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EFECTOS DEL GENERO, LA LOCALIZACION ANATOMICA DEL
TEJIDO Y LA SITUACION HORMONAL SOBRE LA CAPACIDAD
LIPOLITICA DEL TEJIDO ADIPOSO BLANCO

Tesis doctoral, M@ Esperanza Pujol Holgado, Departament de Biologia
Fonamental i Ciéncies de la Salut, Universitat de les llles Balears,
Palma de Mallorca, Espafia.

Resumen

El tejido adiposo blanco (TAB) esta especializado en el almacenamiento y
liberacion de reservas grasas, jugando un papel clave en la regulacion de la
homeostasis energética en mamiferos. El tejido adiposo es un 6rgano heterogéneo,
formado por diversos depositos con marcadas diferencias metabolicas en funcion de
su localizacion anatdmica. Las catecolaminas juegan un papel central en la regulacion
de la lipolisis en el TAB, a través de la activacién de los receptores adrenérgicos (AR),
acoplados a proteinas G.

El eje central de esta tesis ha sido el estudio de los efectos que ejercen el
género, la localizacion anatémica del depdsito y la situacion fisiolégica u hormonal
sobre la capacidad lipolitica del TAB. Para alcanzar este objetivo se han utilizado
distintas aproximaciones experimentales: el estudio de las diferencias entre géneros y
entre depdsitos grasos en ratas control, entre ratas macho y hembra en respuesta a la
dieta de cafeteria y entre distintos depdsitos grasos en la gestacién, asi como el
estudio de los efectos directos de las hormonas sexuales en la linea celular 3T3-L1.

En ratas control, la capacidad lipolitica es superior en el depdsito gonadal
(visceral) que en el inguinal (subcutédneo), al ser menor la ratio o,/pf3-AR y mayores los
niveles y la actividad de la LSH. Las ratas hembra control presentan una mayor
inhibicion de la lipdlisis via a,-AR que los machos, que se ve contrarrestada por una
mayor respuesta lipolitica a agonistas p-adrenérgicos y una mayor capacidad lipolitica
a nivel postreceptor. La dieta de cafeteria induce un aumento en la ratio o,/ps-AR, lo
que podria ser responsable de la menor actividad lipolitica y el incremento de peso del
tejido adiposo retroperitoneal. La gestacion provoca en el TAB una disminucién de los
niveles de los distintos elementos de la cascada lipolitica, aunque con diferencias
entre depdsitos, que podrian determinar su papel durante la gestacion. El depdésito
graso inguinal sufre una intensa transformacion durante la gestacion, debido al
desarrollo de la glandula mamaria, con una disminucion de los elementos de la
cascada lipolitica y del balance LSH/LPL. En la linea de adipocitos 3T3-L1, el 173-
estradiol y la progesterona podrian aumentar la lip6lisis en adipocitos maduros, a
través de los B3-AR, y la proliferacion de los preadipocitos, a través de los a,-AR.

En su conjunto, los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis
permiten establecer la existencia de claras diferencias en las capacidades lipoliticas
del tejido adiposo entre depdésitos con distinta localizacién anatémica, asi como entre
géneros, tanto en una situacién control, como en respuesta a la sobrealimentacion, y
en la gestacion, pudiendo jugar el entorno hormonal un papel clave en estas
diferencias.



EFFECTS OF GENDER, ANATOMICAL TISSUE LOCATION AND
HORMONAL STATUS ON WHITE ADIPOSE TISSUE LIPOLYTIC
CAPACITY

PhD thesis, M2 Esperanza Pujol Holgado, Departament de Biologia
Fonamental i Ciéncies de la Salut, Universitat de les llles Balears,
Palma de Mallorca, Spain.

Abstract

White adipose tissue (WAT) is specialized in the storage and mobilization of fat
stores, playing a key role in mammal energy homeostasis. Adipose tissue is a
heterogeneous organ, made up of several depots with marked variations in fat cell
metabolism depending on their anatomical location. Catecholamines play a major role
in the regulation of WAT lipolysis, through the activation of adrenergic receptors (AR),
coupled to G proteins.

The general aim of this thesis was to study the effects of gender, anatomical
tissue location and the physiological or hormonal status on WAT lipolytic capacity. To
this end, we carried out different approaches: the study of differences between genders
and fat depots in control rats, between male and female rats in response to a cafeteria
diet and between different fat depots throughout pregnancy, as well as the study of the
direct effects of sex hormones on 3T3-L1 cells.

In control rats, the lipolytic capacity is higher in gonadal (visceral) than in inguinal
WAT (subcutaneous), due to a lower a,/ps-AR ratio and higher HSL levels and activity.
Female control rats show a greater inhibition of lipolysis via a,-AR than males, which is
counteracted by a higher lipolytic response to p-adrenergic agonists and a greater
lipolytic capacity at the postreceptor level. Cafeteria diet feeding induces an increase in
the a,/Bs-AR ratio, which could be responsible for the lower lipolytic capacity and the
increase in retroperitoneal WAT weight. Pregnancy leads to a decrease in the levels of
the different elements of the lipolytic pathway in WAT, although with some differences
between the depots, which could determine their role during pregnancy. The inguinal
fat pad undergoes a major transformation throughout pregnancy, due to the
development of the mammary gland, with a decrease in the elements of the lipolytic
pathway and in the HSL/LPL ratio. In the 3T3-L1 adipocyte cell line, 173-estradiol and
progesterone could increase lipolysis in mature adipocytes - through Bs-AR - and
preadipocyte proliferation - through a,-AR.

In conclusion, the results reported in this thesis establish the existence of clear
differences in WAT lipolytic capacity between fat depots from different anatomical
locations, as well as between genders, both in a control situation and in response to
overfeeding, and in pregnancy; differences in which the hormonal milieu could play a
key role.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. El tejido adiposo blanco

El tejido adiposo blanco (TAB) esta especializado en el almacenamiento y
liberacion de reservas energéticas en forma de triacilgliceroles, lo que le otorga un
papel central en la regulacion de la homeostasis energética en mamiferos. De esta
manera, la regulacion del metabolismo del TAB estd dirigida hacia un eficiente
almacenamiento y liberacion de los lipidos dependiendo de las necesidades del
organismo (Coppack SW et al., 1994). Aunque hasta hace poco, el TAB se
consideraba un simple reservorio pasivo de energia, hoy en dia existen numerosas
evidencias de que los adipocitos actian como células endocrinas, ya que sintetizan y
liberan numerosas hormonas, factores de crecimiento y citoquinas (Flier JS, 1995;
Fruhbeck G et al., 2001; Serrero G et al., 1996). Entre las hormonas y factores
liberados se encuentran la leptina, la resistina, la adiponectina, el factor de necrosis
tumoral «, etc. y, ademas, el tejido adiposo es un lugar clave para el metabolismo de

las hormonas sexuales y los glucocorticoides (Kershaw EE et al., 2004).

Figura 1. Morfologia del adipocito blanco. Los adipocitos presentan una gran vacuola lipidica

central, con el nacleo y el pequefio citoplasma desplazados hacia un lado de la célula.

El TAB esta formado por células que presentan una gran vacuola lipidica, que
ocupa casi la totalidad de la célula y que esta constituida principalmente por
triacilgliceroles. Por ello, el nicleo, asi como la pequefia porcién de citoplasma, se
encuentran desplazados hacia un lado de la célula (véase Figura 1). Los adipocitos,
para adaptarse a cambios en los niveles de reservas grasas acumuladas, son capaces
de variar su tamafio, aumentando o disminuyendo hasta 20 veces su diametro (Cinti S,
2001; Fruhbeck G et al., 2001). En el citoplasma, junto al nucleo, pueden observarse

toda una serie de organulos celulares, entre los cuales encontramos mitocondrias
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pequefias, que poseen una morfologia alargada, con crestas orientadas al azar (Cinti
S, 2000; Cinti S, 2001). Es importante sefialar que, aunque siempre se ha considerado
que la maquinaria mitocondrial del TAB es escasa, algunos estudios han indicado la
importancia de las mitocondrias en este tejido (Kopecky J et al., 1995), sugiriendo que
el potencial oxidativo del TAB es cuantitativamente significativo a nivel del organismo

entero (Prunet-Marcassus B et al., 1999).

El TAB se define como un érgano heterogéneo, que esta formado por diversos
depdsitos, tanto subcutaneos como viscerales, localizados a lo largo del cuerpo. En
ratas, los depdsitos grasos viscerales mas abundantes son el gonadal (ovarico o
epididimal), que se encuentra rodeando las génadas, y el mesentérico, que rodea los
intestinos. El depdsito subcutaneo mas abundante en ratas es el que se encuentra en
la region inguinal (Cinti S, 2000; Cinti S, 2001). El depdsito retroperitoneal, que se
encuentra detrds de los rifiones, junto a la musculatura dorsal, ha sido definido como

un depdsito no visceral, no subcutaneo (Arner P, 1997) (véase Figura 2).

TAM cervical—

\/ -
TAM axilia%)

TAM interescapular

TAB mediastinico—— ~ J

TAB mesentéric

TAB Perirenal y retroperitoneal J

TAB gonada

Figura 2. Localizacion de los depésitos grasos. (Modificada de Cinti S. 2000)
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Los distintos depoésitos difieren tanto en sus propiedades estructurales como
bioguimicas (Pond CM et al., 1991), por lo que su tamafio y funcionalidad puede variar
frente a distintas situaciones fisiopatoldgicas, pudiendo ser esta respuesta distinta en

funcion de la localizacion anatémica (Arner P, 1995; Jensen MD, 1997).

1. 2. Regulacién de la acumulaciéon y movilizacién de triacilgliceroles en el tejido

adiposo

1.2.1. Lalipoproteina lipasa

La enzima clave para la acumulacién de triacilgliceroles en el tejido adiposo es la
lipoproteina lipasa (LPL), que juega un papel crucial en el metabolismo y el transporte
lipidico, catalizando el paso limitante de la hidrélisis de los triacilgliceroles presentes
en los quilomicrones (procedentes de la dieta) y en las VLDL (sintetizados
enddégenamente) (Mead JR et al., 2002). Esta reaccion proporciona acidos grasos no
esterificados y 2-monoacilglicerol. En el TAB los acidos grasos son reesterificados,
para almacenar energia en forma de triacilgliceroles. La union inicial de los
quilomicrones y las VLDL a la LPL estd mediada por una interaccion especifica entre
la enzima y la apoCll, proteina presente en ambos tipos de lipoproteina (Mead JR et
al., 2002). La LPL se sintetiza en las células parenquimales de la mayoria de tejidos y
es transportada después a su lugar de accién en el endotelio de los capilares. Esta
enzima presenta una actividad elevada en TAB, corazon, masculo esquelético y en
glandula mamaria durante la lactancia. En la glandula mamaria durante la lactancia, la
LPL parece ser sintetizada por las células estromales, presumiblemente los adipocitos,
y transportada al espacio intersticial, donde se encuentra presente en grandes
concentraciones (Martin-Hidalgo A et al., 1994; Ramos P et al., 1999). La LPL esta
sujeta a una compleja regulacion, especifica de tejido, por factores hormonales y
nutricionales que regulan la actividad LPL por mecanismos transcripcionales,
postranscripcionales y postraduccionales. En el tejido adiposo, la insulina es el
principal modulador de la actividad de la LPL (Mead JR et al., 2002; Preiss-Landl K et
al., 2002), y la disminucion de la actividad de esta enzima, que se produce al final de la
gestacioén, se ha asociado a la resistencia a la accién de la insulina (Ramos P et al.,
1996). En la glandula mamaria, cuando se acerca el momento del parto, la actividad
de la LPL aumenta y se mantiene elevada durante la lactancia, contrariamente a lo
que ocurre en los tejidos adiposos maternos (Ramos P et al., 1996; Ramos P et al.,
1999). Esta incrementada actividad de la LPL en el tejido mamario durante la ultima
parte de la gestacién, ademas de aumentar el uso de los triacilgliceroles circulantes
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para la produccién de leche, es el principal factor causante de la disminucion de la

hipertrigliceridemia materna (Ramirez | et al., 1983).

1. 2. 2. Lalipasa sensible a hormonas

La lipasa sensible a hormonas (LSH) constituye el paso limitante de la lipdlisis
(Holm C, 2003; Yeaman SJ et al., 1994) y su activaciébn viene mediada por
fosforilacion por la protein quinasa A (PKA). Sin embargo, es importante resaltar que
actualmente existen toda una serie de evidencias que sugieren que, ademas de activar
a la PKA, los receptores acoplados a proteinas G pueden activar la via de la MAPK
(mitogen-activated protein kinase) (Gutkind JS, 1998; van Biesen T et al., 1996). Asi,
en un estudio reciente se observo que una parte de la estimulacion B-adrenérgica de la
lipolisis vendria mediada por la via de las MAPK y que la LSH seria también una diana
citoplasmética de la ERK (extracelular signal-regulated kinase) (Greenberg AS et al.,
2001). La LSH una vez activada, se transloca a la superficie de la vacuola lipidica,
donde hidroliza los triacilgliceroles almacenados.

Ademas, la PKA también activa por fosforilacion a las perilipinas. Las perilipinas
son proteinas que se encuentran localizadas en la superficie de la vacuola lipidica de
los adipocitos, donde cumplen una doble mision, suprimiendo la lipdlisis basal y siendo
un componente necesario para una estimulacion lipolitica completa (Holm C, 2003;
Tansey JT et al.,, 2001). Se ha propuesto que, en células no estimuladas, las
perilipinas podrian impedir la interaccién de la LSH con la vacuola lipidica, formando
una barrera alrededor de la misma; cuando ambas proteinas son fosforiladas por la
PKA, las perilipinas permitirian el acceso de la LSH activada a la vacuola lipidica,
hidrolizando ésta los triacilgliceroles (Clifford GM et al., 2000; Londos C et al., 1996;
Souza SC et al., 1998).

1. 3. Capacidad lipolitica del tejido adiposo

1. 3. 1. Control adrenérgico de la lipdlisis

El sistema adrenérgico juega un papel central en la regulacién de la lipdlisis en el
TAB, a través de la accién de las catecolaminas (adrenalina y noradrenalina), que
actian sobre los receptores adrenérgicos (AR) presentes en los adipocitos. Los
receptores adrenérgicos pertenecen a dos grandes grupos, o y B. La importancia
funcional de estos receptores difiere dependiendo de la especie, el género, la edad, y
la localizacion anatémica del depdsito graso (Lafontan M et al., 1995), asi como de la

situacion fisiolégica y patologica del individuo (Lafontan M et al., 1997).
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En el adipocito se encuentran al menos cinco subtipos de receptores
adrenérgicos diferentes: tres B-AR (B1, B2 V¥ Bs), un axa-AR y un a3-AR, todos ellos
pertenecientes a la familia de receptores acoplados a proteinas G (Lafontan M et al.,
1995).

La estimulacion, por el sistema nervioso simpatico, de los B-AR de las células
adiposas cursa con la generacion de AMPc mediante la activacién de la adenilato
ciclasa. Esta ruta esta mediada por la proteina de unién a nucle6tidos de guanina,
proteina G estimuladora (Gs). Un incremento en los niveles intracelulares de AMPc
provoca la activacién de la PKA. Esta quinasa media, a través de fosforilacién, la
activacion de la LSH (Carey GB, 1998). Ademas, existen otros sustratos de la PKA en
las células adiposas como son la fosforilasa quinasa, la glucégeno sintasa, la acetil-
COA carboxilasa, la fosfodiesterasa de AMPc de baja Km inhibida por GMPc (cGi-
PDE), el transportador de glucosa GLUT4, las perilipinas (Londos C et al., 1996), los
propios receptores adrenégicos B; y B2 (Hausdorff WP et al., 1990; Lefkowitz RJ et al.,
1990) y varias proteinas nucleares implicadas en la regulacion de la proliferacion y

diferenciacion celular (Lalli E et al., 1994) (véase figura 3).

Los receptores adrenérgicos ;1 y B2 son desensibilizados por fosforilacién, en un
proceso dependiente de la PKA, asi como de otras quinasas especificas de receptores
adrenérgicos (B-ARK), como mecanismo que podria limitar la accion del AMPc
producido de forma sostenida, en una situacién de continua estimulacion adrenérgica.
Sin embargo, el receptor adrenérgico B3z (subtipo de B-adrenoreceptor predominante en
las células adiposas de roedores (Granneman JG et al., 1992; Langin D et al., 1995))
carece de la secuencia consenso para la actuacion de la PKA y las B-ARK, siendo asi
resistente a la desensibilizacién inducida por agonistas adrenérgicos, a diferencia de
B1y Bo. Esto posibilita el mantenimiento de la funcién del B;-AR durante mas tiempo en
situaciones de elevada estimulacibn adrenérgica (Lafontan M et al., 1997),
convirtiéndolo en el mediador lipolitico mas importante en respuesta a situaciones de
elevada y sostenida activacion del sistema nervioso simpatico, como en el caso de una
sobrealimentacion o una exposicion cronica al frio. Ademas, la activacion de la cGi-
PDE también es dependiente de fosforilacion, por lo que, aparentemente, al menos en
células adiposas, el AMPc, a través de un mecanismo de retroalimentacion, podria
controlar la actividad de su propia enzima degradativa (Degerman E et al., 1990;
Manganiello VC et al., 1992).
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Figura 3. Esquema de la cascada de transduccién de sefiales mediada por los receptores
adrenérgicos en el adipocito blanco. A consecuencia de la unién de la noradrenalina a los
receptores adreneérgicos, éstos estimulan la adenilato ciclasa via proteinas G, compuestas por
tres subunidades, que realizan un control positivo (Gs) o negativo (Gi) sobre la sefial. La
produccién de AMPc cursa con una activacion de la proteina quinasa A (PKA) que fosforila a su
vez diferentes dianas como la lipasa sensible a hormonas (LSH), los receptores adrenérgicos
B1 Yy B2, las perilipinas, la fosfodiesterasa (cGi-PDE), el transportador de glucosa GLUT4 y a
proteinas de union a elementos de respuesta a AMPc (CREB). Finalmente la LSH fosforilada
hidroliza los triacilgliceroles presentes en el adipocito.

Por su parte, los a,-AR estan acoplados a la adenilato ciclasa a través de las
proteinas G inhibidoras (Gi). La estimulacion de dichos receptores provoca la
inhibicion de la adenilato ciclasa, la reduccion de los niveles de AMPc intracelular v,
por lo tanto, la inhibicién de la lipdlisis, asi como de otros eventos dependientes de
AMPc como la regulacién de la diferenciacion de los preadipocitos (véase figura 3).

Los o,-AR, de forma analoga a los ;- y B2-AR, también experimentan
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desensibilizacion, via fosforilacion, y down-regulation tras la exposicion prolongada a

agonistas adrenérgicos (Saunders C et al., 1999).

En cuanto a la afinidad por la noradrenalina, los o,-AR presentan una afinidad
superior a la de los B-AR. Asi, en condiciones basales, con una baja concentracion de
noradrenalina, se activarian principalmente los a,-AR, con lo que la lipdlisis se
inhibiria. En cambio, en condiciones que provoquen una activacion del sistema
nervioso simpatico, en las que las concentraciones de noradrenalina estan
incrementadas, se activarian los B-AR, de baja afinidad. En tales condiciones, la
activacion de los B-AR es capaz de contrarrestar y superar la inhibicion provocada por
la estimulacién especifica de los a,-AR, promoviéndose asi la movilizacion lipidica
(Arner P et al., 1990; Lafontan M et al., 1997).

Como los receptores B y o, coexisten en una misma célula, la distinta dotacién y
actividad de ambos tipos de receptores determinara si las catecolaminas presentes en
un determinado momento activan la deposicién o la movilizacion de grasas del TAB
(Soloveva V et al., 1997), jugando, por tanto, el balance a,/B-AR un papel clave en la

regulacién del metabolismo energético y del peso corporal (Valet P et al., 2000).

1. 3. 2. Efecto de la localizacién anatdmica sobre la capacidad lipolitica del tejido
adiposo

El TAB es un drgano que presenta marcadas diferencias en la actividad lipolitica
en funcién de su localizacién anatémica (Arner P, 1995; Jensen MD, 1997). Asi, tanto
en ratas como en humanos, diversos estudios han demostrado una mayor respuesta
lipolitica a la estimulacién con catecolaminas en los depésitos adiposos viscerales
comparado con los depésitos subcutaneos (Arner P, 1997; Dieudonne MN et al., 1992;
Hellmer J et al., 1992; Lacasa D et al., 1991; Morimoto C et al., 1997; Portillo MP et al.,
1999; Portillo MP et al., 2000; Rebuffe-Scrive M et al., 1989; Sztalryd C et al., 1994;
van Harmelen V et al.,, 2002). Sin embargo, en humanos existen estudios con
resultados contradictorios. Estas contradicciones podrian explicarse por la localizacion
del depdsito visceral o subcutaneo concreto que se estudia, o por el género, el indice
de masa corporal o el estatus hormonal de los individuos participantes en el estudio.
Asi, por ejemplo, en hombres no obesos la lipdlisis inducida por catecolaminas fue
superior en el TAB visceral que en el subcutaneo, obteniéndose, sin embargo,
resultados opuestos en mujeres premenopausicas (Rebuffe-Scrive M et al., 1989). Las

diferencias metabdlicas entre los distintos depdsitos grasos son de gran interés desde
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el punto de vista fisiopatologico, ya que se ha sugerido que la aumentada actividad
metabdlica de los depdsitos adiposos internos es responsable de la mayor prevalencia
de hiperlipidemia, aterosclerosis, diabetes mellitus, resistencia a la insulina e
hipertensién asociada a la obesidad central (Bjorntorp P, 1997; Kissebah AH, 1991).

Para explicar las diferencias en la lipdlisis en funcién de la localizacion
anatdmica del tejido, se han propuesto variaciones en diversos puntos de la cascada
de activacion adrenérgica: desde una diferente dotacion de receptores adrenérgicos
(Mauriege P et al., 1987; Tavernier G et al., 1995), hasta diferencias en otros puntos
de la cascada de activacién adrenérgica a nivel postreceptor, incluyendo diferencias
en la actividad adenilato ciclasa (Dieudonne MN et al., 1992) y en la actividad y los
niveles de expresion de la LSH (Morimoto C et al., 1997; Sztalryd C et al., 1994;
Tavernier G et al., 1995).

1. 3. 3. Diferencias entre géneros en la capacidad lipolitica del tejido adiposo.
Efecto de las hormonas sexuales

Estudios previos han mostrado la existencia de diferencias en funcién del género
en la capacidad lipolitica del TAB, en respuesta a la estimulacién con catecolaminas.
Asi, por ejemplo, en el tejido adiposo gonadal de ratas, se observo una mayor lipdlisis
inducida por noradrenalina e isoprenalina en las hembras, en comparacién con los
machos (Llado | et al., 2000). Ademas, diversos estudios han observado diferencias
entre géneros a distintos niveles de la cascada lipolitica, como por ejemplo en el
namero de receptores adrenérgicos (Llado | et al., 2000), en la lipdlisis inducida por
agentes que actlan a nivel de la adenilato ciclasa y la PKA (Lonnqvist F et al., 1997) y

también en la actividad de la LSH (Kolehmainen M et al., 2002).

Se ha sugerido que estas diferencias entre géneros en la capacidad lipolitica
podrian deberse al distinto entorno hormonal. En este sentido, diversos estudios
sugieren un papel directo de las hormonas sexuales sobre el control del metabolismo
de los tejidos adiposos, por ejemplo, afectando la lipdlisis mediante la alteraciéon de la
sensibilidad y/o densidad de receptores a, y B, asi como actuando sobre otros puntos
de la cascada lipolitica, modulando la actividad y/o expresién de la adenilato ciclasa, la
PKA o la LSH (Anderson LA et al., 2002; Giudicelli Y et al., 1993; Lacasa D et al.,
1994; Malo A et al., 2001; Xu XF et al., 1991), y afectando a la incorporacion de &cidos
grasos a los tejidos mediante la LPL (Anderson LA et al., 2002). Asi, la testosterona ha
sido descrita como una hormona antiadipogénica, ya que inhibe la diferenciacion de
los preadipocitos y la actividad de la LPL, reduciendo por tanto la entrada de &cidos

grasos en la célula (De Pergola G, 2000). Por el contrario, la progesterona ejerce
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acciones proadipogénicas, ya que estimula el aumento del peso corporal y de la
ingesta al suministrarse exdgenamente a ratas, ademas de incrementar la actividad
LPL en adipocitos maduros y la adiposidad en general, aunque siempre en presencia
de estrogenos (Wade G, 1976). En cuanto a los estrégenos, se ha observado, por
ejemplo, que el estradiol es capaz de aumentar la lipdlisis en los depdsitos viscerales
de ratas ovariectomizadas, a través del aumento de la acividad de la adenilato ciclasa
(Giudicelli Y et al., 1993).

Ademas, se ha demostrado la presencia de receptores de hormonas sexuales en
los adipocitos (Mizutani T et al.,, 1994; O'Brien SN et al., 1998; Pedersen SB et al.,
2001; Pedersen SB et al., 1996; Rodriguez-Cuenca S et al., 2005), lo que sugiere que
las hormonas sexuales podrian ejercer sus efectos sobre la regulacion del
metabolismo lipidico, en gran medida, a través de sus receptores en las propias

células adiposas (Mizutani T et al., 1994).

1. 4. Obesidad

En los paises desarrollados, los factores dietéticos y nutricionales son
importantes en la etiologia de la obesidad y muchas veces se habla de obesidad
dietética, aunque no debe olvidarse la idea de que son numerosos los factores, tanto
ambientales como genéticos, que influyen en que un individuo desarrolle un estado
obeso. Para el estudio de este tipo de obesidad, existen diferentes modelos animales,
de entre los cuales cabe destacar el modelo de obesidad dietética inducido por la
ingesta de lo que se conoce como dieta de cafeteria (Wade G, 1976). Esta dieta posee
un elevado contenido en calorias y lipidos, pero, ademas, es una dieta variada en
sabores, olores y texturas, que incitan al animal de experimentaciéon a su consumo, de
manera que se consigue una ruptura en el control de la ingesta, induciendo al animal a
una hiperfagia voluntaria (Rothwell NJ et al., 1979; Rothwell NJ et al., 1982; Sclafani A
et al.,, 1976). El aumento en la ingesta calérica desemboca en la aparicién de un
estado obeso a pesar de la activacion de la termogénesis inducida por la dieta
(Castella J et al., 1986; Gianotti M et al., 1988; Lardy H et al., 1990; Llado | et al., 1991;
Rothwell NJ et al., 1979). Asi pues, este modelo presenta una gran semejanza con la
obesidad que padece un elevado porcentaje de humanos en los paises desarrollados
(Vasselli JR et al., 1983), y de ahi su utilidad en el estudio de la obesidad.

Diversos estudios en ratas alimentadas con dieta de cafeteria durante un

periodo prologado han mostrado como dicha dieta provoca un aumento de peso y de

los depdésitos grasos, asi como cambios en la composicién tisular y la aparicion de
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resistencia a la insulina (Kretschmer BD et al., 2005; Llado | et al., 1991). Asi, por
ejemplo, el aumento de peso observado en el depoésito adiposo lumbar fue
pricipalmente debido a la deposicion lipidica (86%) (Llado | et al., 1991), observandose
ademas un incremento en el contenido de la mayoria de acidos grasos (Llado | et al.,
1996). Al someter a ratas a periodos mas cortos de alimentacién con dieta de
cafeteria, se observd también un incremento del peso corporal y de los depdsitos
grasos asi como un incremento en los niveles de lipidos circulantes (Llado | et al.,
2000; Rodriguez E et al., 2004). Ademas, dicha alimentacién provoc6 un incremento
en los niveles de ARNm del B3:-AR y de la leptina en el depdsito gonadal (Llado | et al.,
2000), asi como una mayor acumulacion lipidica en depésitos viscerales, comparado
con los subcutaneos, que podria venir mediado por una mayor expresion de factores

de transcripcion adipogénicos en los depositos viscerales (Rodriguez E et al., 2004).

1. 5. Gestacién

La gestacion es un estado fisiolégico que se caracteriza por cambios
metabdlicos muy importantes. El principal sustrato que atraviesa la placenta es la
glucosa, seguida de los aminoéacidos, lo que es responsable de la tendencia de la
madre a desarrollar hipoglucemia e hipoaminoacidemia (Herrera E, 2000). El
metabolismo lipidico se ve especialmente afectado durante la gestacion, con
importantes cambios en los depdsitos grasos maternos, a pesar del hecho que la
placenta es practicamente impermeable a los lipidos, exceptuando los acidos grasos
libres y los cuerpos ceténicos (Herrera E, 2000). Durante los primeros dos tercios de
gestacién, cuando el crecimiento fetal es muy limitado, la acumulacion de depdsitos
grasos en el organismo materno estd incrementada, como consecuencia de una
hiperfagia y una lipogénesis aumentadas, permitiendo asi la acumulacion de reservas
energéticas. Durante el Ultimo tercio de la gestacién, la madre cambia a un estado
catabdlico, para mantener el intenso crecimiento fetal, lo que lleva a un descenso en
los depésitos grasos (Lopez-Luna P et al., 1991; Ramos MP et al., 2003). Estos dos
estados metabdlicos estan asociados con adaptaciones en las funciones del adipocito,
resultando en una predominancia de la via lipogénica y lipolitica, respectivamente
(Ramos MP et al., 2003). Algunos estudios han mostrado, en el tejido adiposo lumbar,
variaciones a lo largo de la gestacién en la respuesta a agonistas de la cascada
lipolitica, asi como en los niveles de B3;-AR y en la actividad de la LSH y la LPL, que
podrian relacionarse con los cambios de tamafio que experimenta dicho depdésito
durante la gestacién (Martin-Hidalgo A et al., 1994; Ramos MP et al., 2003).
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Las condiciones anabdlicas presentes durante la primera parte de la gestacion
parecen estar provocadas por la insulina, que es la hormona anabdlica mas eficiente, y
cuya concentracion y secrecion estan aumentadas desde que se inicia la gestacion
(Ramos MP et al., 2003; Sorenson RL et al.,, 1997). Ademas, diversos estudios
sugieren que, durante la gestacion temprana, la madre tiene una respuesta a la
insulina incrementada (Jovanovic L et al., 2001; Mills JL et al., 1998). En cambio, al
final de la gestacién, durante la fase catabdlica, existe hiperinsulinemia, asi como una
resistencia a la accién de la insulina en la mayoria de tejidos (Ramos MP et al., 2003;
Ryan EA et al., 1985). En oposicién a dicha resistencia a la insulina, la glandula
mamaria muestra una sensibilidad a la insulina aumentada durante la Ultima parte de
la gestacion, debido a un aumento en la actividad quinasa del receptor de la insulina
(Carrascosa JM et al., 1998).

Entre las multiples adaptaciones metabdlicas que se producen durante la
gestacion, cabe destacar los importantes cambios hormonales que sufre la madre,
como el aumento en los niveles de progesterona y de estradiol (Frontera M et al.,
2005; Gonzalez CG et al., 2002). Estas hormonas, como ya se ha comentado, ejercen
efectos sobre el tejido adiposo, pudiendo, por tanto, jugar un papel clave en los
cambios que dicho tejido sufre a lo largo de la gestacion. Ademas, la progesterona y el
estradiol han sido considerados como factores etiolégicos en el desarrollo de la

resistencia insulinica durante la gestacién (Gonzalez C et al., 2000).

1.5.1. Glandula mamaria

El depésito graso subcutdneo mas grande y estudiado en ratas (DiGirolamo M et
al., 1998; Lea-Currie YR et al., 1997; Portillo MP et al., 2000; Rodriguez E et al., 2004)
se encuentra alrededor de la region inguinal. Este depdsito esta estrechamente
relacionado con la glandula mamaria (Hausman GJ, 1982). La glandula mamaria es un
6rgano complejo formado por mdltiples tipos celulares: células epiteliales, tejido
adiposo y tejido conectivo, entremezclados con vasos sanguineos, nervios, fibras de
musculo liso, nédulos linfaticos y, junto a los pezones, epitelio queratinizado vy
glandulas sebaceas y sudoriparas. En la rata, las glandulas mamarias forman
extensas laminas de tejido subcutaneo, que se extiende desde la region cervical hasta
la inguinal, en forma de seis pares de glandulas ventrolaterales. Las glandulas
toracicas, abdominales e inguinales varian en su grado de desarrollo, siendo las
glandulas inguinales las més diferenciadas. El epitelio de glandula mamaria en la rata
consiste en una serie de conductos que se entremezclan o que estan completamente

rodeados de tejido adiposo, dependiendo de su estado de desarrollo. Asi, durante la
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pubertad, la glandula mamaria crece a partir de una estructura rudimentaria, hasta
formar una elaborada red de conductos en ratas virgenes adultas. Con solo pequefias
variaciones durante el ciclo estral, la glandula se mantiene después quiescente hasta
la gestacion, cuando sufre extraordinarios cambios que la convierten en un 6érgano
secretor completamente desarrollado, capaz de producir una copiosa secrecion de
leche. Este estado de diferenciaciébn se mantiene hasta que cesa la secrecion de
leche. En ese momento, la glandula vuelve casi a su estado pregestacién (Rudolph
MC et al.,, 2003). Por tanto, en ratas no gestantes, este depdsito esta compuesto
principalmente por adipocitos, con sélo escasos conductos epiteliales; sin embargo,
hay un rapido y continuo desarrollo de células epiteliales durante los 21 dias de
gestacioén, con formacion de conductos y alveolos (véase Figura 4) (Masso-Welch PA
et al., 2000).
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Figura 4. Histologia de la glandula mamaria en distintas fases de la gestacion, la

lactancia y la involucién. Secciones de tejido teflidas con eosina y hematoxilina, donde Preg
x significa dia x de gestacidn; Lac x, dia x de lactancia; e Invo x, dia x de involucion. Fuente:
Rudolph MC et al., 2003.
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Durante el desarrollo gestacional de la glandula mamaria, los alveolos secretores
se desarrollan a partir de células pluripotentes del propio sistema de conductos
epiteliales (Rijnkels M et al.,, 2001; Smith GH et al.,, 1988). Sin embargo, se ha
demostrado recientemente en ratdn la existencia de una transdiferenciacion directa y
reversa de adipocitos a células epiteliales secretoras durante la gestacion y la
involuciéon. Claramente, ambos procesos tienen lugar, variando su contribucién relativa
al desarrollo de la glandula mamaria durante la gestacion y la lactancia en funcién de

la especie, asi como de las condiciones fisiopatolégicas (Morroni M et al., 2004).
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2. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

El objetivo general de esta tesis fue estudiar los efectos sobre la capacidad
lipolitica de diferentes depdsitos de tejido adiposo blanco de rata de factores como el

género, la localizacion anatomica o la situacion fisiolégica u hormonal.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio habian puesto de manifiesto
la existencia de diferencias dependientes del género en la regulacion del peso
corporal, tanto a nivel de una distinta respuesta termogénica en el tejido adiposo
marron (Quevedo S et al., 1998; Roca P et al., 1999; Rodriguez E et al., 2001), como
en el grado de sobrepeso alcanzado y en la actividad lipolitica del tejido adiposo
blanco (TAB), en respuesta a la alimentacién con una dieta de cafeteria (Llado | et al.,
2000). Asi, la alimentacion con dieta de cafeteria, durante un corto periodo de tiempo
(15 dias), provocé un mayor sobrepeso y una menor actividad lipolitica del TAB
gonadal en las ratas hembra, en comparacién con los machos. Asimismo, la lipdlisis
inducida por noradrenalina e isoprenalina fue mayor en las ratas hembra control que
en los machos, aunque no se observaron diferencias entre géneros a nivel
postreceptor (Llado | et al., 2000). Partiendo de estos antecedentes y del hecho que el
tejido adiposo es un dérgano heterogéneo, con diferencias marcadas en la actividad
lipolitica en funcién de su localizacion anatémica (Arner P, 1995; Jensen MD, 1997), y
que para explicar estas diferencias se han propuesto variaciones en diversos puntos
de la cascada de activacion adrenérgica, decidimos estudiar, en el TAB retroperitoneal
de ratas macho y hembra, el efecto de la alimentacion con dieta de cafeteria durante
15 dias sobre los niveles de receptores adrenérgicos y la capacidad lipolitica a lo
largo de toda la cascada de activacion adrenérgica. Los resultados obtenidos, asi

como su interpretacion, aparecen en el Manuscrito .

El distinto perfil lipolitico de los depésitos adiposos, las diferencias observadas
entre machos y hembras y el hecho que las diferencias entre depdsitos o0 géneros
pudieran ser debidas a variaciones en los distintos puntos de la cascada de activacion
adrenérgica, nos decidio a realizar un estudio mas completo, que englobara a la vez
las diferencias debidas al género y a la localizacion anatémica del TAB (subcutaneo o
visceral) a lo largo de toda la cascada de activacion lipolitica. Asi, estudiamos la
capacidad lipolitica en distintos puntos de la cascada adrenérgica, asi como los niveles
de receptores adrenérgicos y del enzima limitante de la lipdlisis, la lipasa sensible a
hormonas (LSH), en ratas macho y hembra adultas, en un depésito de TAB visceral,
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como es el gonadal, y uno subcutaneo, como es el inguinal. Los resultados obtenidos

y sus conclusiones se detallan en el Manuscrito I1.

Partiendo de las claras diferencias en la capacidad lipolitica observadas entre
los distintos depdsitos adiposos y entre géneros, no sélo a nivel de los receptores
adrenérgicos, sino también a nivel postreceptor, lo cual confirmaba, por otra parte, la
importancia de toda la via, y teniendo en cuenta el posible papel que ejercen las
hormonas sexuales sobre el control metabdlico del tejido adiposo, actuando a distintos
niveles de la cascada (Giudicelli Y et al., 1993; Lacasa D et al., 1994; Xu XF et al.,
1991), nos planteamos estudiar la capacidad lipolitica de distintos depésitos grasos en
una situacion fisioldgica con claros cambios hormonales, como es la gestacion. Asi,
investigamos las diferencias que se producian a lo largo de la gestacién en las
caracteristicas morfolégicas de los adipocitos y en los niveles de los distintos
elementos de la cascada lipolitica, asi como en los niveles de lipoproteina lipasa, en
diferentes depdsitos de tejido adiposo de rata. Los resultados obtenidos y sus

conclusiones se detallan en el Manuscrito 111.

Dentro del estudio de las variaciones en la capacidad lipolitica de los tejidos
adiposos a lo largo de la gestacion, merece una mencion aparte un depdsito graso que
sufre una importantisima transformacién durante la gestacion, el depdsito graso
subcutaneo de la zona inguinal. En ratas, el depdsito graso subcutdneo més grande y
mas estudiado se encuentra alrededor de la region inguinal, y esta estrechamente
relacionado con el desarrollo de la glandula mamaria (Hausman GJ, 1982). En ratas
no gestantes, este deposito esta formado principalmente por adipocitos (Masso-Welch
PA et al., 2000), por lo que ha sido ampliamente estudiado como depdsito de tejido
adiposo subcutaneo (DiGirolamo M et al., 1998; Lea-Currie YR et al., 1997; Portillo MP
et al., 2000; Rodriguez E et al., 2004). Sin embargo, durante los aproximadamente 21
dias que dura la gestacion en la rata, se produce un rapido desarrollo de conductos y
alvéolos de glandula mamaria en el seno de este depésito (Masso-Welch PA et al.,
2000). Por ello, en el depdsito subcutaneo inguinal, nos propusimos estudiar los
cambios morfolégicos y de composicién que se producen a lo largo de la gestacion en
la rata, asi como los niveles de los distintos elementos de la cascada lipolitica y de la
lipoproteina lipasa. Los resultados y conclusiones obtenidos se muestran en el

Manuscrito 1V.

Nuestros estudios confirmaron la existencia de claras diferencias en la

capacidad lipolitica entre machos y hembras y entre diferentes depdsitos grasos con
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distinta localizacién anatémica, tanto en situacién control como en respuesta a una
dieta hiperlipidica e hipercalorica, como es la dieta de cafeteria, asi como cambios en
la capacidad lipolitica a lo largo de la gestacién, situacion fisiolégica que se acompafa
de importantes cambios hormonales. Ademas, diversos estudios previos habian
sugerido un efecto directo de las hormonas sexuales en el control metabélico del tejido
adiposo (Anderson LA et al., 2002; Giudicelli Y et al., 1993; Lacasa D et al., 1994; Malo
A et al.,, 2001; Xu XF et al., 1991), por lo que las diferencias observadas en la
capacidad lipolitica entre géneros y los cambios a lo largo de la gestacion podrian ser
debidas a variaciones en el entorno hormonal. Por ello, nuestro siguiente objetivo fue
disefiar un estudio in vitro, utilizando la linea celular de adipocitos blancos 3T3-L1,
para observar el efecto directo de la testosterona, el 17p-estradiol y la progesterona
sobre la expresion de los distintos subtipos de receptores adrenérgicos, primer paso
de la via lipolitica, tanto en adipocitos blancos diferenciados, como durante el proceso
de proliferacion de los preadipocitos. Los resultados y conclusiones obtenidos se

muestran en el Manuscrito V.
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4. RECAPITULACION

El eje central de esta tesis ha sido el estudio de los efectos que ejercen el
género, la localizacion anatémica del depdsito y la situacion fisioldgica u hormonal
sobre la capacidad lipolitica del tejido adiposo blanco y su regulacion. Para alcanzar
este objetivo se han utilizado distintas aproximaciones experimentales: el estudio de
las diferencias entre géneros y entre depdsitos grasos en ratas control; el estudio de
las diferencias entre ratas macho y hembra en respuesta a la alimentacién con una
dieta hipercaldrica e hiperlipidica, como es la dieta de cafeteria; el estudio de las
diferencias entre distintos depdsitos grasos en una situacién con importantes cambios
fisiol6gicos y hormonales como es la gestacion; y, por ultimo, el estudio in vitro de los
efectos directos de las hormonas sexuales en la linea celular 3T3-L1 de adipocitos

blancos.

El tejido adiposo es un 6rgano heterogéneo, con marcadas diferencias en la
actividad lipolitica en funcion de diversos factores. Asi, por ejemplo, varios estudios
han observado, tanto en ratas como en humanos, una mayor respuesta lipolitica a la
estimulacion con catecolaminas en depdsitos viscerales que en subcutaneos (Arner P,
1997; Lacasa D et al.,, 1991; Portillo MP et al.,, 1999; Sztalryd C et al., 1994; van
Harmelen V et al., 2002). Ademas, estudios previos realizados en nuestro laboratorio
habian establecido la existencia de diferencias en la respuesta a catecolaminas en el
depdsito gonadal en funcion del género, siendo esta respuesta mayor en las hembras
(Llado 1 et al., 2000). El desarrollo de esta tesis nos ha permitido demostrar, a través
del analisis detallado de toda la cascada de activacion adrenérgica, que en ratas
controles, e independientemente del género, la capacidad lipolitica es claramente
superior en un depd@sito graso visceral, como es el gonadal, que en uno subcutaneo,
como el inguinal. Estas diferencias se encuentran no sélo a nivel de los receptores
adrenérgicos, con una mayor respuesta a agonistas adrenérgicos y una ratio o,/pz-AR
menor en el depdsito gonadal, sino también a nivel postreceptor, con mayores niveles
y actividad de la LSH en el depdsito gonadal, comparado con el inguinal. Asimismo, en
ratas control hemos podido establecer la existencia de claras diferencias en la
regulacion de la respuesta lipolitica entre géneros. Tanto en el tejido gonadal (visceral)
como en el inguinal (subcutaneo) observamos como las ratas hembra, a diferencia de
los machos, sufren una mayor inhibicién de la lipdlisis via a,-AR, ya que presentan
mayores niveles del o,-AR y una mayor ratio a,/pf3-AR, que los machos. No obstante,

en las ratas hembra, esta inhibiciébn se ve contrarrestada por una mayor respuesta
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lipolitica a agonistas p-adrenérgicos y una mayor capacidad lipolitica a nivel
postreceptor en ambos depdsitos adiposos. Estas diferencias dependientes del género
en la capacidad lipolitica podrian ser debidas, al menos en parte, a la accion de las
hormonas sexuales, ya que diversos estudios han sugerido un papel directo de las
mismas a distintos niveles a lo largo de la cascada lipolitica (Anderson LA et al., 2002;
Giudicelli Y et al., 1993; Lacasa D et al., 1994; Malo A et al., 2001; Xu XF et al., 1991).
Ademas, como resultado de este estudio, podemos afirmar que todos los elementos
de la cascada lipolitica, y no sélo la cantidad de receptores adrenérgicos, deben
tenerse en cuenta a la hora de determinar posibles diferencias en la capacidad
lipolitica y en la regulacién de la lipdlisis entre distintos depésitos de TAB y entre

géneros.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio también habian puesto de
manifiesto la existencia de diferencias entre géneros en la regulacion del peso corporal
en respuesta a la sobrealimentacion con dieta de cafeteria, con diferencias en el grado
de sobrepeso alcanzado y en la actividad lipolitica del tejido adiposo gonadal,
observandose que dicha dieta provocaba una reduccion de la actividad lipolitica en
ratas hembra, pero no en machos (Llado | et al.,, 2000). Los resultados obtenidos
durante la realizacion de esta tesis indican que, en respuesta a la sobrealimentacion
durante 15 dias con dieta de cafeteria, las ratas hembra alcanzan un mayor grado de
sobrepeso (17%) que los machos (6%), a pesar de ingerir la misma cantidad de
calorias por gramo de peso corporal y dia. Ademas, en ambos géneros, esta dieta
hipercalérica provoca el aumento de peso del depdsito retroperitoneal, como resultado
de una hipertrofia tisular, ya que se observa un aumento del didmetro de los
adipocitos. La alimentacion con dieta de cafeteria induce cambios en la ratio a,/B-AR,
como resultado del incremento de los niveles de a,-AR y de la reduccion de los niveles
de Bz-AR, lo que podria ser responsable de la disminucion de la actividad lipolitica, y
contribuir al incremento de peso del depésito retroperitoneal. La mayor funcionalidad
de los a,-AR, junto con el menor papel desarrollado por los Bs-AR y las menores
capacidades lipoliticas localizadas a nivel postreceptor en los machos
sobrealimentados, en comparacion con las hembras, podrian ser responsables de las
diferencias entre géneros observadas en este estudio. Ademas, los resultados
obtenidos en el TAB retroperitoneal difirieron de los obtenidos en los experimentos
realizados previamente en el depésito gonadal, utilizando el mismo tratamiento
dietético, lo que confirmaria no sélo la existencia de diferencias entre géneros, sino

también entre tejidos con distinta localizacion anatémica.
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La gestacion es un estado fisiologico caracterizado por importantes
adaptaciones metabdlicas y grandes cambios hormonales en el organismo materno,
todos ellos encaminados a permitir el desarrollo de los fetos y la preparacion del
periodo de lactancia. En la primera parte de la gestacion predominan las reacciones
anabdlicas, que determinan la acumulacién lipidica en los tejidos adiposos de la
madre, mientras que durante el Gltimo tercio de la gestacion las reservas grasas se
movilizan para colaborar en el mantenimiento del rapido crecimiento fetal (Lopez-Luna
P et al., 1991; Ramos MP et al., 2003). El estudio, a lo largo de la gestacién, de las
capacidades lipoliticas de diferentes depoésitos de tejido adiposo ha mostrado una
disminucién generalizada en los niveles de los distintos elementos de la cascada
adrenérgica, pero con diferencias sustanciales en funcion de la localizacion anatémica
de los depositos. El depésito gonadal y el mesentérico si siguen el perfil tipico, con
una acumulacién de reservas grasas durante la primera parte de la gestacion, seguida
de una movilizacion al final, aunque con diferencias importantes entre ambos
depodsitos en los principales puntos de regulacion. Asi, en el tejido adiposo
mesentérico la reduccién en los niveles de los elementos postreceptor es menor que
en el gonadal y la ratio a,/B;-AR juega un papel clave en la regulaciéon del tamafio de
este deposito, al seguir un perfil similar al del peso del tejido a lo largo de la gestacion.
Por el contrario, en el depoésito adiposo gonadal la relacion LPL/LSH tendria una
mayor importancia como punto clave en la regulacién. En cuanto al tejido adiposo
retroperitoneal, su peso tisular presenta un incremento continuo a lo largo de toda la
gestacion, lo que podria ser indicativo de un posible papel de este depdsito graso mas
adelante, tras el parto, aportando acidos grasos para la fabricacién de leche durante el

periodo de lactancia.

El depésito graso subcutaneo de mayor tamafio en la rata se halla en la regiéon
inguinal y, aunque esta formado principalmente por adipocitos, esta estrechamente
relacionado con el desarrollo de la glandula mamaria (Hausman GJ, 1982). Asi,
presenta una intensa transformacion estructural durante la gestacion debido al
desarrollo de la glandula mamaria en su seno, lo que determina, ademas, su distinto
comportamiento metabdlico durante este periodo, si se le compara con otros depdsitos
adiposos. El depédsito graso mamario de la regién inguinal sufre una importante
disminucion de los niveles de los distintos elementos de la cascada lipolitica, ademas
de un incremento de los niveles de LPL y una disminucién la ratio LSH/LPL. Todos
estos cambios permiten aumentar la acumulacion de reservas grasas en este

depdsito, contribuyendo asi al crecimiento del tejido, no s6lo mediante el incremento
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del tamafio de los adipocitos, sino también mediante la acumulacion de goticulas de
lipidos en las células epiteliales de la glandula mamaria, siendo dichos lipidos

importantes en ambos casos para la lactogénesis.

Finalmente, los estudios realizados in vitro, en la linea celular de adipocitos
3T3-L1, confirman la importancia de las hormonas sexuales en la regulacion de la
proliferacion de los preadipocitos, asi como en la acumulacion de lipidos en los
adipocitos maduros, a través del efecto directo de estas hormonas sobre la expresion
de los receptores adrenérgicos. El receptor adrenérgico mas expresado en
preadipocitos es el aya-AR, lo que indicaria su papel predominante en el proceso de
proliferacion de los preadipocitos. En cambio, el Bs-AR es con diferencia el receptor
adrenérgico mas expresado en adipocitos maduros, indicando que dicho receptor
tendria un papel més importante en el control de la lipdlisis. ElI 17p—estradiol y la
progesterona provocan un aumento de la proliferacion de los preadipocitos, que podria
estar relacionado con el aumento de la expresion de a,s-AR que producen ambas
hormonas. Esta estimulacion de la proliferacion de los preadipocitos por parte de la
progesterona y el estradiol cobraria especial relevancia durante la gestacion, periodo
en el que dichas hormonas estan elevadas, ya que podria contribuir, ademas de otros
factores, a la acumulacion de depoésitos grasos durante este periodo, permitiendo el
crecimiento de dichos tejidos, al menos en parte, por hiperplasia. Ademas, en
adipocitos maduros, el 17B-estradiol y la progesterona aumentan la expresion génica
tanto de oa,a-AR como de los receptores B-AR, mientras que la testosterona
Unicamente aumenta los niveles de ARNm de a.a-AR. Por tanto, estos resultados
sugieren que el 17B—estradiol y la progesterona, principalmente a través de los
receptores Bz-AR, podrian incrementar la lipdlisis en los adipocitos maduros. En
conjunto, las diferencias observadas en la expresion de los receptores adrenérgicos,
en respuesta a la estimulacion con testosterona, 17p—estradiol y progesterona, podrian
ser importantes para explicar las diferencias entre géneros observadas en estudios in
vivo, tanto en las capacidades lipoliticas, como en la distribucién de los depdsitos

grasos.

En su conjunto, los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis
(manuscritos 1-V) permiten establecer la existencia de claras diferencias en las
capacidades lipoliticas del tejido adiposo entre depdésitos con distinta localizacion
anatoémica, asi como entre géneros, tanto en una situacion control, como en respuesta
a la sobrealimentacién, y en la gestacion, pudiendo jugar el entorno hormonal un papel

clave en establecer dichas diferencias.
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5. CONCLUSIONES

1- En ratas control, la capacidad lipolitica del tejido adiposo gonadal, que es un
depdsito visceral, es claramente superior a la del inguinal, que es un depdsito
subcutaneo. Las diferencias entre ambos depdsitos se producen en varios puntos de
la cascada de activacién adrenérgica, mostrando el tejido gonadal una menor ratio
o2/B3-AR, una mayor capacidad lipolitica en respuesta a agonistas adrenérgicos y unos

mayores niveles y actividad de la lipasa sensible a hormonas.

2- Tanto en el tejido adiposo gonadal como en el inguinal, la lipdlisis via a,-AR se
encuentra mas inhibida en las ratas hembra que en los machos, al presentar éstas
niveles superiores de o,-AR y una ratio o,/p;-AR mas elevada. No obstante, esta
mayor inhibicién en las hembras se ve contrarrestada por una incrementada respuesta
lipolitica a agonistas B-adrenérgicos y, sobre todo, por una mayor capacidad lipolitica a

nivel postreceptor, incluyendo una lipasa sensible a hormonas mas activa.

3- En el tejido adiposo retroperitoneal, la alimentacion con dieta de cafeteria induce un
incremento de los niveles de a,-AR y una disminucion de los niveles de Bs-AR,
resultando en un aumento de la ratio a,/pB;-AR, que podria ser uno de los factores
responsables de la disminucion de la respuesta lipolitica y del incremento de peso del
tejido en los animales alimentados con dieta de cafeteria. En los machos, en
comparacion con las hembras, la funcionalidad de los a,-AR es mayor, mientras que el
papel desempefiado por los Bz-AR y las capacidades lipoliticas a nivel postreceptor
son menores, lo que podria ser responsable de las diferencias entre géneros

observadas en respuesta a la dieta de cafeteria.

4- Durante la gestacion se producen alteraciones en la via lipolitica de los tejidos
adiposos, con diferencias dependiendo de la localizacién anatomica del depésito. En el
altimo tercio de la gestacion, los tejidos adiposos gonadal y mesentérico cambian
hacia un estado lipolitico, para mantener el rapido crecimiento fetal, pero con algunas
diferencias entre ellos. Mientras que en el depdsito mesentérico la reduccion de los
elementos postreceptor de la cascada lipolitica es menor y el balance a./B;-AR
adquiere un papel predominante, en el depésito gonadal la ratio LPL/LSH alcanza una

mayor importancia.
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5- Durante la gestacion, el depdsito graso mamario de la zona inguinal sufre una
notable transformacion morfolégica y metabdlica, debido al desarrollo de la glandula
mamaria en su seno. La disminucidén de los niveles de los distintos elementos de la
cascada lipolitica, junto con el incremento de los niveles de LPL y la disminucion de la
ratio LSH/LPL serian responsables del continuo aumento en la acumulaciéon de
reservas grasas en este depdésito durante la gestacion, tanto en las células epiteliales,

como en los adipocitos; reservas que podran ser utilizadas durante la lactancia.

6- Durante el proceso de diferenciacion de preadipocitos a adipocitos se produce un
cambio manifiesto en el patron de expresién de los receptores adrenérgicos, siendo el
a2a-AR el mas expresado en preadipocitos y el B3-AR el mas abundante en adipocitos
maduros, lo que indicaria un papel predominante del a,a-AR en el proceso de
proliferacion de los preadipocitos y del Bs-AR en el control de la lipdlisis en los

adipocitos maduros.

7- El 17p—estradiol y la progesterona provocan un aumento en la proliferacion de los
preadipocitos de la linea 3T3-L1, que podria estar mediado por su efecto estimulador
sobre la expresion del axa-AR. En adipocitos maduros, la testosterona aumenta los
niveles de ARNm del opa-AR, mientras que el 17B-estradiol y la progesterona
aumentan los niveles de ARNm tanto del o,s-AR como de los B-AR. Por tanto, las
hormonas sexuales femeninas podrian tener un papel mas relevante en el control de la

lipdlisis a través de la modulacion de los niveles del B3-AR.
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5. CONCLUSIONS

1- In control rats, the lipolytic capacity is clearly higher in gonadal WAT, which is a
visceral depot, than in inguinal WAT, which is a subcutaneous depot. The differences
between both depots are due to differences in several steps of the lipolytic pathway,
with a lower a,/B;-AR ratio, a greater lipolytic capacity in response to adrenergic

agonists, and higher hormone sensitive lipase levels and activity in gonadal WAT.

2- Both in gonadal and inguinal WAT, females show a greater inhibition of lipolysis via
a2-AR, than males, due to higher a,-AR levels and a greater a,/B;-AR ratio. However,
this higher inhibition in females is counteracted by a greater lipolytic response to B-
adrenergic agonists and, mainly, by a higher lipolytic capacity at the postreceptor level,

including a more active hormone sensitive lipase.

3- In retroperitoneal WAT, cafeteria diet feeding induces an increase in a,-AR levels
and a decrease in 3-AR levels, bringing about a higher a./B;-AR ratio, which could be
one of the factors responsible for the impaired lipolytic capacity and the increase in
retroperitoneal WAT weight, in animals fed with a cafeteria diet. In males, as compared
to females, the functionality of a,-AR is higher, while the role played by Bs-AR and the
lipolytic capacities at the postreceptor level are lower, which could be responsible for

the gender differences shown in response to cafeteria diet feeding.

4- During pregnancy, there are alterations in the adipose tissue lipolytic pathway, with
differences depending on the anatomical location of the depot. In the last third of
pregnancy, mesenteric and gonadal WAT change to a lipolytic state, in order to sustain
rapid fetal growth, although with some differences between them: while in the
mesenteric depot the reduction in the postreceptor elements of the lipolytic pathway is
lower and the o,/B;-AR ratio plays a key role, in gonadal WAT the LPL/HSL ratio has a

greater importance.
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5- During pregnancy, the mammary fat pad from the inguinal region undergoes a major
metabolic and morphological transformation, due to the development of the mammary
gland inside it. The reduction in the levels of the different elements of the lipolytic
pathway, together with the increase in LPL levels and the decrease in the HSL/LPL
ratio, would be responsible for the continuous increase in fat accumulation in this depot
throughout pregnancy, both in the epithelial cells and the adipocytes; fat stores that

could be used during lactation.

6- During the differentiation process from preadipocytes to adipocytes, there is a clear
change in the adrenergic receptor expression profile - with o,a-AR as the highest
expressed in preadipocytes, and Bs-AR in mature adipocytes - which would point to a
predominant role of a,a-AR in preadipocyte proliferation and Bs-AR in the control of

lipolysis in mature adipocytes.

7- 17p-estradiol and progesterone induce an increase in preadipocyte proliferation in
the 3T3-L1 cell line, which could be related to their stimulatory effect on a,a-AR
expression. In mature adipocytes, testosterone increases axa-AR MRNA levels, while
17p-estradiol and progesterone increase both opa-AR and B-AR mMRNA levels.
Therefore, female sex hormones could play a key role in lipolysis control, through the

modulation of 3-AR levels.
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