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En el prado junto al río, debajo de un árbol,  
un niño y una niña se encontraron.  

- ¿Que podemos hacer?- preguntó él.  
–Jugar a ser felices. Ven, yo te enseñaré. Es muy fácil.-  

Y desde entonces nunca se soltaron de la mano. 
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AMPK   Proteína quinasa activada por AMP (“AMP-activated  

   protein kinase”) 
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BAT   Tejido adiposo marrón (“brown adipose tissue”)  
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BSA   Albúmina bovina sérica (“Bovine serum albumin”) 

Ca2+   Iones calcio 
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CPT-1  Carnitina palmitoil transferasa-1 
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   (“threshold cycle”)     

DEPC  Dietilpirocarbonato 
DNA  Ácido desoxiribonucleico 

cDNA   DNA complementario sintetizado utilizando RNA  

   como molde 

dNTP  Desoxirribonucleótido 

EDTA  Etilendiaminotetraacetato 

ELISA  Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima   

   (“enzime-linked immunosorbent assay”) 
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FATP-1  Proteína transportadora de ácidos grasos-1 (“Fatty Acid 

   Transport Protein-1”) 

g   Gramos 

G-6-Pasa  Glucosa-6-fosfatasa 

GK   Glucoquinasa 

Glucosa-6-P Glucosa-6-fosfato 

h   Horas 

HFD   Dieta alta en lípidos (“high-fat diet”) 
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   peso molecular mayor de 400 kDa (“high molecular  

   weight”) 

Hz   Hertzios 

IGF   Factor de crecimiento similar a insulina (“insulin-like  

   growth factor”) 

IR   Receptor de la insulina 

IRSs   Sustratos del receptor de la insulina 

IRS-1  Sustrato del receptor de la insulina-1 

IRS-2  Sustrato del receptor de la insulina-2 

Kb    Kilobases 

Kg   Kilogramos 

LB   Medio Luria-Bertrani 

LMW    Unión de monómeros de adiponectina formando 

   hexámeros de 180 kDa (“low molecular weight”) 

M   Molar 

mM   Milimolar 

mg   Miligramos 

Mg2+  Iones magnesio 

min   Minutos 

mL    Mililitros 

MLC  Cadena ligera de la miosina (“myosin light chain”) 

MOPS  Ácido 3-(N-morfolino) propanosulfónico 

nm   Nanómetros 

oligo-dT  Oligo deoxitimina 

ORF   Marco abierto de lectura (“open reading frame”) 
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PBS   Tampón fosfato salino (“phosphate buffered saline”)  
PCR   Reacción en cadena de la polimerasa (“polimerase  

   chain reaction”) 

PEPCK  Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 

PI3-K  Fosfatidil inositol-3 quinasa 

PKB   Proteína quinasa B  
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   peroxisomas (“peroxisome proliferator-activated  

   receptor alpha”) 
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RIA   Radioinmunoensayo 

RNA  Ácido ribonucleico 

mRNA  Ácido ribonucleico mensajero 
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SDS   Dodecil sulfato sódico 

S.E.   Error estándar (“standard error”) 

SSC   Citrato sódico salino 

SV40  Virus simio 40  

TAE   Tampón tris-acetato-EDTA  
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TZDs  Tiazoladinedionas 

UI   Unidades de insulina 

V   Voltios 

VIH   Virus de la inmunodeficiencia humana 

vol   Volumen 

vs   Comparado con (“versus”) 
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xg   Número de veces la fuerza de la gravedad 
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La adiponectina es una adipoquina cuyos mecanismos de actuación no se conocen 

todavía con exactitud. Niveles plasmáticos bajos de adiponectina se han 

correlacionado con la obesidad (Hu et al., 1996;Arita et al., 1999) y con la 

resistencia a insulina y la hiperinsulinemia (Weyer et al., 2001;Kern et al., 2003), 

incluso en individuos no obesos (Abbasi et al., 2004). La adiponectina promueve la 

sensibilidad a insulina y protege de la obesidad y, por tanto, se ha sugerido que 

podría ser utilizada para mejorar la sensibilidad a insulina en pacientes diabéticos y 

obesos (Fruebis et al., 2001;Yamauchi et al., 2001). El incremento de la oxidación 

de lípidos en músculo esquelético mediado por la adiponectina se ha considerado 

como uno de los principales factores que conduce a la mejora en la señalización y 

la sensibilidad a insulina a nivel sistémico (Fruebis et al., 2001;Yamauchi et al., 

2001;Yamauchi et al., 2002). Estos datos sugerían que la expresión constitutiva de 

adiponectina en músculo esquelético y sus efectos en este tejido podrían proteger 

de la resistencia a insulina y la obesidad inducida por una dieta alta en lípidos. 

 

En la primera parte del presente estudio, se analizaron los efectos de la expresión 

de adiponectina en músculo esquelético en la sensibilidad a insulina y la obesidad. 

Con este fin, se generaron ratones transgénicos que expresaban adiponectina 

localmente en músculo esquelético. Estos animales se alimentaron con una dieta 

alta en lípidos. De la misma manera, se expresó adiponectina en músculo 

esquelético en ratones mediante la utilización de vectores virales. Posteriormente, 

estos animales también se alimentaron con dieta alta en lípidos para valorar el 

efecto de la expresión de adiponectina en la sensibilidad a insulina y la obesidad. 
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Se observó que la adiponectina actuaba a nivel local en el músculo esquelético 

aumentando la sensibilidad a insulina en condiciones estándar de alimentación a la 

vez que inducía una mayor predisposición a oxidar ácidos grasos en este tejido. Sin 

embargo, este efecto de la adiponectina exclusivamente en músculo esquelético no 

era suficiente para contrarrestar la resistencia a insulina inducida por una dieta alta 

en lípidos.  

 

La segunda parte del presente estudio se centró en analizar los efectos de la 

expresión de adiponectina en músculo en un modelo de resistencia primaria a la 

insulina. En este caso, la resistencia a insulina no era debida a la lipotoxicidad 

inducida por la ingesta de dieta alta en lípidos sino a un defecto en la señalización 

de insulina. Para ello, se utilizaron animales genosuprimidos IRS-1-/-. En primer 

lugar, los animales IRS-1-/- presentan resistencia severa a insulina y alteración en la 

tolerancia a la glucosa pero no presentan obesidad. En segundo lugar, este modelo 

no presenta resistencia a la insulina en hígado, ya que IRS-2 compensa 

funcionalmente en este tejido la falta de IRS-1 (Yamauchi et al., 1996;Previs et al., 

2000). Además, la utilización de este modelo  permitió estudiar si los efectos de la 

adiponectina como sensibilizador de la insulina tenían lugar independientemente de 

la presencia de IRS-1, el principal sustrato del receptor de la insulina en músculo 

esquelético.  

 

Tras la electrotransferencia del gen de la adiponectina en músculo esquelético de 

ratones IRS-1-/- se observó que la expresión de adiponectina mejoraba la 

sensibilidad a insulina. Ello era debido a una normalización en el metabolismo de la 

glucosa y no a un aumento en la oxidación de ácidos grasos en estos animales.  
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1. EL TEJIDO ADIPOSO COMO ÓRGANO ENDOCRINO. 

 

Clásicamente el tejido adiposo ha sido concebido como un tejido almacén de 

energía debido a su gran capacidad de captar ácidos grasos libres del torrente 

circulatorio y acumularlos en forma de triglicéridos. Los estudios de este tejido se 

han centrado en determinar su relación con el metabolismo y almacenamiento de 

ácidos grasos, el desarrollo del propio tejido y su respuesta a señales endocrinas y 

neurales. 

 

No obstante, ya desde los años 40, se hipotetizaba sobre la existencia de una 

comunicación entre el tejido adiposo y otros tejidos. Durante la última década se 

han identificado diferentes proteínas secretadas por los adipocitos que actúan sobre 

otros tejidos. La clonación y descripción del gen de la leptina (Zhang et al., 1994) 

supuso el mayor impulso en el estudio del tejido adiposo como parte activa y 

reguladora del metabolismo. 

 

Actualmente, se conoce que el tejido adiposo secreta un gran número de péptidos 

bioactivos y proteínas conocidas en conjunto con el nombre de adipoquinas. Estos 

factores secretados por el tejido adiposo tienen un papel central en el control de la 

homeostasis ya que intervienen en la regulación de procesos fisiológicos tales como 

la ingesta de alimento, el balance energético, la acción de la insulina, el 

metabolismo lipídico y glucídico, la angiogénesis y el remodelado vascular y la 

presión sanguínea y la coagulación.  
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Como glándula secretora, el tejido adiposo presenta diferentes características poco 

usuales. En primer lugar, a pesar de ser un tejido localizado lo podemos encontrar 

en todo el organismo formando depósitos locales que no están físicamente 

interconectados. Se desconoce como se coordina a nivel nervioso o humoral la 

secreción entre estos diferentes depósitos. En segundo lugar, el tejido adiposo está 

formado por diferentes tipos celulares que incluyen adipocitos maduros, pre-

adipocitos, fibroblastos y macrófagos. Todos ellos contribuyen, en mayor o menor 

grado, a la función secretora del tejido adiposo. En tercer lugar, la capacidad 

secretora del tejido adiposo varía según si  su localización es visceral o subcutánea. 

De esta manera, algunos depósitos de grasa contribuyen más activamente que 

otros a la producción de adipoquinas específicas (Fried et al., 1998;Dusserre et al., 

2000). En cuarto lugar, algunas de las adipoquinas son secretadas también por 

otros tejidos diferentes al adiposo, resultando complicado determinar la contribución 

específica del tejido adiposo a los niveles circulantes totales de estos factores. Por 

último, todavía se desconocen los mecanismos implicados en la biosíntesis y 

exocitosis de las adipoquinas, aunque hay evidencias de la existencia de vías de 

secreción reguladas y constitutivas en la célula adiposa (Mora and Pessin, 2002). 

 

Es conocido que el tejido adiposo incrementa en la obesidad y disminuye en 

síndromes lipoatróficos. La cantidad de triglicéridos almacenados en las células del 

tejido adiposo es uno de los principales indicadores del peso del tejido adiposo. Por 

tanto, los niveles de producción de una adipoquina específica podrían estar 

alterados como consecuencia de la alteración del peso del tejido adiposo. Sin 

embargo, esta relación no es clara en la mayoría de los casos. La obesidad y la 

lipoatrofia son estados patológicos asociados con problemas metabólicos tales 
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como la hiperlipidemia, la resistencia a la insulina y la diabetes tipo 2, además de 

estar relacionadas con un mayor riesgo de padecer enfermedades 

cardiovasculares. A partir de estas asociaciones, resulta probable que la alteración 

de las adipoquinas en estos estados patológicos sea la responsable de la aparición 

de las complicaciones secundarias características de estas patologías. 

 

La lista de adipoquinas descritas ha ido creciendo en los últimos años y existen 

indicios de que la lista será aún mayor. Algunas de las adipoquinas, tales como el 

angiotensinógeno y el  inhibidor 1 del activador del plasminógeno (plasminogen 

activator inhibitor 1, PAI-1), están implicadas en la homeóstasis vascular. Otras 

adipoquinas como la adipsina, la proteína estimuladora de la acilación (acylation-

stimulating protein, ASP), el factor alfa de necrosis tumoral (tumor necrosis factor α, 

TNF-α), la interleuquina-6 (IL-6) y  la resistina están asociados con la aparición y 

mantenimiento de la resistencia a insulina. Por el contrario, adipoquinas como la 

leptina y la adiponectina están asociadas a una mayor sensibilidad a insulina. 

Recientemente ha sido descrita la visfatina, una hormona secretada en el tejido 

adiposo que es capaz de unirse al receptor de la insulina y estimular la señalización 

de esta vía (Fukuhara et al., 2005;Hug and Lodish, 2005). 

 

Así pues, esta red de adipoquinas en que se interrelacionan con ellas mismas y con 

otras moléculas son de vital importancia para el diálogo que se establece entre los 

diferentes tejidos como el músculo, el hígado y el tejido adiposo (Figura 1). Una de 

las adipoquinas más interesante es la adiponectina, una proteína cuya relevancia 

fisiológica y sus mecanismos de actuación están todavía por esclarecer y que es 

motivo de estudio en la presente Tesis Doctoral.     
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Figura 1. Factores secretados por el tejido adiposo implicados en la homeóstasis energética, 
sensibilidad a insulina y la homeóstasis vascular. En individuos obesos hay una producción 
excesiva de ASP, TNFα, IL-6 y resistina, los cuales disminuyen la acción de la insulina en hígado y 
músculo esquelético. A nivel vascular, el angiotensinógeno y PAI-1 favorecen la hipertensión y la 
alteración de la fibrinolisis. En cambio, la adiponectina protege de la formación de ateromas. La 
leptina, sensibiliza a la insulina y regula el balance energético disminuyendo la ingesta. En individuos 
obesos, la leptina esta incrementada pero presentan resistencia a esta hormona. La adiponectina 
estimula la sensibilidad a insulina a nivel periférico y esta disminuida en la obesidad. 
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2. ADIPONECTINA. 

La adiponectina fue clonada y descrita durante los años 1995 y 1996 por cuatro 

grupos independientes utilizando técnicas diferentes. Así pues, podemos encontrar 

que esta proteína se le denomina con diferentes nombres en la bibliografía, siendo 

el más utilizado el de adiponectina. El primer grupo en publicar sus resultados fue el 

dirigido por Philip Scherer en el año 95, en el que aislaron el cDNA de ratón 

utilizando la técnica de hibridación sustractiva a partir de RNA expresado durante la 

diferenciación a adipocito de los fibroblastos 3T3-L1 (Scherer et al., 1995). A la 

proteína que codificaba se le dio el nombre de Acrp30 (Adipocyte complement-

related protein of 30 kDa) debido a la homología del dominio globular del C-terminal 

con el del factor del complemento C1q. El extremo N-terminal de esta proteína 

estaba formado por un dominio colágeno rico en repeticiones Gly-X-Pro. Además, 

era una proteína que se expresaba específicamente en el tejido adiposo y que se 

podía encontrar en el suero en concentraciones de 5-40 µg/mL, representando 

hasta el 0.05% de las proteínas séricas. En  el siguiente trabajo, en el año 1996, se 

describió la secuencia del cDNA y la estructura de la adiponectina humana  a partir 

de técnicas de secuenciación masiva de librerías de cDNA (Maeda et al., 1996). En 

este caso, la proteína se denominó apM1 (Adipose Most Abundant Gene Transcript 

1) y se observó que compartía gran homología estructural y de secuencia con la 

proteína murina. Igual que en caso anterior, era una proteína específica de tejido 

adiposo y se encontraba de forma abundante en sangre. En este mismo año, se 

describió un gen de ratón específico de adiposo y cuya expresión estaba disminuida 

en ratones y humanos obesos (Hu et al., 1996). En este caso, la adiponectina fue 

llamada adipoQ. También en 1996, la adiponectina fue purificada del plasma 

humano mediante técnicas de cromatografía de afinidad y posteriormente 
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secuenciada. Se la denominó GBP28 y era completamente homologa a la proteína 

apM1 publicada con anterioridad (Nakano et al., 1996).  

 

Desde su primera descripción, la adiponectina está siendo redescubierta por los 

expertos y es, actualmente, una de la adipoquinas más estudiada (Figura 2A). Esto 

es debido a su posible papel como nexo de unión de la obesidad, la resistencia a la 

insulina y los problemas vasculares (Figura 2B).         
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Figura 2. A) Citaciones a adiponectina. Número acumulado de publicaciones. Se representa el 
número de publicaciones que citaban a la adiponectina en un año determinado desde que se 
descubrió en el año 1995, según la base de datos de PubMed (www.pubmed.gov). B) Factores o 
estados patológicos que afectan a los niveles  adiponectina. Resumen de las diferentes 
condiciones o enfermedades que están asociadas a niveles altos (flecha verde) o niveles bajos 
(flecha roja) de adiponectina. Esquema adaptado de (Trujillo and Scherer, 2005). 
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2.1. Estructura.  

La adiponectina humana se encuentra codificada por el gen apM1 en el cromosoma 

3, en el locus 3q27 (Takahashi et al., 2000). Este locus se ha relacionado con 

susceptibilidad para padecer diabetes (Vionnet et al., 2000). Ocupa 

aproximadamente 17 Kb y está formado por 3 exones y 2 intrones.  La adiponectina 

humana tiene una secuencia de 247 aminoácidos y un peso molecular de 30 kDa. 

El transcrito derivado de este gen es específico de tejido adiposo y es el que se 

encuentra en mayor cantidad en este tejido (Maeda et al., 1996). La adiponectina 

pertenece a una superfamilia de proteínas solubles que comparten homología con 

los colágenos VIII y X y el factor del complemento C1q. En esta familia también se 

incluyen la precerebelina y la hibernina Hib27, proteína presente en el suero de 

roedores hibernadores cuando estos están activos.  

 

En la estructura de la adiponectina hay 4 dominios. En el extremo amino terminal 

encontramos la secuencia señal, que permite la secreción de la adiponectina, 

seguida de una región sin homología, un dominio colágeno y en el extremo carboxi 

terminal, un dominio globular (Scherer et al., 1995). La estructura cristalizada del 

extremo globular de la adiponectina  presenta similaridad estructural con el TNFα 

(Shapiro and Scherer, 1998). Forma un homotrímero con una topología 

característica y en la que el extremo N-terminal se encuentra próximo al C-terminal. 

Análisis funcionales demuestran que la adiponectina recombinante sintetizada en 

bacterias es menos potente que la sintetizada a partir de células de mamífero. Esto 

puede ser debido a las diferentes modificaciones post-traduccionales por las que 

pasa la adiponectina. Estas modificaciones post-traduccionales incluyen la O-

glucosidación con ácido disiálico (Sato et al., 2001) y la hidroxilación y la 
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glucosilación de cuatro residuos lisina conservados en la región amino terminal 

formada por el dominio colágeno (Wang et al., 2002). Cuando estos residuos de 

lisina son sustituidos por arginina disminuyen los efectos de la adiponectina (Wang 

et al., 2002), proponiéndose la hidroxilación y la glucosilación como un mecanismo 

de regulación de la adiponectina. Aunque el papel de la hidroxilación y la 

glucosilación a nivel de regulación aún no es claro parece ser que tienen una 

función estabilizadora del dominio de colágeno. 

 

Los monómeros de adiponectina forman homotrímeros y estructuras más complejas 

formadas por la unión de estos trímeros mediante puentes disulfuro. Estas 

estructuras más complejas incluyen las de bajo peso molecular (LMW) formadas por 

hexámeros de 180 kDa, y de alto peso molecular (HMW) formado por 12-18meros 

con un peso molecular mayor de 400 kDa (Figura 3). Además, se ha aislado in vitro 

el dominio globular mediante digestión con proteasas. Este dominio globular fue el 

primero en utilizarse en aproximaciones terapeúticas (Fruebis et al., 2001;Yamauchi 

et al., 2001). La existencia fisiológica de este dominio globular no es clara ya que, 

excepto en una publicación (Fruebis et al., 2001), nadie ha conseguido detectarlo ni 

en humanos ni en modelos animales. Se ha demostrado in vitro, que una línea 

celular monocítica puede secretar una elastasa capaz de aislar el dominio globular 

(Waki et al., 2005) pero se desconoce su relevancia fisiológica. Los adipocitos 

pueden secretar LMW y HMW de la adiponectina, tanto in vivo como in vitro. Estas 

formas son las predominantes en suero, mientras que complejos más pequeños 

como los  trímeros se encuentran muy poco representados. Estas oligomerizaciones 

influyen directamente en la acción de la adiponectina (Tsao et al., 2002). Estudios 

con formas mutantes recombinantes de la adiponectina, que sólo pueden generar la 
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forma trimérica, demuestran que el trímero es la forma que posee mayor actividad 

biológica (Pajvani et al., 2003). Estos resultados sugieren que los complejos LMW y 

HMW pueden actuar como precursores de la forma trimérica. Ambos complejos 

podrían ser reducidos a trímeros tras la actuación de una hipotética reductasa 

presente en suero o en la membrana de las células diana.  
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Figura 3. Estructura del monómero y de los homocomplejos de adiponectina.  
A) Representación esquemática del monómero de adiponectina con el dominio globular en el 
extremo C-terminal y la secuencia señal en el extremo N-terminal. Se indica la ubicación de los 
aminoácidos con los que forma los puentes disulfuro y el lugar de actuación de la proteasa.  
B) (i) monómero y (ii) homotrímero globulares obtenidos in vitro mediante digestión con proteasa, (iii) 
monómero completo, (iv) homotrímero, (v) hexámero o supracomplejo de bajo peso molecular 
(LMW). Los supracomplejos de alto peso molecular (HMW) estan fórmados por complejos de doce  
(vi)  y dieciocho (vii) monómeros.  
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2.2. Receptores de adiponectina. 

Recientemente, se han descrito dos isoformas diferentes de receptores para la 

adiponectina (Yamauchi et al., 2003a). Estos receptores se denominan AdipoR1 y 

AdipoR2 y tienen siete dominios transmembrana aunque estructuralmente no tienen 

ninguna relación con los receptores acoplados a proteína G. En ratón, estos 

receptores se expresan de manera ubicua, siendo AdipoR1 mayoritario en el 

músculo esquelético y AdipoR2 mayoritario en el hígado. La forma globular de la 

adiponectina se une más eficientemente a AdipoR1 y la forma completa  a AdipoR2. 

En cambio, estudios recientes en humanos indican que estas diferencias de 

expresión entre receptores no existen en músculo esquelético (Civitarese et al., 

2004). En humanos, se ha descrito que la rosiglitazona, un compuesto 

perteneciente a la familia de las tiazoladinedionas (TZDs) utilizado para el 

tratamiento de la diabetes tipo 2,  aumenta la expresión de AdipoR1 en tejido 

adiposo pero la disminuye en músculo esquelético. Este hecho indica que este 

receptor, podría mediar los efectos específicos de tejido de estos fármacos en 

relación con la sensibilización a la insulina (Tan et al., 2005). Además, se ha 

descrito una asociación entre los diferentes polimorfismos de los receptores de la 

adiponectina y la susceptibilidad a desarrollar diabetes  tipo 2 (Wang et al., 

2004;Damcott et al., 2005). También se ha descrito la expresión de ambos 

receptores en las células β pancreáticas, en cantidades similares al hígado y 

superiores al músculo  (Kharroubi et al., 2003). Estos trabajos  sugieren la 

existencia de una interacción entre el músculo y la célula β  a través de la 

adiponectina. La naturaleza molecular de este nexo de unión está todavía por 

clarificar. Además, la relevancia in vivo de la regulación de los receptores de la 

adiponectina está todavía por esclarecer. Por último, se ha demostrado que la 
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adiponectina completa sintetizada en bacterias en forma de LMW y HMW puede 

unirse a T-caderina (Hug et al., 2004), aunque todavía no se han demostrado sus 

implicaciones funcionales.  

 

2.3. Mecanismo de acción de la adiponectina. 

Los mecanismos mediante los cuales la adiponectina puede ejercer sus efectos en 

los diferentes tejidos no estan claros. Tampoco se conoce la contribución relativa de 

cada tejido a los efectos sistémicos ejercidos por esta proteína. La adiponectina 

puede regular la fosforilación del receptor de la insulina (Stefan et al., 2002) y 

regular su actividad tirosina quinasa (Yamauchi et al., 2001), paso inicial esencial en 

la cascada de señalización de  la insulina. El ratón genosuprimido para el gen de la 

adiponectina, alimentado con dieta alta en lípidos y en carbohidratos, presenta una 

mayor resistencia a insulina y una menor fosforilación del sustrato del receptor de la 

insulina -1 (IRS-1) asociado con un descenso en la actividad de la fosfatidil inositol 

3-quinasa (PI3-K) (Maeda et al., 2002). Así pues, la adiponectina  puede 

interaccionar directamente con la señalización de la insulina, mediante mecanismos 

que se desconocen, afectando  a su capacidad de acción. 

 

El mecanismo mediante el cual la adiponectina aumenta la sensibilidad a la insulina 

parece estar relacionado principalmente con el incremento en la oxidación de ácidos 

grasos mediante la activación de la quinasa dependiente de AMP (AMPK) y el 

aumento de la expresión de PPARα en músculo esquelético e hígado (Figuras 4 y 

5) (Fruebis et al., 2001;Yamauchi et al., 2002;Yamauchi et al., 2003a). La 

administración de adiponectina completa (flAdpn), formada por los dominios 

colágeno y dominio globular, o únicamente del dominio globular (gAdpn) en ratones 
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incrementa la fosforilación de AMPK en músculo esquelético. En hígado, esta 

activación se observa exclusivamente con la flAdpn. La activación de la AMPK por 

adiponectina parece ser la responsable de la fosforilación de la acetil-CoA 

carboxilasa (ACC), la oxidación de ácidos grasos, la captación de glucosa y la 

producción de lactato en el músculo esquelético. En hígado, esta activación 

promueve la fosforilación de ACC y una reducción en la expresión de 

fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) y de glucosa-6- fosfatasa (G-6-Pasa) 

(Combs et al., 2002;Yamauchi et al., 2002).  
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Figura 4. Modelo de acción de la adiponectina en músculo esquelético. ACC: Acetil-CoA 
Carboxilasa; AMPK: quinasa dependiente de AMP; CPT1: Carnitina palmitoil transferasa; GLUT-4: 
transportador de glucosa-4; IRS-1: sustrato del receptor de la insulina- 1; PI3-quinasa: fosfatidil 
inositol 3-quinasa, formada por las subunidades p85 y p110; p38MAPK: quinasa p38 activada por 
mitógeno; PPAR-alfa: receptor alfa activador de la proliferación de los peroxisomas; TG: triglicéridos. 
Esquema adaptado de (Gil-Campos et al., 2004). 
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Figura 5. Modelo de acción de la adiponectina en hígado. ACC: Acetil-CoA Carboxilasa; AMPK: 
quinasa dependiente de AMP; CPT1: Carnitina palmitoil transferasa; Glucosa-6-Pasa: Glucosa-6-
fosfatasa; GLUT-4: transportador de glucosa-4; IRS-1: sustrato del receptor de la insulina- 1; PI3-
quinasa: fosfatidil inositol 3-quinasa, formada por las subunidades p85 y p110; p38MAPK: quinasa 
p38 activada por mitógeno; PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxiquinasa; PPAR-alfa: receptor alfa 
activador de la proliferación de los peroxisomas; TG: triglicéridos. Esquema adaptado de (Gil-
Campos et al., 2004). 
 
 
 
Se han realizado varios estudios de la administración de adiponectina exógena en 

modelos murinos, tanto in vivo como in vitro. El dominio globular se obtiene in vitro a 

partir de la digestión con tripsina de adiponectina recombinante producida en 

bacterias y constituyó la primera aproximación para el estudio de su función 

terapéutica (Fruebis et al., 2001). Varios grupos describen que tanto la 

administración a ratones de flAdpn como la administración de gAdpn, ambos 

producidos en bacterias, produce una disminución en los niveles circulantes de 

glucosa, ácidos grasos y triglicéridos (Fruebis et al., 2001;Yamauchi et al., 2001). 

Estos efectos han sido atribuidos, in vitro, al incremento en la captación de glucosa 

y a la oxidación de ácidos grasos en las células musculares mediante la activación 
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de AMPK (Tomas et al., 2002;Yamauchi et al., 2002). El descenso en los ácidos 

grasos circulantes debido al incremento en músculo de la oxidación de lípidos se ha 

postulado como el principal factor que conduce a la mejora en la señalización de la 

insulina y la sensibilidad a la hormona a nivel sistémico (Yamauchi et al., 

2001;Yamauchi et al., 2002). 

 

Los efectos de la administración de adiponectina exógena observados en músculo 

parecen ser mayores con la gAdpn que con  la flAdpn. Esto puede ser debido a que, 

estructuralmente, la forma globular de la adiponectina carece del dominio colágeno 

imprescindible para la multimerización y ello favorece la interacción con su diana 

(Shapiro and Scherer, 1998). Además, parece ser que los efectos en músculo de la 

flAdpn producida en bacterias son mayores que cuando es sintetizada en células de 

mamífero. Debido a las diferencias en el procesamiento y maduración de las 

proteínas entre los sistemas de expresión en bacterias y los sistemas de mamíferos, 

la flAdpn sintetizada en bacterias es secretada principalmente como formas de bajo 

peso molecular. Esto es debido a que las bacterias no permiten un plegamiento 

correcto de la proteína y no se da una orientación válida que permita la formación 

de puentes disulfuro entre los dominios de colágeno.  

 

A diferencia del músculo, parece ser que la multimerización de la adiponectina es 

necesaria para su bioactividad en el hígado. Así pues, no queda claro si los efectos 

observados en músculo esquelético son farmacológicos o si son un reflejo de 

alguna función fisiológica de la adiponectina. Algunos estudios, con adiponectina 

sintetizada en células de mamíferos,  sugieren que es el hígado y no el músculo el 

principal órgano donde la adiponectina ejerce su actividad (Berg et al., 2001). En un 
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sistema de expresión de origen mamífero, la  flAdpn es secretada en forma de LMW 

y HMW.  La administración de la adiponectina así generada  a ratones normales o 

diabéticos y obesos conduce a un descenso en la glucosa circulante (Berg et al., 

2001). El efecto de la adiponectina en el hígado requiere previamente la  

hidroxilación  y glucosilación en el dominio colágeno (Wang et al., 2002). Ello podría 

explicar porqué en los estudios que han utilizado la gAdpn, sin el dominio colágeno, 

o bien la flAdpn sintetizada en bacterias, y que carece por tanto de modificaciones 

post-traduccionales, no afectan a la producción hepática de glucosa o a la 

sensibilidad a la insulina en este tejido. Este efecto sería dependiente de la 

presencia de la adiponectina en forma compleja (LMW y HMW). Una visión en 

conjunto de los trabajos realizados hasta la fecha sugiere que los efectos 

observados de la adiponectina en los diferentes tejidos no serían debido a la 

concentración total de las formas LMW y HMW sino a la proporción entre ambos 

complejos (Pajvani et al., 2004).                   

 

2.4. Adiponectina y obesidad. 

Dado que la adiponectina es sintetizada exclusivamente por los adipocitos, se 

podría esperar que cambios en la masa de tejido adiposo corporal puedan producir 

cambios en la cantidad de adiponectina circulante. Sin embargo, y a diferencia de 

otras hormonas sintetizadas en el adiposo, la cantidad de adiponectina sérica y su 

expresión está paradójicamente disminuida en condiciones de obesidad (Hu et al., 

1996;Arita et al., 1999). Además, esta relación inversa entre la concentración de 

adiponectina circulante y la grasa corporal se observa también en individuos con 

baja o casi nula grasa corporal, como las personas con anorexia nerviosa, que 

muestran niveles elevados de adiponectina (Delporte et al., 2003;Pannacciulli et al., 
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2003). Diferentes estudios poblacionales demuestran también una relación inversa 

entre la expresión de mRNA de adiponectina o sus niveles séricos y el BMI (Arita et 

al., 1999;Weyer et al., 2001). Esta correlación inversa es todavía más sólida si se 

realiza entre la cantidad de adiponectina (mRNA o proteína) y la cantidad de grasa 

corporal determinada mediante impedancia bioeléctrica o tomografía computerizada 

(Kern et al., 2003). 

 

En las concentraciones circulantes de adiponectina encontramos un dimorfismo 

sexual, es decir, es diferente en machos y en hembras. Los niveles totales de 

adiponectina y el porcentaje de formas HMW son superiores en hembras. Pero, 

paradójicamente las hembras tienen un mayor porcentaje de grasa corporal 

respecto a los machos para un mismo BMI. Así pues, la relación entre grasa 

corporal y adiponectina no explicaría este dimorfismo sexual sugiriendo que existen 

otros factores, aparte de la cantidad de grasa corporal, que regulan la cantidad de 

adiponectina circulante (Combs et al., 2003). 

 

Estudios en primates sugieren que la adiponectina circulante disminuye con la 

ganancia de peso a medida que el animal se va haciendo obeso (Hotta et al., 2001). 

Esta situación es reversible, ya que la perdida significativa de peso produce un 

incremento en la expresión de adiponectina, tal y como se ha observado en 

pacientes humanos tras someterse a cirugía bariátrica (Yang et al., 2001;Faraj et 

al., 2003;Pender et al., 2004). Además, esta recuperación de la concentración de 

adiponectina circulante va acompañada de una mejora en la sensibilidad a la 

insulina (Yang et al., 2001). De la misma manera, los niveles de adiponectina 

circulante, así como la sensibilidad a la insulina, pueden incrementar en personas 
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obesas que se someten a un control estricto de la dieta (Bruun et al., 2003;Lihn et 

al., 2004). 

 

2.5. Adiponectina y distribución de la grasa corporal. 

La concentración de adiponectina sérica tiene una marcada relación inversa con la 

grasa abdominal (Cnop et al., 2003;Gavrila et al., 2003). Se ha sugerido que la 

adiponectina circulante correlaciona mejor con la grasa abdominal que con la 

subcutánea. Análisis �ex vivo� del tejido adiposo de sujetos delgados y de sujetos 

obesos demuestran que hay niveles más bajos de proteína adiponectina y de su 

mRNA  en el tejido adiposo omental en comparación con el subcutáneo (Statnick et 

al., 2000;Fisher et al., 2002). Esto sugiere, que no es exclusivamente la cantidad de 

grasa corporal, sino su distribución, la que puede determinar los niveles de 

adiponectina. 

 

La comparación de la expresión de adiponectina en los diferentes depósitos de 

grasa de sujetos delgados, obesos y obesos diabéticos demuestra que la expresión 

es más baja en la grasa visceral que en la subcutánea en todos los grupos (Statnick 

et al., 2000;Lihn et al., 2004). Estos resultados deben ser considerados con cautela, 

ya que los niveles de expresión de mRNA de adiponectina no siempre corresponde 

con los niveles de proteína detectados (Combs et al., 2003).  
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2.6. Adiponectina y lipodistrofia. 

La lipodistrofia se caracteriza por la pérdida o la redistribución del tejido adiposo 

junto con otras alteraciones metabólicas como la diabetes, la resistencia a la 

insulina,  dislipidemia y esteatosis hepática. Debido a la similitud que presenta la 

lipodistrofia con el síndrome metabólico, se ha estudiado el papel de la adiponectina 

y el resto de adipoquinas en la patogénesis de esta enfermedad. Diferentes 

estudios demuestran que tanto la lipoatrofia congénita como la asociada a la 

infección con el VIH están relacionadas con una disminución en los niveles de 

adiponectina. Se ha demostrado que en el caso de la lipodistrofia congénita la 

reducción en los niveles de adiponectina es proporcional a la reducción de grasa 

corporal (Haque et al., 2002). En el caso de la lipodistrofia asociada a la infección 

con el virus VIH los niveles de adiponectina son proporcionales a la redistribución 

de los depósitos de grasa de la periferia hacia depósitos más centrales (Mynarcik et 

al., 2002). 

 

2.7. Adiponectina y resistencia a la insulina. 

Se ha postulado que la adiponectina estimula la sensibilidad a insulina 

disminuyendo la producción hepática de glucosa, contribuyendo así, a una mejor 

regulación de la glucemia. Estudios en humanos correlacionan los niveles de 

adiponectina y la supresión basal de la producción de glucosa mediada por insulina 

(Stefan et al., 2003). Además, la hipoadiponectinemia está asociada en humanos 

con la resistencia a la insulina (Weyer et al., 2001;Kern et al., 2003), a la resistencia 

a la insulina en diabetes gestacional (Ranheim et al., 2004), a diabetes asociada a 

lipodistrofia (Kosmiski et al., 2003) y a diabetes tipo 2 (Hotta et al., 2000). Un factor 

a destacar es que los niveles de adiponectina son bajos en individuos resistentes a 
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la insulina independientemente de que sean obesos (Abbasi et al., 2004). Estos 

datos sugieren que la hipoadiponectinemia contribuye a los cambios en la 

regulación de la homeostasis de la glucosa y al descenso en la sensibilidad 

hepática a la insulina observados durante la diabetes. 

 

Estas evidencias de la relación de la hipoadiponectinemia con el desarrollo de 

resistencia a insulina y diabetes vienen además confirmadas por estudios genéticos. 

En ellos, se han asociado diferentes polimorfismos que provocan 

hipoadiponectinemia con el desarrollo de resistencia a la insulina y diabetes. El 

locus donde se codifica la adiponectina se ha asociado con la diabetes (Vasseur et 

al., 2003). Además, estudios más recientes demuestran que los niveles bajos de 

adiponectina predicen el riesgo de padecer diabetes tipo 2, incluso en ausencia de 

otros marcadores de resistencia a insulina (Lindsay et al., 2002;Spranger et al., 

2003). Otras evidencias de la clara relación entre adiponectina y sensibilidad a la  

insulina son los efectos de la insulina sobre los niveles de adiponectina circulante. 

Se ha demostrado in vivo que la insulina disminuye los niveles de adiponectina 

tanto en humanos como en ratones (Combs et al., 2001;Yu et al., 2002). Resultados 

similares se han obtenido al tratar con insulina adipocitos in vitro  (Halleux et al., 

2001;Fasshauer et al., 2002;Motoshima et al., 2002). Por otro lado, se ha 

encontrado que los pacientes diabéticos tipo 1 presentan niveles mayores de 

adiponectina (Imagawa et al., 2002). Así pues, estos datos sugieren que la 

hiperinsulinemia podría tener un impacto negativo en los niveles de adiponectina 

circulante lo cual llevaría a resistencia a la insulina. Sin embargo, y debido a que la 

hiperinsulinemia suele ir acompañada de resistencia a la insulina in vivo, es difícil 

establecer por separado cuál es la contribución de los niveles de adiponectina y de 
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insulina en el desarrollo de resistencia a la insulina. En cualquier caso, estudios en 

primates indican que el descenso en los niveles de adiponectina precede al 

desarrollo de la hiperinsulinemia (Hotta et al., 1998;Hotta et al., 2001) indicando que 

el descenso en  los niveles de adiponectina puede ser una causa y no una 

consecuencia de la hiperinsulinemia.  

 

Los factores que intervienen en el descenso de los niveles de adiponectina no son 

del todo conocidos. Se ha descrito que el tratamiento de con tiazoladinedionas 

(TZDs), que son potentes agonistas de PPARγ, incrementa los niveles de 

adiponectina circulante tanto en humanos como en ratones (Combs et al., 2002). En 

cambio, este efecto no se ha observado con los agonistas de PPARα (Combs et al., 

2002). Este efecto de la TZDs sobre la producción de adiponectina podría ser 

directo en el tejido adiposo (Maeda et al., 2001). Sin embargo, se desconoce si este 

efecto es debido a un incremento en la diferenciación de los adipocitos (Combs et 

al., 2003) o a la unión con elemento de respuesta a  PPARγ que se encuentra en el 

promotor de la adiponectina (Iwaki et al., 2003). 

 

2.8. Adiponectina y aterosclerosis. 

Existen también evidencias de que la adiponectina tiene un efecto protector ante el 

desarrollo de aterosclerosis. Ratones genosuprimidos que carecen del gen de la 

adiponectina presentan un mayor engrosamiento de la neoíntima en respuesta a un 

daño vascular externo (Kubota et al., 2002). Además, la expresión de adiponectina 

exógena en ratones apoE-/-, que presentan una mayor susceptibilidad a desarrollar 

aterosclerosis, conduce a una menor susceptibilidad de desarrollar esta enfermedad 

(Okamoto et al., 2002). Algunos estudios in vitro postulan que los efectos 



                                                                                                    Introducción 
  

 23

protectores de la adiponectina serían debidos a su capacidad para disminuir los 

factores de adhesión vascular en las células endoteliales (Ouchi et al., 1999). 

También, se ha descrito que la adiponectina inhibe la formación de la célula 

espumosa y la migración de las células de la musculatura lisa (Arita et al., 

2002;Matsuda et al., 2002) y ejerce efectos antiinflamatorios en macrófagos (Yokota 

et al., 2000). Sin embargo, y debido a que en la mayoría de estudios se utilizó la 

forma globular de la adiponectina, no está del todo claro si la forma completa de la 

adiponectina podría mediar estos efectos. 

 

Además, la adiponectina podría tener efectos antiaterogénicos a través de la 

modulación del metabolismo lipídico. Estudios clínicos demuestran que los niveles 

de adiponectina están correlacionados negativamente con los niveles en sangre de 

triglicéridos y de las lipoproteínas de baja  densidad (LDL) y positivamente con las 

lipoproteínas de alta densidad (HDL) (Hotta et al., 2000;Kazumi et al., 2002;Hulthe 

et al., 2003). Además, estudios de población demuestran que la relación de la 

adiponectina con los lípidos en sangre es independiente de edad, género, BMI y 

sensibilidad a insulina (Yamamoto et al., 2002;Cnop et al., 2003;Baratta et al., 

2004).  Los mecanismos que intervienen en la regulación de los lípidos circulantes 

por parte de la adiponectina son desconocidos aunque, en parte, puedan estar 

relacionados con sus efectos directos en el hígado y en el tejido adiposo. 

 

También, diferentes trabajos han descrito una relación inversa entre la adiponectina 

circulante y diferentes parámetros marcadores de enfermedades vasculares (Hotta 

et al., 2000;Kojima et al., 2003;Kumada et al., 2003;Pischon et al., 2004). Además, 

la hipoadiponectinemia podría explicar en parte porqué algunos grupos étnicos  
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tienen más tendencia a desarrollar diabetes tipo 2 y enfermedades coronarias 

(Degawa-Yamauchi et al., 2003b;Hulver et al., 2004;Retnakaran et al., 2004). 

Aunque estos datos sugieren que factores como la dislipidemia y la inflamación 

vascular pueden contribuir a la relación entre la hipoadiponectinemia y las 

enfermedades vasculares, los mecanismos que subyacen a esta relación son 

desconocidos. 
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3. DIABETES TIPO 2. 

3.1. Definición. 

La diabetes tipo 2 es la forma más frecuente de diabetes, ya que afecta al 90-95% 

de la población diabética. A diferencia de la diabetes tipo 1, esta patología no es 

debida a  un ataque autoinmune que destruya la célula β pancreática provocando la 

ausencia  de insulina. La aparición de la diabetes tipo 2 está relacionada con la 

edad y los hábitos teniendo normalmente una prevalencia mayor en adultos a partir 

de 40 años con una vida sedentaria y, generalmente, obesos. La diabetes tipo 2 se 

caracteriza por la aparición de resistencia a la insulina (DeFronzo et al., 

1992;DeFronzo, 2004).  

 

La insulina regula la homeostasis de la glucosa en diferentes tejidos. Reduce la 

producción de glucosa, disminuyendo la glucogenolisis y la gluconeogénesis a nivel 

hepático, y aumenta la captación de glucosa en la musculatura estriada, tejido 

adiposo e hígado. La insulina también afecta al metabolismo lipídico incrementando 

la síntesis de lípidos en hígado y tejido adiposo y atenuando la liberación de ácidos 

grasos a partir de triglicéridos en músculo y tejido adiposo. Así pues, la resistencia a 

la insulina se define como un defecto en la transducción de la señal de esta 

hormona en los diferentes tejidos diana. Esta resistencia implica una menor 

capacidad de la hormona para ejercer sus efectos en los tejidos periféricos tales 

como el músculo, el hígado y el tejido adiposo. Este mecanismo desencadena que 

la célula β pancreática intente compensar este defecto de función secretando más 

insulina y provocando la hiperinsulinemia característica de esta enfermedad. Con el 

tiempo, las células β, responsables de la producción de insulina, pueden llegar a 

agotarse provocando una pérdida casi total de la secreción de insulina y el 
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establecimiento de una diabetes abierta (DeFronzo et al., 1992;DeFronzo, 2004). 

Independientemente de la causa, la resistencia a la insulina desencadena un 

aumento de la glucemia, que puede contribuir al mantenimiento de la propia 

resistencia a la insulina y además, provocar un efecto tóxico para la célula β.  

 

En general, el tratamiento de los pacientes diabéticos de tipo 2, consiste en una 

dieta restringida dado que una disminución de la obesidad puede  conducir a una 

mejora substancial de la enfermedad. La dieta estricta puede ser combinada con el 

tratamiento de hipoglucemiantes orales. Sin embargo, los pacientes que finalmente 

progresan hacia el agotamiento de la célula β y la deficiencia de insulina, deberan 

tratarse con la hormona (Moller, 2001). El avance en el conocimiento de los 

mecanismos implicados en el desarrollo de la resistencia insulina está favoreciendo 

la aparición de nuevas dianas para el desarrollo de aproximaciones terapeúticas 

(Moller, 2001). 

 

3.2. Patogénesis. 

Los factores relacionados con el inicio y el desarrollo de la diabetes tipo 2 no son 

del todo conocidos. En realidad, la diabetes tipo 2 se trata de una patología 

heterogénea con una fuerte correlación entre factores ambientales y factores 

genéticos (Zimmet et al., 2001). 

 

En el desarrollo de la diabetes tipo 2 se deben tener en cuenta factores genéticos 

que susceptibilizan a la aparición de esta enfermedad. Se han identificado una gran 

cantidad de genes relacionados con la susceptibilidad de padecer diabetes tipo 2 

(Barroso, 2005;Hansen and Pedersen, 2005;Malecki, 2005). La mayoría de estos 
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genes de susceptibilidad estan relacionados con la secreción de insulina y su 

mecanismo de acción en los tejidos periféricos (Kahn et al., 1996;Virkamaki et al., 

1999). Se ha descrito que mutaciones en un único gen pueden provocar resistencia 

a la insulina en humanos. Así, diferentes mutaciones en el gen del receptor de la 

insulina (IR) (Moller et al., 1990;Moller et al., 1994), el sustrato del receptor de la 

insulina-1 (IRS-1) (Whitehead et al., 1998), la fosfatidil inositol�3 quinasa (PI3-

quinasa) (Hansen et al., 2001), entre otras, se han asociado con la resistencia a la 

insulina en humanos. Sin embargo, estas mutaciones sólo pueden explicar un 

pequeño porcentaje de los pacientes diabéticos de tipo 2. La importancia de la base 

genética podría explicar la elevada prevalencia de esta enfermedad en ciertas 

poblaciones como en los indios Pima americanos. Hay que tener en cuenta que 

esta base genética aportaba ventajas evolutivas, ya que se promueve el depósito de 

grasas y el almacenamiento de calorías en tiempos de abundancia. De esta 

manera, en épocas de escasez, los individuos con este componente genético 

presentarían una mayor supervivencia. Pero con la occidentalización de estas 

poblaciones con dietas energéticas, ricas en carbohidratos y grasas saturadas, se 

desencadena la progresión de la obesidad y la diabetes alcanzando niveles 

epidémicos (Ong and Dunger, 2000;Zimmet et al., 2001;Prentice et al., 2005). 

 

Entre los factores ambientales que influyen en el desarrollo de la diabetes tipo 2 se 

encuentran la obesidad, la poca actividad física y la edad. Además, se deben 

considerar otros factores ambientales como el tipo de dieta y el estrés. Todos estos 

factores ambientales, típicos de las sociedades occidentales, son los responsables 

de la mayor incidencia de esta enfermedad en las sociedades modernas (Zimmet et 

al., 2001). En el caso de la obesidad, aproximadamente un 45% de los hombres y 
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un 70% de las mujeres con diabetes tipo 2 son obesos. Los mecanismos que 

relacionan el aumento de grasa corporal que caracteriza la obesidad con el 

establecimiento de la resistencia a la insulina no están del todo claros. Además, la 

resistencia a la insulina puede contribuir al mantenimiento de la obesidad. Este 

hecho se debe a que el efecto antilipolítico de la insulina requiere mucho menos 

actuación de ésta que la estimulación del transporte de glucosa. Así pues, incluso 

en los casos de resistencia a la insulina en los que el transporte de glucosa está 

alterado, el efecto antilipolítico de esta hormona se conserva permitiendo el 

incremento de los depósitos de grasa. 

 

Tanto en el músculo esquelético como en el tejido adiposo la unión de la insulina a 

su receptor, la fosforilación de éste, su actividad tirosina quinasa y la fosforilación de 

los diferentes sustratos del receptor de la insulina (IRSs) está disminuida en 

personas obesas con diabetes tipo 2 (Rondinone et al., 1997;Goodyear et al., 1995). 

Los adipocitos de humanos obesos con diabetes tipo 2 presentan una disminución 

de la expresión de IRS-1 y de la actividad PI 3-quinasa asociada (Rondinone et al., 

1997). En cambio, en el músculo esquelético, los niveles de IRS-1 e IRS-2 son 

normales pero la actividad PI3-quinasa asociada está disminuida (Kim et al., 1999). 

En casos de obesidad mórbida, existe una reducción de la fosforilación del receptor 

de la insulina y de IRS-1, así como de la actividad PI3-quinasa en músculo 

(Goodyear et al., 1995). Todavía no está claro si el defecto en la señalización de la 

insulina es el mecanismo mediante el cual se genera hiperinsulinemia o si es una 

consecuencia de esta (Goodyear et al., 1995). Los factores ambientales y su 

interacción con la base genética, serán pues, claves tanto en el desarrollo de 

obesidad como en desarrollo de diabetes de tipo 2. 
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4. MODELOS ANIMALES DE DIABETES TIPO 2. 

Es importante la utilización de modelos animales que mimeticen las diferentes 

patologías. De esta manera, se pueden estudiar los mecanismos patogénicos que 

intervienen en el desarrollo de la enfermedad y ensayar diferentes aproximaciones 

terapéuticas para la prevención y el tratamiento de la enfermedad. Los modelos 

animales de enfermedades pueden generarse espontáneamente, o bien, ser 

inducidos experimentalmente en diversas especies. En algunos casos, para la 

obtención del modelo animal de la patología, se pueden combinar ambas 

situaciones. 

 

4.1. Modelos espontáneos. 

Gran parte de los modelos animales de diabetes tipo 2 son fruto de mutaciones 

monogénicas como en el caso de los ratones ob/ob y db/db o las ratas fa/fa. 

También, pueden ser debidas a defectos poligénicos como en el caso del ratón 

obeso New Zealand (NZO) y del hámster chino (Bray and York, 1971). 

 

La mutaciones más estudiadas en ratones son las la mutaciones recesivas que 

afecta al gen de la leptina (ob) y a su receptor (db). La leptina se sintetiza 

exclusivamente en el tejido adiposo y actúa a nivel hipotalámico inhibiendo el 

hambre, estimulando el gasto energético y provocando una pérdida de peso 

corporal (Zhang et al., 1994). Así pues los ratones con la mutación �ob� en 

homocigosis en el gen de la leptina, ratones ob/ob, presentan una leptina no 

funcional de forma que son hiperfágicos, presentan un menor gasto energético y 

desarrollan obesidad severa (Halaas et al., 1995;Pelleymounter et al., 1995).  
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Efectos similares se encuentran en el caso de que el receptor de la leptina sea no 

funcional (Tartaglia et al., 1995). Los ratones db/db presentan características 

similares a los ob/ob pero, en este caso, los animales son hiperleptinémicos y 

resistentes a leptina (Chen et al., 1996). Las ratas fa/fa serían el equivalente en 

ratas a los ratones db/db presentando características similares (Phillips et al., 1996). 

Además, debemos tener en cuenta la base genética o cepa animal utilizada, ya que, 

el desarrollo de la patología en el modelo puede variar según las interacciones con 

diferentes genes. Se ha demostrado que ratones db/db en base genética C57BL/Ks 

desarrollan hiperglucemia e hiperinsulinemia a edades tempranas asociada a una 

posterior necrosis de la célula β y atrofia de los islotes (Lee et al., 1996). También, 

se encuentran diferencias según la base genética en el caso de los ratones obesos 

NZO (Igel et al., 1997). 

 

4.2. Modelos inducidos experimentalmente. 

Modelos experimentales similares a la diabetes tipo 2 pueden ser inducidos 

mediante: 1) destrucción química por estreptozotocina o eliminación quirúrgica de la 

masa de célula β, 2) lesión del hipotálamo ventromedial afectando al centro de la 

saciedad, 3) alimentación con dietas con alto contenido en lípidos o azúcares, 4) 

malnutrición in utero, 5) dosis elevadas de glucocorticoides y 6) exposición a 

hiperinsulinemia. Además, en nuestro laboratorio se han generado diversos 

modelos de ratones transgénicos que presentan intolerancia a la glucosa, 

resistencia a la insulina y obesidad, como por ejemplo ratones que expresan IGF-II 

en páncreas (Devedjian et al., 2000), ratones que expresan PEPCK en hígado 

(Valera et al., 1994) o tejido adiposo (Franckhauser et al., 2002) y animales que 

sobreexpresan GK en hígado (Ferre et al., 2003). 
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4.2.1. Dieta alta en lípidos. 

Como se ha indicado con anterioridad, está ampliamente aceptada la relación 

existente entre la dieta, la obesidad y el desarrollo de resistencia a la insulina y 

diabetes tipo 2. Cuando ratas o ratones son alimentados con una  dieta de alto 

contenido lipídico desarrollan rápidamente resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, 

hiperglucemia, y en cepas genéticamente susceptibles, también diabetes (Kraegen 

et al., 1986;Storlien et al., 1986;Surwit et al., 1988;Winzell and Ahren, 2004). La 

utilización de animales alimentados con dieta alta en lípidos es un modelo de interés 

ya que permitirán estudiar los mecanismos que conducen a la resistencia a la 

insulina en individuos obesos con tolerancia a la glucosa alterada o diabetes tipo 2. 

Además, se ha analizado en ratón, mediante técnicas de proteómica, cómo afecta la 

alimentación con dieta alta en lípidos a la expresión de diferentes proteínas en 

diferentes tejidos (Schmid et al., 2004). Sin embargo, ha de tenerse en cuenta la 

respuesta heterogenea de los animales a la dieta alta en lípidos (Burcelin et al., 

2002). No obstante, nos encontramos ante un modelo bien descrito y ampliamente 

utilizado para el estudio de la obesidad, la resistencia a la insulina y la diabetes de 

tipo 2.  

 

4.3. Ratones genosuprimidos (knock-out). 

A través de la delección dirigida de genes implicados en el desarrollo de obesidad y 

diabetes se pueden generar animales que simulen la enfermedad humana. En 

general, los modelos animales genosuprimidos con alteraciones monogénicas en la 

acción de la insulina han permitido estudiar el papel potencial de las moléculas de 

señalización de la insulina en la resistencia a la hormona a nivel específico de 

tejido.  Un ejemplo de estos animales es el animal genosuprimido total para el 
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receptor de la insulina (IR). Este animal presenta diabetes severa y muerte post-

natal a los 3-7 días del nacimiento (Accili et al., 1996;Bruning et al., 1997). En 

cambio, la disrupción específica de este gen en un tejido concreto tendrá efectos 

diferentes. En músculo, la disrupción del gen IR produce un incremento del tejido 

adiposo, triglicéridos y ácidos grasos  (Bruning et al., 1998;Kim et al., 2000). La falta 

de IR en hígado provoca intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia y alteración en 

la función hepática (Michael et al., 2000). En célula β altera la secreción de insulina 

y desarrolla progresivamente intolerancia a la glucosa (Kulkarni et al., 1999). La 

delección del gen de IR en cerebro provoca resistencia a insulina, un incremento del 

tejido adiposo y de leptina e hipogonadismo hipotalámico (Bruning et al., 2000). De 

la misma manera, delecciones en los genes IRS-1 (Araki et al., 1994;Tamemoto et 

al., 1994) o IRS-2  (Withers et al., 1998;Kido et al., 2000) producen resistencia a 

insulina, pero ésta no va acompañada del mismo fenotipo. 

 

En humanos, también se han descrito formas monogénicas de diabetes 

relacionadas con el receptor de la insulina  (Accili et al., 1992) e IRS-1 (Ura et al., 

1996) entre otros.  Pero estas situaciones en que el origen de la enfermedad es 

monogénico sólo explican el 5% de los casos de diabetes. La diabetes tipo 2 es una 

enfermedad poligénica y puede implicar polimorfismos en múltiples genes que 

codifican por proteínas implicadas en la señalización y la secreción de insulina así 

como el metabolismo intermediario (Stern, 2000). Por ello, también se han 

obtenidos modelos transgénicos genosuprimidos combinados con dobles 

delecciones en heterocigosis, por ejemplo de IR e IRS-1 (Bruning et al., 1997), e 

incluso, la triple delección heterocigota en IR, IRS-1 e IRS-2 (Kido et al., 2000). En 

algunos de estos modelos, se puede observar una evidencia muy clara de los 
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efectos de la epistasia genética respecto al desarrollo de la enfermedad. Así, la 

doble genosupresión en heterocigosis de IR e IRS-1 produce resistencia a la 

insulina, hiperinsulinemia e hiperplasia de los islotes pancreáticos con progresión 

hacia diabetes abierta en un 50% de los animales (Bruning et al., 1997). Así mismo, 

se ha observado un efecto del fondo genético sobre este fenotipo dado que la 

misma doble genosupresión en tres cepas diferentes de ratón produce una gran 

variabilidad en la hiperinsulinemia, la tolerancia a la glucosa y la hiperplasia de los 

islotes que muestran estos animales (Kulkarni et al., 2003). Estos modelos 

poligénicos han apoyado la idea de que defectos menores en la secreción de 

insulina y/o en su acción, cuando se combinan, pueden dar lugar a diabetes. 

 

A veces, para el estudio de la diabetes tipo 2,  pueden generarse modelos mixtos de 

ratones modificados genéticamente expuestos a ambientes diabetogénicos. Este el 

caso del animal con la delección en heterocigosis de IRS-1 al que se le induce 

obesidad experimental  (Shirakami et al., 2002). 

 

4.3.1. Ratones genosuprimidos IRS-1-/-. 

El sustrato del receptor de la insulina- 1 (IRS-1) es uno de los principales 

transductores de la vía de señalización de la insulina. A nivel de población humana, 

el gen de IRS-1 es un gen altamente polimórfico, con variaciones en la secuencia 

codificante asociadas con diabetes de tipo 2 (Almind et al., 1993;Celi et al., 

1995;Clausen et al., 1995;Mori et al., 1995). 

 

La generación de ratones homocigotos para el gen de IRS-1(IRS-1-/-) permiten el 

estudio in vivo de la función de esta proteína. Los ratones IRS-1-/- muestran un 
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retraso en el crecimiento embrionario y postnatal (Araki et al., 1994;Tamemoto et 

al., 1994). Estos animales presentan resistencia severa a los efectos 

hipoglucemiantes de insulina y de IGF-I y muestran alteración en la tolerancia a la 

glucosa pero no desarrollan diabetes. Esto es debido a que presentan  

hiperinsulinemia compensatoria que se manifiesta por unos niveles elevados de 

insulina en sangre. Los animales IRS-1-/- son resistentes a insulina e 

hiperinsulinémicos pero no presentan obesidad. 

 

La supresión de la producción hepática de glucosa mediada por insulina no se ve 

afectada en los animales IRS-1-/- debido a una compensación funcional mediada 

por IRS-2. De esta manera, se observa una normalización de la actividad PI3-

quinasa estimulada por insulina equivalente a la del hígado en ratones control 

(Yamauchi et al., 1996;Previs et al., 2000). 

 

A diferencia de lo que sucede en hígado, los ratones IRS-1-/- muestran un defecto 

marcado en el transporte de glucosa estimulado por insulina y en la síntesis de 

glucógeno muscular (Yamauchi et al., 1996;Previs et al., 2000). A nivel molecular, 

este defecto es causado por una reducción en la actividad PI3-quinasa estimulada 

por insulina en músculo esquelético. Esta alteración no se ve compensada por IRS-

2 en músculo esquelético, a pesar de que estos animales muestran mayores niveles 

de fosforilación de IRS-2 mediada por insulina y de actividad PI3-quinasa asociada 

a  IRS-2 que los animales controles. De esta manera, la resistencia a la insulina en 

músculo en los animales IRS-1-/- es la responsable de la resistencia a la insulina 

que presentan estos animales (Yamauchi et al., 1996). Estos resultados han sido 

confirmados con los resultados obtenidos en el animal genosuprimido IRS-2-/- 
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(Withers et al., 1998) y en animales con genosupresión combinada en IR, IRS-1 e 

IRS-2 (Kido et al., 2000). 

 

Se ha descrito que IRS-2 podría compensar la deficiencia de IRS-1 de forma más 

efectiva en hígado y célula β que en músculo esquelético (Araki et al., 

1994;Yamauchi et al., 1996;Bruning et al., 1997;Withers et al., 1998). Se postula 

que IRS-1 e IRS-2 no tienen funciones redundantes, es decir, no son 

intercambiables, en tejidos que son responsables de la producción de glucosa 

(hígado), de la captación de glucosa (músculo y tejido adiposo) y producción de 

insulina (células β pancreáticas).    

 

De esta manera, los animales genosuprimidos IRS-1-/- se podrían considerar un 

modelo de resistencia a la insulina similar a los fenotipos de la diabetes tipo 2 en 

estado pre-diabético. Además, en este caso, la resistencia a insulina no viene 

generada por efectos de una dieta alta en lípidos sino por un defecto molecular 

conocido. 
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La adiponectina es una hormona sintetizada en el tejido adiposo y que tiene efectos 

en tejidos periféricos tales como el hígado y el músculo esquelético. Uno de sus 

efectos más importantes es el de aumentar la sensibilidad a insulina en estos 

tejidos. Esto sugiere que la expresión de adiponectina en músculo esquelético 

podría contrarrestar la resistencia a insulina presente en algunos estados 

patológicos. Así pues, el objetivo general de este trabajo ha sido estudiar si la 

expresión de adiponectina en músculo esquelético de diferentes modelos animales  

podía contrarrestar la resistencia a insulina y la obesidad.  

 

Este objetivo general se dividió en los siguientes objetivos concretos: 

 

1. Estudiar el efecto de la expresión de adiponectina en músculo esquelético en un 

modelo de obesidad y resistencia a insulina. 

 

1.1. Generar ratones transgénicos que expresen adiponectina en músculo 

esquelético y estudiar los cambios metabólicos asociados a dicha 

expresión. 

1.2. Estudiar los efectos en la sensibilidad a insulina y el peso corporal de la 

expresión de adiponectina en músculo esquelético en los animales 

transgénicos en condiciones de dieta alta en lípidos. 

1.3. Expresar adiponectina en músculo esquelético mediante vectores virales 

en ratones alimentados con dieta alta en lípidos y valorar su efecto en la 

resistencia a insulina y la obesidad.  
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2. Estudiar los efectos de la expresión de adiponectina en músculo esquelético en 

un modelo no obeso de resistencia a insulina. 

 

2.1. Electrotransferir el gen de la adiponectina a músculo esquelético de 

animales genosuprimidos IRS-1-/-. 

2.2. Estudiar los efectos de la expresión de adiponectina en músculo 

esquelético en la sensibilidad a insulina y el metabolismo muscular de los 

animales genosuprimidos IRS-1-/-. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PARTE I: 

 

EFECTO DE LA EXPRESIÓN DE ADIPONECTINA EN 

MÚSCULO ESQUELÉTICO EN LA RESISTENCIA A 

INSULINA Y LA OBESIDAD  
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La adiponectina es una hormona  que promueve la sensibilidad a insulina y protege 

de la obesidad. Este hecho sugiere que la adiponectina podría ser utilizada con 

fines terapéuticos en patologías relacionadas con la resistencia a insulina y la 

obesidad (Fruebis et al., 2001;Yamauchi et al., 2001). Se ha descrito que uno de los  

principales factores a través del cual la adiponectina mediaría estos efectos es el 

aumento de la oxidación de ácidos grasos en músculo esquelético (Fruebis et al., 

2001;Yamauchi et al., 2001;Yamauchi et al., 2002). Estos datos sugerían que la 

expresión constitutiva de adiponectina en músculo esquelético y sus efectos en este 

tejido  podrían proteger de la resistencia a insulina y la obesidad inducida por una 

dieta alta en lípidos.  

 

Para analizar esta hipótesis, se propuso generar un modelo transgénico que 

expresase adiponectina en este tejido. En primer lugar, se estudiaron qué efectos 

producía la adiponectina sobre la sensibilidad a insulina y la disponibilidad de 

glucosa en condiciones estándar de alimentación. Asimismo, se analizaron los 

efectos de la expresión de adiponectina en la oxidación de ácidos grasos en el 

músculo esquelético de estos animales. Posteriormente, los animales transgénicos 

se alimentaron con una dieta alta en lípidos para evaluar el efecto protector de dicha 

expresión frente la obesidad y la resistencia a insulina.  

 

De la misma manera, se expresó adiponectina en músculo esquelético de animales 

controles mediante la utilización de vectores virales. Estos animales se alimentaron 

con dieta alta en lípidos y se evaluó el efecto de la expresión de adiponectina en la 

resistencia a insulina y la obesidad inducida por la dieta. 
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1. ESTUDIO EN RATONES TRANSGÉNICOS QUE EXPRESAN ADIPONECTINA 

EN MÚSCULO ESQUELÉTICO. 

 

1.1. OBTENCIÓN DE RATONES TRANSGÉNICOS QUE EXPRESAN 

ADIPONECTINA EN MÚSCULO ESQUELÉTICO. 

 

A continuación se describe el proceso de obtención del animal transgénico y del 

análisis de la expresión de adiponectina en estos animales.  Para ello, se necesitó 

el diseño y construcción del gen quimérico, la microinyección de los oocitos y la 

detección del transgén en los posibles fundadores. Además, se realizó un estudio 

de la expresión de adiponectina en músculo y se comprobó que esta expresión se 

centraba exclusivamente en músculo esquelético. 

 

1.1.1. Construcción del gen quimérico MLC/Adpn. 

Para la generación de un animal transgénico que expresase adiponectina en 

músculo esquelético se creó un gen quimérico formado por el cDNA de 

adiponectina humana (apM1) bajo el control del promotor de la cadena ligera de la 

miosina (MLC). Este promotor se expresa específicamente en músculo esquelético 

(Rao et al., 1996). De esta manera, se podría conseguir una expresión ectópica 

constitutiva de adiponectina específicamente en el tejido muscular esquelético. Se 

ha demostrado que la adiponectina humana tiene efecto en ratón (Okamoto et al., 

2002). 
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El promotor MLC se consiguió a partir de un plásmido previamente utilizado en 

nuestro laboratorio y mediante el cual ya se había conseguido  expresión específica 

en músculo (Riu et al., 2002). Este plásmido se denominaba pMLC/hINSmut1. El 

cDNA completo de adiponectina humana, apM1, fue cedido por el Dr. Norikazu 

Maeda de la Universidad de Osaka y estaba clonado en la diana EcoRI del 

plásmido pBluescript II KS+. Este plásmido se denominó pBluescript II KS+/ apM1. 

La secuencia de la adiponectina humana se comprobó por secuenciación.  

 

Así pues, para la obtención del gen quimérico se digirieron mediante el enzima de 

restricción EcoRI ambos plásmidos. De la digestión del primer plásmido se 

obtuvieron una banda de 3 Kb, correspondiente al vector pBluescript II KS+, y una 

banda de aproximadamente 0,8 Kb correspondiente al cDNA de adiponectina 

humana. De la digestión del segundo plásmido se obtuvieron dos bandas, una de 

aproximadamente 6 Kb, correspondiente a la secuencia estructural del plásmido con 

el promotor MLC, la señal de poliadenilación junto con un pequeño intrón del 

antígeno T del SV40 y el enhancer MLC 1/3, y otra de 0,5 Kb correspondiente al 

anterior cDNA clonado en este plásmido. La banda de 0,75 Kb, correspondiente al 

cDNA de la adiponectina humana se clonó en el lugar de restricción EcoRI del 

vector de expresión de 6 Kb. Al no tratarse de una inserción dirigida, se procedió a 

chequear si el inserto se había integrado como copia única y con el ORF en 

dirección 5’-3’ correcta. Para ello se utilizaron las dianas de restricción Bgl I, XhoI, 

ApaI y BssHII (ver Materiales y Métodos). El plásmido así obtenido se denominó 

pMLC/apM1 (Figura 1). 
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Figura 1. Construcción del gen quimérico MLC/Adpn. Las dianas EcoRI son las que se 
utilizaron para la clonación. El resto de dianas indicadas se utilizaron para chequear la 
orientación y el número de copias de cDNA insertadas en la ligación. Además, BssHII se utilizó 
para obtener el constructo a microinyectar en embriones. XhoI es diana única en el constructo 
(ver Materiales y Métodos).  
 

1.1.2. Generación de ratones transgénicos. 

El gen quimérico MLC/Adpn se obtuvo del plásmido pMLC/apM1 mediante digestión 

con el enzima de restricción BssHII (ver Figura 1). El fragmento BssHII- BssHII de 4 

kb obtenido se purificó mediante electroelución y se microinyectó en oocitos 

fecundados  de ratón que se transfirieron posteriormente a hembras receptoras.  

 

A las tres semanas del nacimiento se analizó la presencia del transgén mediante 

análisis por Southern blot y PCR del DNA genómico. Para el análisis mediante 

Southern blot, el DNA genómico obtenido se digirió con la enzima Bgl II (no 

confundir con la diana Bgl I utilizada para combrobar la dirección de la inserción del 
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cDNA de apM1). Se analizó la presencia de la banda de 4 Kb proveniente de la 

integración en tándem del gen quimérico (Figura 2). Los resultados obtenidos del 

Southern blot mostraban la existencia de las dos líneas transgénicas. 

 

Se obtuvieron dos animales fundadores que habían integrado el transgén en su 

genoma de un total de treinta y cinco animales analizados. A partir de estos dos 

fundadores diferentes se obtuvieron dos colonias de animales transgénicos que se 

denominaron línea 16 y línea17. Estas líneas de animales transgénicos se cruzaron 

con animales controles C57Bl6. 
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Figura 2. (A)  Representación esquemática del gen quimérico MLC/Adpn con la diana utilizada para 
el Southern blot. (B) El fragmento de 4 Kb correspondiente a la inserción en tándem del gen 
quimérico fue detectado mediante Southern blot . 
 

Los resultados obtenidos mediante Southern blot se confirmaron mediante técnicas 

de PCR. Para ello, se utilizaron dos reacciones diferentes con distintos cebadores 
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que permitían detectar la presencia del gen quimérico (Figura 3A) tal y como se 

indica en Materiales y Métodos. La medida de 250 pb y 380 pb de  los productos de 

amplificación de las dos reacciones correspondía con la medida de los fragmentos 

esperados (Figura 3B). La técnica de PCR fue la utilizada para el genotipado de la 

mayor parte de los animales utilizados en este estudio ya que permite la obtención 

de resultados fiables de forma rápida. 

 

Figura 3. (A) Esquema de la localización de los cebadores utilizados en la PCR. Representación 
de la ubicación de los cebadores utilizados para la de detección del gen quimérico MLC/Adpn 
mediante PCR. (B) Electroforesis de los productos de PCR. Se determinó el tamaño de los 
productos de PCR obtenidos en las dos reacciones de PCR en las que se han utilizado el par de 
cebadores fw MLC y rv int  y el par de cebadores fw int y rv int. 
 

1.1.3. Análisis de la expresión de adiponectina en músculo esquelético. 

Una vez confirmada la presencia del transgén se procedió a obtener RNA total de 

músculo esquelético de ratones controles y transgénicos. Este RNA fue analizado 

mediante Northern blot para determinar la presencia del mRNA de la adiponectina 

humana. En los ratones transgénicos se detectó la presencia del transcrito de 
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adiponectina como resultado de la expresión del transgén en el músculo esquelético 

(Figura 4). Esta expresión no fue detectada en el músculo de ratones controles. 

Este resultado indicaba que las líneas de animales transgénicos obtenidas eran 

capaces de expresar mRNA de adiponectina específicamente en el músculo 

esquelético. 

 

 

 

 

Figura 4. Expresión de adiponectina humana en músculo esquelético de ratones transgénicos 
MLC/Adpn. Análisis por Northern blot de los niveles de expresión del gen de la adiponectina en 
músculo. Se extrajo RNA total de músculo esquelético (M) e hígado (H) de ratones controles (Con) y 
transgénicos de las líneas 16 (Tg16)  y 17 (Tg17) alimentados con dieta estándar de laboratorio. Las 
membranas se hibridaron con el cDNA de la adiponectina humana (apM1).  
 

1.1.4. Análisis de la presencia de la proteína adiponectina. 

Una vez confirmada la expresión del mRNA de adiponectina en el músculo 

esquelético de los animales transgénicos el siguiente paso fue analizar si éste era 

traducido. Para ello, se determinó la presencia de la proteína adiponectina humana 

en el tejido muscular mediante Western blot y sus niveles circulantes en sangre 

mediante técnicas de ELISA. De esta manera se podía distinguir si la producción 

ectópica de adiponectina tendría efecto a nivel local en el músculo esquelético o si, 

además, se podrían esperar efectos a nivel periférico. 

 

Con Tg17 Tg16 
M            H          M         H          M          H     

apM-1 
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Para detectar la presencia de la adiponectina humana en el tejido se obtuvieron 

extractos musculares de animales controles y transgénicos y se analizaron por 

Western blot e incubación de la membrana con un anticuerpo específico contra 

adiponectina humana (Figura 5). Se detectó la banda de 30 KDa específica de la 

adiponectina en las dos líneas que expresaban el transgén. La banda superior 

detectada corresponde a un diferente estado de desnaturalización de la proteína y 

es normal su presencia en la detección mediante Western blot de esta proteína 

(Pajvani et al., 2003;Shklyaev et al., 2003;Satoh et al., 2005). Los resultados 

obtenidos indicaban que ambas líneas de animales transgénicos expresaban la 

proteína adiponectina en el músculo esquelético. En cambio, los animales controles 

no presentaron adiponectina humana en este tejido. 

                          

Tg16 Tg17Con

30 KDa

Tg16 Tg17Con

30 KDa

 

Figura 5. Adiponectina humana en músculo esquelético de ratones transgénicos MLC/Adpn. 
Análisis mediante Western blot de la presencia de adiponectina humana en músculo de animales 
controles (Con) y de las líneas de transgénicos 16 (Tg16) y 17 (Tg17). Las membranas se incubaron 
con un anticuerpo específico contra adiponectina humana (apM1).  
 
 
 
Los niveles circulantes de adiponectina murina y humana se determinaron mediante 

ensayos RIA y ELISA, respectivamente. No se observaron diferencias en los valores 

de adiponectina murina circulante entre las líneas de ratones transgénicos y 

controles (Figura 6). Además, no se detectaron niveles circulantes de adiponectina 

humana (datos no mostrados). Estos resultados indicaban que la adiponectina 
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generada no pasaba eficientemente a circulación y, por tanto, muy probablemente 

no podría ejercer efectos sistémicos. Así pues, los posibles efectos de esta proteína 

en este modelo serán de origen autocrino/paracrino debido a su rápida interacción 

con los receptores de adiponectina presentes en el músculo esquelético. Por otro 

lado, la expresión ectópica de adiponectina en músculo no desencadenaba una 

alteración de los niveles circulantes de adiponectina endógena sintetizada en el 

tejido adiposo. Por tanto, estas observaciones sugieren que el modelo transgénico 

obtenido no se trataba tanto de un modelo de hiperadiponectinemia circulante sino 

de un modelo de hiperadiponectinemia local con el que estudiar los efectos de la 

adiponectina exclusivamente a nivel muscular.  
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Figura 6. Niveles circulantes de adiponectina murina. Se obtuvo sangre de animales controles 
(Con), transgénicos de la línea 16 (Tg16) y transgénicos de la línea 17 (Tg17) y se analizaron 
mediante un ensayo RIA específico para detectar los niveles de adiponectina murina. Los resultados 
están expresados como la media ± S.E. de 10 animales por grupo. 
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1.2. ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA EXPRESIÓN DE ADIPONECTINA EN 

MÚSCULO ESQUELÉTICO EN CONDICIONES ESTÁNDAR DE ALIMENTACIÓN. 

 

La caracterización inicial de las líneas transgénicas permitió establecer que se 

contaba con un modelo en el que estudiar los efectos de la expresión de 

adiponectina en músculo esquelético a nivel local ya que no existían cambios en los 

niveles de adiponectina circulante. A continuación, se determinó como afectaba la 

expresión de adiponectina en músculo esquelético a la glucemia, insulinemia, 

leptinemia y otros parámetros relacionados con el balance energético en 

condiciones estándar de alimentación. También se determinaron los efectos sobre 

la sensibilidad a insulina y la tolerancia a glucosa así como los efectos en relación 

con la oxidación de ácidos grasos en músculo esquelético. Para todos los estudios 

se utilizaron ratones machos controles y transgénicos.  

 

1.2.1. Análisis de la glucemia y la insulinemia. 

Se determinaron los valores de glucemia e insulinemia de ratones controles y de las 

dos líneas de transgénicos de tres meses de edad alimentados con dieta estándar. 

No se observaron diferencias ni en condiciones de alimentación ni de ayuno en los 

niveles de glucosa circulante entre los animales controles y los animales de las dos 

líneas de transgénicos MLC/Adpn (Tabla 1). Tampoco se observaron diferencias en 

los animales transgénicos en los niveles de insulinemia en alimentación y en ayuno 

(Tabla 1).  
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Alimentación

Ayuno

Control

Tg16

Tg17

Control

Tg16

Tg17

Glucemia 
(mg/dL)

Insulinemia 
(ng/mL)

149±5

144±3

153±5

72±4

66±4

63±5

1.72±0.12

1.86±0.15

1.77±0.09

0.12±0.03

0.15±0.06

0.11±0.03

Tabla 1. Concentraciones de glucosa y de insulina en sangre
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           Los resultados están expresados como la media ± S.E. de 10 animales por grupo. 
 

Estos resultados indicaban que la expresión de adiponectina en músculo 

esquelético no provocaba alteraciones en estos parámetros en animales jóvenes 

alimentados con dieta estándar. 

 

1.2.2. Test de tolerancia a la insulina. 

Con la finalidad de determinar si existían diferencias en cuanto a la sensibilidad a la 

insulina entre animales controles y transgénicos debidas a la expresión de 

adiponectina en músculo esquelético, se realizó un test de tolerancia a la insulina. 

Para ello, se les administró a animales alimentados de tres meses de edad una 

dosis de insulina intraperitoneal de 0,75 UI/Kg de peso. Se observó que los 

animales transgénicos de la línea 17 presentaban una mayor respuesta 

hipoglucemiante a la hormona (Figura 7). Estos resultados indicaban que la 

expresión de adiponectina en el músculo esquelético incrementaba la sensibilidad a 

insulina en estos animales.  
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Figura 7. Test de tolerancia a la insulina. Porcentaje de disminución de la glucemia respecto al 
tiempo. Se inyectaron 0,75 UI de insulina por Kg de peso de ratón a ratones control (Con), 
transgénicos de la línea 16 (Tg16) y transgénicos de la línea 17 (Tg17). Se tomaron muestras de 
sangre por la vena caudal a los tiempos indicados y se determinó la glucemia tal y como se describe 
en Materiales y Métodos. Los resultados están expresados como la media ± S.E. de 12 animales por 
grupo. 
 

1.2.3. Test de tolerancia a la glucosa. 

Con el fin de determinar la capacidad de los animales MLC/Adpn de compensar una 

sobrecarga de glucosa se realizó un test de tolerancia intraperitoneal a este azúcar. 

Con este fin, se inyectaron intraperitonealmente 2 g de glucosa/Kg a ratones de tres 

meses de edad tras ser ayunados durante 16h. No se observaron diferencias 

significativas en los niveles basales de glucosa  entre el grupo control y las dos 

líneas de transgénicos (Figura 8). De la misma manera, las líneas de transgénicos 

presentaban una respuesta similar a la glucosa que los controles. El efecto de la 

sobrecarga de glucosa era similar en los tres grupos. El aumento de la glucosa 

circulante fue transitorio y gradualmente volvieron a los niveles basales tanto los 

animales controles como los animales transgénicos. Estos resultados indicaban que 

la expresión ectópica de adiponectina en músculo esquelético no provocaba una 

alteración en la tolerancia a la glucosa. 
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Figura 8. Test de tolerancia a la glucosa. Se realizó un test de tolerancia a la glucosa a ratones 
control (Con), transgénicos de la línea 16 (Tg16) y transgénicos de la línea 17 (Tg17) ayunados 
durante 16 h. Se administraron 2 mg de glucosa por gramo de peso vivo y a continuación se 
realizaron determinaciones de la concentración de glucosa en sangre a lo largo del test, tal y como 
se indica en Materiales y Métodos. Los resultados están expresados como la media ± S.E. de 12 
animales por grupo. 
 

1.2.4. Captación basal de glucosa. 

Con el objetivo de estudiar si la mayor sensibilidad a insulina en estos animales 

estaba relacionada con un aumento en la captación basal de glucosa se 

determinaron los valores de captación de glucosa basal por el músculo esquelético 

en las líneas de transgénicos. Para la determinación del índice de utilización basal 

de la glucosa in vivo en el músculo esquelético y tejido adiposo blanco (WAT) y 

marrón (BAT), se inyectó a través de la vena yugular 2-deoxi-D-[1-3H]-glucosa (2-

DG) a animales de tres meses de edad alimentados de los diferentes grupos 

experimentales. La 2-DG marcada con tritio es un análogo de la glucosa que una 

vez captado y fosforilado no puede ser metabolizado. Así, la determinación 

intratisular de 2-DG-6-fosfato es un parámetro que permite valorar la capacidad de 

captación y utilización de la glucosa por los tejidos. No se observaron diferencias en 
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la captación de glucosa entre los animales controles y transgénicos en los 

diferentes tejidos estudiados (Figura 9). 
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Figura 9. Captación basal de glucosa. Se determinaron los niveles de captación basal glucosa en 
(A) los músculos esqueléticos gastrocnemio y cuadriceps y (B) en los tejidos adiposos blanco y 
marrón tal y como se indica en Materiales y Métodos. Los resultados están expresados como la 
media ± S.E. de 4 animales por grupo. 
 
 
1.2.5. Peso corporal e ingesta de alimento. 
 
Se estudió si los animales transgénicos presentaban algún tipo de alteración en el 

peso corporal. No se observaron diferencias en el peso corporal entre el grupo 

control y transgénico durante su desarrollo (Figura 10A). Asimismo, al determinar la 

ingesta de alimentos en animales alimentados ad libitum con dieta estándar no se 

observaron diferencias significativas entre los ratones controles y transgénicos 

(Figura 10B). 
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Figura 10. (A) Peso corporal. Peso corporal de animales control (Con) y transgénicos de la línea 16 
(Tg16) y de la línea 17 (Tg17) a los 2 meses de edad. (B) Ingesta de alimento. Se determinó la 
ingesta de alimento diaria en animales alimentados con dieta estándar. Los resultados están 
expresados como la media ± S.E. de 12 animales por grupo. 
 
 

1.2.6. Contenido de grasa corporal. 

Se determinó cual era el porcentaje de grasa corporal en las líneas transgénicas del 

modelo MLC/Adpn a partir del contenido en triglicéridos de la carcasa. No se 

observaron diferencias significativas entre los grupos, pero sí se apreciaba una 

tendencia no significativa en los animales transgénicos a presentar una mayor 

cantidad de grasa corporal (Figura 11).  
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Figura 11. Contenido de grasa corporal. Se determinó el contenido de grasa corporal en los 
grupos experimentales tal y como se explica en Material y Métodos. Los resultados están 
expresados como la media ± S.E. de 5 animales por grupo. 
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1.2.7. Análisis de la leptinemia. 

También se determinó en animales de tres meses de edad si la expresión de 

adiponectina en músculo esquelético podía afectar a la concentración de leptina 

circulante en nuestro modelo. Los animales transgénicos mostraron una tendencia 

no significativa a presentar niveles más bajos de leptina en sangre que los controles 

(Figura 12). Este hecho apuntaba una posible interacción entre la leptina y la 

expresión de adiponectina en tejido muscular. 
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Figura 12. Niveles circulantes de leptina. Se obtuvo sangre de animales control (Con), 
transgénicos de la línea 16 (Tg16) y transgénicos de la línea 17 (Tg17) y se analizó la concentración 
de leptina tal y como se explica en Materiales y Métodos. Los resultados están expresados como la 
media ± S.E. de 10 animales por grupo. 
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1.2.8. Determinación de triglicéridos en músculo. 

El aumento de la oxidación de ácidos grasos en la fibra muscular está asociado con 

una disminución en el contenido de triglicéridos en músculo (Thamer et al., 2002). 

Dado que la adiponectina puede producir un aumento en la oxidación de ácidos 

grasos en músculo esquelético (Yamauchi et al., 2001;Yamauchi et al., 2002) se 

analizó el contenido de triglicéridos en este tejido en animales alimentados de tres 

meses de edad. Se detectó un menor contenido de triglicéridos en el músculo 

esquelético de los animales transgénicos de la línea 17 (Figura 13). El contenido de 

triglicéridos de la línea 17 se correlacionaba con la mayor sensibilidad a insulina 

detectada en esta línea. 
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Figura 13. Contenido de triglicéridos en músculo. Se determinó el contenido de triglicéridos en 
músculo en los grupos experimentales tal y como se indica en Materiales y Métodos. Los resultados 
están expresados como la media ± S.E. de 4 animales por grupo. *p<0.05 Con vs Tg17. 
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1.2.9. Test de tolerancia a ácidos grasos. 

Para analizar como afectaba la expresión de adiponectina en el músculo 

esquelético a la captación de ácidos grasos se realizó un test de tolerancia a ácidos 

grasos a animales de cuatro meses. Esta prueba consiste en la administración vía 

yugular a animales ayunados de un bolo lipídico rico en ácidos grasos y en el 

posterior seguimiento de la eliminación de estos ácidos grasos de la circulación. Ha 

sido descrito que la gAdpn incrementa la eliminación de ácidos grasos de la 

circulación tras la administración de un bolo lipídico (Fruebis et al., 2001). De la 

misma manera, animales con una delección en el gen de la adiponectina muestran 

una menor capacidad para eliminar ácidos grasos de la circulación tras la 

administración de lípidos (Maeda et al., 2002). En el presente estudio no se detectó 

un aumento en la captación de ácidos grasos debido a la expresión de adiponectina 

en el músculo esquelético (Figura 14).  
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Figura 14. Test de tolerancia a ácidos grasos. A animales ayunados y anestesiados se les 
administraron vía yugular 30µl de Intralipid® 20%. Se obtuvo sangre por la vena caudal a los tiempos 
indicados y se determinó la concentración de ácidos grasos. Los valores obtenidos a lo largo del test 
se representan como porcentaje respecto la concentración de ácidos grasos en el minuto 3 tras la 
inyección. Los resultados están expresados como la media ± S.E. de 10 animales por grupo. 
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1.2.10. Determinación de glucógeno y lactato muscular. 

Se ha descrito que la adiponectina in vitro puede promover la síntesis de lactato en 

el músculo esquelético (Yamauchi et al., 2002;Ceddia et al., 2005). Por tanto, se 

determinó el contenido de estos metabolitos en animales transgénicos alimentados 

de tres meses de edad. No se detectó un aumento en el lactato muscular en los 

animales transgénicos pero sí se encontró un incremento en el contenido de 

glucógeno muscular (Figura 15). 
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Figura 15. (A) Glucógeno muscular. Se determinó el contenido muscular de glucógeno a partir de 
extractos musculares de animales control (Con) y transgénicos de la línea 16 (Tg16) y de la línea 17 
(Tg17). (B) Lactato muscular. También se determinó el contenido de lactato en las mismas 
muestras. Los resultados están expresados como la media ± S.E. de 5 animales por grupo. # p<0.05 
Con vs Tg16; *p<0.05 Con vs Tg17. 
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1.2.11. Determinación del estado de activación de AMPK. 

La adiponectina puede incrementar la activación de la quinasa dependiente de AMP 

(AMPK) in vitro (Tomas et al., 2002;Yamauchi et al., 2002) e in vivo (Satoh et al., 

2005). Sin embargo, existe controversia en que forma de la adiponectina puede 

mediar este efecto en el tejido muscular (Tomas et al., 2002;Yamauchi et al., 

2002;Satoh et al., 2005). La activación de AMPK produciría un aumento en la 

oxidación de ácidos grasos, coherente con la disminución del contenido de 

triglicéridos y el aumento en la sensibilidad a insulina detectado en la línea 17. Así 

pues, se determinó si la expresión de adiponectina en músculo esquelético activaba 

AMPK en este tejido. La AMPK se activa mediante la fosforilación en el residuo 

treonina 172 de la subunidad α. A partir de extractos musculares de animales de 3 

meses de edad se analizó el estado de activación de la AMPK en las diferentes 

líneas de ratones transgénicos. Se observó que la expresión de adiponectina en  

músculo esquelético fosforilaba AMPK en las dos líneas estudiadas (Figura 16). Los 

niveles de fosforilación de las líneas transgénicas 16 y 17 eran, respectivamente, de 

dos y tres veces los niveles detectados en los animales controles. 
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Figura 16. Niveles de fosforilación de la AMPK. Análisis mediante Western blot del estado de 
fosforilación de la AMPK. Se obtuvieron extractos de músculo esquelético de ratones control (Con), 
transgénicos de la línea 16 (Tg16) y transgénicos de la línea 17 (Tg17) alimentados con dieta 
estándar de laboratorio. Las membranas se incubaron con un anticuerpo específico que detecta la 
forma fosforilada de la subunidad α de la AMPK (pAMPK) y otro que detecta la cantidad total de 
AMPK α (AMPK). En la figura se muestra un Western blot representativo de los resultados obtenidos. 
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1.2.12. Determinación del estado de activación del enzima ACC. 

La enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC) participa en la síntesis de malonil-CoA a 

partir de acetil-CoA. El malonil-CoA es uno de los principales inhibidores de la 

oxidación de ácidos grasos. La ACC puede ser regulada mediante fosforilación en el 

residuo serina 79. La fosforilación en este residuo produce la inactivación del centro 

catalítico de la enzima disminuyéndose su actividad, favoreciéndose entonces, la 

oxidación de ácidos grasos. Esta fosforilación puede ser mediada por AMPK. Así 

pues, se determinaron los niveles de fosforilación de la enzima ACC en extractos 

musculares de ratones controles y transgénicos de tres meses de edad. En 

concordancia con los niveles de activación de AMPK observados, se detectó que la 

línea 17 presentaba una mayor fosforilación de la ACC, indicando una mayor 

inactivación del enzima en esta línea transgénica (Figura 17).  
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Figura 17. Niveles de fosforilación de la ACC. Análisis por Western blot del estado de fosforilación 
del enzima ACC. Se obtuvieron extractos de músculo esquelético de ratones controles (Con), 
transgénicos de la línea 16 (Tg16) y transgénicos de la línea 17 (Tg17) alimentados con dieta 
estándar de laboratorio. Las membranas se incubaron con un anticuerpo específico que detecta la 
forma fosforilada de la ACC. En la figura se muestra un Western blot representativo de los resultados 
obtenidos. 
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1.2.13. Expresión de CPT-1 en músculo esquelético. 

Se analizaron también los niveles de expresión de la isoforma muscular de la 

carnitina palmitoil transferasa- 1 (CPT-1) en músculo esquelético. Esta proteína está 

implicada en el proceso de internalización de los ácidos grasos en la mitocondria 

para que puedan ser oxidados. El malonil-CoA es uno de los principales inhibidores 

fisiológicos de la expresión de CPT-1. Así pues, una disminución en la activación de 

ACC implica una menor síntesis de malonil-Coa, y por tanto, un posible aumento en 

la expresión de CPT-1. Se detectó que las líneas de transgénicos presentaban una 

mayor expresión de CPT-1 (Figura 18).  
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Figura 18. Niveles de expresión de CPT-1. Análisis mediante Northern blot de los niveles de 
expresión de CPT-1. Se extrajo RNA total de músculo esquelético de ratones controles (Con) y 
transgénicos de las líneas 16 (Tg16) y 17 (Tg17) alimentados con dieta estándar de laboratorio. En la 
figura se muestra un Northern blot hibridado con una sonda específica para CPT-1. 
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1.3. ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE UNA DIETA ALTA EN LÍPIDOS EN 

ANIMALES TRANSGÉNICOS QUE EXPRESAN ADIPONECTINA EN MÚSCULO 

ESQUELÉTICO. 

 

La mayor predisposición a oxidar ácidos grasos detectada en el músculo 

esquelético de los animales transgénicos, determinada por una mayor activación de 

AMPK, una menor activación de ACC y un incremento en la expresión de CPT-1, 

sugerían que la expresión de adiponectina en este tejido protegería de la resistencia 

a la insulina y la obesidad inducida por una dieta alta en lípidos. Así pues, a 

continuación se estudió la respuesta de animales de tres meses de edad de las dos 

líneas de transgénicos a una alimentación con dieta alta en lípidos durante un 

periodo de 4 meses. 

 

1.3.1. Evolución del peso corporal e ingesta de alimento. 

Se evaluó si la expresión de adiponectina en músculo esquelético tenía algún efecto 

sobre la ganancia de peso inducida por la ingesta de dieta alta en lípidos. Con este 

fin, se realizó un seguimiento de la ganancia de peso corporal (Figura 19A). Dado 

que la experimentación con los animales durante la dieta alta en lípidos puede 

interferir con el peso corporal no se realizó ninguna manipulación a los ratones 

durante el primer mes y medio de la dieta. Durante este periodo se pudo observar 

como los animales transgénicos presentaban un incremento de peso inducido por la 

dieta un 10% superior al inducido en los animales controles. También se determinó 

la ingesta de alimento, no detectándose diferencias en la ingesta de alimento 

durante el periodo de dieta alta en lípidos (Figura 19B). 
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Figura 19. (A) Evolución del peso corporal. Ratones controles (Con) y transgénicos de las líneas 
16 (Tg16) y 17 (Tg17) se alimentaron con una dieta alta en lípidos por un periodo de 4 meses. Su 
peso se determinó semanalmente. (B) Ingesta de alimento. Se pesó el alimento ingerido por estos 
mismos ratones. Los resultados están expresados como la media ± S.E de 10 animales por grupo. # 
p<0.05 Con vs Tg16; *p<0.05 Con vs Tg17.                                 
 

1.3.2. Análisis de la glucemia y la insulinemia. 

Se hizo también un seguimiento de los valores de glucemia e insulinemia de los 

animales alimentados con dieta alta en lípidos. Se muestran los valores de glucemia 

e insulinemia en alimentación y ayuno al finalizar la dieta (Tabla 2). No se 

observaron diferencias significativas en los valores de glucemia e insulinemia entre 

el grupo control y las líneas de transgénicos durante la dieta. No obstante, sí se 

detectó un aumento de la glucemia en ayuno y de la insulinemia en alimentación y 

ayuno de los animales alimentados con dieta alta en lípidos al compararlo con los 

valores obtenidos en animales alimentados con una dieta estándar (ver Tabla 1). 

Este aumento de la glucemia en ayuno y de la insulinemia es característico de esta 

dieta diabetogénica. 
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Alimentación

Ayuno

Control

Tg16

Tg17

Control

Tg16

Tg17

Glucemia 
(mg/dL)

Insulinemia 
(ng/mL)

130±8

125±6

131±9

Tabla 2. Concentraciones de glucosa y de insulina en sangre

4.97±0.67

3.75±0.65

3.77±0.63

1.21±0.21

1.48±0.27

1.30±0.31

151±7

168±12

170±15
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           Los resultados están expresados como la media ± S.E. de 10 animales por grupo. 
 

1.3.3. Análisis de la leptinemia. 

Al finalizar la dieta, se determinaron los valores de leptina circulante en los animales 

transgénicos alimentados con dieta alta en lípidos (Figura 20). Se observó un gran 

incremento de leptina circulante debido a la alimentación con dieta alta en lípidos 

respecto los animales alimentados con dieta estándar (ver Figura 12). También, se 

detectó que los animales de las dos líneas de transgénicos alimentados con dieta 

alta en lípidos presentaban disminución en los niveles circulantes de leptina 

comparado con los controles también alimentados con una dieta alta en lípidos.  
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Figura 20. Leptina en alimentación con dieta alta en lípidos. Se analizó la concentración de 
leptina trascurridos 4 meses de dieta alta en lípidos. Los resultados están expresados como la media 
± S.E. de 10 animales por grupo.# p<0.05 Con vs Tg16; *p<0.05 Con vs Tg17. 
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1.3.4. Test de tolerancia a la insulina. 

Para comprobar si la expresión exógena de adiponectina en músculo esquelético 

sensibilizaba a la insulina en animales alimentados con dieta alta en lípidos se 

realizó un test de tolerancia a la insulina (Figura 21). Al comparar la sensibilidad a 

insulina de los animales controles alimentados con dieta estándar con los animales 

controles alimentados con dieta alta en lípidos se detectó un aumento de la 

resistencia a insulina característico de este tipo de dieta diabetogénica. A diferencia 

de lo que sucedía en dieta estándar, donde la expresión de adiponectina en 

músculo esquelético mejoraba la sensibilidad a insulina (ver Figura 7), en 

condiciones de alimentación con dieta alta en lípidos las dos líneas de transgénicos 

mostraron una mayor resistencia a insulina.  
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Figura 21. Test de tolerancia a la insulina. Porcentaje de disminución de la glucemia respecto al 
tiempo. Se inyectaron 0,75 UI de insulina/Kg a ratones alimentados con dieta alta en lípidos tanto 
controles (Con HFD) como transgénicos de las líneas 16 (Tg16 HFD) y la línea 17 (Tg17HFD) y a un 
grupo control alimentado con dieta estándar (Con STD). Se tomaron muestras de sangre por la vena 
caudal a los tiempos indicados y se determinó la glucemia tal y como se describe en Materiales y 
Métodos. Los resultados están expresados como la media ± S.E. de 10 animales por grupo. # p<0.05 
Con vs Tg16; *p<0.05 Con vs Tg17. 
 



                                Parte I: Resultados 
 
 

 64

1.3.5. Test de tolerancia a la glucosa. 

También se determinó la tolerancia a la glucosa en estos animales. Para ello, se 

realizó un test de tolerancia intraperitoneal a este azúcar (Figura 22). Se observó 

que la dieta alta en lípidos producía un aumento de la intolerancia a la glucosa, 

tanto en controles como en transgénicos, comparado con los valores obtenidos en 

los animales controles alimentados con dieta estándar. Esta intolerancia a la 

glucosa es característica de los animales alimentados con dieta alta en lípidos. El 

efecto de la sobrecarga de glucosa era similar en los tres grupos alimentados con 

esta dieta. Estos resultados indicaban que la expresión ectópica de adiponectina en 

músculo esquelético no mejoraba la resistencia a la glucosa inducida por una dieta 

alta en lípidos. 
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Figura 22. Test de tolerancia a la glucosa. Se realizó un test de tolerancia a la glucosa a ratones 
alimentados con dieta alta en lípidos tanto controles (Con HFD) como transgénicos de las líneas 16 
(Tg16 HFD) y la línea 17 (Tg17 HFD) y un grupo control alimentado con dieta estándar ayunados 
durante 16 h. Se administraron 2 mg de glucosa por gramo de peso vivo y a continuación se 
realizaron determinaciones de la concentración de glucosa en sangre a lo largo del test, tal y como 
se indica en Materiales y Métodos. Los resultados están expresados como la media ± S.E. de 10 
animales por grupo. 
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1.3.6. Niveles circulantes de adiponectina. 

Se determinaron los niveles de adiponectina murina circulante para evaluar como 

afectaba la alimentación con dieta alta en lípidos a los niveles de esta hormona 

tanto en los animales controles como transgénicos. Se observó un incremento de 

los niveles séricos de adiponectina en los animales controles alimentados con dieta 

alta en lípidos (Figura 23). Este incremento de adiponectina circulante inducido por 

la dieta alta en lípidos era inferior en las líneas de animales transgénicos.  
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Figura 23. Niveles circulantes de adiponectina murina en animales alimentados con dieta alta 
en lípidos. Se obtuvo sangre de animales controles (Con), transgénicos de la línea 16 (Tg16) y 
transgénicos de la línea 17 (Tg17) alimentados durante 4 meses con una dieta alta en lípidos y se 
analizó la concentración de adiponectina. Los resultados están expresados como la media ± S.E. de 
15 animales por grupo.*p<0.05 control vs Tg16 o Tg17 alimentados con la misma dieta; # p<0.05 
dieta estándar vs dieta alta en lípidos para el mismo genotipo. 
 

 

Así pues, en esta parte del trabajo se generó un modelo  transgénico, MLC/Adpn, 

que expresaba adiponectina en músculo esquelético. Esta adiponectina actuaba a 

nivel local aumentando la sensibilidad a insulina en condiciones estándar de 

alimentación, probablemente debido a la activación de AMPK y a una mayor 

predisposición para la oxidación de ácidos grasos. Sin embargo, este modelo 

animal no mostró una protección de la obesidad o de la resistencia a la insulina 

inducida por una dieta alta en lípidos. 
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2. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE ADIPONECTINA EN MÚSCULO 

ESQUELÉTICO MEDIANTE TRANSDUCCIÓN CON AAV-1. 

 

A fin de evitar posibles efectos compensatorios que pudiesen tener lugar en los 

animales transgénicos debidos a que expresan el transgén durante todo su 

desarrollo se transfirió el gen de la adiponectina en músculo esquelético de 

animales adultos mediante virus adenoasociados. Para ello, se generaron virus 

adenoasociados AAV serotipo-1 (AAV-1) capaces de expresar adiponectina en 

músculo esquelético (AAV1/Adpn). Posteriormente, a animales controles de 3 

meses de edad se les  administraron intramuscularmente estos virus. Un grupo de 

estos animales se alimentó con dieta estándar y otro grupo se alimentó con dieta 

alta en lípidos por un periodo de tres meses.  

 

2.1. Producción de AAV-1 con el gen quimérico CMV/Adpn. 

En este caso, se utilizó adiponectina de ratón (Acrp30) en lugar de la adiponectina 

humana (apM1). De esta manera se pretendía evitar una posible respuesta 

autoinmune contra la adiponectina sintetizada que podría implicar la destrucción de 

las fibras musculares productoras. El cDNA de la adiponectina murina se obtuvo 

mediante RT-PCR a partir de mRNA de tejido adiposo blanco de ratones controles 

sanos utilizando cebadores específicos tal y como se describe en Materiales y 

Métodos. El cDNA de la adiponectina murina así obtenido se fusionó con el 

promotor del citomegalovirus (CMV) para formar el gen quimérico CMV/Adpn 

(Figura 24). Este promotor es un promotor fuerte que puede expresarse de manera 

ubicua. Este gen quimérico se encontraba en un plásmido específico para la 

producción de AAV-1 que nos permitiría la síntesis de partículas virales AAV1/Adpn 
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(Figura 24). Este serotipo viral tiene una alta eficiencia para transducir músculo 

esquelético (Chao et al., 2000). 

 

 

                   

prom CMV cDNA Acrp30ITR ITR

EcoRI EcoRI

prom CMV cDNA Acrp30ITR ITRprom CMV cDNA Acrp30ITR ITR

EcoRIEcoRI EcoRIEcoRI
 

 

Figura 24. Representación del plásmido utilizado para la producción de los virus AAV1/Adpn 
formado por el gen quimérico CMV/Adpn flanqueado por dos repeticiones terminales invertidas (ITR) 
necesariasen el proceso de producción. 
 
 
 
2.2. Análisis “in vitro” de la expresión de adiponectina mediante AAV-1. 

Se comprobó la funcionalidad de los AAV-1 generados mediante infección en placa 

de células. Con este fin, células no adiposas de mamífero se incubaron en 

presencia de los virus AAV1/Adpn y dos días después de la infección se determinó 

la presencia de adiponectina en las células mediante inmunohistoquímica. Una vez 

fijadas las células se marcaron con anticuerpo específico contra la adiponectina 

murina. Posteriormente, se incubaron con un anticuerpo secundario marcado con 

biotina. La señal se obtuvo con estreptavidina conjugada con un fluorocromo que 

emitía fluorescencia verde. Se observó que las células infectadas con AAV1/Adpn 

eran capaces de producir adiponectina murina dos días tras la infección (Figura 25). 

Esto nos demostraba que los virus eran funcionales y podían ser utilizados para el 

estudio in vivo. 
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Figura 25. Inmunohistoquímica de células infectadas con AAV1/Adpn. Células HEK 293 fueron 
infectadas con virus AAV1/Adpn. La adiponectina murina se detectó 48 horas tras la infección 
mediante el marcaje con un anticuerpo primario específico y un anticuerpo secundario biotinilado 
marcado con estreptavidina conjugada con el fluorocromo FITC. 
 
 
 
2.3. Expresión de adiponectina en  músculo mediante AAV-1. 

A animales controles de 3 meses de edad se les  administró, mediante inyección 

intramuscular, un título de 1x 1010 partículas víricas AAV1/Adpn en cada uno de los 

músculos cuadriceps, gastrocnemio y tibialis de las dos extremides posteriores. Un 

grupo de estos animales se alimentó con dieta estándar y otro grupo se alimentó 

con dieta alta en lípidos por un periodo de tres meses. Transcurrido este período de 

seguimiento de la dieta alta en lípidos, los animales se sacrificaron y se comprobó la 

expresión de adiponectina en los músculos transducidos con el virus. Con este fin, 

se obtuvo RNA total de los músculos tratados con AAV1/Adpn y se analizó la 

expresión de adiponectina murina mediante Northern blot. Los animales 
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transducidos con AAV1/Adpn mostraron  expresión de adiponectina en el tejido 

muscular (Figura 26). 

 

                              

AAV1/AdpnControles AAV1/AdpnControles

 

 

Figura 26. Expresión de adiponectina en  músculo esquelético de ratones a los que se le había 
administrado AAV1/Adpn. Tres meses después de la administración en músculo esquelético de los 
AAV1/Adpn se obtuvo RNA total de este tejido (cuadriceps y gastrocnemio) de las extremidades 
posteriores. Las muestras se analizaron mediante Northern blot usando como sonda el cDNA de la 
adiponectina murina tal y como se explica en Materiales y Métodos. 
 

También, se analizaron los niveles de adiponectina murina circulante al finalizar la 

dieta. De la misma manera que sucedía en los animales transgénicos, no se detectó 

un aumento en los niveles circulantes de adiponectina murina debido a la expresión 

de adiponectina en músculo esquelético mediante el virus AAV1/Adpn (Figura 27). 

Estos resultados indicaban que la adiponectina generada tampoco pasaba 

eficientemente a circulación y por tanto no podría ejercer efectos sistémicos. Así 

pues, al igual que sucedía en el modelo MLC/Adpn, los posibles efectos ejercidos 

por esta proteína en este modelo serían de origen autocrino/paracrino debido a su 

rápida interacción con los receptores de adiponectina presentes en el propio tejido 

productor. Se observó, que en este caso, la alimentación con dieta alta en lípidos 

producía una disminución de los niveles circulantes de adiponectina en el grupo 

control. Esta diferencia con respecto a los valores observados en el grupo control de 

la dieta anterior, en el que se detectó un incremento de adiponectina inducido por la 

dieta (ver Figura 23), puede ser debido al diferente fondo genético de los animales 
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utilizados, la duración de la dieta  y la respuesta heterogénea de los animales a la 

dieta alta en lípidos que puede afectar a diferentes parámetros (Burcelin et al., 

2002). De acuerdo con lo observado en el modelo transgénico MLC/Adpn, los 

animales que expresaban adiponectina en músculo esquelético mostraban niveles 

menores de adiponectina circulante después de la dieta.  
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Figura 27. Niveles circulantes de adiponectina murina. Se obtuvo sangre de animales controles 
(Con) y de animales tratados con AAV1/Adpn (+Adpn) tanto alimentados con dieta estándar (STD) 
como alimentados con dieta alta en lípidos (HFD). Las muestras se analizaron mediante un ensayo 
RIA específico para detectar los niveles de adiponectina murina. Los resultados están expresados 
como la media ± S.E. de los diferentes grupos (STD n=10; STD+Adp n=8; HFD n=9; HFD+Adp 
n=11).*p<0.05 dieta estándar vs  dieta alta en lípidos para el mismo tratamiento. # p<0.05 control vs 
+Adpn alimentados con la misma dieta. 
 
 
 

2.4. Evolución del peso corporal. 

Ratones controles de tres meses de edad tratados con AAV1/Adpn se alimentaron 

durante 3 meses con dieta alta en lípidos. Otro grupo, a los que también se les 

había administrado AAV1/Adpn, se alimentó con dieta estándar. Durante este 

periodo se realizó un seguimiento del incremento de peso a lo largo del tiempo 

(Figura 28). Tal y como se observó en el modelo transgénico MLC/Adpn, la 

expresión de adiponectina en músculo esquelético no producía efectos sobre el 

peso en los animales alimentados con dieta estándar. Igual que en el transgénico 

(ver Figura 19A), los ratones que expresaban adiponectina en músculo esquelético 
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debido a la administración de AAV1/Adpn mostraron una mayor facilidad para ganar 

peso en dieta alta en lípidos. Este hecho, confirmaba lo observado en el modelo 

MLC/Adpn, indicando que la expresión de adiponectina en músculo esquelético no 

tenía un efecto protector del desarrollo de obesidad. 
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Figura 28. Evolución del peso corporal. Se llevó a cabo un seguimiento semanal del peso de los 
animales alimentados con dieta estándar que se habían tratado con AAV1/Adpn (STD+Adpn) y de 
los no tratados (STD). También se realizó un seguimiento de los animales alimentados con dieta alta 
en lípidos a los que se les había administrado AAV1/Adpn (HFD+Adpn) y de los no tratados 
alimentados con dieta alta en lípidos (HFD). Los resultados están expresados como la media ± S.E. 
de los diferentes grupos (STD n=10; STD+Adp n=8; HFD n=9; HFD+Adp n=11). *p<0.05 tratados con 
AAV1/Adpn vs controles en la misma dieta. 
 

2.5. Análisis de la glucemia y la insulinemia. 

Como se observó en el modelo transgénico MLC/Adpn, la expresión de 

adiponectina en músculo esquelético, esta vez mediante la transducción con virus 

AAV1/Adpn, no mejoraba los valores de glucemia e insulinemia en alimentación una 

vez finalizada la dieta (Tabla 3). Además, el incremento característico de la 

insulinemia debido a la ingestión de la dieta alta en lípidos confirmaba los efectos 

diabetogénicos de esta dieta (Tabla 3).  
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Tabla 3. Concentraciones de glucosa y de insulina en sangre

STD

HFD

Control

AAV1/Adpn

Control

Glucemia 
(mg/dL)

Insulinemia 
(ng/mL)

5.21±0.76

5.40±0.26

1.39±0.14

1.50±0.30

AAV1/Adpn

144 ± 4

141 ± 5

143 ± 3

143 ± 4

Tabla 3. Concentraciones de glucosa y de insulina en sangre

STD

HFD

Control

AAV1/Adpn

Control

Glucemia 
(mg/dL)

Insulinemia 
(ng/mL)

5.21±0.76

5.40±0.26

1.39±0.14

1.50±0.30

AAV1/Adpn

144 ± 4

141 ± 5

143 ± 3

143 ± 4
 

 

2.6. Test de tolerancia a la insulina. 

Para determinar como afectaba la expresión de adiponectina en el músculo 

esquelético a la sensibilidad a la insulina se realizó un test de tolerancia a esta 

hormona. Con este fin, se administró una dosis de 0,75 U/Kg a los animales de los 

diferentes grupos experimentales. Los ratones alimentados con dieta alta en lípidos 

mostraron un aumento significativo en la resistencia a la insulina inducido por esta 

dieta comparados con los animales controles alimentados con dieta estándar 

(Figura 29). No se observó una mejora en la sensibilidad a insulina debida a la 

expresión de adiponectina en músculo esquelético en las dos condiciones de 

alimentación estudiadas.  Este hecho contrasta con la mayor sensibilidad a insulina 

observada en el modelo transgénico MLC/Adpn alimentado con dieta estándar (ver 

Figura 7).  Hay que tener en cuenta que en el modelo MLC/Adpn es toda la masa de 

músculo esquelético corporal la que expresa adiponectina contribuyendo a la 

mejora en la sensibilidad a insulina observada. En cambio, en la transducción con 

virus AAV1/Adpn dicha expresión se reduce a la musculatura de las extremidades 

traseras.   
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Figura 29. Test de tolerancia a la insulina. Porcentaje de disminución de la glucemia respecto al 
tiempo. Se inyectaron 0,75 UI de insulina por Kg de peso de ratón a ratones alimentados con dieta 
estándar (STD) y dieta alta en lípidos (HFD) y a ratones que expresaban adiponectina en músculo 
esquelético alimentados con dieta estándar (STD + Adpn) y dieta alta en lípidos (HFD + Adpn). Se 
tomaron muestras de sangre por la vena caudal a los tiempos indicados y se determinó la glucemia 
tal y como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados están expresados como la media ± 
S.E. de los diferentes grupos (STD n=10; STD+Adp n=8; HFD n=9; HFD+Adp n=11). *p<0.05 HFD vs 
STD; # p<0.05 HFD+Adpn vs STD. 
 

 

Así pues, la expresión de adiponectina en músculo esquelético mediante la 

transducción con virus AAV1/Adpn no protegía de la obesidad y de la resistencia a 

insulina inducida por una dieta alta en lípidos. Este hecho, acorde con lo observado 

en el modelo MLC/Adpn, indica que el efecto protector de la adiponectina frente a la 

obesidad y la resistencia a insulina no dependería exclusivamente de su actuación 

en músculo esquelético. Probablemente, también sea necesaria la actuación de la 

adiponectina en hígado para poder realizar el papel protector frente a la obesidad y 

la resistencia a la insulina descrito para esta hormona. 
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Aunque el incremento en músculo de la oxidación de lípidos se ha hipotetizado 

como el principal factor por el que la adiponectina conduce a la mejora en la 

sensibilidad a la insulina, en la primera parte del trabajo se observó que la mayor 

predisposición a oxidar  ácidos grasos en el músculo esquelético, inducido por la 

expresión de adiponectina, no era suficiente para contrarrestar la resistencia a 

insulina inducida por una dieta alta en lípidos. Este hecho sugiere que el hígado es 

un órgano diana de la adiponectina imprescindible para el papel protector frente la 

obesidad y la resistencia a la insulina descrito para esta hormona.  

 

Así pues, en la segunda parte del estudio se analizaron los efectos de la expresión 

de adiponectina en músculo en un modelo de resistencia primaria a la insulina. En 

este caso, la resistencia a insulina no era debida a la lipotoxicidad inducida por la 

ingesta de dieta alta en lípidos sino a un defecto en la señalización de insulina. Con 

este fin, se utilizaron animales genosuprimidos IRS-1-/-. Los animales IRS-1-/- 

presentan resistencia severa a insulina, alteración en la tolerancia a glucosa e 

hiperinsulinemia. El interés de este modelo consiste, en primer lugar,  en que a 

pesar de ser resistentes a insulina los animales IRS-1-/- no presentan obesidad. En 

segundo lugar, este modelo no presenta resistencia a insulina en hígado, ya que el 

aumento en la señalización vía IRS-2 compensa funcionalmente en este tejido la 

falta de IRS-1 (Yamauchi et al., 1996;Previs et al., 2000). Además, la utilización de 

este modelo  permitió estudiar si los efectos de la adiponectina como sensibilizador 

de la insulina tenían lugar independientemente de la presencia de IRS-1, el principal 

sustrato del receptor de la insulina en músculo esquelético.  
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3. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE ADIPONECTINA EN MÚSCULO 

ESQUELÉTICO DE RATONES DEFICIENTES EN IRS-1. 

En esta segunda parte se analizó cual era el efecto de la expresión de adiponectina 

en una situación de resistencia a insulina no asociada a obesidad ni a dieta. Con 

este fin, en este estudio se utilizó el ratón genosuprimido o knock-out para el gen 

del sustrato del receptor de la insulina- 1 (IRS-1-/-) como modelo de resistencia a la 

insulina. En este caso, se utilizó la electrotransferencia de DNA plasmídico como 

método de transferencia génica para conseguir expresar adiponectina en el músculo 

esquelético. Esta técnica es ampliamente utilizada en estudios de terapia génica ya 

que es una de las más eficaces para la transferencia no viral de genes a músculo 

esquelético.  

 

3.1. Construcción del vector para electrotransferencia. 

Se utilizó para expresar en músculo esquelético la adiponectina de origen murino 

(Acrp30) a fin de evitar una posible respuesta inmune contra la adiponectina 

producida y la destrucción de las fibras musculares productoras. La expresión de la 

adiponectina estaba controlada por el promotor del citomegalovirus (CMV). Este 

promotor permite una expresión fuerte de adiponectina en músculo esquelético. Con 

este fin, el cDNA de la adiponectina murina se ubicó bajo el control del promotor 

CMV en el plásmido que posteriormente se utilizó para la transferencia génica. 

                         

prom CMV cDNA Acrp30

EcoRI EcoRI

prom CMV cDNA Acrp30

EcoRIEcoRI EcoRIEcoRI

 

Figura 1. Representación del plásmido utilizado en la electrotransferencia que contiene el gen 
quimérico CMV/Adpn. 
 



                               Parte II: Resultados 
 
 

 76

3.2. Expresión de adiponectina en músculo esquelético mediante 

electrotransferencia.  

Los animales deficientes para IRS-1 se genotiparon mediante Southern blot. Se 

utilizaron animales no deficientes para IRS-1 como grupo control experimental. 

Tanto animales IRS-1-/- como controles de tres meses de edad fueron 

electrotransferidos en el músculo con el plásmido pCMV/Adpn o el plásmido control 

pCMV/βgal. Para ello, los ratones se anestesiaron y se inyectó hialuronidasa en los 

músculos cuadriceps, gastrocnemio y tibialis anterior de ambas extremidades 

traseras. Posteriormente, se inyectaron en dichos músculos 50 µg del plásmido 

correspondiente resuspendido en solución salina. En total, 300 µg de plásmido por 

animal. En este punto,  se aplicaron 10 pulsos de 20 milisegungos de 175V por cm 

de diámetro de la extremidad y 2 Hz. Estas descargas eléctricas, no sólo permiten 

la formación de poros en la membrana de la célula muscular, electropermeabilidad, 

sino que dotan al DNA de motilidad electroforética facilitando la entrada de éste en 

la fibra muscular (Satkauskas et al., 2002). 

 

Tres semanas después de la electrotransferencia con el plásmido se analizó la 

expresión de adiponectina murina en el músculo esquelético de los animales 

electrotransferidos: animales controles electrotransferidos con el plásmido 

pCMV/βgal o pCMV/Adpn y animales IRS-1-/- electrotransferidos con el plásmido 

pCMV/βgal o pCMV/Adpn. Se observó que los animales electrotransferidos en 

músculo con el plásmido pCMV/Adpn eran capaces de expresar niveles elevados 

de adiponectina en este tejido (Figura 2). 
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 Figura 2. Expresión de adiponectina en el músculo esquelético de ratones IRS-1-/-. Tres 
semanas después de la electrotransferencia se obtuvo RNA total a partir de músculo esquelético 
(cuadriceps y gastrocnemio) de las extremidades posteriores de animales controles (Con) e IRS-1-/- 

electrotransferidos con el plásmido pCMV/Adpn. Las muestras se analizaron mediante Northern blot. 
La membrana se hibridó usando como sonda el cDNA de la adiponectina murina. La carga se 
normalizó por la cantidad de RNA de 18S, tal y como se explica en Materiales y Métodos. 
 

3.3. Detección de la proteína adiponectina. 

Una vez detectada la presencia de mRNA se  analizó la presencia de la proteína 

adiponectina en extractos musculares. Con este fin, se obtuvieron extractos de 

proteína muscular y se analizó la presencia de proteína adiponectina mediante 

Western blot. Se detectó la presencia de adiponectina en el músculo de los 

animales electrotransferidos con el plásmido pCMV/Adpn (Figura 3). 

 

                         

Con IRS-1-/-

Adpn: + - +-
Con IRS-1-/-
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Figura 3. Detección de adiponectina en músculo esquelético de ratones IRS-1-/-. Tres semanas 
después de la electrotransferencia se obtuvieron extractos proteicos de músculo esquelético 
(cuadriceps y gastrocnemio) de las extremidades posteriores de animales controles (Con) e IRS-1-/- 
electrotransferidos con el plásmido pCMV/Adpn. Las muestras se analizaron mediante Western blot 
tal y como se describe en Materiales y Métodos. 
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Para analizar si la adiponectina producida en músculo esquelético era secretada a 

la circulación se determinaron los niveles de adiponectina murina circulante tres 

semanas después de la electroporación. No se observaron cambios en estos 

niveles indicando que la proteína producida en músculo esquelético no pasaba a 

circulación (Figura 4). Además, los animales genosuprimidos mostraban una 

tendencia no significativa a presentar mayores niveles de adiponectina circulante 

respecto a los controles. 
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Figura 4. Niveles circulantes de adiponectina. Se obtuvo sangre de animales controles (Con) y 
genosuprimidos (IRS-1-/-) antes de la electrotransferencia (Día 0) y 3 semanas después de la 
electrotransferencia (Día 24) con el plásmido correspondiente (βgal o Adpn). Las muestras se 
analizaron mediante RIA específico para detectar adiponectina murina. Los resultados están 
expresados como la media ± S.E. de 10 animales por grupo. 
 

3.4. Análisis de la glucemia y la insulinemia. 

Se midieron los niveles de glucosa en sangre en condiciones de alimentación (24 

días después de la electrotransferencia), y de ayuno (18 días después de la 

electrotransferencia) en los diferentes grupos experimentales. No se detectaron 

diferencias en los valores de glucemia antes de la electrotransferencia entre los 

animales controles y knock-out en condiciones de alimentación. Además, la 

expresión de adiponectina en músculo esquelético no afectaba  a estos valores  en 
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los animales controles y genosuprimidos (Figura 5A).Tampoco se encontraron 

diferencias significativas debidas al genotipo o a la expresión de adiponectina en 

músculo esquelético en condiciones de ayuno (Figura 5B). 
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Figura 5. Análisis de la glucemia en alimentación (A) y en ayuno (B). Se determinó la glucemia 
en alimentación (A) y ayuno (B) de animales controles (Con) y genosuprimidos (IRS-1-/-) tal y como 
se describe en Materiales y Métodos. Las glucemias en alimentación se determinaron 3 semanas 
después de la electrotransferencia con el plásmido correspondiente (βgal o Adpn) y en ayuno 18 días 
después de la electrotransferencia. Los resultados están expresados como la media ± S.E. de 10 
animales por grupo. 
 
 
 
Se analizaron también los niveles de insulina circulantes. Los animales IRS-1-/- 

mostraban valores elevados de insulina circulante característicos de este modelo de 

resistencia a insulina (Figura 6). Esta hiperinsulinemia se revirtió en un 40 % en los 

animales genosuprimidos que expresaban adiponectina en músculo esquelético. 
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Figura 6. Análisis de la insulinemia. Se determinó la insulina sérica en alimentación de ratones 
controles (Con) y genosuprimidos (IRS-1-/-) antes de la electrotransferencia (dia 0) y 3 semanas 
después de la electrotransferencia (Día 24) con el plásmido correspondiente (βgal o Adpn). Las 
muestras se analizaron tal y como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados están 
expresados como la media ± S.E. de 10 animales por grupo. * p<0.05 Adpn vs βgal en el mismo 
genotipo; # p<0.05 Con vs IRS-1-/- con el mismo tratamiento.  
 

3.5. Test de tolerancia a la insulina. 

Para determinar si la expresión de adiponectina en  músculo esquelético era capaz 

de aumentar la sensibilidad a la insulina en este modelo se realizó un test de 

tolerancia a esta hormona. Con este fin, se administró una dosis de 0,75 UI/Kg a los 

animales de los diferentes grupos experimentales. Se obtuvieron muestras de 

sangre de la vena de la cola a los tiempos indicados y se representaron los valores 

obtenidos  como porcentaje de la glucosa  respecto los niveles basales (Figura 7). 

Mientras los animales controles mostraron un descenso de prácticamente el 50% al 

administrar insulina, este descenso no llegó al 20% en los animales 

genosuprimidos. Este resultado confirmó que los animales IRS-1-/- mostraban la 

resistencia a la insulina característica de este modelo. En cambio, los animales 

genosuprimidos IRS-1-/- que expresaban adiponectina en músculo esquelético 

mostraron una sensibilidad a la hormona a lo largo del test similar a la de los 

animales controles, indicando que la expresión de adiponectina en este tejido 

aumentaba la sensibilidad a insulina en este modelo de resistencia a esta hormona. 
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La expresión de adiponectina en músculo esquelético provocó un ligero aumento en 

la sensibilidad a la insulina en los animales controles aunque éste no era 

significativo. Estos resultados obtenidos indicaban que la expresión de adiponectina 

en músculo esquelético aumentaba de forma notable la sensibilidad a insulina en un 

modelo de resistencia primaria a insulina, en el cual, el desencadenante de esta 

resistencia no eran la obesidad ni la dieta. 
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Figura 7. Test de tolerancia a la insulina. Porcentaje de disminución de la glucemia respecto al 
tiempo. Se inyectaron 0,75 UI de insulina por Kg de peso de ratón a ratones controles (Con), ratones 
controles que expresaban adiponectina en músculo esquelético (Con+Adpn), ratones 
genosuprimidos (IRS-1-/-) y ratones genosuprimidos que expresaban adiponectina en músculo 
esquelético (IRS-1-/- + Adpn) el día 11 tras la electrotransferencia. Se tomaron muestras de sangre 
por la vena caudal a los tiempos indicados y se determinó la glucemia tal y como se describe en 
Materiales y Métodos. Los resultados están expresados como la media ± S.E. de 10 animales por 
grupo. * p<0.05 Adpn vs βgal en el mismo genotipo. 
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3.6. Test de tolerancia a la glucosa. 

Con el fin de determinar si la mejora en la sensibilidad a insulina en los animales 

IRS-1-/- que expresaban adiponectina en músculo esquelético se correspondía con 

un aumento en la capacidad de estos animales de compensar una sobrecarga de 

glucosa se realizó un test de tolerancia intraperitoneal a este azúcar. Para ello, se 

inyectaron dos gramos de glucosa por Kg de ratón y se determinaron los valores de 

glucemia de los diferentes grupos a lo largo del tiempo (Figura 8). No se observaron 

diferencias en los niveles basales de glucosa entre los diferentes grupos 

experimentales. Transcurridos 30 minutos de la inyección de glucosa,  los animales 

genosuprimidos IRS-1-/- presentaron un mayor incremento de la glucemia indicando 

intolerancia a la glucosa. En cambio, los animales genosuprimidos IRS-1-/- que 

expresaban adiponectina en músculo esquelético mostraron una tolerancia a la 

glucosa similar a los animales controles. La expresión de adiponectina en músculo 

esquelético de los animales controles generaba un ligero aumento en la tolerancia a 

la glucosa aunque este no era significativo. Los resultados obtenidos en el test de 

tolerancia a la glucosa indicaban que la expresión de adiponectina en músculo 

esquelético también podía aumentar la tolerancia a la glucosa en un modelo de 

resistencia primaria a insulina. 
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Figura 8. Test de tolerancia a la glucosa. Se realizó un test de tolerancia a la glucosa trascurridos 
18 días tras la electrotransferencia a ratones controles (Con), ratones controles que expresaban 
adiponectina en músculo esquelético (Con+Adpn), ratones genosuprimidos (IRS-1-/-) y a ratones 
genosuprimidos que expresaban adiponectina en músculo esquelético (IRS-1-/- + Adpn) previamente 
ayunados. Se administraron 2 mg de glucosa por gramo de peso vivo y a continuación se realizaron 
determinaciones de la concentración de glucosa en sangre a lo largo del test, tal y como se indica en 
Materiales y Métodos. Los resultados están expresados como la media ± S.E. de 10 animales por 
grupo. * p<0.05 Adpn vs βgal en el mismo genotipo. 
 

 

3.7. Captación de glucosa en músculo esquelético y tejido adiposo. 

Dado que la expresión de adiponectina en músculo esquelético podía revertir la 

intolerancia a insulina y a glucosa en este modelo, se estudió si dicha expresión 

aumentaba la captación de glucosa en este tejido. Con este objetivo, tres semanas 

después de la electrotransferencia, los animales se inyectaron con 2-DG marcada 

con tritio, un análogo de la glucosa  que puede ser captado y fosforilado pero no 

puede ser metabolizado más allá, quedando acumulado en forma de 2-

deoxiglucosa-6-fosfato. El marcaje con tritio de la 2-DG permitió medir la cantidad 

de acumulada de esta molécula en los músculos gastrocnemio y cuadriceps y en 

tejido adiposo blanco. Los animales IRS-1-/- mostraron una reducción del 35 % en la 

captación de glucosa en el gastrocnemio y del 40 % en cuadriceps comparado con 

los animales controles en ambos músculos estudiados (Figura 9). En cambio, la 
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expresión de adiponectina a nivel muscular en los animales IRS-1-/- incrementó la 

captación de glucosa en ambos músculos estudiados, presentando niveles de 

captación similar al de los animales controles sanos. En los animales controles, no 

se observó un incremento significativo en la captación de glucosa debido a la 

expresión de adiponectina en el músculo esquelético. Los animales genosuprimidos 

IRS-1-/- mostraron un incremento de cinco veces en la captación de glucosa a nivel 

de tejido adiposo comparado con los controles sanos. En cambio, los animales 

genosuprimidos IRS-1-/- que expresaban adiponectina en el músculo esquelético 

mostraron una reducción del 65 % en la captación de glucosa en este tejido. Estos 

resultados indicaban que la expresión de adiponectina en músculo esquelético 

normalizaba la captación de glucosa a nivel muscular, normalizando también la 

captación del tejido adiposo en este modelo de resistencia a  insulina. 
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Figura 9. Captación de glucosa. Se determinaron los niveles de captación basal de glucosa en los 
músculo gastrocnemio y cuadriceps y en tejido adiposos blanco de ratones controles (Con) y 
genosuprimidos (IRS-1-/-) 24 días después de la electrotransferencia con el plásmido correspondiente 
(βgal o Adpn). Los resultados están expresados como la media ± S.E de 4 animales por grupo. * 
p<0.05 Adpn vs βgal en el mismo genotipo; # p<0.05 Con vs IRS-1-/- con el mismo tratamiento.  
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3.8. Almacenamiento y utilización de la glucosa en músculo esquelético. 

Con el objetivo de analizar como afectaba la expresión de adiponectina en músculo 

esquelético al almacenamiento y la utilización de la glucosa en este tejido se 

analizaron los niveles de metabolitos implicados en este proceso. Así pues, se 

determinaron los niveles de glucosa-6-fosfato y de glucógeno en músculo 

esquelético transcurridos dos semanas desde la electrotransferencia. Los animales 

IRS-1-/- presentaron menores niveles de glucosa-6-fosfato y glucógeno comparado 

con los animales controles (Tabla 1). En cambio, los animales IRS-1-/- que 

expresaban adiponectina en músculo esquelético presentaron niveles normalizados 

de estos metabolitos. No se observaron cambios  significativos en estos metabolitos 

debidos a la expresión de adiponectina en músculo esquelético de los animales 

controles. Estos resultados indicaban que la expresión de adiponectina en músculo 

esquelético normalizaba el almacenamiento y la utilización de glucosa en este tejido 

como consecuencia de una mejora en la sensibilidad a insulina y la captación de 

glucosa. 

                 

Glucosa-6-P
(µmol/g músculo)  

Glucógeno
(mg/g músculo)

3.16 ± 0.04
Con+Adpn

Con

Tabla 1. Almacenamiento y utilización de glucosa

IRS-1-/-

IRS-1-/- + Adpn

2.99 ± 0.08 
3.08 ± 0.04

1.05 ± 0.22
3.52 ± 0.51

2.27 ± 0.04
2.68 ± 0.13

3.11 ± 0.04
#

* *
#

Glucosa-6-P
(µmol/g músculo)  

Glucógeno
(mg/g músculo)

3.16 ± 0.04
Con+Adpn

Con

Tabla 1. Almacenamiento y utilización de glucosa

IRS-1-/-

IRS-1-/- + Adpn

2.99 ± 0.08 
3.08 ± 0.04

1.05 ± 0.22
3.52 ± 0.51

2.27 ± 0.04
2.68 ± 0.13

3.11 ± 0.04
#

* *
#

 

Dos semanas después de la electrotransferencia se determinaron los  niveles de glucosa-6-P y de 
glucógeno en animales controles (Con) y genosuprimidos (IRS-1-/-) que expresaban o no 
adiponectina en músculo esquelético tal y como se explica en Materiales y Métodos. Los resultados 
están expresados como la media ± S.E. de 5 animales por grupo. * p<0.05 Adpn vs βgal en el mismo 
genotipo; # p<0.05 Con vs IRS-1-/- con el mismo tratamiento.  
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3.9. Efecto de la expresión  de adiponectina en los niveles de fosforilación de 

IRS-2. 

Para estudiar si los efectos observados en los animales deficientes para IRS-1  

debidos a la expresión de adiponectina en músculo esquelético eran consecuencia 

de una mejora en la señalización propia de la insulina, se analizaron los niveles de 

fosforilación del sustrato del receptor de la insulina-2 (IRS-2). Para estas 

determinaciones los animales se sacrificaron dos semanas después de la 

electrotransferencia y se obtuvieron extractos proteicos. A nivel basal no se 

encontraron cambios en los niveles de fosforilación de IRS-2 en los animales 

controles ni en los animales genosuprimidos IRS-1-/- que expresaban adiponectina 

en el músculo esquelético (Figura 10). Al estimular con insulina, la expresión de 

adiponectina favorecía la fosforilación de IRS-2 en los animales controles. Los 

animales IRS-1-/- presentaron una mayor fosforilación de IRS-2 estimulada por 

insulina como mecanismo compensatorio por la falta de IRS-1 característico de este 

modelo (Figura 10). En cambio, los animales genosuprimidos IRS-1-/- que 

expresaban adiponectina en el músculo esquelético no mostraron esta fosforilación 

compensatoria de IRS-2. Estos resultados indicaban que la expresión de 

adiponectina en músculo esquelético podía afectar a los niveles de fosforilación de 

IRS-2. En el caso de los animales genosuprimidos IRS-1-/-, la expresión de 

adiponectina en el músculo esquelético provocaba una normalización en la 

fosforilación de IRS-2. 
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Figura 10. Fosforilación de IRS-2. Se determinó la fosforilación de IRS-2 en animales que 
expresaban adiponectina en músculo esquelético. Para ello, extractos musculares de animales 
controles (Con) y genosuprimidos (IRS-1-/-) estimulados (+ insulina) y sin estimular con insulina 
(basal) se inmunoprecipitaron con un anticuerpo anti-IRS-2 tal y como se describe en Materiales y 
Métodos. Se determinó la fosforilación de IRS-2 en estos extractos con un anticuerpo anti-
fosfotirosina (PY). La cantidad total de IRS-2 se determinó con el anticuerpo anti-IRS-2 (IRS-2). 
 

 

3.10. Efecto de la adiponectina en la asociación estimulada por insulina de p85 

con IRS-2. 

La fosfatidil inositol-3 quinasa (PI3-K) es uno de los principales efectores de la vía 

de señalización de insulina. La subunidad p85α es la subunidad reguladora de PI3-

K. Se determinaron los niveles de asociación de p85α con IRS-2  en animales 

estimulados con insulina (Figura 11). Los animales controles que expresaban 

adiponectina en músculo esquelético mostraron una mayor asociación de IRS-2 con 

p85α de acuerdo con los mayores niveles de fosforilación de IRS-2 que 

presentaron. Los animales IRS-1-/- presentaron una mayor asociación de IRS-2 con  

p85α comparado con los animales controles, acorde con los niveles de fosforilación 

de IRS-2. La expresión de adiponectina en músculo esquelético en estos animales 

producía una disminución en la asociación de p85α estimulada por insulina 

mostrando niveles de asociación similares a los de los animales controles. Estos 

resultados indicaban que la expresión de adiponectina en músculo esquelético de 

los animales genosuprimidos IRS-1-/- provocaba  una normalización en la 
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señalización de insulina mediada por IRS-2 en este tejido. De esta manera, los 

efectos observados de mejora a la sensibilidad a insulina no eran debidos a un 

aumento en la señalización de la insulina vía IRS-2. Al contrario, de alguna manera 

la expresión de adiponectina en músculo esquelético hacía que el mecanismo 

compensatorio a través de IRS-2 propio de este modelo no estuviese activado. 
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Figura 11. Asociación de p85α con IRS-2 estimulada por insulina. Se determinó la asociación de 
p85α con IRS-2 en animales que expresaban adiponectina en músculo esquelético. Para ello, 
extractos musculares de animales controles (Con) y genosuprimidos (IRS-1-/-) estimulados con 
insulina se inmunoprecipitaron con un anticuerpo anti-IRS-2 tal y como se describe en Materiales y 
Métodos. En estos extractos se detectó la presencia de p85α con un anticuerpo específico para esta 
proteína. 
                

3.11. Efecto sobre la fosforilación de Akt. 

La quinasa Akt, también conocida como PKB, es una de los mediadores de la 

respuesta a insulina. La Akt se activa cuando la serina 473 es fosforilada. Esta 

activación es llevada a cabo por PI3-K. Se determinaron los niveles de fosforilación 

de Akt en extractos musculares. No se observaron cambios en los niveles de 

fosforilación de esta proteína debidos a la deficiencia en IRS-1 (Figura 12). 

Tampoco se observaron diferencias en el estado de fosforilación de Akt debido a la 

expresión de adiponectina en músculo esquelético.   
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Figura 12. Activación de Akt. Se determinaron los niveles de fosforilación de Akt en extractos 
musculares de animales controles (Con) y genosuprimidos (IRS-1-/-) que expresaban adiponectina en 
músculo esquelético. Se utilizaron anticuerpos específicos para detectar la forma fosforilada de Akt 
(pAkt) y la forma total (Akt) tal y como se explica en Materiales y Métodos. 
 

3.12. Determinación del estado de activación de AMPK. 

A partir de extractos musculares se determinaron los niveles de fosforilación de la 

AMPK. Los animales IRS-1-/- mostraron una mayor activación de la AMPK en 

músculo esquelético comparado con los animales controles. Se observó que la 

expresión de adiponectina en el músculo esquelético activaba, aunque levemente, 

la fosforilación de AMPK dos semanas después de la electrotransferencia  (Figura 

13). Esta activación era más acusada en los genosuprimidos IRS-1-/- que 

expresaban adiponectina en tejido muscular. 
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Figura 13. Activación de AMPK. Se determinaron los niveles de fosforilación de AMPK en extractos 
musculares de animales controles (Con) y genosuprimidos (IRS-1-/-) que expresaban adiponectina en 
músculo esquelético. Para ello, se utilizaron anticuerpos específicos para detectar la forma 
fosforilada de AMPK α (pAMPK) y la forma total (AMPK) tal y como se explica en Materiales y 
Métodos. 
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3.13. Determinación del estado de activación de ACC. 

Una de los enzimas sobre los que puede actuar la AMPK es la ACC. La ACC es la 

principal enzima implicada en la síntesis de malonil-CoA. El malonil-CoA es uno de 

los principales inhibidores de la β-oxidación de ácidos grasos. Los animales 

genosuprimidos IRS-1-/- presentaron un incremento en la fosforilación de ACC 

comparado con los animales controles. Por tanto, los animales IRS-1-/- presentaban 

una mayor estado de inactivación de la enzima ACC indicando una mayor 

disponibilidad para oxidar ácidos grasos. Paradójicamente, la expresión de 

adiponectina en músculo esquelético en  los animales IRS-1-/- producía un 

descenso en la fosforilación de la enzima ACC indicando un mayor estado de 

activación de esta enzima en estos animales y, por tanto, una menor predisposición 

a oxidar ácidos grasos. Probablemente, este hecho sea debido a la normalización 

en la disponibilidad de glucosa observada (Figura 14). 
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Figura 14. Activación de ACC. Se determinaron los niveles de fosforilación de ACC en extractos 
musculares de animales controles (Con) y genosuprimidos (IRS-1-/-) que expresaban adiponectina en 
músculo esquelético. Se utilizó un anticuerpo específico para detectar la forma fosforilada de ACC 
(pACC) tal y como se explica en Materiales y Métodos. 
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3.14. Expresión génica en músculo esquelético. 

A continuación, se analizó la expresión de diferentes genes relacionados con el 

metabolismo lipídico en el músculo esquelético. La  isoforma muscular de la 

carnitina palmitoil transferasa-1 (mCPT-1) está implicada en el proceso de 

internalización de los ácidos grasos en la mitocondria para que puedan ser 

oxidados. Los animales IRS-1-/- mostraron una tendencia a expresar más CPT-1 

con respecto los animales controles indicando una mayor susceptibilidad para 

oxidar ácidos grasos en el tejido muscular. En cambio, los animales genosuprimidos 

IRS-1-/- que expresaban adiponectina en el músculo esquelético presentaron niveles 

de expresión de CPT-1 similares a los controles sanos indicando que la expresión 

de adiponectina producía una disminución de la expresión de CPT-1, y por tanto, en 

la predisposición para oxidar ácidos grasos en estos animales. Sin embargo, la 

expresión de adiponectina en músculo esquelético de animales controles sanos 

inducía la expresión de CPT-1 predisponiendo a una mayor oxidación de ácidos 

grasos (Figura 15A). 

 

 La malonil-CoA decarboxilasa (MCD) es una enzima implicada en la síntesis de 

acetil-CoA a partir de malonil-CoA. De esta manera, contribuye a una disminución 

en los niveles de malonil-CoA favoreciendo la oxidación de ácidos grasos. La 

expresión de MCD se encontraba aumentada en los animales IRS-1-/- comparada 

con la expresión de los animales control indicando una mayor disponibilidad para 

oxidar ácidos grasos. En animales IRS-1-/- la expresión de adiponectina aumentaba 

la expresión  de MCD. Además, en animales controles la expresión de adiponectina 
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en músculo esquelético también aumentaba los niveles de expresión de MCD 

induciendo una mayor predisposición a oxidar ácidos grasos (Figura 15B).  

El receptor alfa activador de la proliferación de los peroxisomas (peroxisome 

proliferator-activated receptor alpha, PPARα) es un factor de transcripción que 

promueve la síntesis de enzimas implicados en la oxidación de ácidos grasos. No 

se encontraron diferencias de expresión de PPARα entre animales IRS-1-/- y 

animales controles. Los animales IRS-1-/- que expresaban adiponectina en músculo 

esquelético mostraron una tendencia clara a expresar más PPARα (Figura 15C).  

 

El receptor gamma activador de la proliferación de los peroxisomas (peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma, PPARγ) a pesar de estar poco representado 

en el músculo esquelético, es importante para el mantenimiento de una adiposidad 

y de una sensibilidad a insulina normales a través del control de la expresión de 

genes relacionados con el aumento del metabolismo de los ácidos grasos (Hevener 

et al., 2003;Norris et al., 2003). Los animales IRS-1-/- mostraron niveles similares de 

expresión de PPARγ a los animales controles. En cambio, los animales 

genosuprimidos IRS-1-/- que expresaban adiponectina en el músculo esquelético 

presentaron una disminución en los niveles de expresión de PPARγ. La expresión 

de adiponectina en músculo esquelético de animales controles sanos inducía la 

expresión de PPARγ aunque no de forma significativa. (Figura 15D).  

 

La proteína transportadora de ácidos grasos- 1 (Fatty Acid Transport Protein-1, 

FATP-1) es una acil-coA sintetasa altamente expresada en músculo y que modula 

la captación de ácidos grasos y el metabolismo convirtiendo los ácidos grasos en 
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acil-CoA. Los animales IRS-1-/- mostraron un menor nivel de expresión de FATP-1. 

La expresión de adiponectina en animales controles aumentaba la expresión de 

FATP-1 indicando una mayor tendencia a oxidar ácidos grasos. No se observaron 

cambios en la expresión de FATP-1 en los animales genosuprimidos IRS-1-/- (Figura 

15E). 
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Figura 15. Expresión de genes relacionados con el metabolismo lipídico en músculo 
esquelético. Se determinaron los niveles de expresión de genes relacionados con el metabolismo 
lipídico en músculo esquelético de animales controles (Con) y genosuprimidos (-/-) que expresaban 
adiponectina en músculo esquelético (+ Adpn). Los valores obtenidos se representan en relación al 
valor obtenido en los animales control tal y como se explica en Materiales y Métodos. Los resultados 
están expresados como la media ± S.E de 3 animales por grupo.  
 
 
Así pues, en esta segunda parte del trabajo se observó que la expresión de 

adiponectina en músculo esquelético mejoraba la sensibilidad a insulina en un 

modelo de resistencia a insulina sin obesidad. La mejora en la sensibilidad a 

insulina en este modelo era debida a una mejora en la captación de glucosa y a una 
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normalización en el metabolismo de la glucosa y no a un aumento en la oxidación 

de ácidos grasos en estos animales. De hecho, la mejora en la disponibilidad de 

glucosa en los animales IRS-1-/- inducida por la expresión de adiponectina en 

músculo normalizaba la mayor susceptibilidad a oxidar ácidos grasos presente en el 

músculo de estos animales. De manera similar a lo que sucedía en los animales 

MLC/Adpn, se observó en animales controles sanos que la expresión de 

adiponectina en el músculo esquelético mediante electrotransferencia aumentaba la 

activación de genes relacionados con la oxidación de ácidos grasos. Sin embargo, 

este hecho no inducía una mejora significativa en la sensibilidad a insulina o la 

captación de glucosa en estos animales controles.  
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La diabetes tipo 2 está alcanzando niveles epidémicos en los países desarrollados y 

en los que están en vías de desarrollo (Zimmet et al., 2001). La diabetes tipo 2 se 

caracteriza por la aparición de resistencia a la insulina (DeFronzo et al., 

1992;DeFronzo, 2004). El conocimiento de los mecanismos que llevan a esta 

resistencia y al mantenimiento de la enfermedad así como la descripción de 

posibles dianas terapéuticas es de vital importancia para el control de esta 

epidemia. En este contexto, el descubrimiento de la adiponectina aporta nuevas 

aproximaciones a los fenómenos que subyacen al desarrollo de la enfermedad. 

Desde el año 1995, fecha de la primera descripción de la existencia de esta 

proteína, hasta inicios del 2001 se conocía poco sobre esta proteína. 

Prácticamente, los datos que se tenían eran los relacionados con su estructura 

(Scherer et al., 1995;Shapiro and Scherer, 1998) y con su asociación negativa con 

la obesidad (Hu et al., 1996;Arita et al., 1999), la diabetes tipo 2 (Hotta et al., 2000) 

y el desarrollo de patologías vasculares (Ouchi et al., 1999;Okamoto et al., 

2000;Yokota et al., 2000). Fue en el año 2001, a partir de la publicación de los 

efectos de la adiponectina en hígado y músculo (Berg et al., 2001;Fruebis et al., 

2001;Yamauchi et al., 2001), cuando la adiponectina comenzó a ser más estudiada 

en este área. La manera en que la adiponectina ejerce efectos fisiológicos está aún 

por esclarecer. En primer lugar, hay que concretar qué formas de la adiponectina 

pueden interactuar y de qué manera en los diferentes tejidos. También se 

desconoce qué papel desarrolla cada tejido, en especial el músculo y el hígado, en 

los efectos beneficiosos de la adiponectina a nivel sistémico en la sensibilidad a 

insulina y la protección de la obesidad.  
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La primera parte del presente estudio se centró en la generación y caracterización 

de un modelo transgénico que permitiese expresar adiponectina en músculo 

esquelético. No obstante, ya existían varios modelos transgénicos para estudiar los 

efectos de la hiperadiponectinemia circulante a nivel sistémico. En ellos se 

sobreexpresaba adiponectina en tejido adiposo (Pajvani et al., 2003;Combs et al., 

2004) o hígado (Yamauchi et al., 2003b). En los dos primeros modelos, se inducían 

diferentes mutaciones en el dominio colágeno de la adiponectina que permitían la 

hipersecreción de esta proteína por el tejido adiposo. En el tercer modelo, se 

sobreexpresaba el domino globular de la adiponectina en hígado. Todos estos 

modelos permitieron el estudio de los efectos protectores de la adiponectina a nivel 

sistémico ya que todos presentaban hiperadiponectinemia circulante. A diferencia 

de los casos citados anteriormente, el modelo transgénico descrito en la presente 

tesis doctoral, MLC/Adpn, expresa adiponectina en músculo esquelético sin 

aumento de la adiponectinemia circulante. Así pues, este modelo permitía describir 

cual era la contribución de la acción de la adiponectina en músculo esquelético en 

relación a la sensibilidad a insulina y la obesidad. La expresión específica de 

adiponectina en músculo esquelético se consiguió mediante la construcción de un 

gen quimérico en el que se expresaba adiponectina humana bajo el control del 

promotor MLC, específico de músculo esquelético, y su posterior microinyección en 

oocitos fecundados de ratón. Se ha comprobado que el transgén se ha integrado en 

el genoma en dos líneas animales y que ambas líneas son capaces de producir 

adiponectina  en las fibras musculares. El presente modelo transgénico, al 

sobreexpresar adiponectina humana, permite diferenciar con facilidad la expresión 

propia del tejido adiposo del ratón de aquella producida por el transgén. La 

adiponectina producida en el músculo esquelético de estos animales no pasa a 
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circulación, seguramente debido a que una vez secretada interacciona directamente 

con los receptores de esta hormona presentes en el músculo. Como se ha descrito, 

incrementar los niveles circulantes de adiponectina  en un modelo transgénico es 

complicado. Esto es debido a los ya de por sí elevados niveles circulantes de esta 

proteína, su corta vida media, la inhibición de la secreción endógena y a las 

características de su secreción (Combs et al., 2004). De esta manera, los efectos 

observados de la expresión de adiponectina en el músculo esquelético son debidos 

a efectos autocrinos y paracrinos de esta hormona en el propio tejido productor. 

Además, esta expresión en músculo no afecta a la producción en tejido adiposo a 

juzgar por la presencia de unos niveles normales de adiponectina murina en este 

modelo. Así pues, el fenotipo observado es debido a la actuación de la adiponectina 

exclusivamente en músculo esquelético y no a la actuación de ésta en hígado. 

 

En animales jóvenes del modelo transgénico MLC/Adpn no se observó una 

disminución en los niveles de glucosa y de insulina debido a la producción de la 

adiponectina, flAdpn, en músculo esquelético. Acorde con estos datos, animales 

transgénicos que sobreexpresan flAdpn a nivel circulante no presentan diferencias 

en la glucemia en alimentación y ayuno (Combs et al., 2004). De la misma manera, 

la administración exógena de flAdpn no afecta a los niveles de glucemia ni de 

insulinemia (Fruebis et al., 2001). Estos resultados contrastan con otro trabajo en 

que la administración exógena aguda de flAdpn en animales controles C57Bl/6J sí 

produce una disminución puntual en los valores de glucosa sin alterar los valores de 

insulinemia (Berg et al., 2001).  
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Al realizar un test de tolerancia a la insulina, los animales transgénicos MLC/Adpn 

de la línea 17 presentan una mayor sensibilidad a la insulina. En cambio, no se 

detectó un aumento en la tolerancia a la glucosa en estos animales. De acuerdo con 

estos resultados, en otros trabajos anteriores, animales que expresan en hígado 

flAdpn a  nivel circulante presentan un test de tolerancia a la insulina mejorado, y al 

igual que en el modelo MLC/Adpn, no presentan mejora en el test de tolerancia a la 

glucosa (Satoh et al., 2005). Así pues, la mejora en la sensibilidad a insulina debida 

a la expresión local de flAdpn en músculo esquelético indica que es este tejido, y no 

el hígado,  el responsable en la mejora en la sensibilidad a insulina en condiciones 

de alimentación estándar. En el caso de la adiponectina  globular, gAdpn, se ha 

descrito que ratones transgénicos que sobreexpresan gAdpn a nivel circulante 

presentan una mejora en la sensibilidad a insulina  y también en la tolerancia a la 

glucosa (Yamauchi et al., 2003b). Este hecho indica posibles diferencias en los 

efectos de ambas formas de la adiponectina en cuanto a la tolerancia a la insulina y 

la glucosa en una situación no patológica y en condiciones estándar de 

alimentación.  

 

No se observaron diferencias en cuanto a la captación basal de glucosa en músculo 

in vivo en los animales MLC/Adpn sanos. Se ha descrito que la flAdpn incrementa la 

captación de glucosa en células musculares y hepatocitos in vitro (Yamauchi et al., 

2002). Aunque también se ha postulado que únicamente la gAdpn podría mediar 

este efecto en músculo in vitro (Tomas et al., 2002). La diferencia en los resultados 

obtenidos puede ser debida a los posibles efectos diferentes de la  gAdpn y la flAdpn 

en el tejido muscular así como al origen recombinante de la flAdpn utilizada. 

Probablemente, la gAdpn tenga una mayor capacidad de estimular la captación de 
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glucosa en músculo esquelético que la flAdpn. También, se ha de considerar que en 

el presente trabajo esta determinación se ha realizado in vivo mientras que en los 

trabajos previos esta determinación se realizó in vitro a concentraciones, aunque 

fisiológicas, altas de adiponectina. 

 

Los ratones MLC/Adpn no presentan cambios en el peso corporal y la ingesta de 

alimento pero sí una tendencia a un mayor nivel de grasa corporal. Este incremento 

en la grasa corporal producido por la expresión de flAdpn en músculo esquelético 

acompañado de un incremento en la sensibilidad a insulina es similar a los efectos 

producidos por el tratamiento con TZDs (Combs et al., 2004). De hecho, ha sido 

descrito que el tratamiento con TZDs incrementa tanto en ratones como en 

humanos la síntesis de adiponectina, contribuyendo así, a la mejora en la 

sensibilidad a insulina inducida por estos fármacos (Maeda et al., 2001;Combs et 

al., 2002). De forma similar a lo que sucede en el modelo MLC/Adpn, ha sido 

descrito que ratones transgénicos macho que presentan niveles elevados de flAdpn 

circulante no presentan diferencias en el peso corporal ni cambios en la ingesta de 

alimento cuando son alimentados con dieta estándar pero sí las hembras, que 

muestran una tendencia a presentar un mayor peso y un mayor porcentaje de grasa 

corporal sin afectar la ingesta de alimento (Combs et al., 2004).  

 

Se ha descrito que la adiponectina puede contribuir a una mayor captación de 

ácidos grasos por parte de los tejidos periféricos (Fruebis et al., 2001;Maeda et al., 

2002). Los ratones MLC/Adpn no presentaron una mayor eliminación de ácidos 

grasos circulantes tras la administración de un bolo lipídico. Este resultado es 

acorde con resultados anteriores, en que animales transgénicos machos que 
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presentan niveles elevados de flAdpn circulante, no presentan una mejora en la 

captación de ácidos grasos libres ni de triglicéridos tras la administración de un bolo 

lipídico oral. En cambio, las hembras sí presentan una mejor eliminación de los 

ácidos grasos y de los triglicéridos de la circulación tras la administración del bolo 

(Combs et al., 2004). De la misma manera, la administración aguda de gAdpn 

aumenta la eliminación de ácidos grasos de la circulación tras la ingestión de un 

bolo de alimento alto en lípidos (Fruebis et al., 2001). Estos resultados sugieren que 

la gAdpn y no la flAdpn  sería la responsable del aumento de la captación de ácidos 

grasos. Además, se deberían tener en cuenta el dimorfismo sexual existente en los 

efectos de esta hormona.  

 

En el modelo MLC/Adpn, ambas líneas presentaron un mayor contenido de 

glucógeno mientras que no presentaban cambios en los niveles de lactato. Estas 

determinaciones se realizaron en animales alimentados sin estimular con insulina. 

Ha sido descrito in vitro  que en presencia de insulina la adiponectina globular 

promueve la síntesis de lactato pero reduce la síntesis de glucógeno en células 

musculares (Ceddia et al., 2005).  

 

Los animales transgénicos MLC/Adpn presentan una tendencia no significativa a 

presentar unos menores niveles de leptina circulante que contrastan con el 

incremento en los niveles de grasa corporal. En otro modelo transgénico, niveles 

elevados de flAdpn circulante no afectan a los niveles de leptina (Combs et al., 

2004).  
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Estudios previos en cultivo han mostrado que cantidades de flAdpn equimolares a 

gAdpn e incluso superiores no incrementan la activación de AMPK y la oxidación de 

ácidos grasos en células musculares (Fruebis et al., 2001;Tomas et al., 2002). Sin 

embargo, se ha publicado que la flAdpn también tiene actividad en músculo 

esquelético pudiendo activar AMPK aumentando la oxidación de ácidos grasos 

(Yamauchi et al., 2002). Los ratones MLC/Adpn presentan una  mayor activación de 

AMPK indicando que la flAdpn es capaz de activar en músculo esquelético AMPK. 

Además, la activación de AMPK va acompañada con una inhibición de la enzima 

ACC y aumento de la expresión de CPT-1 indicando un aumento del metabolismo 

de ácidos grasos.  La activación de AMPK y la inactivación de ACC son mayores en 

los animales de la línea 17. Este dato sería acorde con la disminución en el 

contenido de triglicéridos en músculo observado en los animales de la línea 17 y 

con la mejora en la sensibilidad a insulina que presentaban estos animales 

alimentados con dieta estándar. Probablemente, la disminución en el contenido de 

ácidos grasos no se detecte en los animales de la línea 16 debido al menor grado 

de activación de AMPK e inactivación de ACC presentes en esta línea. 

 

La activación del metabolismo de ácidos grasos en estos animales sugería que la 

expresión de adiponectina en el músculo esquelético podría proteger de la 

resistencia a la insulina inducida por una dieta alta en lípidos. Ha sido descrito que 

la administración sistémica tanto de  flAdpn como gAdpn protege de la resistencia 

insulina en diferentes modelos de diabetes tipo 2 asociados a obesidad, incluido el 

modelo de inducción por dieta alta en lípidos (Yamauchi et al., 2001).   
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Con el objetivo de analizar si la actuación de la adiponectina exclusivamente en 

músculo también tenía un efecto protector frente a la resistencia a la insulina 

inducida por la dieta, animales MLC/Adpn jóvenes se alimentaron con dieta alta en 

lípidos durante un periodo de 4 meses. Los animales transgénicos MLC/Adpn 

mostraron una mayor facilidad para ganar peso en estas condiciones. Se ha 

descrito que la administración de gAdpn en animales alimentados previamente con 

dieta alta en lípidos produce una reducción del peso corporal. En cambio, al 

administrar flAdpn está reducción de peso era inexistente o muy pequeña (Fruebis 

et al., 2001). En animales transgénicos que sobreexpresan flAdpn a nivel circulante 

los animales machos no presentan una mejora en el peso corporal al ser 

alimentados con dieta alta en lípidos (Combs et al., 2004). Estos datos nos 

indicaban que el efecto de flAdpn exclusivamente en músculo esquelético no sólo no 

evita la ganancia de peso corporal sino que la aumenta sin afectar a la ingesta de 

alimento. Además, los ratones MLC/Adpn mostraron una menor tolerancia a la 

insulina. Así pues, la acción de la adiponectina exclusivamente en músculo 

esquelético no es capaz de contrarrestar la resistencia a la insulina inducida por una 

dieta alta en lípidos. 

 

Se analizó como afectaba la dieta alta en lípidos a los niveles de adiponectina 

circulante en este modelo. Aunque la obesidad está relacionada con niveles bajos 

de adiponectina circulante (Arita et al., 1999) los animales controles alimentados 

con dieta alta en lípidos mostraron un aumento de la adiponectina circulante tras 4 

meses de alimentación con dieta alta en lípidos. Este hecho viene confirmado por 

estudios de expresión de microchips de DNA en los que paradójicamente se detecta 

un aumento de la expresión de adiponectina en el tejido adiposo de ratas 
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alimentadas con dieta alta en lípidos (Li et al., 2002;Lopez et al., 2004). Este 

aumento en la adiponectina circulante puede ser un mecanismo fisiológico 

compensatorio en un intento de mantener la sensibilidad a insulina en una situación 

de alimentación con dieta alta en lípidos. Durante el desarrollo de la obesidad este 

mecanismo se agota y conduce a los niveles bajos de adiponectina presentes en la 

obesidad. Los animales transgénicos MLC/Adpn no mostraron un aumento 

significativo en los niveles de adiponectina circulante en dieta alta en lípidos. De 

alguna manera, la expresión de flAdpn en músculo esquelético evita el aumento de 

expresión  de adiponectina en las fases iniciales de resistencia a la insulina inducida 

por dieta alta en lípidos. Este hecho está de acuerdo con la mayor ganancia de 

peso y la menor sensibilidad a la insulina detectada en los animales transgénicos 

alimentados con dieta alta en lípidos. 

 

Los animales MLC/Adpn mostraron niveles menores de leptina circulante respecto 

los controles tras la dieta alta en lípidos. La leptina también es una hormona 

secretada exclusivamente en el tejido adiposo cuyos efectos principales tienen lugar 

a nivel hipotalámico. Esta adipoquina tiene un papel clave en la regulación de la 

ingesta de comida, gasto energético, peso corporal y control neuroendocrino 

(Friedman and Halaas, 1998). Además, estimula la oxidación de ácidos grasos 

(Muoio et al., 1997;Minokoshi et al., 2002) y la captación de glucosa (Kamohara et 

al., 1997;Haque et al., 1999) a la par que previene la acumulación de lípidos en 

tejido no adiposo que conducen a desajustes que reducirán la sensibilidad a la 

insulina (Unger, 2002). En el caso de los animales MLC/Adpn, presentaron niveles 

menores de leptina en dieta alta en lípidos sin afectar a la ingesta de alimento. 

Estos menores niveles de leptina en los transgénicos en dieta, junto con los 
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menores niveles   de adiponectina, también pueden contribuir en la menor 

sensibilidad a insulina y el mayor incremento de peso observado en estos animales. 

Se han descrito interacciones entre estas dos hormonas. Por ejemplo, se sabe que 

la administración central de leptina disminuye los niveles de adiponectina y de 

insulina (Ueno et al., 2004). Además, la administración de leptina a nivel periférico 

incrementa los niveles de adiponectina en animales obesos (Delporte et al., 2004). 

Al igual que la leptina, se ha descrito que la administración central de adiponectina 

puede regular el peso corporal disminuyéndolo (Qi et al., 2004).  

 

Para comprobar en otro modelo de expresión los efectos de flAdpn exclusivamente 

en músculo esquelético, se expresó flAdpn administrando vectores adenoasociados 

serotipo-1 (AAV-1) intramuscularmente en ratones controles alimentados con dieta 

alta en lípidos. Aunque existen antecedentes en la bibliografía en los que se utilizan 

vectores de transferencia virales para sobreexpresar adiponectina (Okamoto et al., 

2002;Shklyaev et al., 2003;Satoh et al., 2005), tanto por el vector como por la vía de 

administración utilizada, en estos estudios previos la expresión de adiponectina se 

centraba en hígado y aumentaba los niveles circulantes de la hormona.  

 

Al igual que se observó en los ratones MLC/Adpn, los animales que expresaban 

flAdpn en músculo esquelético mediante transducción con virus AAV-1 no mostraron 

diferencias en el peso corporal al ser alimentados con una dieta estándar. En 

cambio, mostraron una mayor tendencia a ganar peso al ser alimentados con una 

dieta alta en lípidos. Estos resultados difieren de los efectos observados de la 

sobreexpresión de flAdpn mediante AAV-5 en hígado de rata, en los que dicha 

expresión va acompañada de un aumento en los niveles circulantes de adiponectina 
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y sí protege de la ganancia de peso inducida por una dieta alta en lípidos (Shklyaev 

et al., 2003).  

 

De la misma manera que sucedía en los ratones MLC/Adpn, la expresión de flAdpn 

no afecta a los valores de glucemia o de insulinemia de los animales alimentados 

con dieta alta en lípidos. Se detectó que en este caso la dieta alta en lípidos inducía 

un descenso en los niveles de adiponectina circulante en los animales controles a 

diferencia del aumento detectado en los animales controles de la dieta del modelo 

MLC/Adpn. Este hecho puede ser debido al diferente fondo genético de los 

animales utilizados, que en este caso, mostrarían en fases muy tempranas de la 

dieta el pico de expresión de adiponectina inducido por la dieta alta en lípidos 

descrito, para rápidamente, disminuir hasta los niveles bajos descritos en la 

obesidad. En cualquier caso, de la misma manera que sucedía en el modelo 

MLC/Adpn, los animales que expresaban adiponectina en el músculo esquelético 

mostraban en la dieta niveles inferiores de adiponectina que los controles. 

 

Tampoco se observó una mejora en la sensibilidad a insulina inducida por la 

expresión de flAdpn en este modelo de resistencia a insulina. Así pues, se 

corroboraba que la acción de la adiponectina exclusivamente en músculo 

esquelético no era capaz de contrarrestar la resistencia a la insulina inducida por 

una dieta alta en lípidos.  

 

En esta primera parte de la tesis doctoral, se ha demostrado que la expresión de 

flAdpn en músculo esquelético puede mejorar la sensibilidad a insulina en 

condiciones normales de alimentación. Además, es capaz de activar AMPK 
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aumentando así la oxidación de ácidos grasos y, que este hecho, podría ser en 

parte responsable de la mejora en la sensibilidad a insulina observada en dieta 

estándar. Por otra parte, se ha demostrado que los efectos de la adiponectina 

exclusivamente en músculo esquelético no son suficientes para proteger de la 

resistencia a insulina y la obesidad. Probablemente, sus efectos sobre el hígado son 

también importantes en el papel protector de la sensibilidad a la insulina y la 

obesidad propuesto para la adiponectina. Estos efectos en hígado de la 

adiponectina incluirían la activación de la AMPK y la fosforilación de ACC 

aumentándose la oxidación de ácidos grasos y una reducción en la 

gluconeogénesis mediada por una disminución en la expresión de fosfoenolpiruvato 

carboxiquinasa (PEPCK) y de glucosa-6- fosfatasa (G-6-Pasa) (Combs et al., 

2002;Yamauchi et al., 2002). 

 

La segunda parte del estudio se centró en analizar los efectos de la expresión de 

adiponectina en músculo en un modelo de resistencia primaria a la insulina. No 

existen antecedentes en la literatura sobre los efectos de la adiponectina en un 

modelo en que la resistencia a la insulina es debido a un defecto primario en la 

señalización de la propia insulina. Con este fin, se utilizaron animales 

genosuprimidos IRS-1-/-. Los animales IRS-1-/- presentan resistencia severa a 

insulina y alteración en la tolerancia a la glucosa. Estos animales son resistentes a 

insulina e hiperinsulinémicos pero, en cambio, no presentan obesidad. El interés de 

la utilización de este modelo radicaba, en primer lugar, en que se trata de un 

modelo de resistencia a la insulina que no presenta obesidad, a diferencia del 

modelo inducido con dieta alta en lípidos. En segundo lugar, este modelo no 

presenta resistencia a insulina en hígado, ya que IRS-2 compensa funcionalmente 
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en este tejido la falta de IRS-1 (Previs et al., 2000;Yamauchi et al., 1996). Además, 

la utilización de este modelo permitió estudiar si los efectos de la adiponectina como 

sensibilizador de la insulina tienen lugar independientemente de la presencia de 

IRS-1, el principal substrato del receptor de la insulina en músculo esquelético. 

 

En este caso, se utilizó la técnica de la electrotransferencia para conseguir la 

expresión de adiponectina en músculo esquelético. Dicha expresión de flAdpn en 

músculo esquelético no afectó los niveles de glucemia en alimentación y ayuno en 

este modelo. Los resultados obtenidos en los tests de tolerancia a insulina y a 

glucosa demostraron que la expresión de adiponectina en músculo esquelético 

mejora la sensibilidad a insulina y la disponibilidad de glucosa de los animales IRS-

1-/-.   

 

Los ratones genosuprimidos IRS-1-/- mostraron in vivo una disminución en la 

captación basal de glucosa en músculo respecto a los ratones controles. En 

estudios previos no se describieron diferencias en la captación basal de glucosa en 

músculo esquelético de animales IRS-1-/- (Gazdag et al., 1999;Yamauchi et al., 

1996). En otro trabajo, se detectó un incremento en la captación basal de glucosa 

en el músculo de estos animales (Dumke et al., 2001). Uno de los factores que 

explican estas diferencias podría ser los diferentes métodos utilizados  para 

determinar este parámetro. En los estudios anteriores, la determinación de la 

captación de glucosa se basaba en métodos ex vivo en los que se utilizaban 3-O-

metilglucosa o 2-deoxiglucosa como trazadores.  Además, al determinar la 

captación de glucosa mediante técnicas ex vivo no se tiene en cuenta la actuación 

de factores circulantes extramusculares que pueden intervenir en la regulación del 
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transporte de glucosa en músculo. El hecho de haber utilizado diferentes músculos 

en las determinaciones también puede afectar al resultado obtenido. En cuanto al 

tejido adiposo, los ratones IRS-1-/- muestran in vivo un incremento en la captación 

basal de glucosa respecto los ratones controles. El incremento observado en la 

captación basal de glucosa en el tejido adiposo ha sido descrito con anterioridad en 

animales IRS-1-/- (Tamemoto et al., 1994) y este hecho viene apoyado por la mayor 

importancia de IRS-2 en la captación de glucosa por parte de los adipocitos 

(Fasshauer et al., 2000). Al expresar flAdpn en músculo esquelético, los ratones 

IRS-1-/- incrementaron la captación de glucosa en los músculos estudiados. En 

paralelo, la restauración de la captación de glucosa en músculo esquelético 

mediada por la expresión de adiponectina lleva a una normalización de la captación 

de glucosa en el tejido adiposo de los animales IRS-1-/-. Como consecuencia de la 

mejora en la sensibilidad a insulina y en el metabolismo de la glucosa en músculo 

esquelético de estos animales, se produce un descenso en los niveles circulantes 

de insulina, disminuyéndose así la hiperinsulinemia establecida. Estos hechos 

confirman que  la resistencia en músculo esquelético de los animales IRS-1-/- es la 

principal responsable de la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia detectadas 

en este modelo (Yamauchi et al., 1996). El aumento en la sensibilidad a insulina y la 

captación de glucosa en ratones IRS-1-/- que expresan flAdpn en músculo 

esquelético conduce a un aumento en el almacenamiento y la utilización de la 

glucosa en estos animales. Este hecho se manifiesta en un incremento en el 

contenido muscular de glucógeno y de glucosa-6-fosfato.  
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Aunque los mecanismos de actuación de la adiponectina no están claros, se ha 

descrito que la adiponectina incrementa la captación de glucosa y la sensibilidad a 

insulina interaccionando con la vía de señalización de la insulina, regulando el 

estado de fosforilación del receptor de la insulina (Stefan et al., 2002) o la propia 

actividad tirosina quinasa propia de este receptor (Yamauchi et al., 2001). También, 

se ha descrito que la adiponectina incrementa la actividad PI3-K asociada a IRS-1 

(Maeda et al., 2002). En el presente trabajo, se demuestra que la adiponectina 

también incrementa la fosforilación de IRS-2 y su unión con p85, la subunidad 

reguladora de PI3-K, en animales controles estimulados con insulina. Los ratones 

IRS-1-/- muestran una mayor fosforilación de IRS-2 y una mayor unión de p85 a este 

substrato indicando un mecanismo compensatorio a través de IRS-2 debido a la 

ausencia de IRS-1-/-. Esta compensación vía IRS-2 no compensa la resistencia a la 

insulina en músculo, aunque sí en otros tejidos como el hígado. La expresión de 

flAdpn en músculo esquelético de animales IRS-1-/- estimulados con insulina 

conduce a una normalización en la fosforilación de IRS-2 en este modelo. Además, 

la disminución en la fosforilación de IRS-2 va acompañada de una disminución en 

su unión a p85 indicando una disminución en el mecanismo compensatorio presente 

en estos animales sin afectar a la fosforilación de Akt.  

 

Otro de los mecanismos propuestos para explicar el aumento en la captación de 

glucosa en músculo esquelético mediado por adiponectina se basa en un aumento 

en la oxidación de ácidos grasos. Este efecto vendría mediado por la activación de 

AMPK y PPARα (Tomas et al., 2002;Yamauchi et al., 2002;Yamauchi et al., 2003a). 

Además, se ha descrito que los mecanismos de captación de glucosa mediada por 

un aumento de la fosforilación de AMPK pueden tener lugar de una manera 
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dependiente de la translocación del transportador de glucosa GLUT-4 (Russell, III et 

al., 1999;Kurth-Kraczek et al., 1999) o de una manera independiente de la 

translocación de este transportador (Abbud et al., 2000). En el presente trabajo se 

detectó un aumento en la activación de AMPK y en la expresión de PPARα en 

músculo esquelético de ambos genotipos mediada por la expresión de adiponectina 

en este tejido. En ratones controles, la expresión de adiponectina también inducía el 

aumento de expresión de PPARγ, CPT-1 y FATP-1. Estos cambios sugerían que la 

expresión de adiponectina inducía un incremento en la oxidación de ácidos grasos 

en los animales controles. Sin embargo, los efectos observados en la sensibilidad a 

insulina y la captación de glucosa en estos animales no son significativos. Los 

ratones IRS-1-/- presentaron un incremento en la oxidación de ácidos grasos 

comparados con los animales controles tal y como sugieren la mayor activación de 

AMPK, la inactivación de la enzima ACC y la mayor expresión de CPT-1 y MCD. En 

cambio, los ratones genosuprimidos IRS-1-/- mostraron una menor expresión de 

FATP-1. Probablemente, esta mayor predisposición a oxidar ácidos grasos en el 

músculo esquelético de los animales IRS-1-/- tenga su origen en la menor 

disponibilidad de glucosa en este tejido presente en estos animales. Sin embargo, la 

expresión de adiponectina en los animales IRS-1-/- incrementa la fosforilación de 

ACC disminuyendo su actividad y disminuye la expresión de PPARγ y CPT-1 

sugiriendo una normalización en la oxidación de lípidos en el músculo de estos 

animales. Esta diferencia en los efectos de la expresión de adiponectina observados 

en el metabolismo lipídico entre ambos genotipos es probablemente debido a la 

normalización en la sensibilidad a insulina y la disponibilidad de glucosa en el 

músculo de los ratones IRS-1-/-.  La normalización en el metabolismo de la glucosa 
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en los animales IRS-1-/- lleva a una normalización del metabolismo lipídico siendo 

predominantes estos efectos a los descritos para la adiponectina  en la oxidación de 

ácidos grasos. 

En resumen, en la segunda parte de esta Tesis se demuestra que la expresión de 

adiponectina en el músculo esquelético incrementa la sensibilidad a insulina y la 

captación y utilización de glucosa en ratones IRS-1-/-. Los efectos de la adiponectina 

en músculo estarían mediados por la interacción de la adiponectina con factores 

diferentes a IRS-1 o ubicados por debajo de este sustrato en la cascada de 

señalización de insulina y/o independientemente de esta vía de señalización. A 

diferencia de lo que sucede en el modelo de resistencia a insulina basado en la 

alimentación con dieta alta en lípidos, los animales IRS-1-/- no presentan resistencia 

a insulina en hígado. En gran medida, la resistencia a la insulina en estos animales 

es debida a la resistencia presente en músculo esquelético (Yamauchi et al., 1996). 

De esta manera, la expresión de adiponectina en este tejido conseguía revertir la 

resistencia a insulina presente en el músculo contribuyendo a la normalización del 

metabolismo de estos animales. Además, este hecho evidencia que también es 

necesaria la normalización de la sensibilidad hepática a la insulina de cara a 

conseguir una mejora general del metabolismo de la glucosa en situaciones 

patológicas de resistencia a la insulina. 

 

Es de gran interés el conocimiento de los mecanismos de actuación de la 

adiponectina y su potencial terapéutico.  Este es un área de conocimiento que está 

en auge ya que permitirá entender mejor el desarrollo de la diabetes y la descripción 

de posibles dianas terapéuticas susceptibles de ser utilizadas en la terapia de la 

diabetes. 
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Parte I 

 

1. Se han obtenido ratones transgénicos que han incorporado en su genoma y 

expresan adiponectina localmente en músculo esquelético bajo el control del 

promotor de la cadena ligera de la miosina. Estos animales son viables y tienen una 

vida reproductiva normal. 

 

2. La expresión de adiponectina exclusivamente en músculo esquelético de ratones 

transgénicos mejora la sensibilidad a insulina aunque no mejora la tolerancia ni la 

captación de glucosa en condiciones estándar  de alimentación. 

 

3. Dicha expresión activa AMPK, inactiva ACC y aumenta la expresión de CPT-1 

poniendo de manifiesto una mayor predisposición a oxidar ácidos grasos en el 

músculo de estos animales.  

 

4. La expresión de adiponectina en músculo esquelético en los animales transgénicos  

alimentados con una dieta alta en lípidos no mejora la sensibilidad a insulina y no 

protege de la obesidad probablemente debido a que no mejora la sensibilidad 

hepática a insulina. 

 

5. En condiciones de alimentación con dieta alta en lípidos, la expresión de 

adiponectina en músculo esquelético afecta a la expresión en tejido adiposo de 

adipoquinas tales como la leptina o la propia adiponectina pudiendo influir en el 

balance energético general. 
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6. Se ha conseguido la expresión de adiponectina en músculo esquelético de ratones 

mediante la administración intramuscular de virus adenoasociados-1 (AAV-1). 

 

7. La expresión de adiponectina en músculo esquelético de estos ratones alimentados 

con una dieta alta en lípidos no mejora la sensibilidad a insulina y no protege de la 

obesidad. 

 

8. En resumen, ambas aproximaciones de expresión de adiponectina en músculo 

esquelético indican que dicha expresión no es suficiente para proteger de la 

resistencia a insulina y la obesidad inducida por una dieta alta en lípidos. 

 

Parte II 

 

1. Se ha conseguido la expresión de adiponectina en los músculos cuadriceps, 

gastrocnemio y tibialis de ratones IRS-1-/- mediante electrotransferencia in vivo del 

gen de la adiponectina.  

 

2. La expresión de adiponectina en el músculo esquelético de estos animales lleva a 

una mejora en la sensibilidad a insulina, a un  incremento en la captación de glucosa 

y a una reducción de los niveles de insulina circulante. 

 

3. La mejora en la sensibilidad a insulina y la captación de glucosa inducida por la 

expresión de adiponectina lleva a una normalización del metabolismo muscular de 

ácidos grasos en estos animales. 
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4. La acción de la adiponectina en músculo esquelético aumenta la fosforilación de 

IRS-2 en animales controles mientras que reduce la mayor fosforilación 

compensatoria de IRS-2 en animales IRS-1-/-, indicando una normalización de la 

sensibilidad a insulina. 

 

5. La utilización del modelo IRS-1-/- ha permitido evidenciar que los efectos de la 

adiponectina tienen lugar por la interacción con factores diferentes a IRS-1 o 

ubicados por debajo de este sustrato en la cascada de señalización de insulina y/o 

independientemente de esta vía de señalización. 
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1. MATERIALES. 

 

1.1. Animales. 

Los animales fundadores utilizados para establecer las dos colonias de transgénicos 

MLC/adiponectina para la primera parte de este trabajo eran ratones híbridos F2 B6 x 

SJL. Estos fundadores se cruzaron con animales controles C57Bl6. La descendencia 

de estos cruces se volvió a cruzar con animales controles C57Bl6. Los descendientes 

de este segundo cruce (N2) con animales C57Bl6 se utilizaron para este estudio. Eran 

animales hemicigotos para el transgén quimérico. Los animales utilizados para el 

experimento con AAV-1 eran animales controles de la cepa C57Bl6. 

Los animales genosuprimidos para el gen del sustrato del receptor de la insulina- 1 

(IRS-1-/-) utilizados en la segunda parte del trabajo fueron cedidos por el Dr. Ronald 

Khan (Joslin Diabetes Center, and Department of Medicine, Harvard Medical School, 

Boston, Massachusetts, USA). Estos animales eran de la cepa 129;C57Bl6. 

 

Todos ellos estaban alimentados ad libitum, es decir, sin restricción en el acceso a la 

comida, con una dieta estándar (Panlab, Barcelona, España) y se mantuvieron en 

condiciones de temperatura y luz controladas (ciclo de 12 horas luz y 12 horas de 

oscuridad, con luces a partir de las 9:00 a.m.). Cuando se necesitó, los animales se 

ayunaron durante 16 horas. Las muestras se obtuvieron, a primera hora de la mañana 

(9:00-10:00 a.m.). Para la eutanasia de los animales, los ratones eran anestesiados 

con anestésicos inhalatorios (Fluothane®) y decapitados. Los tejidos y órganos eran 

diseccionados, congelados rápidamente en nitrógeno líquido, y mantenidos a -80ºC 

hasta su procesamiento. En los experimentos se utilizaron ratones machos de entre 3 

y 7 meses de edad. Los procedimientos experimentales se aprobaron por el Comité 
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de Ética y de Experimentación Animal y Humana de la Universitat Autònoma de 

Barcelona. 

 

1.2. Obtención de los ratones transgénicos y establecimiento de las líneas. 

Para la obtención de animales transgénicos se utilizó la técnica de microinyección de 

DNA en el pronúcleo masculino de oocitos fecundados (Nagy A., 2002). Los oocitos 

fecundados de ratón utilizados en la microinyección de DNA se obtuvieron a partir de 

hembras donantes híbridas B6SJLF1, procedentes del cruce de animales de las 

cepas genéticas C57BL/6J y SJL/J (Harlan). El gen quimérico MLC/Adpn se purificó 

por electroelución y se microinyectó en estos oocitos fecundados. Los oocitos 

microinyectados se implantaron en hembras receptoras de la cepa CD-1. Estos 

procesos se realizaron en el Servei de Biotecnologia Animal de la UAB. 

 

Todos los animales nacidos tras la implantación de embriones se analizaron mediante 

Southern blot para la detección de los posibles animales transgénicos a partir del DNA 

extraído de la cola. Los ratones transgénicos detectados se usaron como fundadores 

de las líneas transgénicas. Con este fin, se cruzaron con animales controles C57Bl6 

por dos generaciones. De esta manera se conseguían colonias transgénicas en 

hemicigosis. Se utilizaron hermanos de camada no transgénicos como controles de 

los animales transgénicos en los diferentes experimentos. 

 

1.3. Cepas bacterianas y vectores plasmídicos. 

 La cepa bacteriana utilizada para la obtención de las diferentes construcciones 

plasmídicas fue la cepa DH5α de E. coli. Los plásmidos utilizados incluían el gen de 

resistencia a ampicilina para su selección. Así, el crecimiento de estas bacterias se 

realizó a 37ºC en medio de cultivo LB (Miller´s LB Broth, Laboratorios CONDA, 
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Madrid) con una concentración de 50 mg/mL de ampicilina para su selección. 

Glicerinados de estas bacterias se conservaron a -80ºC en medio LB con glicerol al 

20% (vol/vol). Los vectores plasmídicos utilizados en este trabajo fueron:  

  - pMLC/hINSmut1, que contenía el promotor del gen de la cadena ligera de la 

miosina (MLC1) junto con la secuencia de poliadenilización y el enhancer MLC1/3. 

  - pBluescript II KS+/ apM1, que contenía el cDNA completo de la adiponectina 

humana (gentileza del Dr. Norikazu Maeda, Department of Internal Medicine and 

Molecular Science (B5), Graduate School of Medicine, Osaka University, Osaka, 

Japan). 

  - pMLC/apM1, plásmido que contiene el gen quimérico obtenido a partir de los 

dos anteriores y utilizado para la generación del transgénico. 

  - pGEM- T Easy Vector/Acrp30, que se utilizó para clonar directamente el 

producto de amplificación del cDNA de la adiponectina murina (Acrp30) una vez 

obtenido. 

  - pTG6600, que contenía el promotor CMV y la secuencia de poliadenilización. 

  - pCMV/Adpn, plásmido utilizado para los experimentos de electrotransferencia 

en músculo obtenido a partir de los dos plásmidos anteriores y que contiene el cDNA 

de adiponectina murina y el promotor CMV. 

  - pCMV/βgal, plásmido utilizado como control en los experimentos de 

electrotransferencia.  

 

 

 

 

1.4. Sondas de DNA. 
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 Para detectar la incorporación del transgén MLC/Adpn en las colonias de transgénicos 

se utilizó la sonda siguiente: 

 - sonda apM1: correspondiente al fragmento EcoRI-EcoRI de 0.8 Kb de la 

adiponectina humana (apM1).  

En el caso del genotipado de la colonia de los animales genosuprimidos IRS-1-/-, para 

detectar la presencia del vector de recombinación se utilizó la sonda siguiente: 

 

 - Sonda BH1: correspondiente al fragmento BamHI-BamHI de 2.5 Kb del vector de 

recombinación que se utilizó para la generación de estos animales.  

     

 Para los Northern blot se utilizaron las siguientes sondas: 

 

 - Sonda apM1: fragmento EcoRI-EcoRI de 0.8 Kb correspondiente al cDNA de la 

adiponectina humana. 

 - Sonda Acrp30: fragmento EcoRI-EcoRI de 0.8 Kb correspondiente al cDNA de la  

adiponectina murina. 

 - Sonda CPT-1: fragmento EcoRI-EcoRI de 2.6 Kb correspondiente al cDNA de rata.

 - Sonda 18S: fragmento EcoRI-EcoRI  de 5.7 kb del cDNA humano, cedida por el Dr. 

Gamboa. 

 

 

 

 

 

1.5. Anticuerpos. 
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 Para la realización de los Western blot presentes en esta tesis doctoral se utilizaron 

los siguientes anticuerpos: 

 

- anticuerpo específico contra la adiponectina humana (Chemicon). 

- anticuerpo específico contra la adiponectina murina (Chemicon). 

- anticuerpos policlonales contra la forma fosforilada y total de la AMPK-α (Cell 

Signaling Technology).  

- anticuerpos policlonales contra la forma fosforilada y total de Akt (Cell Signaling 

Technology). 

- anticuerpo policlonal contra la forma fosforilada de la ACC (Cell Signaling 

Technology). 

- anticuerpo monoclonal contra fosfotirosina (Upstate).  

- anticuerpo policlonal contra IRS-2 (Santa Cruz Biotechnology). 

- anticuerpo policlonal contra p85α (Santa Cruz Biotechnology). 

- anticuerpo anti actina (Sigma). 

 

2. MÉTODOS. 

 

2.1. Obtención y análisis de DNA. 

 

2.1.1. Preparación DNA plasmídico. 

 Para obtener pequeñas cantidades de DNA plasmídico (“minipreps”), éste se purificó 

a partir de unos 3-5 mL de medio de cultivo bacteriano, según el protocolo de lisis 

alcalina descrito originalmente por Birnboim y Doly (Birnboim and Doly, 1979). Gracias 

a este método rápido, se obtienen entre 3-4 µg de plásmido por mL de medio de 

cultivo. Este protocolo consiste en la degradación de la pared bacteriana por la acción 
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de la lisozima (solución de lisozima: Tris-HCl 25 mM pH 8, EDTA 10 mM, Glucosa 50 

mM, Lisozima 5 mg/mL). Tras la acción de la lisozima, se realiza una lisis alcalina del 

esferoplasto (solución de lisis: NaOH 0.2 M, SDS 1%) y una precipitación selectiva del 

DNA genómico bacteriano y de las proteínas desnaturalizadas mediante una solución 

concentrada de acetato potásico a pH ácido (Acetato potásico 3 M pH 4.8, ácido 

acético glacial 2 M). El DNA plasmídico (sobrenadante resultante) se purifica 

mediante la precipitación con isopropanol y el lavado con etanol al 75%. 

Optativamente, para degradar el RNA bacteriano, se añadió RNAsa A a la solución de 

lisozima (concentración final 100 µg/mL de RNAsa A). 

 Sin embargo, para la obtención de mayores cantidades de DNA, se realizaron 

purificaciones a partir de 250-500 mL de medio de cultivo. Aunque se utiliza el mismo 

principio de obtención (lisis alcalina), la purificación del DNA se realiza mediante 

columnas comerciales QIAGEN Plasmid Maxi kit (QIAGEN Sciences, Maryland, USA). 

El DNA plasmídico libre de endotoxinas se obtuvo a partir 1000-1500 mL de medio de 

cultivo y se purificó por el método de la lísis alcalina siguiendo el protocolo de 

EndoFree Plasmid Mega kit de la casa QIAGEN (QIAGEN Sciences, Maryland, USA). 

Este protocolo está diseñado para la obtención de hasta 2.5 mg de DNA plasmídico 

libre de endotoxinas. El DNA plasmídico así obtenido se utilizó para la 

electrotransferencia �in vivo�. 

 

2.1.2. Digestión enzimática del DNA. 

 Las endonucleasas de restricción son enzimas purificadas de bacterias o de hongos, 

que presentan una elevada especificidad frente a secuencias cortas de DNA y actúan 

sobre ellas rompiendo los enlaces fosfodiésteres y por tanto, la cadena de DNA. Estas 

enzimas son comerciales y vienen resuspendidas en soluciones que contienen un 

50% de glicerol. Su actividad enzimática puede ser afectada por diferentes factores, 
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como la composición del tampón de restricción, especialmente pH y concentración de 

iones, la temperatura de incubación o si el DNA está metilado o no. De forma general, 

el DNA se digiere en una proporción de 1 unidad de enzima por microgramo de DNA, 

evitando superar el 5% de glicerol en el tampón de restricción. El tiempo de digestión 

es variable según el tipo de DNA de que se trate, oscilando entre 1-2 horas para el 

DNA plasmídico y toda una noche para el DNA genómico. Los productos de 

restricción son analizados en geles de TAE/agarosa. 

 

2.1.3. Aislamiento y purificación de fragmentos de DNA. 

 

 2.1.3.1. Geles de agarosa. 

 La electroforesis en geles de agarosa es una técnica muy útil utilizada para la 

separación analítica o preparativa de fragmentos de DNA de un tamaño superior a 

100 pb. Tras la digestión del DNA con enzimas de restricción, la visualización de los 

fragmentos de DNA se consigue mediante la incorporación de bromuro de etidio (0.5 

µg/mL) al gel de agarosa. El bromuro de etidio se intercala entre las cadenas de DNA 

y aparece como una banda de color naranja cuando se somete a iluminación 

ultravioleta (300 nm). Gracias al bromuro de etidio, podemos detectar en el gel 

cantidades de DNA superiores a 5 ng. En este trabajo se han utilizado geles de 

agarosa al 1% en tampón TAE (Tris-acetato 40 mM pH 8.3, EDTA 1 mM). Para 

determinar el tamaño de las diferentes bandas de DNA se utilizaron diferentes 

marcadores de peso molecular (Marker X de Roche, DNA ladder 1 kb de Invitrogen). 

 2.1.3.2. Purificación de los fragmentos de DNA. 

 Para la purificación de los fragmentos de DNA de los geles de agarosa se utilizó el 

producto comercial QIAEX II® Gel Extraction kit (QIAGEN Sciences, Maryland, USA) 

siguiendo el protocolo comercial. Éste es un método rápido basado en la disolución 
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del fragmento de agarosa, que contiene la banda deseada, en un agente caotrópico. 

En este caso, el agente caotrópico utilizado era una solución saturada de NaI. Estas 

condiciones permiten una adsorción selectiva del DNA a una matriz de sílice. 

Posteriormente, el DNA se lava y se eluye en condiciones de baja fuerza iónica, que 

favorecen la separación del DNA de la matriz de sílice. 

 

2.1.3.3. Defosforilación de vectores. 

La defosforilación se realiza para evitar que el vector linearizado pueda recircularizar 

cuando se digiere el vector con un único enzima de restricción. Para ello se utilizó 1 

unidad de fosfatasa por µg de DNA (Shrimp Alkaline Phosphatase, Promega) en el 

tampón comercial 1X. La reacción de defosforilación se realizó durante 30minutos a 

37ºC. Posteriormente se inactivó la fosfatasa a 65 ºC durante 15 minutos para evitar 

cualquier interacción de la fosfatasa en la reacción de ligación. 

 

2.1.4. Construcción de moléculas híbridas de DNA. 

 Los fragmentos de DNA purificados, se combinaron y trataron con la enzima DNA 

ligasa del bacteriófago T4 de GIBCO BRL (Invitrogen, San Diego, CA, USA) siguiendo 

el protocolo comercial. Gracias a la ligasa, los diferentes fragmentos son fusionados 

por sus extremos compatibles, ya sean cohesivos o romos. El plásmido resultante se 

introduce en bacterias competentes DH5α de E. coli mediante el protocolo de 

transformación. Las bacterias que han incorporado el plásmido son seleccionadas 

mediante la adición del antibiótico adecuado, y posteriormente confirmando la 

obtención de la molécula híbrida, mediante análisis del DNA plasmídico. 

 

 2.1.4.1. Subclonaje de los fragmentos de DNA. 
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 Las técnicas de subclonaje son ampliamente utilizadas con diferentes finalidades. 

Consisten en la digestión del DNA mediante las enzimas de restricción y la ligación de 

los fragmentos deseados con vectores plasmídicos, digeridos también con enzimas 

de restricción. Estas técnicas han sido utilizadas en la obtención del gen quimérico 

MLC/apM1 así como para la obtención del vector electrotransferido pCMV/Adpn. 

 

 2.1.4.2. Transformación de las células de E. coli. 

 Las bacterias DH5α de E. coli utilizadas se hicieron competentes mediante el método 

de Hanahan (Hanahan, 1983). Este método utiliza MgCl2 y CaCl2 como agentes 

permeabilizadores de la membrana, permitiendo que las bacterias incorporen el 

plásmido deseado. El método de transformación utilizado consistió en la incubación 

de las bacterias competentes con el DNA plasmídico durante 10 minutos en hielo, 

inmediatamente se incubaron a 42ºC durante 45 segundos y se mantuvieron 

nuevamente en hielo durante 5 minutos. Tras este tratamiento, se añadió medio de 

cultivo (200 µL de LB) a las bacterias y se dejaron en agitación a 37ºC durante 40 

minutos. Finalmente, el cultivo se centrifugó a 2000xg para concentrar las bacterias. 

Resuspendiendo el sedimento bacteriano con un volumen mínimo de medio de cultivo 

residual, se hicieron extensiones sobre una placa de LB con ampicilina (50 µg/mL LB) 

para seleccionar aquellas bacterias transformadas con el plásmido deseado. Aquellos 

clones resistentes (clones positivos) se volvieron a crecer en 3-5 mL de medio 

LB/ampicilina para amplificarlos y analizar la presencia de la molécula híbrida 

deseada. 

 

2.1.5. Clonación de Acrp30. 

A partir de RNA total de tejido adiposo extraido mediante QIAzol® Lysis Reagent 

(QIAGEN Sciences, Maryland, USA) de animales controles se realizó una reacción de 
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RT-PCR específica para obtener el cDNA de Acrp30 (SuperscriptTM II RNase H- 

Reverse Transcriptase, Cat.No. 18064-022, GibcoBRL, Life Technologies). Con este 

fin, el cebador (primer)  utilizado en la reacción reconocía una región 3´ downstream 

de la secuencia TGA STOP. En el cebador se incluyo una secuencia diana para 

EcoRI que facilitó la clonación posterior. Una vez obtenida la primera hebra de DNA 

se realizó una PCR de amplificación de esta utilizando un método con baja tasa de 

error para evitar la introducción de mutaciones puntuales en el cDNA de Acrp30 

(Expand TM High Fidelity PCR System, Cat. No. 1732641, Boehringer Mannheim). En 

este caso se utilizaron dos cebadores, uno que reconocía una región 5´ upstream de 

la secuencia ATG de inicio de la traducción y otro que una región 3´ downstream de la 

secuencia TGA STOP utilizado en la RT-PCR. Ambos cebadores incluían secuencias 

diana para EcoRI. De esta manera se obtubo un fragmento de 0.8 Kb de DNA EcoRI-

EcoRI  de doble hebra que contenía el cDNA completo de adiponectina murina. La 

secuencia del cDNA se comprobó mediante secuenciación. La secuencia amplificada 

contenía una mutación puntual respecto a la primera secuencia de referencia 

publicada. Esta mutación consistía en la sustitución del residuo Metionina 113 por un 

residuo Valina en esta posición. El alineamiento de secuencias de la adiponectina 

murina y humana demuestran la presencia de un residuo Valina en la posición 

respectiva del ortólogo humano (Arita et al., 1999). Por tanto, esta mutación puede ser 

considerada irrelevante en cuanto a su función. Además, esta secuencia ha sido ya 

descrita y su funcionalidad comprobada con éxito (Shklyaev et al., 2003). El cDNA de 

Acrp30 se clonó en el lugar EcoRI del plásmido pTG6000 que tenía el promotor CMV. 

Se chequeó la direccionalidad correcta de la inserción con los enzimas Bgl I y Bgl II, 

ambos presentes en el cDNA y en el plásmido, y EcoRI , NheI y HindIII. Este nuevo 

plásmido se denomino pCMV/Acrp30 y se utilizó para expresar adiponectina mediante 

electrotransferencia en músculo esquelético. 
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2.1.6. Marcaje radiactivo de las sondas de DNA. 

 Las sondas utilizadas tanto en los Southern blot como en los Northern blot se 

marcaron radiactivamente con [α-32P]-dCTP (3000 Ci/mmol; Amersham Corp., 

Arlington Heights, Ill.). Para el marcaje, se utilizó el kit comercial Ready-To-Go® DNA 

labelling Beads (Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Una vez marcadas radiactivamente, las sondas se 

filtraron a través de columnas de Sephadex G-50 (Probe Quant® G-50 Micro Columns, 

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Germany). Gracias a la gel filtración 

de las sondas marcadas, se separaban los nucleótidos radiactivos no incorporados a 

las sondas, reduciendo la radiactividad inespecífica. 

 

2.2. Detección de los animales transgénicos. 

 

2.2.1. Obtención de DNA genómico. 

Para la obtención de DNA genómico se siguió una adaptación del método de De Wet 

(de Wet et al., 1987). Para ello, biopsias de cola de 0.5 cm de animales de tres 

semanas de edad se homogenizaron en una solución de lisis tamponada (SDS 0.2%, 

proteinasa K 10 mg/mL 1%, NaCl 200 mM, EDTA 5 mM pH 8, Tris-HCl 100 mM pH 

8.5) y se incubaron a 56ºC toda la noche. Esta incubación permite la digestión del 

tejido por la proteinasa K, liberando el DNA genómico de las células. Tras la digestión, 

se añadieron 250 µL de una solución saturada de NaCl, se centrifugó durante 15 

minutos a 12000xg y se recuperó el sobrenadante. A partir de este sobrenadante se 

precipitó el DNA genómico con isopropanol y se centrifugó durante 15 minutos a 

12000xg. En este punto, el DNA aparece en forma de un precipitado blanquecino o 

pellet en el fondo del tubo. Se descartó el sobrenadante mediante aspiración. 
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Posteriormente, se lavó el pellet de DNA con etanol al 75%, se volvió a centrifugar 

durante 10 minutos a 16000xg y se descartó nuevamente el sobrenadante por 

aspiración. Tras dejar evaporar los restos de etanol 5 minutos a temperatura 

ambiente, se resuspendió el DNA en 55 µL de agua o de TE, previamente calentada a 

56ºC para favorecer la resuspensión. Finalmente, el DNA así obtenido se analizó 

mediante Southern blot. 

 

2.2.2. Análisis de DNA mediante Southern blot. 

 

 2.2.2.1. Digestión y electroforesis de DNA genómico. 

 El genotipado, tanto de las colonias de animales transgénicos MLC/Adpn  como de la 

colonia de animales genosuprimidos IRS-1-/- se realizó mediante Southern blot. Para 

ambas genotipaciones se realizó una digestión enzimática a 37ºC durante toda la 

noche de 10 µg de DNA genómico, con la enzima de restricción Bgl II en el caso de la 

colonia de animales transgénicos y con BamHI en el caso de la colonia de animales 

genosuprimidos IRS-1-/-. Tras la digestión, se añadió tampón de carga 10x (Glicerol 

50%, EDTA 100 mM, SDS 1% y azul de bromofenol 0.1%) al DNA genómico digerido 

y se sometió a electroforesis en gel de TAE con un 1% de agarosa y 0.5 µg/mL de 

bromuro de etidio. En las electroforesis de DNA se utilizó un marcador de peso 

molecular (DNA Molecular Weight Marker X, Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, 

IN). Tras la electroforesis (4-5 horas a 45-65 voltios), el gel de agarosa se trató con 

HCl 0.25 M durante 15 minutos en agitación a temperatura ambiente. El tratamiento 

ácido se utilizó para despurinizar el DNA y asegurar que los fragmentos de elevado 

peso molecular sean transferidos correctamente desde el gel a la membrana. Tras el 

tratamiento ácido, el gel se trató con solución alcalina (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M) 
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durante 15 minutos en agitación a temperatura ambiente, para desnaturalizar la doble 

cadena de DNA. Finalmente, el gel se trató con una solución neutralizante (Tris 1 M, 

NaCl 3 M) durante 30 min en agitación a temperatura ambiente, para neutralizar el pH 

del gel y volver a cargar negativamente el DNA. 

 

 2.2.2.2. Transferencia de DNA a membrana. 

 Tras el tratamiento del gel de agarosa, se realizó la transferencia del DNA desde el 

gel a membranas de nylon cargadas positivamente (Roche Diagnostics Corp., 

Indianapolis, IN). El método de transferencia utilizado fue el sistema Turboblotter® 

(Schleicher & Schuell, Keene, New Hampshire). Este sistema consiste en la 

capilaridad en tampón de alta fuerza iónica SSC 10x (NaCl 1.5M, citrato sódico 0.15 

M pH 7.4) a través de papeles absorbentes GB002 y GB004 (Schleicher & Schuell, 

Keene, New Hampshire). Transcurrido un mínimo de dos horas de transferencia, el 

DNA se fijó a la membrana de nylon mediante la irradiación de 120000 µJ de luz 

ultravioleta en 25-50 segundos, con el sistema UV-Stratalinker 1800 (Stratagene, La 

Jolla, CA) con el fin de crear uniones covalentes entre el DNA y la membrana. 

 

 2.2.2.3. Hibridación de la membrana. 

 Una vez el DNA se fijó a la membrana de nylon, la membrana se prehibridó con la 

solución de prehibridación/hibridación (Na2HPO4 0.25 mM pH 7.2, SDS 20%, EDTA 

1mM, Blocking reagent 0.5%) durante un mínimo de dos horas a 65ºC en agitación 

rotacional. Esta solución bloquea la membrana que no contiene DNA fijado, gracias al 

detergente SDS, los fosfatos y el blocking reagent (Roche Diagnostics Corp., 

Indianapolis, IN). Bloqueando la membrana, se reduce la hibridación inespecífica 

cuando se hibrida con sondas marcadas radiactivamente. Tras la prehibridación, las 
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membranas se hibridaron con la sonda marcada radiactivamente correspondiente al 

Southern blot a realizar, en agitación rotacional a 65ºC durante toda la noche. 

 

 2.2.2.4. Lavados de la membrana y revelado. 

 Tras la hibridación, las membranas se lavaron con soluciones astringentes para 

eliminar el exceso de sonda y la radiactividad inespecífica que pudiera unirse a la 

membrana mediante uniones débiles. Con este fin se realizaron tres lavados 

consecutivos con dos soluciones de diferente astringencia. Los dos primeros lavados 

se realizaron con solución de baja astringencia (NaCl 300 mM, citrato sódico 30 mM, 

SDS 0.1%) durante 15 minutos a 30ºC en agitación rotacional. El último lavado se 

realizó con solución de alta astringencia (NaCl 15 mM, citrato sódico 1.5 mM, SDS 

0.1%) durante 10 minutos a 65ºC en agitación rotacional. Si los lavados han sido 

efectivos, tan sólo la sonda radiactiva que se haya unido a su fragmento de DNA 

complementario permanecerá en la membrana, reduciendo así la radiactividad 

inespecífica (background). Finalmente, las membranas se expusieron en una película 

fotográfica o en una pantalla radiosensible para obtener la señal que permitiera la 

genotipación de los animales. 

2.2.3. Análisis de DNA mediante PCR. 

El genotipado de la colonia MLC/Adpn también se realizó mediante técnicas de PCR. 

Para esta técnica se utilizaron dos primers sense y  uno  antisense. El primero de los 

primers sense utilizados servía para detectar la presencia promotor del gen quimérico. 

Este primer presenta homología con el promotor MLC en la secuencia  que comienza  

-150 pb upstream de la secuencia de inicio de la transcripción del cDNA de la 

adiponectina humana: primer fw MLC 5' ATg CTg TTg CTg ggA gCT gTT 3�. Para 

comprobar que la secuencia de inicio de la transcripción se encontraba intacta se 

utilizó otro primer sense que solapaba con la ATG:  primer fw int 5' ATg CTg TTg CTg 
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ggA gCT gTT 3�. En los dos casos el primer antisense utilizado comienza su 

homología en el nucleótido +233 del ORF de la adiponectina humana: primer rv int:   

5' TCC CTT Agg ACC AAT AAg ACC 3' . Las condiciones de amplificación para 

ambas reacciones fueron idénticas: Un ciclo de 2´a 95 ºC, 30 ciclos de 1´ a 94ºC 

como temperatura de melting, 1´a 58ºC como temperatura de annealing y 74ºC como 

temperatura de elongación. La reacción finalizaba con un ciclo de 5´a 72ºC. Todos los 

reactivos utilizados se encontraban alicuotados en diferentes soluciones estock. El 

volumen final de reacción era de 50 µl de los cuales:   

Reactivo               [STOCK]         Volumen por reacción          [reacción] 

Buffer Mg++ free                 10X                           5µl                                1x 

Primer 1                     100 pmol/µl                 0.25µl                         0.5 pmol/µl                                 

Primer 2                     100 pmol/µl                 0.25µl                         0.5 pmol/µl    

dNTP                            25 mM                      0.4µl                              20 µM           

MgCl2                             25 mM                        5µl                               2.5 mM 

Taq                                5U/µl                        0.4µl                               2U 

 H2O                                                              36.7µl                                   

                    

Todos estos reactivos se mezclaron preparando una master mix  teniendo en cuenta 

el número de muestras a analizar. Se añadía un volumen de 48µl de la master mix a 

cada tubo con 2 µl de DNA diluido a  100 ng/µl para una cantidad total de 200 ng de 

DNA en la reacción. 

 

2.3. Preparación y análisis de RNA. 

 

2.3.1. Extracción de RNA total. 

 La obtención de RNA total se realizó mediante el uso de la solución TriPure® Isolation 

Reagent (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) siguiendo el protocolo 
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comercial a partir de músculo congelado en nitrógeno líquido. En el caso de la 

extracciónde RNA total de tejido adiposo para la clonación de Acrp30 se utilizó 

QIAzol® Lysis Reagent (QIAGEN Sciences, Maryland, USA). Estos métodos se basan 

en la separación del RNA mediante fenol-cloroformo y la protección del RNA gracias a 

la solución de guanidina tiocianato, que actúa como inhibidor de ribonucleasas. Este 

método fue descrito por Chomczynski and Sacchi (Chomczynski and Sacchi, 1987). 

Tras la precipitación del RNA con isopropanol y los posteriores lavados con etanol al 

75%, el RNA se resuspendió en agua con dietilpirocarbonato (DEPC), que actúa como 

inhibidor de ribonucleasas, calentada a 56ºC. El RNA se resuspendió en un volumen  

de entre 50-80 µl dependiendo del rendimiento de la extracción. Finalmente, se 

determinó la concentración de RNA de las diferentes muestras midiendo absorbancia 

a 265nm. 

 

 

 

2.3.2. Electroforesis de RNA. 

 A partir de RNA total extraído de los diferentes tejidos, se realizó la electroforesis en 

geles de MOPS/agarosa al 1% (MOPS/EDTA 10x, H2O estéril, agarosa) con 2.2 M de 

formaldehído. Antes de la carga de las muestras de RNA en el gel de agarosa, se 

añadió a la cantidad de RNA, un tampón de carga desnaturalizante 5x (formamida 

desionizada, MOPS/EDTA 10x, formaldehído, H2O estéril, glicerol y azul de 

bromofenol y xilencianol como colorantes). Posteriormente, las muestras de RNA se 

calentaron a 65ºC durante 15 minutos, tras los cuales se cargaron inmediatamente en 

el gel de agarosa. Este tratamiento térmico permite la desnaturalización de la 

estructura secundaria del RNA, y la presencia del formaldehído, tanto en el gel como 

en el tampón de carga, evita su renaturalización. Como tampón de electroforesis se 
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utilizó una solución de MOPS/EDTA 1x (MOPS 20 mM, acetato sódico 5 mM, EDTA 1 

mM pH 7). Gracias a todas estas condiciones de electroforesis, el RNA permanece 

desnaturalizado, permitiendo la separación de los diferentes RNA según su peso 

molecular. Además, para evitar la degradación enzimática del RNA por ribonucleasas, 

todas las soluciones utilizadas, tanto para la formación del gel como el tampón de 

carga y el de electroforesis, se prepararon en condiciones libres de contaminación y 

se autoclavaron, excepto la solución de MOPS/EDTA 10x que se filtró. 

 

2.3.3. Análisis de RNA mediante Northern blot. 

 Una vez se cargó el gel de agarosa con las muestras de RNA desnaturalizadas, se 

dejó correr la electroforesis 4-5 horas entre 30-50 voltios. A continuación se transfirió 

a una membrana de nylon con el sistema Turboblotter®, de la misma manera que en 

el Southern blot, excepto que en este caso no se trataron con las soluciones ácida, 

alcalina y neutralizante. Tras la transferencia, el RNA se fijó a la membrana de nylon 

mediante luz ultravioleta. Para visualizar el estado de los RNAs y descartar las 

membranas con RNAs degradados, las membranas se teñían con una solución 

colorante de azul de metileno. Para esta tinción, la membrana se trató previamente 

con ácido acético al 5% (2-5 minutos) y posteriormente se tiñó con una solución de 

azul de metileno (acetato sódico 150 mM, azul de metileno 0.02%, H2O). Tras la 

tinción, las membranas se lavaron con agua destilada hasta visualizar las bandas 28S 

y 18S del RNA ribosómico. Las membranas se prehibridaron, hibridaron, lavaron y 

expusieron en una película fotográfica o en una placa radiosensuble de igual forma 

que en el Southern blot. Las bandas se cuantificaron mediante densitometría de los 

diferentes mRNAs y valor obtenido normalizado por la densitometría de la carga de 

RNA (18S). 
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2.4. Preparación y análisis de proteínas. 

 

2.4.1. Extracción de proteínas totales. 

 Las proteínas totales se obtuvieron mediante la homogenización de los fragmentos de 

tejidos congelados, de unos 100 mg, en 1 mL de tampón de homogenización, 

utilizando un homogenizador de tipo Polytron®. La composición del tampón de 

homogenización fue la siguiente: Tris-HCl 50 mM pH 7.5, Sacarosa 240 mM, EGTA 1 

mM, EDTA 1 mM, NaF 50 mM, β-glicerofosfato sódico 10 mM, Tampón fosfato 5 mM, 

Tritón X-100 al 1%. Una vez preparado se filtró con un filtro de 0.22 µm y se conservó 

a 4ºC. Para la preparación del tampón fosfato (0.5 M pH 7): Na2HPO4 x 12H2O 0.5 M, 

NaH2PO4 x 2H2O 0.5 M. Se añadió el NaH2PO4 x 2H2O sobre el Na2HPO4 x 12H2O 

hasta conseguir el pH 7. Este tampón también se filtró con un filtro de 0.22 µm y se 

conservó  a 4ºC. Inmediatamente antes de usar el tampón de homogenización, se 

añadieron los inhibidores de proteasas (una pastilla de la mezcla de inhibidores por 

cada 10 mL de tampón de homogenización, Complete, Mini, EDTA-free Protease 

Inhibitor Cocktail Tablets de Roche Diagnostics GMBH, Germany) y fosfatasas 

(Na3VaO4 1 mM). Una vez añadidos los inhibidores de proteasas y fosfatasas, el 

tampón de homogenización se mantuvo siempre en hielo, al igual que el extracto 

resultante en los sucesivos pasos. Tras homogenizar los tejidos, el extracto se 

mantuvo en agitación a 4ºC durante 1-2 horas y posteriormente se centrifugó a 

16000xg durante 20 minutos a 4ºC. A partir del sobrenadante, se determinó la 

concentración de proteínas de los extractos mediante el método Bradford y se 

realizaron diferentes alícuotas que se guardaron congeladas (-80ºC) hasta su 

utilización. 

 

2.4.2. Inmunoprecipitación. 
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Para estudiar los tejidos estimulados con insulina los ratones se anestesiaron 

mediante una inyección intraperitoneal de solución anestésica. Para la preparación de 

10 mL de la solución anestésica, se mezclaron 0.5 mL de Rompun® (hidroclorato de 

xilacina al 2%, Bayer, Leverkusen, Germany) con una solución de 2 mL de Imalgene® 

(hidroclorato de ketamina al 0.5%, Merial, Lyon, France) y 7.5 mL de PBS. Esta 

solución anestésica se preparó inmediatamente antes de su uso. Para anestesiar a 

los animales, se inyectaron intraperitonealmente 10 µL de solución anestésica por 

gramo de peso. Una vez anestesiados se procedió a extraer los músculos tibialis y 

gastrocnemio de una de las extremidades posteriores. En este momento se 

administraron intraperitonealmente 5 U de insulina. A los 10 minutos de la 

estimulación con insulina se extrajeron los músculos de la otra extremidad posterior y 

el animal fue eutanasiado. De esta manera se contaba con tejido estimulado con 

insulina y su control basal. Se extrajo la proteína tal y como se ha descrito 

previamente. Los extractos musculares se incubaron con un anticuerpo contra IRS-2. 

Los inmunocomplejos formados se recuperaron mediante proteina A inmovilizada en 

microbolas de agarosa (Sigma). Tras ser lavados con tampón de homogenización, los 

inmunocomplejos se solubilizaron en tampón de Laemmli y se resolvieron en gel de 

poliacrilamida tal y como se explica más adelante.  

 

2.4.3. Determinación de la concentración de proteínas. 

 Para la determinación de la concentración de proteínas se utilizó el método de 

Bradford, basado en el cambio de color del colorante azul brillante de coomassie 

cuando forma complejos con las proteínas. Este cambio de color produce un cambio 

en el máximo de absorbancia de este cromóforo (de 465 nm a 595 nm). A partir de 

una solución de albúmina sérica bovina (BSA) a 1 mg/mL se realizó una recta patrón 

entre 0 y 20 µg de BSA. El volumen de la reacción era de 1 mL, de los cuales 800 µL 
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eran agua con los estándares de la recta patrón, y 200 µL del reactivo de Bradford 

(Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, Manchen, Germany). La misma reacción se realizó 

con las muestras de los diferentes extractos. En el caso de extractos musculares se 

realizó una dilución de 1:50, mientras que no era necesario diluir los extractos del 

tejido adiposo. Tras añadir el reactivo de Bradford, las muestras se agitaron y se 

incubaron durante 5-10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se 

determinó la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 595 nm. La 

concentración de proteína de los diferentes extractos se obtuvo a partir de la 

interpolación de sus absorbancias en la recta patrón calculada. 

 

 

2.4.4. Análisis de las proteínas mediante Western blot. 

 

 2.4.4.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). 

 El análisis de las proteínas se realizó mediante la electroforesis de las muestras 

proteicas en geles de poliacrilamida al 10%, en presencia de SDS (Laemmli, 1970). El 

gel de poliacrilamida SDS-PAGE se formó por la fusión de dos geles. El primero de 

ellos es el gel compilador o stacking, el cual contenía un 3.9% de poliacrilamida y que 

forma los pocillos donde se depositan las muestras. El segundo, se trata gel 

separador o resolving, el cual contenía un 10% de poliacrilamida y en el cual se 

separan las proteínas. Las muestras proteicas (-80ºC) se descongelaron en hielo. La 

cantidad de proteínas a cargar se mezcló con ½ volumen de tampón de carga 

Laemmli 2x (Tampón fosfato 20 mM. Glicerol 20%, SDS 4%, 2-β-mercaptoetanol 2% y 

azul de bromofenol como colorante). Tras desnaturalizar las proteínas a 95ºC durante 

5 minutos, las muestras se cargaron inmediatamente al gel SDS-PAGE. Como 

tampón para la electroforesis se utilizó el siguiente: Tris base 5 mM, Glicina 192 mM, 
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SDS 0.1% (peso/vol). La electroforesis se realizó a 45 mA mientras las muestras 

atravesaban el gel compilador, cambiando a 60 mA cuando atravesaban el gel 

separador. En la electroforesis se utilizaron marcadores de pesos moleculares para 

proteínas preteñidos (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). 

 

 2.4.4.2. Transferencia de proteínas a membrana e inmunodetección. 

 La electrotransferencia de las proteínas desde el gel a las membranas Immobilon-P 

(Millipore, Billerica, MA, USA) se realizó con un aparato Transblot modelo 2051 de 

LKB/Pharmacia a 250 mA durante dos horas en tampón de electrotransferencia (Tris 

25 mM, Glicina 150 mM, Metanol 20%). Tras la transferencia, las membranas se 

bloquearon con TBS-T (Tris-HCl 25 mM, NaCl 137 mM, Tween 20 0.05%) con leche 

desnatada en polvo al 5% durante 1-2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, 

las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios diluidos en solución de 

bloqueo a 4ºC durante toda la noche. Las membranas se lavaron en TBS-T (3 lavados 

de 5-10 minutos) y se incubaron una hora a temperatura ambiente con los anticuerpos 

secundarios, biotinilados o conjugados con la enzima peroxidasa, diluidos 1:2000 en 

solución de bloqueo. En el caso del anticuerpo secundario biotinilado, las membranas 

se trataron con el producto comercial ImmunoPure® ABC Peroxidase Staining kit 

Standard (Pierce Biotechnology Inc, Rockford, IL, USA). Finalmente las membranas 

se lavaron con TBS-T (3x5-10 minutos). La inmunodetección se realizó mediante el 

producto comercial ECL® Western Blotting analysis system (Amersham Biosciences 

Europe GmbH, Freiburg, Germany) siguiendo el protocolo del fabricante. La 

membrana tratada con el ECL® se expuso en un film fotográfico para la visualización 

de la señal. 

 

2.5. Dieta alta en lípidos. 
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 Para los experimentos de dieta alta en lípidos, se administró una dieta alta en lípidos 

(HFD) (TEKLAD, TD 88137, Madison, Wisconsin, USA) ad libitum durante el tiempo 

descrito a ratones machos controles y transgénicos MLC/Adpn de tres meses de 

edad. A otro grupo de animales controles y transgénicos MLC/Adpn se les siguió 

administrando la misma dieta estándar utilizada para el mantenimiento de los 

animales (Panlab, Barcelona, España). En el caso de los ratones tratados con AAV1 

también se trataba de machos controles de 3 meses de edad pero se utilizó otra  dieta 

estándar, muy similar a la anterior (Harlan, 2018S). Dado su alto contenido lipídico, la 

dieta HFD es muy sensible a la oxidación y se almacena a 4ºC fuera del alcance de la 

luz. Para evitar que la dieta HFD se oxidara, disminuyendo su palatabilidad, la dieta 

HFD se renovó semanalmente aunque quedara parte de ella. 

 

2.6. Determinación de la ingesta. 

 La ingesta de alimento, tanto de dieta estándar como de dieta alta en lípidos (HFD), 

se determinó en animales hermanos de camada separados en diferentes jaulas según 

su genotipo. La cantidad de comida ingerida por animal se obtuvo de la diferencia 

entre la cantidad inicialmente adicionada y la cantidad remanente trascurrida una 

semana dividido entre la cantidad de ratones por jaula. Se consideraron los valores de 

varias semanas. El resultado se expresó como la ingesta de alimentos en gramos por 

día y animal. 

 

2.7. Test de tolerancia la glucosa. 

 Esta prueba se utiliza para determinar si el individuo es capaz de responder 

correctamente a una sobrecarga de glucosa, valorando el nivel de tolerancia a la 

glucosa. Se determinó la glucemia basal en ratones despiertos y ayunados durante 

una noche (aprox. 16 horas) a partir de una gota de la vena de la cola mediante el 
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sistema Glucometer Elite®. Tras la inyección intraperitoneal de una dosis de 2 g de 

glucosa por kg de peso vivo, se determinó la evolución de la glucemia a lo largo del 

tiempo. Durante este proceso los animales estaban sin acceso a comida ni a agua. 

Los resultados se expresaron como las glucemias en mg/dL en los diferentes puntos 

del experimento. 

 

 

 

2.8. Test de tolerancia a la insulina. 

 Esta prueba permite valorar la sensibilidad a la insulina de un individuo, 

considerándose resistentes a la insulina aquellos que muestran una reducida 

respuesta hipoglucemiante a la hormona. Tras retirar la comida y la bebida a los 

animales, se determinó inmediatamente la glucemia basal en ratones despiertos a 

partir de una gota de la vena de la cola, mediante el sistema Glucometer Elite®. 

Posteriormente, se inyectó intraperitonealmente una dosis de 0.75 U de insulina 

(Humulina Regular®; Eli Lilly, Indianapolis, IN) por Kg de peso vivo y se determinó la 

evolución de la glucemia a lo largo del tiempo. Los resultados se expresaron como el 

porcentaje de los niveles circulantes de glucosa en los diferentes puntos del 

experimento, respecto a los niveles basales previos a la inyección de la hormona. 

 

2.9. Test de tolerancia a ácidos grasos. 

A animales ayunados y anestesiados con la solución anestésica de ketamina/ xilacina 

se les administraron vía yugular 30µl de Intralipid® 20%. Se extrajo sangre por la vena 

caudal a los tiempos indicados y se determinó la concentración de ácidos grasos. Los 

valores obtenidos a lo largo del test se representan como porcentaje respecto los 

valores obtenidos en el minuto 3 tras la inyección.  
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2.10. Determinación del índice de utilización de la glucosa in vivo. 

 Para la determinación del metabolismo de la glucosa in vivo en los tejidos, se utilizó 

un método derivado de la técnica de Sokoloff (Sokoloff et al., 1977). Este método se 

basa en las propiedades bioquímicas del análogo no metabolizable de la glucosa, 2-

deoxi-D-[1-3H]-glucosa (2-DG; Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) (Ferre 

et al., 1985). Una vez la 2-DG circulante es captada por los tejidos a través de los 

mismos transportadores que la glucosa, es fosforilada por las hexoquinasas presentes 

en el tejido, iniciándose así su entrada en las vías metabólicas. Pero la forma 

fosforilada de la 2-DG, la 2-DG-6-fosfato, no puede proseguir su metabolización y se 

acumula en los tejidos. Así, la determinación intratisular de 2-DG-6-fosfato es un 

parámetro que nos ayuda a valorar la capacidad de captación y utilización de la 

glucosa por los tejidos, siempre que su degradación por la glucosa-6-fosfatasa (G-

6Pasa) sea despreciable. La actividad G-6Pasa es alta en los tejidos gluconeogénicos 

(hígado y riñón) pero muy baja en el resto de tejidos (Lackner et al., 1984). Para la 

determinación del índice de utilización basal de la glucosa in vivo en el músculo 

esquelético y tejido adiposo blanco (WAT) y marrón (BAT), se inyectó a través de la 

yugular 1 µCi de 2-DG marcada con tritio a animales machos alimentados de los 

diferentes grupos experimentales. La eliminación específica de 2-DG de la circulación 

se determinó según el método de Somogyi (Somogyi M., 1945), a partir de 25 µL de 

sangre extraída de la cola a los tiempos 1, 15 y 30 minutos después de la inyección. 

Transcurridos 30 minutos, los animales se sacrificaron, y el BAT, WAT epididimal y los 

músculos esqueléticos gastrocnemio y cuadriceps se extrajeron rápidamente. El 

índice de utilización de la glucosa se determinó como la medida de la acumulación de 

compuestos radiomarcados en el músculo esquelético, WAT y BAT (Ferre et al., 
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1985). La cantidad de 2-DG-6-fosfato por miligramo de proteína de tejido se dividió 

por la disponibilidad de 2-DG circulante para los tejidos, calculada como la integral de 

la relación entre la concentración de 2-DG y la glucosa no marcada en la sangre. 

Como los valores no estaban corregidos por la �constante de discriminación� de la 2-

DG en las vías metabólicas de la glucosa, los resultados se expresaron como el 

índice de utilización de la glucosa, en picomoles por miligramo de proteínas por 

minuto. Los valores también se expresaron como porcentaje respecto al control o 

unidas arbitrarias. 

 

2.11. Determinación del contenido de grasa corporal. 

 Para determinar el contenido de grasa corporal se utilizó la carcasa de los ratones 

siguiendo el método de Salmon and Flatt (Salmon and Flatt, 1985). Para la obtención 

de la carcasa los ratones se pesaron, se sacrificaron, y se separaron los intestinos y 

el estómago, pesando finalmente la carcasa. Las carcasas de los animales se 

digirieron en 50 mL de solución de KOH etanólica al 10% durante 48 horas a 60°C. 

Tras la digestión, las muestras se pesaron y se tomaron alícuotas de 500 µL de la 

digestión. A estas alícuotas se les añadió 50 µL de MgCl2 5 M y se mantuvieron en 

hielo durante 10 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 16000xg  durante 10 

minutos. A partir del sobrenadante resultante se determinó la concentración de 

triglicéridos. Tras determinar la cantidad de grasa corporal total de cada animal, en 

gramos de triglicéridos, se representó en porcentaje de grasa corporal respecto el 

peso total de la carcasa previo a la digestión. En algunos casos el contenido de grasa 

corporal se calculó como el porcentaje del peso del tejido adiposo perigonadal 

respecto el peso corporal.  

 

2.12. Determinación glucógeno, glucosa-6-fosfato y lactato musculares. 



                                                                                                                   Materiales y Métodos 
 

 

 140

Fragmentos de músculo de aproximadamente 100 mg se homogenizaron en 10 

volúmenes de ácido perclórico frío (HClO4) al 10% mediante un homogenizador de 

tipo Polytron®. Tras centrifugar el extracto ácido muscular a 6000xg durante 5 minutos 

a 4ºC, se recuperó el sobrenadante. A partir de este sobrenadante, se realizaron dos 

alícuotas de 400 mL cada una. A partir de una alícuota se determinó la cantidad de 

glucógeno muscular y a partir de la otra es posible determinar el lactato y la glucosa-

6-fosfato. 

 

 2.12.1. Determinación del contenido de glucógeno. 

 El contenido de este polisacárido se determinó mediante el método descrito por 

Keppler y Decker (Keppler D. and Decker K., 1974). Este método se basa en la 

utilización de la enzima α-amiloglucosidasa para degradar los enlaces del glucógeno, 

liberando las moléculas de glucosa. La glucosa liberada por esta enzima se determinó 

espectrofotométricamente mediante el autoanalizador PENTRA 400 de ABX, 

utilizando el producto comercial Glucose HK CP (ABX Diagnostics, Montpellier, 

France). 

 

 Se añadió una gota de indicador de pH universal a los extractos musculares para 

visualizar el pH del extracto y poder ajustarlo a pH 5 con diluciones de HClO4 10% y 

K2CO3 5M. Los tubos que contenían los 400 µL y la gota del indicador, se pesaron 

antes y después de ajustar el pH, para considerar así el grado de dilución provocado 

al ajustar el pH, asumiendo una densidad igual a 1. Una vez ajustado el pH a 5, se 

tomaron dos alícuotas de 100 µL. A una de ellas, se le añadieron 100 µL de solución 

de α-amiloglucosidasa (10 U/mL en tampón acetato sódico 0.4 M pH 4.8), mientras 

que a la otra se le añadieron 100 µL de solución de tampón acetato sódico 0.4 M pH 
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4.8. Ambas alícuotas se incubaron durante dos horas en un baño a 50ºC y se 

añadieron 250 mL de HClO4 al 10% para detener la reacción. Finalmente, las 

muestras se centrifugaron 16000xg durante 10 minutos a 4ºC y se determinó la 

concentración de glucosa en el sobrenadante recuperado. La cantidad de glucógeno 

muscular se calculó como la diferencia en la concentración de glucosa entre las 

muestras incubadas con α-amiloglucosidasa respecto a las que no se incubaron con 

α-amiloglucosidasa normalizadas por el peso en gramos de músculo. 

 

 2.12.2. Determinación del contenido de glucosa-6-fosfato y lactato. 

 Se añadió una gota de indicador de pH universal a los extractos musculares para 

visualizar el pH del extracto y poder ajustarlo a pH 7 con diluciones de HClO4 10% y 

K2CO3 5M. Los tubos que contenían los 400 µL y la gota del indicador, se pesaron 

antes y después de ajustar el pH, para determinar así el grado de dilución provocado 

al ajustar el pH. Una vez ajustado el pH a 7, las muestras se centrifugaron a 16000xg 

durante 10 minutos a 4ºC y se determinó la concentración de G6P y lactato en el 

sobrenadante recuperado. El contenido muscular de estos metabolitos se determinó 

espectrofotométricamente mediante el autoanalizador PENTRA 400 de ABX. En el 

caso del lactato hepático, se utilizó el producto comercial Lactic Acid de ABX (ABX 

Diagnostics, Montpellier, France), mientras que para la glucosa-6-fosfato (G6P) se 

adaptó el método descrito por Michal al autoanalizador PENTRA 400 de ABX (Lang G 

and Michal G., 1974). Ambas cantidades se expresaron normalizadas por peso de 

músculo, teniendo en cuenta la dilución provocada al ajustar el pH. 

  

2.13. Determinación del contenido de triglicéridos musculares. 

 Se determinó la cantidad de triglicéridos musculares utilizando el método descrito por 

Carr et al. (Carr et al., 1993). Los triglicéridos se extrajeron del tejido siguiendo el 
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método de Folch utilizando la mezcla cloroformo:metanol (2:1) (Folch et al., 1957). 

Para ello, fragmentos congelados de músculo de aprox. 100 mg se pesaron y se 

homogenizaron en 15 mL de cloroformo:metanol (2:1). Las fases acuosas y lipídicas 

se separaron mediante la adición de 3 mL de H2SO4 al 0.05% y mantenidas a 4ºC 

durante toda una noche. Una vez separadas ambas fases, se eliminó la fase superior 

acuosa con una pipeta pasteur y se recuperó 1 mL de la fase inferior lipídica en un 

tubo de vidrio de 5mL. Se añadió 1 mL de una solución de cloroformo/TRITON X-100 

al 1% y posteriormente se incubó en un baño a 90ºC, para evaporar el cloroformo. 

Gracias al cloroformo y al TRITON X-100, que es un sulfactante no iónico utilizado 

como detergente para emulsionar los lípidos en fases acuosas, se eliminó de la fase 

lipídica recuperada cualquier resto de fase acuosa que hubiéramos podido recuperar. 

Para concentrar la muestra tras la evaporación, se pasó cloroformo por las paredes 

del tubo de vidrio y se volvió a calentar a 90ºC para evaporar el cloroformo. Se repitió 

nuevamente la adición de cloroformo y el calentamiento a 90ºC, para concentrar la 

muestra en el fondo del tubo de vidrio. Una vez el sedimento estuvo completamente 

seco y concentrado, se resuspendió en 500 µL de H2O miliQ en un baño a 37ºC y 

posteriormente se homogenizó totalmente con la ayuda de la pipeta y/o por agitación. 

Tras la resuspensión, se determinó la cantidad de triglicéridos y se expresaron en 

miligramos de triglicéridos por peso de tejido. 

 

2.14. PCR a tiempo real. 

 Se cuantificaron los niveles de expresión génica en músculo mediante la técnica de la 

PCR a tiempo real. A partir las muestras congeladas de músculo, se extrajo RNA total 

siguiendo el protocolo comercial del TriPure®, como ya se ha descrito. La 

determinación de los niveles de expresión génica se realizó en dos pasos: un primer 

paso para obtener cDNA y un segundo paso consistente en la PCR a tiempo real a 
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partir de este cDNA. En un volumen final de 20 µL y a partir de 1 µg de RNA total, se 

obtuvo el cDNA mediante el producto comercial Omniscript RT® kit (QIAGEN 

Sciences, Maryland, USA). Se utilizó oligo-dT como cebador (primer) de la reacción y 

el producto comercial Protector RNase Inhibitor como inhibidor de RNasas, ambos de 

Roche (Roche Diagnotics GMBH, Mannheim, Germany). Una vez obtenido el cDNA 

se determinó la expresión génica mediante PCR a tiempo real utilizando el sistema 

SmartCycler II® (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) y el producto comercial QuantiTect® 

SYBR® Green PCR (QIAGEN Sciences, Maryland, USA). Cada reacción de 25 µL 

contenía 2 µL de una dilución 1:10 del cDNA, 12.5 µL de la QuantiTect® SYBR® Green 

PCR Master mix (MgCl2 2.5 mM) y el par de cebadores forward y reverse específicos 

para cada gen determinado, a una concentración final de 0.4 µM. Las secuencias de 

los cebadores utilizadas son las siguientes: 

Genes Producto

CGCTTTCTGCGTATCGTCTG GATGCACGGGATCGTGTCT

Ppara PPARα TCGGCGAACTATTCGGCTG GCACTTGTGAAAACGGCAGT
Pparg PPARγ TCGCTGATGCACTGCCTATG GAGAGGTCCACAGAGCTGATT

Cpt1b M-CPT1 GCACACCAGGCAGTAGCTTT CAGGAGTTGATTCCAGACAGGTA

Mlycd
Slc27a1

TTCCTGAGCAGTGGTGAGTG AGCGGTAGTTGACCATGAGGMCD

Primer 5´ (forward) Primer 3´ (reverse)

FATP-1

Rps26 RBS ATTCGCTGCACG AACTGCG CAGCAGGTCTGAATCGTGGT

Genes Producto

CGCTTTCTGCGTATCGTCTG GATGCACGGGATCGTGTCT

Ppara PPARα TCGGCGAACTATTCGGCTG GCACTTGTGAAAACGGCAGT
Pparg PPARγ TCGCTGATGCACTGCCTATG GAGAGGTCCACAGAGCTGATT

Cpt1b M-CPT1 GCACACCAGGCAGTAGCTTT CAGGAGTTGATTCCAGACAGGTA

Mlycd
Slc27a1

TTCCTGAGCAGTGGTGAGTG AGCGGTAGTTGACCATGAGGMCD

Primer 5´ (forward) Primer 3´ (reverse)

FATP-1

Rps26 RBS ATTCGCTGCACG AACTGCG CAGCAGGTCTGAATCGTGGT
 

Cebadores utilizados en la PCR a tiempo real para determinar el nivel de expresión de los diferentes 
genes.  
 

 Las condiciones de tiempo y temperatura utilizadas en las PCRs fueron: un primer 

ciclo de 15 minutos a 95ºC, seguido de 45 ciclos de amplificación (fase de 

desnaturalización: 15 segundos a 95ºC; fase apareamiento oligonucleótidos: 15 

segundos a 60ºC; fase de extensión: 30 segundos a 72 ºC). La reacción se realizó por 

triplicado a partir de las muestras de cDNA independientes de tres animales por grupo 

control y transgénico. La tecnología SmartCycler II® nos proporcionó, para cada gen 
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analizado, el cálculo del Ct de cada muestra por cada triplicado. El Ct corresponde al 

número de ciclo en que se produce el incremento significativo de la fluorescencia en la 

reacción, el cual es proporcional al número de moléculas de cDNA de partida. A partir 

de los Ct, se calculó el nivel de expresión génica de los distintos genes analizados en 

ambos grupos de animales mediante la fórmula matemática descrita por Pfaffl (Pfaffl, 

2001). Para determinar las diferencias en la expresión génica entre los grupos 

experimentales, se normalizó la expresión de los distintos genes por la cantidad de 

cDNA total presente en cada muestra. Para determinar la cantidad de cDNA total, se 

determinaron los niveles de expresión de un gen housekeeping cuya expresión no 

estuviera alterada entre los diferentes grupos experimentales. En nuestro cálculo, se 

utilizó la expresión del gen RBS. Los resultados se expresaron como la relación entre 

el nivel de expresión del gen en cada grupo experimental respecto a las expresión en 

los animales controles, estandarizados por la expresión del gen RBS en cada uno 

(ratio= 2-∆Ct gen (Con-Tg)/ 2-∆Ct 36B4 (Con-Tg)). Así, los datos se representaron como la 

expresión de mRNA de cada gen en cada grupo experimental relativa al nivel de 

expresión en los animales controles. 

 

2.15. Determinación de parámetros séricos. 

 Para la obtención de suero, los animales se anestesiaron y se eutanasiaron por 

decapitación. Inmediatamente la sangre se recogió en tubos eppendorf no 

heparinizados y se coaguló mantenida en hielo. Se obtuvo el suero tras la 

centrifugación de la sangre coagulada a 6000xg durante 15 minutos a 4ºC. Para las 

determinaciones séricas en que no era necesario un gran volumen de muestra se 

extrajeron pequeños volúmenes de sangre a partir de la vena de la cola de ratones 

vivos. En estos casos, a partir de animales despiertos, se extrajeron unos 100 µL de 

sangre procedente de la vena de la cola. Este volumen se recogió en tubos 



                                                                                                                   Materiales y Métodos 
 

 

 145

Microvette® CB300 (Sarstedt, St Laurent, QC, Canada). Se centrifugaron a 6000xg 

durante 15 minutos a 4ºC para recuperar el suero. Estas muestras se mantuvieron 

congelados a -20ºC hasta el momento de su utilización. 

 

2.15.1. Glucosa sanguínea. 

 La glucosa circulante se determinó a partir de una gota de sangre (5 µL) procedente 

de la cola de los ratones, mediante el sistema Glucometer Elite® (Bayer, Leverkusen, 

Germany).  

 

2.15.2. Triglicéridos. 

 A partir de extractos musculares y extractos procedentes de la digestión de la 

carcasa, se determinaron los triglicéridos espectrofotométricamente, siguiendo el 

método enzimático GPO-PAP (Fossati and Prencipe, 1982). Este método está basado 

en la cuantificación del cromógeno quinoneimina (PAP), obtenido a partir de p-

clorofenol y 4-aminoantipirina (4-AAP) tras acoplar tres reacciones enzimáticas. Estas 

tres reacciones enzimáticas están catalizadas por las enzimas glicerol quinasa, 

glicerol-3-fosfato oxidasa (GPO) y la peroxidasa. En los diferentes ensayos se utilizó 

el producto comercial GPO-PAP (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) adaptándolo 

al autoanalizador COBAS MIRA. Cuando el volumen de muestra era demasiado 

reducido para el autoanalizador, se adaptó el protocolo para realizarlo manualmente 

en placas de 96 pocillos y se utilizó un lector de ELISA para la lectura de las 

absorbancias. 

 

2.15.3. Insulina. 

 La insulina circulante se determinó en 100 µl de suero mediante radioinmunoensayo 

(RIA) con el producto comercial INSULIN-CT (CIS Bio International, Gif-Sur-Yvette, 
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Cedex, France). También se determinó la insulina circulante a partir de 5 µL de suero 

utilizando la técnica del ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA), 

mediante el producto comercial Rat Insulin ELISA kit (Crystal Chemical, Chicago, IL). 

En este kit de ELISA, la insulina de ratón presenta una reactividad cruzada del 100%, 

comparada con la de rata. Los sueros procedentes de animales alimentados con la 

dieta HFD se diluyeron 1:3 con el diluyente de muestras proporcionado por el kit para 

asegurar que la concentración de insulina de las muestras estuviesen dentro del 

rango de detección. 

 

2.15.4. Leptina. 

 La concentración de leptina sérica se determinó en 5 µL de suero mediante ELISA 

con el producto comercial Mouse Leptin ELISA kit (Crystal Chemical, Chicago, IL). Los 

sueros procedentes de animales alimentados con la dieta HFD se diluyeron 1:10 con 

el diluyente de muestras proporcionado por el kit para asegurar que la concentración 

de leptina de las muestras estuviesen dentro del rango de detección. 

 

2.15.5. Adiponectina. 

 Los niveles de adiponectina murina circulante se determinaron mediante RIA con el 

producto comercial Mouse Adiponectin RIA kit (LINCO Research, St. Charles, 

Missouri, USA) a partir de 100 µL de muestra diluida. Debido a que los niveles séricos 

de adiponectina son muy altos (µg/mL) y el rango del ensayo es muy bajo (1-100 

ng/mL), los sueros se diluyeron 1:1000.  

Los niveles de adiponectina humana se determinaron mediante un ELISA específico 

para esta proteína (Human adiponectin ELISA Kit, B-Bridge, Cat. # K1001-1). Se 

utilizó suero humano como control positivo de la técnica. Los valores obtenidos en las 

muestras de las líneas de transgénicos y de controles eran similares al propio 
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background de la técnica debidos a la mínima reacción cruzada con la adiponectina 

murina, y por tanto, despreciables.  

 

2.16. Inmunohistoquímica en células. 

La capacidad de producir adiponectina murina de los AAV1  se comprobó mediante 

infección en placa de células HEK 293. La presencia de adiponectina murina se 

determinó 48 horas tras la infección con AAV1/Adpn mediante inmunohistoquímica. 

Para ello, las células se fijaron durante 25 minutos con una solución de 3% 

paraformaldehido- 2% de sacarosa en PBS previamente atemperada a 37 ºC. Tras 

lavar 2 veces con PBS las células se permeabilizaron con una solución 0.1% de Triton 

X-100 en PBS durante 10 minutos. Se bloqueó la muestra con suero de cabra no 

inmunizado (NGS) y 1% BSA en PBS, a temperatura ambiente durante 20 minutos. 

Posteriormente, las células se incubaron con un anticuerpo primario específico contra 

adiponectina murina disuelto en PBS durante 3 horas a 37ºC. Tras 2 lavados con PBS 

las células se incubaron con anticuerpo secundario biotinilado (Vector) diluido en PBS 

durante 1 hora. El conjunto es incubado con estreptavidina Alexa Fluor 488 conjugada 

con el fluorocromo FITC (Molecular Probes, S-1123). Tras volver a lavar las células 

con PBS se observaron las células con el microscopio de fluorescencia. 

 

2.17. Administración de virus adenoasociados AAV-1. 

La clonación del cDNA de adiponectina murina en el plásmido productor de AAV-1, la 

producción de los virus AAV1/Adpn y AAV1/βgal y su titulación se realizaron en 

colaboración con el Vector Core de la University Hospital de Nantes. Para la 

generación de los AAV-1 recombinantes se utilizó el sistema de producción basado en 

dos plásmidos (Grimm et al., 2003). Animales controles de 3 meses de edad se 

anestesiaron con la solución de ketamina/ xilacina previamente descrita. Una vez 
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anestesiados se administraron mediante inyección intramuscular 1x 1010 partículas 

víricas del AAV1 correspondiente (AAV1/Adpn o AAV1/βgal)  en cada uno de los 

músculos cuadriceps, gastrocnemio y tibialis de las dos extremides posteriores. Un 

grupo se alimentó con dieta estándar (Harlan, 2018S) y otro grupo se alimentó con 

dieta alta en lípidos (TEKLAD, TD 88137, Madison, Wisconsin, USA). Los animales no 

fueron manipulados excepto para la toma del peso semanal y una medida de la 

glucemia quincenal durante las 10 primeras semanas. Al finalizar el período de dieta 

los animales fueron sacrificados y se tomaron muestras como se ha descrito 

previamente. 

 

 2.18. Electrotransferencia de DNA a músculo esquelético. 

Para la técnica de electrotransferencia los ratones se anestesiaron mediante una 

inyección intraperitoneal de solución anestésica de ketamina/xilacina descrita 

previamente. Se rasuraron las extremidades posteriores con una cuchilla y se 

inyectaron 30µL de un stock 0.4 U/µL de hialuronidasa (Sigma) por músculo en los 

músculos cuadriceps, gastrocnemio y tibialis anterior de ambas patas traseras. Tras 

dos horas de actuación de la hialuronidasa, los animales se volvieron a anestesiar con 

la misma solución anestésica. Se inyectaron 50 µg del plásmido correspondiente en 

un volumen aproximado de 35 µl de solución salina en los músculos cuadríceps, 

gastrocnemio y tibialis de ambas extremidades posteriores. En total, 300 µg de 

plásmido por animal. Las extremidades utilizadas se recubrieron con gel conductor 

(GELECO)  y se aplicaron 10 pulsos de 20 milisegundos de 175V/cm de diámetro de 

la extremidad y 2 Hz utilizando un electroporador  BTX ECM 830 electroporator (BTX, 

USA). Los pulsos eléctricos emitidos se corroboraron con un osciloscopio.  

 

2.19. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS. 
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 Los valores expuestos en este trabajo están expresados como media ± error estándar 

(S.E.). Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el test de Student-Newman-

Keuls. Las diferencias se consideraron significativas con una p < 0.05. 
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