plazo el desarrollo de
resistencia central a leptina y un mayor incremento de su nivel circulante que es
suficiente para mantener elevado el nivel de SOCS-3 en tejido adiposo. Esto, ademas de
bloquear el efecto supresor de leptina sobre el tejido adiposo, contribuye a mantener el
estado de resistencia a insulina. La resistencia a insulina prolongada induce
probablemente la resistencia en otros tejidos musculares, agravando la situacion.

Un comentario aparte merece el efecto de la restriccion caldrica. Si el
incremento de la grasa visceral se limita desde una edad temprana, a los 8 meses se
observa una concentracion de leptina en sangre inferior a la presente en animales de 3
meses. Esto permite que el tejido adiposo presente una sensibilidad a insulina normal ya
que no hay incremento en el nivel adipocitario de SOCS-3 ni un aumento de la sefial
central de leptina. Ademas, los niveles en sangre de adiponectina se ven incrementados.
Por el contrario, cuando la restriccion caldrica se inicia a una edad avanzada, después de
un largo periodo de hiperleptinemia, aunque se produce una disminucion muy
significativa de la adiposidad visceral (porcentualmente es idéntica a la observada en
ratas de 8 meses después de la restriccion caldrica), la concentracion de leptina en
sangre se mantiene ligeramente por encima del valor normal observado en animales de
8 meses de edad. Aunque el nivel de SOCS-3 en tejido adiposo disminuye y permite
que la insulina estimule tanto su receptor como la via de sefializacion mitogénica que
conduce a MAP quinasa, la accion central de leptina se ve recuperada lo que podria ser
causa del mantenimiento de la inhibicion de la sefial metabolica de insulina, que
conduce a la estimulacion de la captura de glucosa. Alternativamente, puede pensarse
que la hiperleptinemia prolongada ha provocado algun tipo de dafio permanente en
pasos tardios de la via de sefializacion, que no es sensible a la restriccion calorica. En
este sentido conviene sefalar la incapacidad de la restriccion calodrica para provocar un
aumento de la concentracidon plasmatica de adiponectina en las ratas de 24 meses de

edad.



En resumen, los datos obtenidos permiten postular que las adipoquinas, y en
concreto la leptina, parecen desempefiar un papel importante en el desarrollo de la

resistencia a insulina durante el envejecimiento.
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Tabla 1.- Caracteristicas de los animales

8 meses — Restriccion

24 meses- Restriccion

Edad 3 meses 8 meses calorica 24 meses calorica
Peso corporal (g) 438 £ 17 562 +21* 422 £9° 778 +22%° 607 £ 13°
Glucosa en sangre (mg/dl) 123+4 131+5 109+ 4 126 +4 125+4
Insulina en suero (ng/ml) 1,0£0,1 1,0+ 0,2 0,67 +0,03¢ 1,27 £0,28 1,09 £ 0,03
Leptina en suero (ng/ml) 4,6 +0,5 7,5+0,9* 2,0£0,1° 27,6 +4,0%° 7,1 £1,.2°
Adiponectina en suero (pg/ml) 3,1+£0,2 2,5+0,2 4,1+0,3¢ 3,0+£0,2 2,9+0,2
Indice de Lee 311+3 3154 297 +£3° 319+3 302 £ 4°
Indice de adiposidad (%) 3,1+0,1 53+0,3° 1,4 +0,06° 52+ 0,4 1,8+0,1°
Test de Tolerancia Oral a la

Glucosa:

Area bajo la curva de glucosa 429,9 £ 50,0 396,9 + 32,2 363,5+ 44,4 4293 £ 77,7 500,0 += 50,0
(mM x min)

Area bajo la curva de insulina 48+1,1 13,8+2,1° 2,4+0,3¢ 27,6 + 4,0°° 254+43
(nM x min)

Indice de sensibilidad a insulina 91,6 + 13,0 28,0 £2,6° 205,3 +35,0° 18,6 + 3,0 229+33
Anclaje euglicémico: Consumo

de glucosa (umol x min™ x kg™)

Insulina 2 nmol x h™' x kg 86,6 + 2,8 783+72 106,7 + 9,4° 62,8 +2,8*° 88,3 +3,9°
Insulina 4 nmol x h™' x kg 117,8+5,5 89,4 +3,3° 130,5 + 5,5° 81,1 +6,7° 91,7+ 5,0

El Indice de Obesidad de Lee se calculé mediante la expresion 10°x ¥Peso corporal (g) x longitud naso-anal (mm)™, segtn lo descrito en (52).
El Indice de sensibilidad a insulina es el cociente entre las areas bajo la curva de glucosa e insulina.
Las comparaciones entre grupos de distinta edad se efectuaron mediante ANOVA, y para grupos de la misma edad sometidos o no a restriccion nutricional se empleo la ¢ de

Student. a) p<0,05 versus 3 meses; b) p<0,05 versus 8 meses; ¢) p<0,05 versus igual edad alimentados ad libitum.



Tabla 2.- Captura de glucosa por diferentes tejidos en condiciones de anclaje euglicémico

Tejido Edad Velocidad de infusion de insulina (nmol - h™' "kg™)
(meses) 0 3 7]
3 2.8+0,5 16,7 2,2 (6,0) 13,9+ 1,1°(5,0)
8 2,8+0,5 10,0 +2,2% (3,6) 8,9+ 1,1 (3,2)
Tejido adiposo blanco 8-RC 3,9+0,5 27,2 £4,4%(7,0) 25,0 £4,4% (6,4)
retroperitoneal
24 44+0,5 1,.7+2,8(2,6) 10,0 +£0,5° (2,25)
24-RC 44405 L,9+1,1*(3,1) 10,0 £ 0,5* (2,25)
3 3,9+0,5 10,5+ 1,7°(2,7) 11,7+ 1,7°(3,0)
8 33+0,5 6,7+ 1,1*(2,0) 6,1 +0,5°(1,8)
Tejido adiposo blanco 8-RC 3,9+0,5 17,2+ 0,5 (4,4) 17,8 + 5,0 (4,6)
epididimal
24 6,1£1,1 8,3+ 1,1(1,4) 72+ 1,1(1,2)
24-RC 39+0,5 8,3+0,5"(2,1) 6,1 +1,1(1,6)
3 15,6 +0,5 43,3+5,0°(2,8) 76,7 + 3,9** (4,9)
8 189+1,7 57,8 £6,7"(3,05) 68,9 + 15,5 (3,6)
Soleus 8-RC 10,0£1,7 81,1+ 16,1 (8,1) 74,4+ 10,5" (7,4)
24 16,1£22 27,8 +3,3%4(1,7) 50,5 + 5,0 (3,1)
24-RC 139+1,1 48,9 + 6,1 (3,5) 49,4 +6,1* (3,6)
3 755+ 11,1 281,1 +38,3* (3,7) 372,2 £31,1*° (4,9)
8 772+ 11,1 2272 +28,9° (2,9) 312,2 + 53,3 (4,0)
Diafragma 8-RC 483 +10,0 356,1 +27,8%(7,4) 302,8 61,17 (6,3)
24 105,0 +28,3 167,8 + 17,2* (1,6) 228,3 £ 16,7°7 (2,2)
24-RC 49,4 +89 245,5 + 40,5 (5,0) 221,7 +33,3*(4,5)
3 28,3+ 1,7 372,8 +£35,5% (13,2) 491,7 +43,3*" (17,3)
8 63,9+17,8 317,2+52,8"(5,0) 300,5 +22,2* (4,7)
Corazén 8-RC 45,0 + 16,1 429,4 +115,0° (9,5) 320,5 + 63,3 (7,1)
24 123,9 + 48,9° 352,8 +22,8(2,8) 386,1 + 38,3 (3,1)
24-RC 45,0+ 10,5 387,2 +98,9" (8,6) 352,2+76,7* (7,8)

Los datos se expresan en pumol de glucosa x min™' x kg'. Las veces de estimulacion se indican entre paréntesis. a) p<0,05 versus basal; b) p<0,05 versus 2 nmol - h™' “kg™'; ¢) p<0,05 versus 3 meses; d) p<0,05
versus 8 meses; ) p<0,05 versus misma edad alimentado ad libitum. RC, restriccion calérica



Figura 1.- Influencia de la edad y la restriccion calorica en la evolucion de la resistencia a insulina y otros parametros asociados a la misma.




