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Abstract 

 

 
1 

ABSTRACT 

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) increases morbimortality in humans via enhanced 

susceptibility to cardiovascular disease (CVD) and non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). The 

study of a more extensive use of existing antidiabetics drugs for the delay of the development of 

CVD, as well as the more in-depth study of the molecular mechanisms that promote the 

appearance of NAFLD are of great relevance to reduce in the future the socioeconomic impact of 

these metabolic diseases. 

In this first part of the work, the effect of SGLT2i dapagliflozin (DAPA) was investigated in 

metabolism and atherosclerosis. Sodium-glucose co-transporters inhibitors (SGLT2i) are drugs 

designed for T2DM treatment to diminish hyperglycaemia by reducing up to 90% of glucose 

reabsorption in renal convoluted proximal tube. Clinical studies suggest a beneficial action of 

SGLT2i in heart failure and CVD. To study the effect of DAPA in atherosclerosis under conditions 

of insulin resistance (IR) Apoe−/−Irs2+/− mice were used, which display accelerated 

atherosclerosis induced by insulin resistance. Dapagliflozin treatment of Apoe−/−Irs2+/− mice, 

which were fed a high-fat, high-cholesterol diet, failed to modify body weight, plasma glucose or 

lipid. DAPA treatment showed no effect in the glucose tolerance test despite augmented insulin 

levels during the test in DAPA-treated mice suggesting the existence of an impairment in insulin 

secretion. Consistent with these findings, DAPA treatment of Apoe−/−Irs2+/− isolated pancreatic 

islets displayed lower glucose-stimulated insulin secretion compared with vehicle-treated islets. 

Moreover, insulin-signaling experiments showed decreased pAKT activation in Irs2+/− DAPA-

treated adipose tissue indicating impaired insulin signaling in this tissue. No changes were seen 

in lesion size, vulnerability or content of macrophages, vascular smooth muscle cells, T cells or 

collagen. DAPA did not affect circulating inflammatory cells or cytokine levels.  

Hence, this study indicates that dapagliflozin does not protect against atherosclerosis in 

insulin-resistant mice in hypercholesterolemic conditions. 

The second part of our study focused on the development and characterization of an 

experimental model of non-alcoholic fatty liver induced by a diet rich in fat (21%) and sugar 

(41.5%) and with a high content in cholesterol that we called NASHD. Non-alcoholic fatty liver 

(NAFL) is a metabolic complication that might be caused by different metabolic disorders and 

frequently associated to fatty tissue dysfunction, IR and T2DM. This disease shows a wide range 

of manifestations, therefore having a mouse model that mimics the clinical and pathological 

symptomatology associated with this disease is essential to develop potential therapeutical 

targets. 

The 16 weeks treatment of mice with NASHD produced a decrease in body weight and free 

fatty acids levels along with an improvement of the insulin sensitivity in mice treated with NASHD. 

However, NASHD-fed WT mice developed an increase in liver weight and a rise in plasmatic 
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markers of liver damage compared to mice fed with control diet (CD). NASHD-fed WT mice also 

developed greater hepatic steatosis, ballooning and fibrosis and a greater NAS score reflecting 

an advanced state of steatosis or NASH compared to CD-fed WT mice. Hepatic inflammation in 

NASHD-fed WT mice was greater showing an increase in T lymphocytes and CD11c 

proinflammatory macrophages. Though, there was a decrease in total monocytes and circulating 

inflammatory Ly6Chi plasmatic levels. Plasmatic leucocytes levels in NASHD-fed WT mice 

showed an increase in cytotoxic T lymphocytes, proinflammatory Th1 and Th9 cells and B cells 

compared to CD-fed WT mice. Analysis of hepatic gene expression showed an impairment of the 

genic expression profile associated to a greater fibrosis with an imbalance of cholesterol, 

triglycerides and fatty acids synthesis metabolism in NASHD-fed WT mice compared to CD-fed 

WT mice. 

Our results suggest that WT mice on NASHD for 16 weeks produce an advanced NASH model 

with fibrosis, high levels of inflammation and significant metabolic alterations with body weight 

loss and an apparent improvement in insulin sensitivity. 
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RESUMEN 

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) aumenta la mortalidad en humanos al aumentar el riesgo 

de padecer una enfermedad cardiovascular (ECV) y de enfermedad de hígado graso no 

alcohólica (EHGNA). El estudio de un uso más extendido de fármacos existentes antidiabéticos 

para el retraso del desarrollo de ECV, así como el estudio más profundo de los mecanismos 

moleculares que favorecen la aparición de la EGHNA son de gran importancia para reducir en el 

futuro el impacto socioeconómico de estas enfermedades metabólicas.  

En esta primera parte de este trabajo, se investigó el efecto del SGLT2i dapagliflozina 

(DAPA) en el metabolismo y en la aterosclerosis. Los inhibidores de los cotransportadores sodio-

glucosa tipo 2 (SGLT2i) son fármacos diseñados para el tratamiento de la DMT2 reduciendo la 

hiperglucemia al reducir hasta en un 90% la reabsorción de glucosa en el túbulo contorneado 

proximal del riñón. Estudios clínicos sugieren que el uso de los SGLT2i produce un efecto 

beneficioso sobre el fallo cardíaco y la ECV. Para estudiar el efecto de la DAPA en la 

aterosclerosis en condiciones de resistencia a insulina (RI) se utilizaron ratones Apoe−/−Irs2+/−, 

que muestran una aterosclerosis acelerada inducida por RI. El tratamiento con dapagliflozina en 

ratones Apoe−/−Irs2+/−, alimentados con una dieta rica en grasa y en colesterol, no produjo 

ningún efecto sobre el peso corporal, los niveles de glucosa en plasma o los lípidos. El 

tratamiento con DAPA no produjo ningún efecto en la tolerancia a la glucosa, aunque fueron 

inferiores en los ratones tratados con DAPA durante el test de glucosa sugiriendo la existencia 

de una alteración en la secreción de insulina. Consistente con estos resultados, el tratamiento 

con DAPA en islotes pancreáticos aislados de ratones Apoe−/−Irs2+/− mostraron menor 

secreción de insulina al ser estimulados con glucosa respecto a los islotes tratados con vehículo. 

Además, experimentos de señalización de la insulina mostraron una disminución de la activación 

de AKT en el tejido adiposo de ratones Irs2+/- tratados con DAPA indicando una alteración en la 

vía de señalización de la insulina en este tejido. No se observaron cambios en el tamaño de la 

lesión aterosclerótica, en la vulnerabilidad de placa o en el contenido de macrófagos, células de 

músculo liso vascular, células T o colágeno. La DAPA no produjo ningún efecto sobre la 

inflamación las células inflamatorias circulantes ni en los niveles de citoquinas.  

Este estudio indica que la dapagliflozina no protege de la aterosclerosis en ratones con 

resistencia a la insulina en condiciones hipercolesterolémicas. 

La segunda parte del estudio se centró en la puesta a punto y la caracterización de un modelo 

experimental de esteatosis hepática no alcohólica inducida por dieta rica en grasa (21%) y azúcar 

(41.5%) y con un alto contenido en colesterol (1.25%) que denominamos DEHNA. La enfermedad 

del hígado graso no alcohólico (EHGNA) es una complicación metabólica que puede ser causada 

por diversas alteraciones metabólicas y que se asocia con frecuencia a la disfunción del tejido 

adiposo, la RI y la DMT2.   Esta enfermedad presenta gran variabilidad de manifestaciones, por 
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lo que disponer de un modelo de ratón que mimetice la sintomatología clínica y patológica 

asociados a esta enfermedad es indispensable para poder desarrollar posibles dianas 

terapéuticas. 

El tratamiento de 16 semanas de los ratones con DEHNA produjo una disminución en el peso 

corporal y en los niveles de ácidos grasos libres junto con una mejora en la sensibilidad a la 

insulina en los ratones tratados con DEHNA. No obstante, los ratones WT alimentados con 

DEHNA desarrollaron mayor peso hepático y un aumento en marcadores plasmáticos de daño 

hepático comparado con ratones alimentados con dieta control (DC).  Los ratones WT 

alimentados con DEHNA también desarrollaron mayor esteatosis, inflamación lobular, 

degeneración balonizante y fibrosis y mayor puntuación NAS indicando un estadio avanzado de 

esteatosis o EHNA comparado con los ratones WT alimentados con DC. La inflamación hepática 

en los ratones DEHNA fue mayor con un incremento en los linfocitos T y en los macrófagos 

proinflamatorios CD11c. Sin embargo, se produjo una disminución en los niveles de monocitos 

totales y en los inflamatorios Ly6Chi circulantes en la sangre. El análisis de leucocitos en sangre 

mostró también un aumento en los linfocitos T citotóxicos, los subtipos T proinflamatorios Th1 y 

Th9 y los linfocitos B en los ratones alimentados con DEHNA comparado con ratones WT 

alimentados con CD. El análisis de la expresión génica en hígado mostró una alteración del 

patrón de la expresión génica asociada a una mayor fibrosis con un desequilibrio del metabolismo 

del colesterol, de los triglicéridos y de la síntesis de ácidos grasos en los ratones alimentados 

con DEHNA comparado con ratones WT alimentados con CD.  

Nuestros resultados indican que la DEHNA administrada en ratones WT durante 16 semanas 

genera un modelo de EHNA avanzado con fibrosis, niveles elevados de inflamación y 

alteraciones metabólicas importantes que cursan con pérdida de peso y una aparente mejora de 

la sensibilidad a la insulina.  
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RESUM 

La diabetis mellitus tipus 2 (DMT2) augmenta la mortalitat en humans en augmentar el risc de 

patir una malaltia cardiovascular (MCV) i de malaltia del fetge gras no alcohòlic (MFGNA). 

L’estudi d’un us més estès de fàrmacs existents antidiabètics per al retard del desenvolupament 

de MCV, així com l’estudi  més profund dels mecanismes moleculars que afavoreixen l’aparició 

de la MFGNA son de gran importància per a reduir en el futur l’impacte socioeconòmic d’aquestes 

malalties metabòliques. 

En aquesta primera part d’aquest treball, es va investigar l’efecte del SGLT2i dapaglifozina 

(DAPA) en el metabolisme i en l’aterosclerosi. Els inhibidors dels cotransportadors sodi-glucosa 

tipus 2 (SGLT2i) son fàrmacs dissenyats per al tractament de la DMT2 reduint la hiperglucèmia 

en reduir fins en un 90% la reabsorció de glucosa al túbul contornejat proximal del ronyó. Estudis 

clínics suggereixen que l’ús dels SGLT2i produeix un efecte beneficiós sobre la fallada cardíaca 

i la MCV. Per estudiar l’efecte de la DAPA en l’aterosclerosi en condicions de resistència a la 

insulina (RI) es van utilitzar ratolins Apoe-/-Irs2+/-, que mostren una aterosclerosi accelerada 

induïda per RI. El tractament amb DAPA en ratolins Apoe-/-Irs2+/-, alimentats amb una dieta rica 

en greix y en colesterol, no va produir cap efecte sobre el pes corporal, els nivells de glucosa en 

pasma o els lípids. El tractament amb DAPA no va produir cap efecte en la tolerància a la glucosa 

encara que foren inferiors en els ratolins tractats amb DAPA durant el test de glucosa suggerint 

l’existència d’una alteració en la secreció d’insulina. Consistentment amb aquests resultats, el 

tractament amb DAPA en illots pancreàtics aïllats de ratolins Apoe-/-Irs2+/- van mostrar menor 

secreció d’insulina en ser estimulats amb glucosa respecte als illots tractats amb vehicle. A més 

a més, experiments de senyalització de la insulina van mostrar una disminució de l’activació 

d’AKT al teixit adipós de ratolins Irs2+/- tractats amb DAPA indicant una alteració de la via de 

senyalització de la insulina en aquest teixit. No es van observar canvis en la grandària de la 

lesió ateroscleròtica, en la vulnerabilitat de placa o en el contingut de macròfags, cèl·lules de 

múscul llis vascular, cèl·lules T o col·lagen. La DAPA no va produir cap efecte sobre la inflamació 

de les cèl·lules circulants ni als nivells de citocines.  

Aquest estudi indica que la dapaglifozina no protegeix de l’aterosclerosi en ratolins amb 

resistència a la insulina en condicions hipercolesterolèmiques. 

La segona part de l’estudi es va centrar en la posada a punt i la caracterització d’un model 

experimental d’esteatosi hepàtica no alcohòlica induïda per una dieta rica en greix (21%) i sucre 

(41.5%) i un alt contingut en colesterol (1.25%) que denominem DEHNA. La malaltia del fetge 

gras no alcohòlic (MFGNA) es una complicació metabòlica que pot ser causada per diverses 

alteracions metabòliques i que s’associa amb freqüència a la disfunció del teixit adipós, la RI i la 

DMT2. Aquesta malaltia presenta gran variabilitat de manifestacions, pel que disposar d’un model 
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de ratolí que mimetitze la simptomatologia clínica i patològica associades a aquesta malaltia es 

indispensable per poder desenvolupar possibles dianes terapèutiques.  

El tractament de 16 setmanes dels ratolins amb DEHNA va produir una disminució en el pes 

corporal i en els nivells d’àcids grassos lliures junt amb una millora en la sensibilitat a la insulina 

en els ratolins tractats amb DEHNA. No obstant això, els ratolins WT alimentats amb DEHNA van 

desenvolupar major pes hepàtic i un augment en marcadors plasmàtics de dany hepàtic 

comparat amb ratolins alimentats amb dieta control (DC). Els ratolins WT alimentats amb DEHNA 

també van desenvolupar major esteatosi, inflamació lobular, degeneració balonitzant i fibrosi i 

major puntuació NAS indicant un estadi avançat d’esteatosi o EHNA comparat amb els ratolins 

WT alimentats amb DC. La inflamació hepàtica en els ratolins DEHNA va ser major amb un 

increment en els limfòcits T i en els macròfags proinflamatoris CD11c. No obstant això, es va 

produir una disminució en els nivells de monòcits totals i en els inflamatoris Ly6C circulants en 

sang. La anàlisi de leucòcits en sang va mostrar també un augment en els limfòcits T citotòxics, 

els subtipus T proinflamatoris  Th1 i Th9 i els linfòcits B en els ratolins alimentats amb DEHNA 

comparat amb ratolins WT alimentats amb DC . La anàlisi de l’expressió gènica en fetge va 

mostrar una alteració del patró de l’expressió gènica associada a una major fibrosi amb un 

desequilibri del metabolisme del colesterol, dels triglicèrids i de la síntesi d’àcids grassos en els 

ratolins alimentats amb DEHNA comparat amb ratolins WT alimentats amb DC. 

Els nostres resultats indiquen que la DEHNA administrada en ratolins WT durant 16 setmanes 

genera un model d’EHNA avançat amb fibrosi, nivells elevats d’inflamació i alteracions 

metabòliques importants que cursen pèrdua de pes i una aparent millora de la sensibilitat a la 

insulina.
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1. Diabetes 

1.1. La diabetes y su incidencia global en la actualidad 

La diabetes es una enfermedad crónica asociada con múltiples complicaciones y un riesgo 

elevado de muerte prematura. En la actualidad 422 millones de personas en el mundo padecen 

esta enfermedad siendo su incidencia en España del 10.5%, por lo que es considerada una 

pandemia global (datos de la Organización Mundial de la Salud). Además, se pronostica que 

será desarrollada por un tercio de las personas a lo largo de su vida [1]. 

Se ha estimado que 4.2 millones de muertes en individuos adultos de 20-79 años son debidas 

a esta alteración metabólica y a las complicaciones que acaban desarrollando, lo cual conlleva 

a una duplicación en la mortandad de este tipo de pacientes y a disminuir su esperanza de vida 

en 6-7 años (IDF Diabetes Atlas).  

Bajo el término de diabetes mellitus se engloban las enfermedades metabólicas 

caracterizadas por unos niveles elevados de glucosa en sangre resultantes de deficiencias en la 

secreción o acción de la insulina. La hiperglucemia crónica que se produce en el transcurso de 

esta patología resulta en alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, grasas y proteínas, 

asociándose a daños en órganos a largo plazo y a disfunción y fallo en sistemas, tales como el 

renal o el cardiovascular [2]. 

De los subtipos de diabetes los que presentan una mayor incidencia en la población son la 

diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) y el tipo 2 (DMT2). 

La DMT1 constituye alrededor del 10% de casos conocidos de diabetes y puede afectar a 

cualquier rango de edad, aunque normalmente se desarrolla en niños o adolescentes. Este 

subtipo se caracteriza por una carencia absoluta de insulina debido a una reacción autoinmune 

de origen genético o viral que produce la destrucción de las células β pancreáticas.  Las personas 

que padecen DMT1 sufren de una afección denominada insulitis en la cual se produce la 

infiltración de linfocitos T activados en los islotes de Langerhans del páncreas, lo cual va 

produciendo un agotamiento gradual de células β. La sintomatología se inicia abruptamente 

cuando se ha producido la destrucción de más del 80% de las células β pancreáticas y el 

organismo no puede responder de forma adecuada a la ingesta de glucosa. Es por ello, que los 

pacientes de DMT1 requieren de un tratamiento insulínico que restaure el control metabólico. 

La diabetes tipo 2 supone el 90-95% de los pacientes diabéticos y, por lo general, se 

desarrolla gradualmente, sin la aparición de síntomas evidentes. Estos pacientes presentan una 

combinación de resistencia a la insulina (RI) y células β disfuncionales, sin ser necesario 

inicialmente un tratamiento con insulina para controlar el metabolismo ya que las alteraciones 

metabólicas observadas en la DMT2 son más leves que las descritas para la DMT1. No obstante, 
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más del 90% de los pacientes de DMT2 acaban requiriendo insulinoterapia para controlar la 

hiperglucemia y mantener la hemoglobina glicosilada dentro de los valores normales [3,4]. 

El estudio de la patogenia de esta alteración metabólica puede ayudar a realizar un 

diagnóstico correcto de esta enfermedad lo cual permitiría la identificación de aquellos pacientes 

con un riesgo elevado a sufrir una muerte precoz o a desarrollar complicaciones microvasculares 

y cardiovasculares, así como también disminuir los altos costes económico-sociales asociados 

a ella. 

 

Figura 1. Muertes atribuidas a la diabetes por rango de edad del año 2019. Figura adaptada del Diabetes Atlas 9th 

ed (International Diabetes Federation) [3] 

1.2. La diabetes mellitus tipo 2 

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una enfermedad caracterizada por incremento de los 

niveles de glucosa en sangre a causa de la disfunción de las células β pancreáticas, RI en los 

órganos diana y deterioro relativo de la secreción de insulina [5]. 

La enfermedad se detecta por medio de pruebas sistemáticas, ya que la DMT2 se desarrolla 

de forma gradual e inicialmente los pacientes no muestran una sintomatología evidente. El 

criterio usado para diagnosticar la DMT2 se basa en los niveles de glucosa en plasma [6]: 

• Glucemia en ayunas ≥126mg/dl. 

• Glucemia ≥200mg/dl a las 2 horas de una sobrecarga oral de glucosa de 75 g. 

• Glucemia al azar ≥200mg/dl. 

• Hemoglobina glucosilada (HbA1c) ≥ 6.5%. 

La RI es una característica típica de la patogénesis de la DMT2 que se define como la pérdida 

de sensibilidad a la insulina en los tejidos efectores como el hígado, el tejido adiposo o el músculo 

y que antecede al desarrollo de la enfermedad. Esta pérdida conduce a una deficiencia en la 

cascada de señalización de la insulina que afecta a la translocación de los transportadores de 

glucosa a la membrana y a una disminución en la internalización de la glucosa. Como mecanismo 

compensatorio, las células β pancreáticas aumentan la producción de la hormona la cual 
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mantiene los niveles de glucosa en sangre en estadios iniciales, produciendo una 

hiperinsulinemia (Figura 2) [7]. 

En condiciones normales, la insulina inhibe la gluconeogénesis por parte del hígado, pero la 

RI conduce a la inhabilitación de la hormona sobre el control enzimático del proceso, 

contribuyendo a un incremento en la producción de glucosa por parte del hígado que se 

manifiesta inicialmente como intolerancia a la glucosa. La insuficiente compensación por parte 

de la célula β y la producción de glucosa hepática pueden conducir a elevados niveles de glucosa 

sostenidos en el tiempo e hiperglucemia. La hiperglucemia crónica acaba produciendo 

glucotoxicidad caracterizada por el deterioro de los gránulos insulinosecretores de las células β 

pancreáticas y la disminución de captación de glucosa por parte de músculo y tejido adiposo 

cuyo resultado es el establecimiento de la hiperglucemia y la RI propias de la DMT2 [8–10].  

La RI en el tejido adiposo tiene efectos perjudiciales. Así el fallo en la señalización de la 

insulina aumenta la lipólisis mediada por lipasas sensibles a hormonas por parte del tejido 

adiposo liberando ácidos grasos libres no esterificados (NEFA, del inglés Non-Esterified Fatty 

Acids) como fuente alternativa de energía. 

La lipotoxicidad causada por el acúmulo de NEFA en diferentes tejidos como el hígado, 

músculo o páncreas, así como la RI causada por un defecto de la señalización de la insulina 

conducen a la activación de vías inflamatorias, disfunción celular y lipoapoptosis que se observan 

en pacientes de DMT2 [11–13]. 

 

 

Figura 2. Efectos de la resistencia a la insulina. AG: ácidos grasos, NEFA: ácidos grasos no esterificados (adaptación 

de Lippincott´s 7th ed) [4] 
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La hiperglucemia produce un incremento de las secreciones por parte del tejido adiposo que 

conduce a una mayor producción de citoquinas proinflamatorias por parte de macrófagos 

activados, así como también a una mayor síntesis de leptina y una menor síntesis de 

adiponectina, proteínas con efecto proinflamatorio y antiinflamatorio, respectivamente. Siendo el 

balance neto una inflamación crónica de bajo grado que resulta en RI [4]. 

2. Aterosclerosis 

2.1. Incidencia actual de las enfermedades cardiovasculares 

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son una de las principales causas de mortandad 

en todo el mundo, considerándola la Organización Mundial de la Salud (OMS) como una 

enfermedad no transmisible que provoca un 37% de las defunciones de personas menores de 

70 años (Fuente: Organización Mundial de la Salud).  

Según la OMS, se calcula que en 2030 morirán cerca de 23,6 millones de personas debido a 

ECV, siendo la causa de estas enfermedades una combinación de factores de riesgo tales como 

la hipertensión arterial, la obesidad, el tabaquismo, el consumo nocivo de alcohol, la diabetes y 

la hiperlipidemia.  

En el Atlas presentado por la Sociedad Europea de Cardiología se calculó una incidencia de 

aproximadamente 11 millones de nuevos casos de ECV en los 47 países miembros en 2015, 

incremento que era mayor en mujeres que en hombres (5.7 millones de casos frente a 5.3 

millones). De los 3.8 millones de las defunciones ocurridas cada año entre los países miembros 

debidos a ECV, la cardiopatía isquémica era la principal causa responsable del 20% de los 

fallecimientos, seguido del ictus (11%) [14]. 

La principal causa de ambas patologías es una complicación aguda de un proceso lento y 

crónico, la aterosclerosis que se desarrolla en la pared vascular de las arterias. 

2.2. Pared arterial: estructura y composición 

Las tres capas que forman la estructura la pared arterial son: túnica íntima, túnica media y 

túnica adventicia (Figura 3), las cuales pasamos a desarrollar brevemente:  

• Túnica íntima: monocapa de células endoteliales que forma la estructura más interna de 

la pared vascular que reviste arterias, venas y capilares sanguíneos. Este revestimiento 

endotelial descansa sobre su membrana basal y una capa de tejido conectivo laxo en la 

que se entrelazan fibras de colágeno y elásticas y conocida como subendotelio. El 

endotelio presenta diversas funciones en base a su localización y se conoce su 
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implicación en la supresión de las células de la capa media con la finalidad de evitar su 

crecimiento y disrupción de la función vascular [15]. 

• Túnica media: es la capa intermedia compuesta por una serie de capas de células de 

músculo liso vascular (cMLVs) que se disponen concéntricamente a la luz del vaso y que 

producen gran parte de los componentes mayoritarios de la matriz extracelular como 

proteoglicanos, elastina y colágeno. 

• Túnica adventicia: capa más externa de la pared del vaso constituida por fibras de 

colágeno en disposición longitudinal y unas pocas fibras elásticas, en la cual pueden 

aparecen fibroblastos, macrófagos, terminaciones nerviosas y microvascularización. 

 

Figura 3. Estructura de la pared arterial. (a) Diagrama de una arteria elástica y los elementos extracelulares que la 

componen. La capa más externa es la túnica adventicia compuesta por una red de fibras de colágeno, fibras elásticas y 

fibroblastos. Por debajo de esta capa se encuentra la túnica media formada principalmente por cMLVs y delimitada por 

las láminas elástica externa (LEE) y elástica interna (LEI). La capa que reviste la luz del vaso se denomina túnica íntima 

y está constituida por una capa de células endoteliales que, junto con tejido conjuntivo, constituye una barrera selectiva 

permeable a sangre y tejidos. (b) Fotografía al microscopio de una sección de aorta humana teñida con la tinción de 

fucsina-resorcina de Weigert para las fibras elásticas (Adaptación de Ross & Pawlina, 7th ed) [16]  

2.3. Alteraciones de la homeostasis de la pared vascular: la aterosclerosis 

El principal proceso fisiopatológico subyacente en la ECV es la aterosclerosis, un desorden 

crónico progresivo del lecho vascular que se desarrolla en las arterias de medio y gran calibre. 

Esta alteración de la pared arterial se caracteriza por un proceso inflamatorio que se inicia 

principalmente en zonas en donde el flujo laminar de la sangre está alterado [17]. 

La aterosclerosis hace referencia a la acumulación de material lipídico y fibroso en el 

subendotelio vascular que, con el tiempo, puede conducir a un estrechamiento de la luz del vaso 

produciendo una disminución del flujo a los tejidos. Las placas ateroscleróticas o ateromas que 
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no generan una obstrucción que limita el flujo sanguíneo pueden evolucionar hacia placas 

complejas e inestables desencadenando procesos como la erosión o rotura de la placa 

produciendo trombosis vasculares in situ o embolias en sitios distantes [18].  

Existe evidencia de la importancia de la túnica íntima y del sistema inmune en esta patología. 

Así, cambios cualitativos en la monocapa de células endoteliales que reviste la superficie interna 

vascular conducen a la creación de gradientes de moléculas quimioatrayentes y a la expresión 

de moléculas de adhesión que retienen leucocitos en su superficie (Figura 4). El reclutamiento y 

migración de leucocitos por el endotelio activado y la acumulación de lípidos en el subendotelio 

vascular conduce a la formación de células espumosas. Este proceso puede culminar en el 

desarrollo de un núcleo necrótico rico en lípidos que junto con un ambiente inflamatorio puede 

aumentar el riesgo a desarrollar un fenotipo de placa aterosclerótica inestable [17]. 

2.4. Mecanismo y patofisiología de la aterosclerosis 

La aterogénesis hace referencia al desarrollo de la placa aterosclerótica que se produce en 

el revestimiento interno de las arterias. La patogénesis de la aterosclerosis se desarrolla en tres 

etapas: iniciación, progresión y pérdida de estabilidad de placa. 

2.4.1. Iniciación de la activación endotelial e inflamación 

La iniciación de la aterosclerosis se produce como consecuencia de la activación y posterior 

disfunción de la superficie endotelial que conduce a la expresión de señales que generan un 

incremento de la permeabilidad vascular de los leucocitos a las capas subyacentes. Muchos 

autores consideran que la activación del endotelio se debe a múltiples factores, tales como 

variaciones en el flujo sanguíneo, dislipidemia o respuesta inflamatoria mal adaptativa. Sin 

embargo, y a pesar de la falta de pruebas rigurosas, la primera diana terapéutica y factor causal 

de este proceso patológico es la acumulación de lipoproteínas de baja densidad (LDL, del inglés, 

Low Density Lipoproteins) en el espacio subendotelial (Figura 4) [18]. 

Las células endoteliales activadas producen moléculas de adhesión como las selectinas E y 

P, moléculas de atracción quimiotáctica como MCP1 (del inglés, Monocyte Chemotactic Protein-

1) y moléculas de adhesión celular vascular como VCAM-1 (del inglés, Vascular Cell Adhesion 

Molecule-1) e ICAM-1 (del inglés, Intercellular Adhesion Molecule-1). Los monocitos se adhieren 

a la capa de células endoteliales, migrando al espacio subendotelial.  Debido a la activación de 

diversos patrones de reconocimiento molecular como los PAMP (del inglés, Pathogen Associated 

Molecular Patterns) y los DAMP (del inglés, Damage Associated Molecular Patterns), de la acción 

de citoquinas como el TNFα (del inglés, Tumor Necrosis Factor α) y las interleuquinas IL1 e IL6, 

los monocitos proliferan y se diferencian a macrófagos. Por otro lado, en situaciones de 

disfunción endotelial y niveles medios o elevados de LDLs, éstas son retenidas en el 
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subendotelio y experimentan modificaciones como la oxidación o acetilación formando partículas 

de LDL modificadas (LDLm). Las LDLm son reconocidas por los macrófagos a través de sus 

receptores “basura”, principalmente CD36 (del inglés, cluster of differentiation 36), SRA (del 

inglés, scavenger receptor A) y LOX1 (del inglés, Lectin-like ox-LDL receptor-1) y, serán 

captadas, transportadas y procesadas por el retículo endoplásmico del macrófago formando 

gotas lipídicas que conducen a su diferenciación a células espumosas. El proceso de formación 

de células espumosas y la retención y migración de otras células del sistema inmune, linfocitos 

T y B favorecen el desarrollo de la lesión incipiente o estría grasa [19]. 

 

Figura 4. Iniciación y progresión de la aterosclerosis. La aterogénesis se inicia con el reclutamiento de células 

inflamatorias hacia la túnica íntima. Las células endoteliales activadas expresan moléculas de adhesión para los 

monocitos, los cuales, una vez se encuentran en la túnica íntima expresan receptores “basura” que intervienen en el 

reconocimiento de las partículas de LDL modificadas (LDLm) y conduce a la formación de células espumosas. Los 

linfocitos T, menos abundantes que los monocitos, también penetran en la íntima y, tras su activación, los linfocitos Th 

secretan citoquinas que magnifican y mantienen la respuesta inflamatoria en la íntima. Los transportadores ABCA1 y 

ABCG1 participan en el transporte reverso de colesterol eliminando el exceso de colesterol hacia la sangre y 

disminuyendo la formación de células espumosas (Adaptado de Libby, P., Ridker, P. M., & Hansson, G. K. (2011) [20]) 

(Created with http://BioRender.com). 

 

Un mecanismo compensatorio en el metabolismo del colesterol es la vía mediada por la 

formación de lipoproteína HDL (del inglés, High Density Lipoprotein) que elimina el exceso de 

colesterol de las células e inhibe el desarrollo de la lesión aterosclerótica. Los transportadores 

de membrana ABCA1 y ABCG1 (del inglés, Adenosine Triphosphate-Binding Cassette 

Transporter A1 y G1, respectivamente) junto con la proteína ApoA-I en su estado libre de lípidos, 

son responsables del transporte reverso de colesterol en macrófagos disminuyendo la formación 
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de células espumosas. La formación de partículas de HDL en la placa aterosclerótica favorece 

también la presencia de la enzima paraoxonasa 1 que evita la oxidación de LDL [21]. 

2.4.2. Progresión de la placa de ateroma 

La lesión progresa a medida que aumenta el tamaño de la placa aterosclerótica y el 

mecanismo compensatorio de la HDL resulta insuficiente. A pesar de que los macrófagos son 

numéricamente predominantes, otras células inflamatorias como los linfocitos T también se 

localizan en el interior de la lesión. Las células T inducen en macrófagos la secreción de 

citoquinas, como interferón γ (IFNγ) o los factores de necrosis tumoral TNFα y TNFβ que 

estimulan la proliferación de macrófagos, amplifican la respuesta inflamatoria y producen la 

activación, proliferación y transmigración de las cMLVs desde la capa media al subendotelio o 

neoíntima contribuyendo al crecimiento de la placa. Las cMLVs reclutadas pueden captar LDLm 

y secretan componentes de la matriz extracelular (tales como colágeno, elastina, proteoglicanos 

y glucosaminglicanos) que, junto con las células espumosas derivadas de macrófagos, 

contribuyen al engrosamiento de la túnica íntima. Esta migración de las cMLVs hasta la luz del 

vaso conduce a la formación de una capa fibrosa o fibroateroma. Esta capa o cubierta fibrosa 

recubre las células espumosas de la placa y el núcleo de células inflamatorias. Las células 

espumosas, junto con las propias células endoteliales, favorecen el desarrollo de la placa 

aterosclerótica secretando citoquinas proinflamatorias, metaloproteinasas (MMP) y catepsinas 

que debilitan la placa [19]. Durante la mayor parte del transcurso de la enfermedad 

aterosclerótica, la lesión se expande alejándose del centro del vaso preservando el calibre de la 

luz arterial. Este remodelado de la pared arterial durante la aterosclerosis se produce gracias a 

la producción de proteinasas por parte de las cMLVs, como las MMP3, que degradan la matriz 

extracelular [22]. 

La evolución de la placa puede conducir a procesos de muerte celular como apoptosis, 

necrosis o senescencia de las células espumosas liberando, entre otros, los lípidos que 

acumulan en su interior. La fagocitosis ineficiente de los cuerpos necróticos o apoptóticos por 

parte de otros macrófagos, proceso conocido como eferocitosis, conduce a la acumulación de 

desechos celulares y lípidos extracelulares formando núcleos necróticos dentro de la placa [20].  

2.4.3. Vulnerabilidad de placa  

Las lesiones ateroscleróticas en estadios avanzados pueden causar manifestaciones clínicas 

al producirse la estenosis que limita el flujo sanguíneo originando la consiguiente isquemia del 

tejido, o bien precipitar el fenómeno tromboembólico al romperse o erosionarse.  

Los procesos de muerte celular mencionados anteriormente dan lugar a la generación de 

placas inestables o vulnerables. Éstas se caracterizan por un gran núcleo lipídico, con núcleos 

necróticos, y células inflamatorias cubierto por una fina capa fibrosa (<60µm) debida a una 



Introducción 

 
17 

disminución del contenido en cMLVs y a los componentes extracelulares que producen. Por el 

contrario, las placas en las cuales el contenido lipídico es limitado y presentan una gruesa capa 

fibrosa con un alto contenido en cMLVs son conocidas como placas estables. 

El principal mecanismo por el que se producen placas inestables se debe a la infiltración de 

macrófagos y linfocitos inflamatorios que inducen la apoptosis de las cMLVs, células endoteliales 

y de los propios macrófagos [23].  

El debilitamiento de la placa fibrosa es un paso importante previo a la rotura de la placa y 

consiguiente desarrollo de los efectos trombóticos de esta patología. Entre los mecanismos que 

producen los cambios estructurales cabe destacar la degradación de los componentes de la 

matriz extracelular realizada por enzimas proteolíticas liberadas por macrófagos y neutrófilos de 

la placa como las metaloproteinasas MMP8, MMP9, MMP12 y MMP13. La degradación de matriz 

extracelular conduce a una pérdida de las interacciones célula-célula y promueven la apoptosis 

de las cMLVs, principal fuente de colágeno y otros componentes de la matriz [24]. 

Otros mecanismos que debilitan la placa de ateroma son el estrés oxidativo y la 

neoangiogénesis. El incremento de LDLm en la placa produce un incremento del estrés del 

retículo endoplasmático en macrófagos que induce la apoptosis de estos y la expansión del 

núcleo necrótico. La excesiva apoptosis de macrófagos conduce a una menor expresión de la 

citoquina TGFβ (del inglés, Tumor Growth Factor β) por parte de las células T que destaca por 

su papel antiinflamatorio promoviendo también la deposición de colágeno por parte de las 

cMLVs.   

Cuando el grosor de la capa fibrosa cae por debajo de los 0.5mm la hipoxia produce el 

engrosamiento de la capa vascular de la adventicia conocida como vasa vasorum. Los vasos 

que constituyen la vasa vasorum de placas con un núcleo rico en lípidos ven incrementada su 

permeabilidad debido a la continúa exposición de agentes inflamatorios. Esta neovascularización 

es fuente de colesterol y lípidos y que incrementan la inflamación [19]. 

En muchos casos, durante su evolución las placas ateroscleróticas desarrollan regiones 

calcificadas que se producen como consecuencia de una eferocitosis ineficiente que conduce a 

una deposición de calcio. No se ha observado una correlación entre el incremento de la 

calcificación y un descenso en la inestabilidad de placa; sin embargo, las calcificaciones de 

menor tamaño y localizadas de forma dispersa producen un estrés mecánico que desestabiliza 

la placa pudiendo provocar su rotura [25,26]. 
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3. Efectos de DMT2 en la enfermedad cardiovascular 

La ECV es la mayor causa de morbimortalidad asociado con la DMT2. Así, se observa una 

mayor incidencia de placas ateroscleróticas rotas y trombóticas con una frecuencia de 2-5 veces 

mayor respecto a la población no diabética de edad y sexo similares.  

La alta prevalencia de ECV en los pacientes con DMT2 se relaciona con el grado de 

hiperglucemia, dado que un incremento del 1% de glucohemoglobina (HbA1c) se asocia con un 

incremento del 18% del riesgo de padecer ECV. 

El aumento de incidencia está relacionado con un perfil lipídico característico de los pacientes 

con DMT2 inducido por la RI. Este perfil lipídico es un tipo de dislipidemia mixta conocida como 

dislipidemia aterogénica (DA). La DA se define como un desequilibrio entre la concentración de 

lipoproteínas proaterogénicas que contienen apoliproteína B enriquecidas en triacilglicéridos 

(TG) y la disminución de la concentración de lipoproteínas antiaterogénicas que contienen la 

proteína ApoA-I (HDL) [27,28]. 

La DA también se puede definir por la alteración de 3 parámetros plasmáticos conocido como 

la tríada lipídica (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Tríada lipídica. La tríada lipídica se caracteriza por una hipertrigliceridemia(TG ≥ 200 mg/dL [≥ 2,3 mmol/L]); 

una disminución en la concentración de partículas HDL de ≤ 40 mg/dL [≤ 1,0 mmol/L] en hombres y ≤ 45 mg/dL [≤ 1,2 

mmol/L] en mujeres; y un incremento de la concentración de partículas de colesterol unido a LDL (c-LDL) [29]. 

 

El factor etiológico subyacente que contribuye a desarrollar un mayor riesgo de padecer ECV 

es la RI. En los estados de insulinorresistencia, entre los que se incluyen obesidad, intolerancia 

a la glucosa o estadios tempranos de DMT2, las células β pancreáticas incrementan la secreción 

de insulina para compensar la pérdida de sensibilidad a la misma produciendo una 

hiperinsulinemia. La insulina, a elevadas concentraciones, estimula la vía de las MAPK (del 

inglés, Mitogen-Activated Protein Kinases) que cataliza la fosforilación de factores de 



Introducción 

 
19 

transcripción que estimulan el crecimiento, proliferación y diferenciación de las cMLVs, activan 

vías inflamatorias y generan resistencia a la insulina. La síntesis de óxido nítrico (NO), potente 

vasodilatador y agente antiaterogénico, mediada por insulina se ve también inhibida en los 

estados de RI, generándose vasoconstricción y disfunción endotelial (Figura 6) [7,30,31]. 

 

Figura 6. Esquema de la señalización de insulina. (a) La insulina se une a su receptor de membrana (IRS) lo cual 

produce su fosforilación y la activación de la vía PI3K/Akt que conduce a un aumento del transporte de glucosa y estimula 

la producción de NO por parte de las células endoteliales. (b) En DMT2 la resistencia a la insulina inhibe la producción 

de NO (disfunción endotelial) y se activa el eje MAPK que estimula las vías inflamatorias, así como también la 

diferenciación y proliferación de cMLVS y la aterogénesis. PI3K: fosfatidil inositol 3-kinasa; NOS: óxido nítrico sintasa. 

(Adaptado de DiPino & DeFronzo, 2019) (Created with http://BioRender.com)  

 

Por todo esto la RI se ha asociado con un conjunto de disfunciones metabólicas entre las que 

se incluye la DA, que conjuntamente se han denominado síndrome de resistencia a la insulina 

(SRI), siendo cada uno de los componentes de SRI un factor de riesgo independiente para 

desencadenar una ECV.  

Asimismo, estudios en modelos animales han demostrado que la RI in situ en el lecho 

vascular favorece la progresión e inestabilidad de la placa de ateroma mediante diferentes 

mecanismos. Por un lado, actúa sobre los macrófagos aumentando la apoptosis y disminuyendo 

la eferocitosis [32–34]. Y, por otro lado, acelera la formación de placas inestables reduciendo la 

supervivencia de las cMLVs, lo cual favorece la formación de capas fibrosas finas, y produce un 

http://biorender.com/
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aumento de la secreción de los mediadores inflamatorios desde estas células provocando la 

formación de núcleos inflamatorios [35,36].  

4. Alteración del metabolismo lipídico: enfermedad del hígado graso 

no alcohólico 

La enfermedad del hígado graso no alcohólico (EHGNA), también conocida como esteatosis 

hepática o hígado graso, es una de las patologías hepáticas crónicas más común del mundo 

occidental. Esta enfermedad se halla muy relacionada con el síndrome metabólico, y el aumento 

alarmante de obesidad y de DMT2 ha ocasionado que su prevalencia se vea incrementada. La 

presencia de obesidad, RI y/o DMT2 es un factor de riesgo importante para el desarrollo de 

EHGNA. Hasta un 90% de las personas obesas y hasta un 70% de la población con sobrepeso 

desarrollará EHGNA [37,38]. 

Histológicamente, la EHGNA comprende un amplio espectro de enfermedades que abarcan 

desde esteatosis simple hasta la esteatohepatitis no alcohólica (EHNA) que se caracteriza, 

además de esteatosis, por degeneración balonizante de los hepatocitos, inflamación lobular, 

fibrosis y activación de las células estrelladas [39].  

LA EHGNA es asintomática per se y se caracteriza por una acumulación de más del 5% de 

esteatosis en el hígado no relacionada con el abuso de alcohol y/o drogas, uso de medicación 

esteatogénica o de carácter hereditario [40,41]. La coexistencia de EHGNA y la RI promueve la 

inflamación de bajo grado que acelera la transición hacia la esteatohepatitis (EHNA) que está 

caracterizada por un metabolismo deficiente y fibrosis y que puede evolucionar hasta 

hepatocarcinoma celular (HCC) [42,43]. No existe un tratamiento efectivo para las 

complicaciones metabólicas asociadas a la EHNA por lo que es un problema de salud global y 

un desafío socioeconómico [44].  

4.1. Características de la EHGNA 

El desarrollo y progresión de EHGNA a EHNA siguen sin estar completamente claros, pero sí 

existen evidencias que sugieren que la patogénesis de la enfermedad se relaciona con múltiples 

procesos como son la hepatotoxicidad y apoptosis mediada por ácidos grasos, inflamación y 

daño hepático, RI y disfunción del tejido adiposo que acaban conduciendo al desarrollo de 

esteatosis hepática, inflamación y fibrosis (Figura 7) [45]. 
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Figura 7. Complicaciones hepáticas en la EHGNA. La EHGNA es una patología que está determinada por factores 

externos tales como dieta, obesidad o la resistencia a la insulina (RI). El incremento de tejido adiposo contribuye a un 

incremento en la movilización de ácidos grasos libres que acaba originando un incremento de los niveles intrahepáticos 

de triglicéridos (TG). Este influjo excesivo de TG conduce a lipotoxicidad, inflamación, formación de especies reactivas 

del oxígeno (ROS) y disfunción hepatocelular. (Adaptado de González et al., 2019) (Created with http://BioRender.com) 

 

Los lípidos más abundantes en la esteatosis hepática son los TG y ésteres de colesterol, que 

se acumulan en el interior de hepatocitos y células de Kupffer formando gotas lipídicas para 

equilibrar el exceso de ácidos grasos libres. La acumulación de los TG hepáticos se produce 

principalmente a partir de los NEFA liberados por el tejido adiposo (más del 66%), por los TG 

provenientes de la dieta y por la lipogénesis de novo (26%). Durante la fase de ayuno y mediante 

la lipogénesis de novo (LDN), el hígado almacena carbohidratos en forma de lípidos usando el 

acetil-CoA derivado de la glucólisis para sintetizar AG de cadena larga y que se exportan en 

partículas de VLDL. Este proceso está regulado por factores transcripcionales tales 

como SREBP1 (del inglés sterol regulatory element binding protein) o ChREBP (del inglés 

carbohydrate regulatory element binding protein) [46–48]. 

Sin embargo, en el paciente de EHGNA se observa que esta LDN se ve incrementada hasta 

en tres veces respecto al control cuando el tejido adiposo es incapaz de almacenar más TG. A 

pesar de los que los TG se van excretando mediante una mayor exportación de partículas VLDL, 

esto no es suficiente para compensar el influjo excesivo de AG hacia el hígado y como 

consecuencia se produce hipertrigliceridemia. Como mecanismo de protección frente a este 

incremento excesivo de AG las mitocondrias de los hepatocitos aumentan su utilización mediante 

la β-oxidación y fosforilación oxidativa, lo cual acaba conduciendo a la formación de especies 

http://biorender.com/
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reactivas del oxígeno (ROS) que generan la peroxidación de lípidos y proteínas, daño en el ADN 

e inflamación [48]. 

El tejido adiposo tiene funciones endocrinas participando en la liberación de hormonas y 

citoquinas conocidas como adipoquinas que median respuestas inflamatorias e inmunes. 

Múltiples estudios han demostrado la correlación inversa entre niveles de adipoquinas y de 

esteatosis hepática.  La hipertrofia de adipocitos que se produce en casos de obesidad produce 

un desequilibrio en los niveles de adipoquinas que inhiben la β-oxidación y estimulan la activación 

de la LDN. Asimismo, el tejido adiposo es responsable de la producción de citoquinas 

proinflamatorias como TNFα e IL6 cuyos valores son elevados en pacientes de EHNA respecto 

a la esteatosis simple [48]. Estas citoquinas conducen a un estado inflamatorio hepático que 

favorece la progresión de EHGNA [49]. 

Se ha observado que en estadíos iniciales de EHNA las células de Kupffer y las células T 

reguladoras (Treg) polarizan hacia un fenotipo proinflamatorio y secretan, entre otras, citoquinas 

como IL17 e IFNγ [50,51]. Además, estudios recientes han señalado la implicación de otras 

poblaciones inmunes en la progresión de la EHNA. Así, las células T colaboradoras (Th) 22 y las 

células Treg se han indicado como protectoras frente a la progresión de la EHGNA, mientras que 

las Th17 y las células T CD8+ citotóxicas inducen daño hepático y fibrosis [52]. Otros estudios 

han demostrado que las células T γδCD3+ son clave en la progresión de la EHNA mediante el 

reclutamiento de células B, neutrófilos y monocitos en hígado [53].  

Todos estos procesos conducen a un incremento del estrés oxidativo de los hepatocitos y a 

la disfunción mitocondrial, lo cual activa la señalización de la vía NF-κB (del inglés Nuclear factor-

kappaB) favoreciendo la apoptosis de los hepatocitos y a la fibrosis [40,54]. 

La RI en la EHGNA, se ve agravada por la liberación de AG desde el tejido adiposo y estimula 

la expresión transcripcional de los factores SREBP-1c y ChREBP que aumentan la expresión de 

enzimas lipogénicas como ACC1 (del inglés acetyl-CoA carboxylase 1) y FAS (del inglés fatty 

acid synthase). Ambos factores se han asociado a un incremento de LDN y una sobreproducción 

de VLDL mencionado anteriormente. 

La liberación de NEFA produce además lipotoxicidad al acumularse en diversos tejidos como 

el hígado, lo cual acaba desencadenando una producción aumentada de ROS y un incremento 

del estrés del RE que aceleran la progresión de la EHGNA. El exceso de AG en el tejido adiposo 

activa las vías inflamatorias produciendo RI en el tejido adiposo. Las vías más relevantes son la 

vía del complejo enzimático IKK (del inglés IκB kinase) mediante la cual se activan los receptores 

TLR-4 (del inglés Toll-like receptors 4) en macrófagos y adipocitos; la vía de señalización del 

complejo JNK (del inglés c-Jun N-terminal kinase) en la cual se inhibe la señalización de insulina; 

la activación del factor de transcripción CREB-H (del inglés cAMP responsive element-binding 

protein H) que promueve la producción de proteína C reactiva y generación de ROS; y la vía 

mediada por las proteínas JAK-STAT (del inglés (del inglés Janus kinase y Signal transducer and 
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activator of transcription) que regula la inflamación asociada a síndromes metabólicos tales como 

obesidad o diabetes [47,55]. 

5. Los cotransportadores sodio glucosa como diana terapéutica de 

la DMT2 

Como se ha mencionado anteriormente la DMT2 y sus características, son un factor de riesgo 

importante para las complicaciones metabólicas como son la aterosclerosis y ECV, así como la 

EHGNA.  

Existen numerosos mecanismos por los cuales las características de la DMT2 aceleran la 

aterosclerosis.  Entre éstos se encuentran tanto mecanismos inflamatorios inducidos por la RI 

como efectos glucotóxicos causados por la hiperglucemia sostenida en el tiempo que, junto con 

la dislipidemia y la hipertensión, favorecen los eventos cardiovasculares.  

Estos descubrimientos han llevado a la hipótesis de que los fármacos antidiabéticos pueden 

ejercer ateroprotección incluso antes del inicio de la DMT2.  En los últimos años se han llevado 

a cabo tanto estudios en modelos experimentales como en ensayos clínicos con la finalidad de 

evaluar el uso extendido de los antidiabéticos. Uno de los fármacos antidiabéticos más recientes 

son los inhibidores de los cotransportadores sodio-glucosa.  

5.1. Estructura de los cotransportadores sodio-glucosa y mecanismo de acción 

Los cotransportadores sodio-glucosa (SGLT) son transportadores activos secundarios que 

hacen uso de la energía almacenada en forma de gradiente electroquímico para introducir 

solutos específicos como azúcares, aminoácidos y otras moléculas a través de membrana en el 

interior de las células. El dominio principal de 10 hélices transmembrana (TM) es la seña de 

identidad de esta familia de transportadores conocida como la superfamilia LeuT, la cual se 

caracteriza por poseer un motivo repetido de 5 hélices invertidas [56,57]. 

La familia de genes, en humanos, es la SLC5 que contiene hasta 12 miembros siendo el 

SGLT1 y SGLT2 los más importantes. La expresión del ARNm de SGLT2 (también conocido 

como SLC5A2) ha sido observada mayoritariamente en riñón en los segmentos S1 y S2 de los 

túbulos proximales, mientras que la expresión del ARNm de SGLT1 (también SCL5A1) se 

observa principalmente en intestino delgado y en menor proporción en riñón en la membrana del 

segmento S3 [58]. 

En individuos no diabéticos adultos el filtrado de glucosa en la nefrona es de 160-180 

gramos/día que son reabsorbidos casi en su totalidad en las células epiteliales de los túbulos 

proximales. De la glucosa filtrada más del 90% es reabsorbida en los segmentos iniciales por 
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SGLT2, y el resto es reabsorbido en el segmento S3 mediante SGLT1, por lo que en condiciones 

fisiológicas estos transportadores son responsables de toda la reabsorción renal de glucosa [59]. 

El mecanismo por el cual se produce el transporte de azúcares acoplado a sodio ha sido 

principalmente explicado en el SGLT1 humano, aunque el modelo del SGLT2 es similar 

esquematizado en la Figura 8. En ellos, así como en otros miembros de la superfamilila LeuT, 

los lugares de unión del sustrato se localizan en el centro de la proteína, presentando compuertas 

de entrada y de salida que aíslan al sustrato tanto del medio extracelular como del intracelular.  

El sitio de unión específico para el sodio se denomina Na2-site y adopta diferentes disposiciones 

comparando la conformación hacia dentro (inward) o hacia fuera (outward). El sodio se une 

inicialmente en la cara extracelular (estado 1) lo cual origina la apertura de la compuerta externa 

(estado 2) permitiendo al azúcar quedar atrapado en su lugar de unión (estado 3). La unión de 

ambos sustratos induce un cambio del transportador hacia la conformación inward, que abre la 

compuerta interna (estado 4) y promueve el desplazamiento de la hélice transmembrana 8 (TM8) 

que forma parte de Na2-site. Este desplazamiento genera un Na2-site menos favorable 

promoviendo la liberación del sodio al citoplasma celular, que conducirá a la liberación del azúcar 

y el cierre de la compuerta interna (estado 5). Finalmente, el ciclo culmina con el cambio a la 

conformación outward libre de ligando volviendo al estado inicial (estado 1) [56,58]. 

La acumulación intracelular de sodio y glucosa se ve aliviada por la acción de los 

transportadores GLUT2 y la bomba Na+/K+ de la membrana basolateral de las células epiteliales, 

que transportan ambas moléculas al fluido intersticial desde donde son recogidas por los 

capilares peritubulares [57]. 

 

Figura 8. Esquema del funcionamiento de SGLT (adaptación de Ghezzi, 2018) (Created with http://BioRender.com). 

http://biorender.com/
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5.2. Desarrollo de los inhibidores SGLT 

En el siglo XIX se describieron las primeras mutaciones genéticas hereditarias asociadas al 

SGLT2 en humanos, cuyo resultado era la pérdida de glucosa por la vía urinaria y conocida como 

glucosuria renal familiar. Este síndrome autosómico recesivo es benigno, pero puede verse 

asociado a poliuria, polidipsia, enuresis nocturna, polifagia e infecciones del tracto urinario 

recurrentes. El estudio de estas mutaciones poco frecuentes, que aún no están completamente 

comprendidas, permitió observar en los individuos que la padecían que no había complicaciones 

serias, lo cual llevó a considerar a los inhibidores del cotransporte sodio-glucosa (SGLTi) como 

una herramienta potencialmente segura para disminuir los niveles plasmáticos de glucosa en 

pacientes diabéticos [60]. 

Curiosamente, estudios en roedores y en pacientes con DMT1 y DMT2 han permitido 

observar un incremento de la expresión renal de SGLT2 combinado con un crecimiento de los 

túbulos proximales, lo que genera una mayor reabsorción de glucosa y sodio a través de este 

tipo de transportadores. Esta sobreexpresión de SGLT2 agrava los niveles de glucosa en sangre 

y es considerada una mala adaptación producida en la diabetes. Ésta evita una excreción 

eficiente de la glucosa en condiciones de hiperglucemia que combinado con la mayor reabsorción 

de sodio resulta en un incremento del volumen extracelular promoviendo además una elevación 

de la presión sanguínea [59]. 

El primer inhibidor del cotransportador sodio-glucosa tipo 2 (SGLT2i) descubierto fue la 

florizina, compuesto natural encontrado en la corteza de las raíces, hojas y frutos del manzano. 

Este glucósido es un inhibidor dual competitivo de SGLT2 y SGLT1 que bloquea el transporte de 

glucosa a nivel renal. Sin embargo, debido a su baja solubilidad en agua, su poca 

biodisponibilidad oral y la inhibición no selectiva de SGLT1 y SGLT2 que generaba diarrea y mala 

absorción de la glucosa, la florizina se descartó como candidato [58,60]. 

Estudios en los años 80 llevaron a la identificación de SGLT2i selectivos derivados de la 

florizina con un grupo C-glucósido, siendo conocidos este grupo de medicamentos como 

gliflozinas. Este nuevo grupo de moléculas es una variante química de la florizina consistente en 

la inclusión de un átomo de carbono unido al glucósido que les confiere una mayor resistencia a 

la hidrólisis por β-glucosidasas que aumenta la biodisponibilidad de estos derivados químicos 

[60].  

Las gliflozinas producen la inhibición selectiva de SGLT2 que promueve la excreción renal de 

glucosa y reduce la hiperglucemia sin presentar los efectos gastrointestinales adversos que se 

producen por la inhibición de SGLT1. Es por todo ello que las gliflozinas se han propuesto como 

agentes antihiperglucémicos para el tratamiento de la DMT2 mediante la inhibición de la 

reabsorción renal de glucosa [61].   
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5.3. Dapagliflozina 

La dapagliflozina es un medicamento de larga duración de la familia de las gliflozinas que 

bloquea la reabsorción de glucosa en el túbulo proximal del riñón y promueve la glucosuria. Es 

administrada vía oral con absorción vía intestinal y, al presentar una selectividad 1200 veces 

mayor por SGLT2 respecto a SGLT1, evita la inhibición intestinal de SGLT1 y posibles efectos 

gastrointestinales adversos [59,62].  

Estudios in vitro han mostrado que la dapagliflozina presenta un poder inhibitorio similar para 

el SGLT2 de rata y el SGLT2 de humano y, al administrarlo en un modelo de roedor de DMT1, 

los niveles de glucosa en sangre se veían reducidos en más de un 50% [63].  

Otros estudios llevados a cabo en modelos de roedor de DMT2 y en los que han testado 

diferentes tipos de gliflozinas, entre ellas la dapagliflozina, se observó una menor hiperglucemia, 

una disminución significativa en los niveles de mediadores inflamatorios plasmáticos y una 

mejora en la disfunción endotelial en aquellos animales a los que habían administrado el 

tratamiento [64,65]. Sin embargo, Gaspari et al. (2017) observaron en un modelo murino de 

aterosclerosis que los animales a los que se les administraba el tratamiento presentaban una 

mejora en la función endotelial sin observarse variaciones en los niveles de glucosa plasmáticos 

en el grupo al que se le había administrado el tratamiento [66]. 

Ensayos clínicos recientes llevados a cabo en pacientes con DMT2 y con elevado riesgo de 

presentar eventos CV han registrado una menor tasa de muerte u hospitalización por fallo 

cardíaco en aquellos pacientes que habían recibido tratamiento, sin diferencias en la causa CV 

de muerte en sujetos que recibieron tratamiento con SGLT2i. Así también, en los resultados 

obtenidos por Nassif et al. (2019) en pacientes con fallo cardíaco crónico y con o sin DMT2, no 

se observó una reducción significativa del fallo cardíaco valorado en base a los niveles del 

péptido natriurético tipo B, pero si hubo un incremento en la proporción de pacientes que 

mostraron mejoras clínicas respecto a la insuficiencia cardíaca [62,67].   

Múltiples estudios de SGLT2i llevados a cabo en pacientes de DMT2 con ECV han presentado 

efectos CV favorables, así como un retraso en la progresión de la enfermedad renal. Es por ello 

necesario evaluar este fármaco y su impacto en la aterosclerosis independientemente de su 

efecto hipoglucémico y natriurético. 

6. Modelos murinos de aterosclerosis, diabetes y EHGNA 

6.1. Deficiencia en apolipoproteína E: modelo de hipercolesterolemia y 

aterosclerosis 
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La apolipoproteína E (apoE) es una proteína plasmática de 299 aminoácidos y 34kDa de peso 

molecular con dos dominios estructurales. ApoE existe principalmente como componente de 

complejos lipoproteicos y se expresa en múltiples órganos, principalmente en hígado y cerebro 

tanto en ratones como en humanos. Participa en el metabolismo del colesterol dirigiendo el 

transporte y distribución de lípidos y actuando como ligando del receptor de las partículas LDL 

[68]. 

El ratón deficiente en el gen Apoe (Apoe-/-) es un modelo experimental de hipercolesterolemia 

y aterosclerosis generado simultáneamente en 1992 por dos laboratorios independientes usando 

tecnología genética de recombinación [69]. Los ratones Apoe-/- son sanos, viables, fértiles y de 

peso similar a los ratones silvestres (WT, del inglés Wild Type). Sin embargo, la ausencia del 

gen Apoe anula la captación y metabolización de las lipoproteínas que la contienen por sus 

receptores, produciéndose hipercolesterolemia con niveles elevados de partículas VLDL y 

niveles disminuidos de lipoproteínas HDL comparado con los ratones WT. Sin embargo, los 

niveles de TG no están afectados en ratones Apoe-/-. 

La hipercolesterolemia desarrollada en los ratones Apoe-/- genera la aparición de placas 

fibrosas a las 20 semanas de edad, que se acelera con dietas ricas en grasas y colesterol, y con 

lesiones ateroscleróticas en regiones vasculares afectadas típicamente en humanos.  Las placas 

ateromatosas desarrolladas por los ratones Apoe-/- presentan características similares a las que 

se forman en humanos, siendo éste un buen modelo animal para estudiar los mecanismos 

moleculares de la aterosclerosis e investigar los factores genéticos y ambientales que modifican 

el proceso aterogénico [69,70]. 

6.2. Doble deficiencia en Apoe e Irs2: modelo de aterosclerosis acelerada por 

DMT2 

El receptor de insulina IRS2 participa en la regulación de la función de las células β 

pancreáticas, tal y como se ha demostrado en diferentes estudios en ratones modificados 

genéticamente que presentaban deficiencia en la expresión de este receptor y en los cuales se 

observaba un deterioro progresivo en la homeostasis de la glucosa y de la insulina [71]. 

Estudios realizados en nuestro laboratorio y en otros indican que un fallo en la señalización 

de insulina, en modelos murinos de aterosclerosis, producen un agravamiento de la lesión 

aterosclerótica [34,72]. Los animales que presentan la inactivación de Irs2 combinada con la 

ausencia del gen Apoe (ratón Apoe-/-Irs2-/-) presentan intolerancia a la glucosa, RI, 

hipercolesterolemia y un incremento en la velocidad de desarrollo de la aterosclerosis. Estudios 

posteriores demostraron que los animales que presentaban una inactivación parcial de Irs2, 

ratones Apoe-/-Irs2+/-, era suficiente para presentar un mayor desarrollo de la aterosclerosis, así 

como también una mayor vulnerabilidad de placa [72].  
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De entre los mecanismos descritos en la generación de mayor placa vulnerable en ratones 

Apoe-/-Irs2+/- inducido por RI se encuentra una mayor apoptosis de cMLVs que conduce a la 

generación de capas fibrosas más delgadas [35]. 

Estos estudios demuestran que el ratón Apoe-/-Irs2+/- es un modelo idóneo para el estudio 

de la fisiopatología de la DMT2 y de la aterosclerosis, así como para a evaluación de la 

efectividad y los mecanismos de acción de fármacos antidiabéticos en la progresión de la placa. 

En este sentido, los ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con los antidiabéticos lixisenatida y liraglutida 

mostraron una reducción del tamaño y vulnerabilidad de la placa mediante disminuyendo la 

reducción de macrófagos proinflamatorios en la placa de ateroma [73] 

6.3. Modelos de ratón de EHGNA inducida por dieta grasa 

La reproducción exacta de la patogénesis de las enfermedades humanas en modelos 

animales es un proceso complejo, por ello es importante escoger un modelo adecuado para 

identificar los procesos moleculares asociados a la enfermedad. La EHGNA se ha estudiado en 

animales sometidos a diferentes dietas durante distintos intervalos de tiempo; sin embargo, sigue 

sin existir consenso sobre qué dieta mimetiza mejor la sintomatología clínica y patológica de la 

enfermedad. 

La dieta más empleada es aquella que induce la EHGNA mediante una dieta deficiente en 

metionina-colina (DDMC). Esta dieta con alto contenido en sacarosa (40%) y moderadamente 

enriquecida en grasa (10%) induce un fenotipo severo de EHGNA a las 5-7 semanas de 

administración en ratones. La metionina y la colina son necesarios para la β-oxidación y la 

producción de VLDL; asimismo, un déficit en colina afecta a la secreción de VLDL lo cual conduce 

a la acumulación de ácidos grasos en el hígado junto con un descenso en la síntesis hepática 

de VLDL. A pesar de que esta dieta consigue algunas de las características histológicas propias 

de la EHGNA como estrés oxidativo, inflamación, estrés oxidativo y fibrosis hepática, la 

hepatoxicidad irreversible que genera combinado con un perfil metabólico opuesto al que se 

observa en humanos le alejan de ser el modelo animal óptimo para examinar los parámetros 

metabólicos característicos de la EHGNA [45,74].   

Los modelos murinos que incorporan a su dieta grasas e hidratos de carbono mimetizan la 

etiología de la EHGNA en humanos. Otra de las dietas empleadas es la dieta Western en la cual 

se incorporan grasas predominantemente saturadas, junto con colesterol y glucosa o fructosa 

para simular el estilo de comida rápida. Esta dieta induce obesidad, junto con RI y síndrome 

metabólico, sin embargo, los tiempos de administración son mayores, pudiendo además 

favorecer el desarrollo de tumores hepáticos. Esta dieta mimetiza el estado de la gran mayoría 

de pacientes EHGNA/EHNA lo cual le hace ser la candidata perfecta para estudiar el impacto 

metabólico y el riesgo cardiovascular relacionados con la DMT2 y la aterosclerosis, así como 

también para comprender los factores implicados en la progresión de la enfermedad [45,74,75].  
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No obstante, la incorporación de colesterol como las dietas Western han sido catalogadas 

más como dietas aterogénicas. Sin embargo, son dietas más fisiológicas y han dado lugar a 

descubrimientos importantes sobre los mecanismos del desarrollo de la enfermedad de EHGNA 

y EHNA asociadas a las alteraciones metabólicas [75]. 

En nuestro laboratorio hemos utilizado una dieta con un 0.75% de colesterol y un 10.8% grasa 

la cual dio lugar a un modelo combinado de EHGNA y RI que cursa con inflamación y activación 

de la MAPK de estrés p38 [76,77]. Sin embargo, dicha dieta produjo niveles de esteatosis baja 

con un NAS score de alrededor de 2 [77]. 

Por lo que se requieren estudios adicionales con dietas con composiciones de grasas, 

azúcares y colesterol diferentes que permitan obtener modelos animales con una patogenia 

similar al humano.  
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Hipótesis: 

Con los antecedentes descritos con anterioridad se formularon las siguientes hipótesis: 

HIPÓTESIS 1. Dado que el tratamiento con SGLT2i en pacientes con DMT2 produce una 

disminución de los niveles de glucosa en plasma la dapagliflozina podría mejorar el 

metabolismo de la glucosa, específicamente la RI y reducir la aterosclerosis en un modelo 

murino de RI y aterosclerosis acelerada. 

HIPÓTESIS 2. Considerando las diferentes dietas empleadas con la finalidad de obtener 

un modelo animal que mimetice la patogenia de la EHGNA en humanos, una dieta con alto 

contenido en azúcar, grasa y con elevado nivel de colesterol durante 16 semanas inducirá la 

sintomatología propia de la enfermedad. 

En base a estas hipótesis se plantean los siguientes objetivos generales y específicos: 

Objetivo 1: Estudio de los efectos de la dapagliflozina en un modelo murino con 

resistencia a insulina (RI) y aterosclerosis acelerada.  

1.1. Estudio del efecto de la dapagliflozina en el metabolismo en ratones con 

resistencia a insulina e hipercolesterolémicos, Apoe-/-Irs2+/-, sometidos a una 

dieta aterogénica y tratados con dapagliflozina. 

1.2. Estudio del efecto de la dapagliflozina en la inflamación sistémica en ratones 

Apoe-/-Irs2+/-. 

1.3. Estudio del efecto de la dapagliflozina en el desarrollo de aterosclerosis y en las 

características de la placa de ateroma de ratones Apoe-/-Irs2+/-, sometidos a una 

dieta aterogénica. 

Objetivo 2: Caracterización de un modelo murino de hígado graso inducido por una 

dieta rica en azúcar, grasa y colesterol. 

2.1. Estudio del metabolismo y la esteatosis en ratones sometidos a una dieta rica 

en azúcar, grasa y colesterol.  

2.2. Estudio de las alteraciones inmunes y de la inflamación asociada en un modelo 

murino de esteatosis inducido por una dieta rica en azúcar, grasa y colesterol.
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1. Estudios in vivo en ratones 

1.1. Ratones, genotipados y dietas 

La estabulación de los animales empleados en la realización de esta tesis tuvo lugar en el 

animalario de la Unidad Central de Investigación en Medicina (UCIM) de la Facultad de Medicina 

de la Universidad de Valencia. El manejo de ratones y los procedimientos experimentales 

siguieron la directiva europea 2010/63/EU y el Real Decreto nacional 53/2013 para la protección 

de animales utilizados para fines científicos. Los procedimientos fueron autorizados por la 

Dirección General de Agricultura, Ganadería y Pesca de la Conselleria de Agricultura, Medio 

Ambiente, Cambio Climático y Desarrollo Rural (Autorizaciones: 2017/VSC/PEA/00081, 

2015/VSC/PEA/00050 y 2020/VSC/PEA/00028). 

Los ratones Apoe-/-Irs2+/- empleados en los grupos experimentales y control se obtuvieron a 

partir de cruces de ratones Apoe-/- (C57BL/6J, Charles River, L'Arbresle, Francia) e Irs2+/- 

(C57BL/6J) y fueron genotipados mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, del 

inglés, Polymerase Chain Reaction) para detectar la ausencia del gen Apoe y la ausencia parcial 

del gen Irs2. Los cebadores y las condiciones de PCR necesarias para realizar el genotipado de 

ambos genes se muestran en las Tabla 1 y Tabla 2, respectivamente.  

Los ratones silvestres, (WT, del inglés wild type) fueron obtenidos de CHARLES RIVER (Lyon, 

Francia) y se cruzaron entre sí para la generación de los grupos experimentales y control. 

Gen Cebador Secuencia 5’→3’ 

Apoe 

OIMR 180 GCCTAGCCGAGGGAGAGCCCG 

OIMR 181 TGTGACTTGGGAGCTCTGCAGC 

OIMR 182 GCCGCCCCGACTGCATCT 

Irs2 

OIMR upper CTTGGCTACCATGTTGTTATTGTC 

OIMR lower AGCTCTGGAGGTTTACTTTCCTAG 

OIMR neo GCTACCCGTGATATTGCTGAAGAG 

Tabla 1. Cebadores usados en la PCR para el genotipado de Apoe e Irs2 

 

Gen Ciclos Desnaturalización Emparejamiento Elongación 

Apoe 38 94ºC, 5 minutos 94ºC, 20 segundos 62ºC, 30 segundos 

Irs2 34 94ºC, 1 minutos 94ºC, 30 segundos 57ºC, 30 segundos 

Tabla 2. Condiciones de las reacciones de PCR 
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Los animales, que disponían de agua y comida ad libitum, se mantuvieron con ciclo controlado 

de 12 horas luz – oscuridad, una temperatura de 22ºC±1 y una humedad relativa del 40-45%.  

Su alimentación se basó en una dieta control (6,5% de grasa, ENVIGO Teklad Global Rodent 

Diets; Barcelona, España).  

1.1.1. Diseño experimental en ratones Apoe-/-Irs2+/- para el estudio de la aterosclerosis 

Para los estudios de aterosclerosis y el efecto de dapagliflozina, ratones de 8 semanas de 

edad fueron alimentados con dieta aterogénica (10.8% de grasa, 0.75% colesterol, S4892-E010, 

Ssniff, Soest, Alemania) durante 8 semanas. Las últimas 6 semanas de dieta los animales fueron 

asignados aleatoriamente para recibir un tratamiento diario con dapagliflozina (n=11 hembras, 

n=11 machos; p.o. 3 mg/kg/día) o con vehículo (n=10 hembras, n=11 machos). 

La composición del vehículo empleado en el estudio fue de 90% de carboximetilcelulosa (1%) 

9.95% de polietilenglicol-400 (PEG-400) y 0.05% del tensoactivo Tween-20 (SIGMA, St. Louis, 

EEUU). 

1.1.2. Diseño experimental en ratones WT para el estudio de hígado graso 

Los ratones fueron alimentados con una dieta control (DC) (6,5% de grasa, ENVIGO Teklad 

Global Rodent Diets; Barcelona, España) hasta las 8 semanas de edad, momento en el cual, a 

la mitad de ellos, se les reemplazó por una dieta con alto contenido en azúcar, grasa y con 

elevado nivel de colesterol (41.5% de azúcar, 21% de grasa, 1.25% de colesterol, S9052-E0123, 

SSNIFF, Alemania) durante 16 semanas con el fin de inducir estadíos avanzados de esteatosis 

hepática y a la cual llamamos dieta EHNA (DEHNA).  Todos los estudios se realizaron a cabo en 

ratones macho. 

1.2. Medidas metabólicas y ensayos bioquímicos 

1.2.1. Determinación del peso corporal y del peso del hígado 

El peso corporal de los ratones se determinó mediante el uso de una balanza. El hígado se 

diseccionó empleando unas tijeras y se pesó, expresándolo como el porcentaje relativo al peso 

corporal de los ratones.  

1.2.2. Determinación de lípidos circulantes en plasma 

Para evaluar los niveles de lípidos, el plasma se obtuvo de ratones ayunados durante 15 

horas tras centrifugar la sangre durante 30 minutos a 13.500 g y a 4°C usando como 

anticoagulante EDTA (Ethilenediaminetetraacetic acid Disodium Salt Dihydrate, SIGMA). 
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La determinación plasmática de lípidos se realizó mediante el uso de kits comerciales 

(FUJIFILM Wako Diagnostics, CA, EEUU) basados en procedimientos enzimáticos. 

Los kits empleados para el análisis de triglicéridos y de colesterol total (c-Total) fueron 

“LabAssay Triglyceride” y “LabAssay Cholesterol” (Wako Diagnostics, Mountain View, CA, 

EEUU), respectivamente. Ambos kits se basan en la oxidación, dando como resultado un 

producto azulado que se pueden determinar mediante espectrometría a 600nm de longitud de 

onda. La concentración de lípidos en plasma se determina a partir de una curva patrón y con 

cantidades conocidas de lípidos. 

Para la determinación de c-HDL se mezclaron volúmenes iguales de MgCl2 1M y 20g/L de 

sulfato de dextrano (SIGMA, St. Louis, MI, EEUU) y se incubaron en 10μl de plasma durante 10 

minutos a TA. A continuación, se centrifugó durante 30 minutos a 13.500 g y a 4°C y en el 

sobrenadante obtenido se realizó la determinación de c-HDL usando el kit “LabAssay 

Cholesterol” (Wako Diagnostics); pudiéndose determinar el colesterol apoB a partir del 

precipitado obtenido tras la centrifugación. 

1.2.3. Determinación del contenido de ácidos grasos libres 

Para el análisis de ácidos grasos libres (NEFA, del inglés Non-esterified fatty acids) en plasma 

se utilizó el kit enzimático "Free Fatty Acid Quantitation Kit" (SIGMA) y siguiendo en todo 

momento las instrucciones de la casa comercial. La determinación se realiza a partir de un 

ensayo enzimático acoplado cuyo resultado es un producto final púrpura que se lee mediante un 

espectrofotómetro a 570nm de longitud de onda y que es proporcional a la cantidad de ácidos 

grasos de más de 8 carbonos presentes en la muestra. 

Para la cuantificación se utilizó una curva patrón obtenida a partir de concentraciones 

conocidas de ácido palmítico (1nmol/μl). 

1.2.4. Estudios de tolerancia a la glucosa y determinación de glucosa e insulina 

Para evaluar la tolerancia a la glucosa de los animales, se realizó un test de tolerancia a la 

glucosa (TTG) en el cual, a los ratones sometidos a un ayuno de 15-17 horas, se les inyecta 

intraperitonealmente una dosis de glucosa de 2g/Kg de peso corporal partiendo de una solución 

estéril al 20% de glucosa (SIGMA, St. Louis, MI, EEUU), analizándose posteriormente los niveles 

de glucosa e insulina a diferentes tiempos (basal, 15, 30, 60 y 120 minutos). Para medir la 

glucemia se empleó un glucómetro (Ascensia Elite, BAYER, Sant Joan Despí, España), mientras 

que los niveles de insulina en sangre se determinaron mediante un kit de ELISA (Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay, CRYSTALCHEM, Zaandam, Holanda), siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  
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El método usado para la detección de insulina es un ELISA tipo sándwich en el que dos 

anticuerpos monoclonales se dirigen contra determinantes antigénicos independientes de la 

molécula de insulina. A lo largo de la incubación de 2 horas a temperatura ambiente (TA) y en 

agitación, la insulina de la muestra reacciona con el anticuerpo anti-insulina, que permanece 

unido a la placa, y con el anticuerpo anti-insulina conjugado al enzima peroxidasa. Tras varios 

lavados para eliminar el exceso de enzima no unido a insulina el inmunocomplejo se detecta por 

la reacción con el sustrato TMB (3,3’, 5,5’- tetrametilbencidina). La reacción es detenida tras la 

adición de H2SO4 0.5M obteniéndose un producto final con color que se pudo determinar 

mediante espectrometría a 450nm de longitud de onda. Las concentraciones se determinaron a 

partir de una curva patrón de concentraciones conocidas de insulina en un rango entre 0.1 – 3.2 

μg/ml, en la que se interpolaron los valores de absorbancia de las muestras a cuantificar. 

Los resultados de la prueba se calcularon en base al parámetro área debajo de la curva (AUC, 

Area Under the Curve), área resultante de la curva generada al representar tanto la glucosa 

(AUCglucosa) como la concentración de insulina (AUCinsulina) a diferentes tiempos. 

1.2.5. Estudios de sensibilidad a la insulina 

Para determinar la tolerancia a la insulina de los animales, se empleó la prueba o test de 

tolerancia a la insulina (TTI) en ratones ayunados durante 4 horas. La glucemia se midió tras la 

administración intraperitoneal de 0.5 U/Kg de peso corporal de insulina (Humulina, LILLY, 

Alcobendas, España) a diferentes tiempos (tiempo basal, 15, 30,45, 60, y 90 minutos). 

Los resultados se analizaron mediante el AUCglucosa resultante de la curva generada al 

representar la concentración de glucosa respecto a los diferentes tiempos. 

1.2.6. Determinación del péptido C 

El péptido C se forma como proinsulina y se secreta en sangre junto con la insulina, por lo 

que su determinación se emplea como índice de la secreción de insulina. 

La determinación cuantitativa de los niveles de péptido C en plasma se realizó en ratones 

ayunados durante la noche empleando un kit de ELISA (CRYSTALCHEM) y siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Tras la adición de la solución sustrato, la concentración de péptido 

C se obtiene de la interpolación de una curva estándar basada en las absorbancias medidas. 

1.3. Análisis histopatológico de tejidos 

Tras los tiempos de dieta indicados, los ratones fueron sacrificados mediante dislocación 

cervical y se les practicó una disección longitudinal de la base del abdomen a la parte superior 

del tórax hasta dejar visibles las vísceras. El lavado de la sangre se realizó seccionando la aorta 
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abdominal a nivel de la bifurcación ilíaca y perfundiendo 1-2 ml de tampón fosfato salino (PBS1X, 

phospate buffered saline) directamente en el ápice del corazón usando una aguja 23G.  

Para el análisis de aterosclerosis la aorta entera (abdominal, torácica y cayado) y el 

corazón fueron fijados in situ mediante perfusión con PFA al 4% (paraformaldehído) (SIGMA, St. 

Louis, MI, EEUU) a una velocidad aproximada de 1ml/min. A continuación, se extrajeron corazón 

y aorta desde la inserción diafragmática y, tras eliminar la grasa adherida a la superficie externa 

de la parte arterial, se fijaron en la misma solución de PFA al 4% a 4ºC durante 17-19 horas. Tras 

la fijación, se procedió a la deshidratación del corazón junto con la zona de inicio de la aorta 

mediante una escala creciente de alcoholes tal y como se muestra en la Tabla 3 para su posterior 

inclusión en parafina. La aorta entera sin el corazón y la zona de inicio fue sometida a tinción 

para la detección de lesión de ateroma. 

Para el análisis histopatológico de hígado, el tejido, tras el lavado con PBS1X, fue fijado in 

situ mediante inmersión en PFA al 4% durante 4 horas, seguido de un lavado con PBS1X de 10 

minutos y se mantuvo en etanol al 70% a 4ºC durante toda la noche. La deshidratación consistió 

en lavados secuenciales en una escala creciente de alcoholes tal y como se indica en la Tabla 

1.  

Tras la deshidratación de los tejidos, éstos se incubaron en parafina previamente licuada 

durante 15-17 horas y posteriormente se incluyó en moldes histológicos utilizando una estación 

de parafina Leica EG1150H y una placa fría EG1150C (LEICA, Wetzlar, Alemania). Para realizar 

las diferentes tinciones los tejidos se realizaron cortes transversales de 5μm de grosor del 

corazón e inicio de aorta, previamente incluidos en parafina, con un micrótomo manual Leica 

RM2125RTS (LEICA). Con la ayuda pincel y pinzas los cortes fueron depositados en baño a 40 

ºC rociado con alcohol, para la extensión de los cortes y recogida en portaobjetos adhesivos 

Superfrost Plus (THERMO SCIENTIFIC, Waltham, MA, EEUU). 
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Corazón Hígado 

Deshidratación Tiempo Deshidratación Tiempo 

Etanol 50% 30 minutos Etanol 80% 15 minutos 

Etanol 70% 30 minutos Etanol 96% 15 minutos 

Etanol 80% 30 minutos Etanol absoluto 
2 lavados de 7 

minutos 

Etanol 95% 
2 lavados de 30 

minutos 
Etanol absoluto/xileno 

(v/v) 
2 lavados de 7 

minutos 

Etanol absoluto 
2 lavados de 30 

minutos 
Xileno 

2 lavados de 7 

minutos 

Xileno 
2 lavados de 15 

minutos 
- - 

Tabla 3. Protocolo de deshidratación de los tejidos 

1.4. Cuantificación de la aterosclerosis 

1.4.1. Cuantificación del tamaño de la placa aterosclerótica en face en cayado y aorta 

torácica 

La determinación del tamaño de la placa aterosclerótica en cayado aórtico y aorta 

descendente se realizó mediante una tinción con el colorante Oil red-O (O0625-25G, SIGMA) y 

su posterior montaje en face [35,78]. 

Las aortas fijadas y seccionadas del corazón fueron sometidas a dos lavados de 5 minutos 

en metanol al 78% con agitación suave en un agitador basculante. A continuación, se incubaron 

durante 2-3 horas en una disolución de Oil red-O al 0.02% (p/v), metanol 78% (v/v) y NaOH 0.3 

M seguido de dos nuevos lavados de 5 minutos en metanol al 78% para eliminar el exceso de 

colorante. 

Con la finalidad de exponer el lecho vascular para su análisis, las aortas junto con las 

bifurcaciones que presentan en el cayado se abrieron longitudinalmente bajo una lupa 

estereoscópica Motic SMZ-143 (MOTIC MICROSCOPES, Xiamen, China) y se montaron en un 

soporte con la ayuda de agujas. 

Se tomaron fotografías de cada una de las arterias usando la cámara de un teléfono móvil y, 

una vez tomadas las imágenes, la cuantificación de la lesión se realizó determinando el 

porcentaje de la superficie del vaso cubierta con placa aterosclerótica teñida con el colorante 

relativizada al área total de la aorta. Para el análisis morfométrico de la arteria, se empleó el 

programa de análisis de imagen Fiji (IFiji, https://imagej.net/Fiji). 



Material y métodos 

 

 
41 

1.4.2. Cuantificación de la aterosclerosis en el seno aórtico e inicio de aorta 

 La determinación de la placa de ateroma en el seno aórtico e inicio de aorta se llevó a cabo 

en cortes transversales teñidos con hematoxilina-eosina. Los cortes fueron desparafinados y 

rehidratados en una cadena de lavados secuenciales de alcoholes de escala decreciente: tres 

lavados de 5 minutos de xileno, dos de 5 minutos con etanol absoluto, dos de 5 minutos con 

etanol al 95%, dos de 2 minutos con etanol al 70%, dos de 2 minutos con etanol al 50% y uno 

de 5 minutos con agua MilliQ.  

Posteriormente, los tejidos seccionados de tres regiones seleccionadas del seno aórtico-inicio 

de aorta para cada ratón fueron sometidos a una tinción de hematoxilina/eosina para determinar 

el tamaño de la lesión. El protocolo que se siguió para la identificación de núcleos y citoplasma 

fue el siguiente: inmersión de los cortes solución comercial de hematoxilina de Harris (SIGMA) 

durante 1 minuto, aclaramiento con agua durante 10 minutos, dos lavados rápidos en solución 

de diferenciación (0.25% (v/v) de HCl en etanol al 70%), lavado de 1 minuto en una solución 

hidroalcohólica de eosina (SIGMA) al 50 %, deshidratación de gradación creciente y montaje con 

Eukitt (A10500, DELTALAB, Barcelona, España).  

 

Reactivo Casa comercial Referencia 

Solución de Hematoxilina 
de Harris 

SIGMA, St. Louis, EE.UU. HS32 

Eosina SIGMA, St. Louis, EE.UU. E4382 

Tabla 4. Reactivos de tinción histológica: hematoxilina/eosina 

 

La captura de imágenes se llevó a cabo con una cámara integrada del microscopio Leica 

DMD108 (LEICA). 

1.5. Caracterización de la placa de ateroma 

Para la caracterización de la placa de ateroma se emplearon técnicas básicas de histología, 

así como también de inmunohistoquímica en los cortes transversales hidratados tal y como se 

realizó en el apartado 1.4.2. 

Los cortes histológicos hidratados fueron sometidos a diferentes tratamientos que incluyeron 

desenmascaramiento de antígeno seguido de incubaciones con anticuerpos y revelados o bien 

incubaciones con reactivos histológicos para la determinación de estructuras. Tras las tinciones 

en todos los casos se procedió a tres lavados de 5 minutos con PBS1X para eliminar el exceso 

de reactivo que pudiera haber quedado en el tejido y montaje acuoso o no acuoso según 
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indicado. Todas las incubaciones y pasos se realizaron a temperatura ambiente (TA) menos en 

los indicados de manera específica. 

La captura de imágenes se llevó a cabo del mismo modo que en el apartado 1.4.2; mientras 

que la captura de imágenes con inmunofluorescencia se realizó con microscopio invertido de 

fluorescencia Leica DMI3000B (LEICA, Wetzlar, Germany). Y, en ambos casos, la cuantificación 

se llevó a cabo con el programa de análisis de imagen Fiji. 

1.5.1. Cuantificación del contenido en macrófagos en la placa de ateroma 

Para la detección de macrófagos se utilizó un anticuerpo comercial frente al antígeno 

específico de macrófagos Mac-3 (Tabla 5). Los cortes histológicos, una vez desparafinados e 

hidratados, fueron sometidos a bloqueo de la actividad de peroxidasa endógena con una solución 

de H2O2 (0.3%) en PBS1X durante 30 minutos. A continuación, se realizó el bloqueo de 

interacciones no específicas durante 90 minutos con una solución de bloqueo de PBS1X-suero 

de caballo al 5% y la incubación con el anticuerpo primario anti-Mac-3 (dilución 1/200 en solución 

de bloqueo) a 4ºC durante toda la noche. Tras tres lavados con PBS1X se realizó una incubación 

en anticuerpo secundario anti-IgG de rata conjugado a biotina la Tabla 6 (diluido 1/300 en 

solución de bloqueo) durante 1 hora. Para la detección del inmunocomplejo se realizó una 

incubación con estreptavidina conjugada a peroxidasa de rábano (HRP, Horseradish Peroxidase) 

diluida 1/2 durante 10 minutos, y revelado de la tinción con DAB (diaminobencidina), que genera 

un precipitado marrón en presencia del enzima HRP (Tabla 6). Esta inmunotinción fue 

completada con una contratinción de los núcleos celulares con hematoxilina de Harris seguida 

de deshidratación mediante lavados de 2 minutos en alcoholes de gradación creciente (etanol al 

70%, etanol al 95%, etanol absoluto y xileno) para montaje no acuoso en medio comercial Eukitt 

(DELTALAB). La cuantificación del contenido de macrófagos en la placa de ateroma se expresó 

como porcentaje del área de la lesión positiva para Mac-3 relativizando al área de lesión y como 

área absoluta (mm2). 

1.5.2. Análisis de los marcadores iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase) y arginasa I en la 

placa de ateroma 

Para la determinación de los marcadores iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase) y arginasa I 

(Tabla 5), los cortes histológicos rehidratados, fueron sometidos a exposición del antígeno en 

tampón citrato de sodio (10mM, pH 6.5 a alta presión y temperatura) y a bloqueo de la actividad 

peroxidasa tal y como se indicó en el apartado anterior. Tras los lavados y el bloqueo de 

interacciones inespecíficas con suero de caballo al 5%, las muestras histológicas se incubaron 

en los anticuerpos primarios anti-iNOS (dilución 1/100 en solución de bloqueo) y anti-Arginasa I 

(dilución 1/50 en solución de bloqueo) a 4ºC y durante toda la noche. Al día siguiente, tras tres 

lavados con PBS1X, se procedió a realizar la incubación de las muestras con anticuerpo 
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secundario anti-IgG de conejo biotinilado (Tabla 6) (dilución 1/300 en solución de bloqueo), 

durante 1 hora. La detección del inmunocomplejo, la contratinción de los núcleos celulares, la 

posterior deshidratación de las muestras y el montaje se realizó de la misma manera que en el 

apartado 1.5.1. El contenido de los marcadores se expresó como porcentaje del área de la lesión 

positiva para iNOS o ArgI relativizando al área de lesión y en área aboluta (mm2). 

1.5.3. Análisis del contenido de metaloproteinasa 9 (MMP9) en placa de ateroma 

Para la detección de la MMP9 en la placa aterosclerótica se utilizó un anticuerpo comercial 

MMP9 (Tabla 5). Los cortes histológicos fueron desparafinados e hidratados y sometidos a 

exposición del antígeno y bloqueo de la actividad peroxidasa tal y como se indicó en el apartado 

1.5.1. 

Tras lavado de las muestras y bloqueo de interacciones no específicas, tal y como se ha 

descrito anteriormente, se incubaron con el anticuerpo primario anti-MMP9 (dilución 1/200 en 

solución de bloqueo) a 4ºC, durante toda la noche. Tras tres lavados con PBS1X, se incubaron 

con anticuerpo secundario anti-IgG de conejo biotinilado (Tabla 6) en dilución 1/300 en solución 

de bloqueo durante 1 hora. La detección del inmunocomplejo, la contratinción de los núcleos 

celulares, la deshidratación de las muestras y el montaje se realizó como en el apartado 1.5.1. 

El contenido de los marcadores se expresó como porcentaje del área de la lesión positiva para 

iNOS o ArgI relativizando al área de lesión y en área absoluta (mm2). 

1.5.4. Cuantificación del contenido de células T en placa de ateroma 

La detección del infiltrado de células T en la lesión de inicio de aorta se realizó con una 

inmunofluorescencia. Tras hidratarlos, los cortes histológicos se sometieron a exposición del 

antígeno en tampón Tris-EDTA (10 mM Tris, 1 mM EDTA, 0.05% Tween 20, pH 9) y a bloqueo 

de interacciones inespecíficas en suero de caballo al 5% durante 30 minutos a TA. A 

continuación, los cortes se incubaron a 4ºC durante toda la noche con un anticuerpo policlonal 

humano frente al marcador de linfocitos CD3 (Tabla 5) en dilución 1/75 en solución de bloqueo 

y, tras dos lavados con PBS1X, se incubó en el anticuerpo secundario anti-conejo IgG Alexa 

Fluor 488 (Tabla 6) en dilución 1/200. 

Para la contratinción del núcleo celular se utilizó 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) y los 

cortes se montaron con el reactivo Slow-Fade Gold reagent (Tabla 6). Las capturas de las 

imágenes inmunofluorescentes se realizó con el microscopio invertido de fluorescencia y, 

posteriormente se realizó la cuantificación del número de células positivas para el marcador CD3 

en la zona de lesión y se expresó como número de células por μm2 de lesión. 
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1.5.5. Cuantificación del contenido de células de músculo liso vascular en la placa de 

ateroma 

La detección y cuantificación de células de músculo liso vascular (cMLVs), se realizó mediante 

una inmunotinción usando un anticuerpo monoclonal comercial frente a la α-actina de músculo 

liso, SM-α-actina. De manera similar a las tinciones anteriores los cortes fueron desparafinados 

e hidratados y sometidos a bloqueo de las interacciones no específicas con PBS1X-suero de 

caballo al 5% durante 1 hora. Seguidamente, los cortes se incubaron en el anticuerpo primario 

SM-α-actina, dilución 1/20, conjugado directamente a fosfatasa alcalina (Tabla 5) y se dejaron a 

4ºC durante toda la noche. Tras tres lavados con PBS1X, los cortes histológicos se revelaron 

empleando el sustrato comercial Fast Red (SIGMA) que genera un precipitado rosado-rojizo al 

reaccionar con la fosfatasa alcalina y, posteriormente, se procedió al montaje en glicerol gelatina 

(GG1, SIGMA). Tras la toma de imágenes se cuantificó el contenido en cMLVs y el resultado se 

expresó como el porcentaje del área de la lesión positiva para SM-α-actina relativa al área total 

de la lesión y bien como área absoluta (mm2). 

1.5.6. Cuantificación del contenido de fibras elásticas en la placa de ateroma 

La detección de fibras elásticas en la zona de lesión aterosclerótica se realizó mediante la 

tinción de los cortes histológicos de aorta desparafinados e hidratados con el reactivo Verhoeff-

Van Gieson con un kit comercial (BIO-OPTICA, Milán, Italia), en el cual las fibras elásticas se 

tiñen de rojo violáceo a marrón, los núcleos celulares se tiñen en negro con hematoxilina de 

Weigert y el colágeno se tiñe en varios tonos de rojo. Tras deshidratación, el montaje de los 

cortes se realizó con el medio comercial Eukitt tal y como está indicado en el apartado 1.5.1. La 

captura de imágenes y el análisis se realizó como anteriormente se ha explicado, expresándose 

el contenido de fibras elásticas en la placa de ateroma como porcentaje del área de elastina 

relativa al área de lesión. 

1.5.7. Cuantificación del contenido en colágeno, capa fibrosa y núcleo necrótico  

Para la determinación de colágeno en la placa de ateroma, el área de núcleo necrótico y el 

grosor de la capa fibrosa se empleó la tinción tricrómica de Masson utilizando un kit comercial 

(BIO-OPTICA, Milán, Italia) y siguiendo las instrucciones del fabricante. El montaje, la captura y 

el análisis de imágenes se realizó como en el apartado 1.5.1. El contenido de colágeno se 

expresó como porcentaje del área de colágeno relativo al área total y en área absoluta en (μm2). 

El núcleo necrótico se expresó como área absoluta (μm2) y la capa fibrosa como la media de al 

menos 5 medidas de grosor (μm) desde los núcleos necróticos al lumen por imagen. 
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Anticuerpo Clon Casa comercial Referencia 

Anti-Mac-3 (LAMP-2) Monoclonal de rata 
SANTA CRUZ 

BIOTECHNOLOGY Santa Cruz, CA, 
EEUU 

sc-19991 

Anti-iNOS Policlonal de conejo ABCAM Cambridge, Reino Unido ab15323 

Anti-ArgI Policlonal de conejo SIGMA, St. Louis, EE.UU. AV45673 

Anti-MMP-9 Policlonal de conejo 
UPSTATE - Millipore, Billerica, 

MA, EEUU 
AB19016 

Anti-SMα-actin Monoclonal 1A4 SIGMA, St. Louis, EE.UU. A5691 

Anti-CD3 Monoclonal de conejo DAKO, Santa Clara, CA, EEUU A0452 

Anti-F4/80 Monoclonal de rata 
AbD SEROTEC (Bio-Rad 

Laboratories), Hercules, CA, EEUU 
MCA497G 

Tabla 5. Anticuerpos primarios empleados en inmunohistoquímicas e inmunofluorescencias 

 

Todos los anticuerpos se validaron realizando controles negativos en los cuales se omitía el 

anticuerpo primario. 

 

Anticuerpo Casa comercial Referencia 

Goat anti-rat IgG biotinilado 
SANTA CRUZ 

BIOTECHNOLOGY Santa Cruz, 
EE.UU. 

sc-2041 

Goat anti-rabbit biotinilado 
SANTA CRUZ 

BIOTECHNOLOGY Santa Cruz, 
EE.UU. 

sc-2040 

Estreptavidina-HRP ABCAM Cambridge, Reino Unido Ab7403 

Alexa Fluor 488 anti-rabbit 

IgG 

LIFE TECHNOLOGIES 

Thermofischer, CA, EEUU 
A21206 

DAB 
AbD SEROTEC (Bio-Rad 

Laboratories), Reino Unido 
BUF021A 

DAPI 
LIFE TECHNOLOGIES 

Thermofischer, CA, EEUU 
D1306 

Eukitt DELTALAB, Barcelona, España A10500 

Fast Red SIGMA, St. Louis, EE.UU. F-4648 

Slow-Fade Gold 
INVITROGEN (Thermofisher), 

Carlsbad, CA, EEUU 
S36936 

Tabla 6. Anticuerpos secundarios y reactivos empleados en inmunohistoquímicas e inmunofluorescencias 
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2. Caracterización de parámetros inflamatorios  

2.1. Análisis de citoquinas circulantes 

Las citoquinas se midieron en plasma aislado por centrifugación de sangre heparinizada (10 

U heparina /ml) a 13.500g durante 30 minutos a 4ºC. Las determinaciones de los niveles de 

citoquinas se midieron mediante técnicas de ELISA utilizándose para ello los "DuoSET ELISA 

kits" (R&D SYSTEMS, Minneapolis, EEUU) siguiendo las indicaciones del fabricante para las 

citoquinas MCP1 y TNFα. 

2.2. Caracterización de las células circulantes en sangre mediante citometría de 

flujo 

Para la caracterización de las células circulantes se empleó citometría de flujo en sangre 

entera. Todos lo anticuerpos y reactivos empleados se muestran en la Tabla 7. El protocolo 

general fue incubación de la sangre entera con los anticuerpos en oscuridad a TA durante 30 

min seguido de incubación con 250μl tampón de lisis (BD FACS™ lysing solution) para el lisado 

de los eritrocitos y fijado de la muestra durante 15 minutos a TA y análisis con los citómetros 

FACSVerse o FORTESSA (BD BIOSCIENCES, CA, EEUU).  

Para determinar las diferentes poblaciones leucocitarias circulantes y los subtipos de 

monocitos se incubaron 10μl de sangre heparinizada con los anticuerpos murinos anti-CD45, 

anti-Ly6C y anti-CD115 durante 30 minutos a TA. Los linfocitos, monocitos y neutrófilos se 

determinaron mediante el marcador CD45 y las subpoblaciones monocitarias Ly6Clow y Ly6Chi 

fueron determinadas dentro de la población doble positiva para los marcadores de monocitos 

CD115 y leucocitario CD45. 

Para el análisis de los linfocitos, se añadió 5 μl de tampón Brilliant Stain a 10μl de sangre 

heparinizada, seguido de los anticuerpos, anti-CD4, anti-CD8a, anti-CD69 y anti-CD3e seguido 

de la lisis y el análisis tal y como se ha explicado anteriormente. Mediante este protocolo se 

determinaron las poblaciones de linfocitos T CD3+, CD4+ y CD8+ totales y sus respectivas 

activaciones, CD3+CD69+, CD4+CD69+ y CD8+CD69+. 

Para la determinación de los diferentes subtipos de linfocitos Th, se emplearon 30µl de 

sangre heparinizada y se incubaron con los anticuerpos anti-CCR4 (CD194), anti-CD4, anti-

CXCR3 (CD183) y anti-CCR6 (CD196). Los linfocitos Th se determinaron a partir de las células 

CD4+ y, de estas, se obtuvieron las subpoblaciones Th1 CXCR3+, Th2 CCR6-CCR4+, Th9 

CCR6+CCR4- y Th17 CCR6+CCR4+. 

Para la determinación de los linfocitos Treg se incubaron 50μl de sangre heparinizada con 

los anticuerpos anti-CD4 y anti-CD25 durante 30 min a TA. Tras ello, se realizó la 
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fijación/permeabilización de las células con 1ml del tampón “Kit FoxP3 Staining buffer Set” 

(MILTENYI BIOTEC) correspondiente durante 30 minutos a 4°C. Tras lavar la muestra mediante 

centrifugaciones a 300g, las células se incubaron con el anticuerpo anti-Foxp3 usando el tampón 

de permeabilización durante 30 minutos a 4ºC. Tras otro lavado, se realizó el lisado y fijación 

como anteriormente se ha descrito. La población Treg fue identificada como la población celular 

CD4+CD25+Foxp3+. 

Para el análisis de neutrófilos, linfocitos B y células NK se añadieron 5µl de tampón Brilliant 

Stain a 30µl de sangre heparinizada y se incubaron con los anticuerpos anti-CD3, anti-CD4, anti-

CD8, anti-CD69, anti-CD19, anti-Ly6G y anti-NK1.1. A continuación se realizó el lisado de 

eritrocitos y el análisis en Fortessa Flow cytometers (BD BIOSCIENCES). La población de 

neutrófilos se identificó como la población celular Ly6G+. Dentro de la población de linfocitos 

mediante los parámetros SSC y FSC, se identificaron la población de linfocitos B como células 

CD19+, las células NKT como CD3+NK1.1+ y las células NK como las CD3-NK1.1+.  
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Anticuerpo Clon Casa comercial Referencia 

Anti-Ly6C PerCP Monoclonal de rata 
BD BIOSCIENCES, Franklin Lakes, 

NJ, EEUU 
560525 

Anti-CD45 FITC Monoclonal de rata 
BD BIOSCIENCES, Franklin Lakes, 

NJ, EEUU 
553080 

Anti-CD115 APC Monoclonal de rata BIOLEGEND, San Diego, CA, EEUU 135509 

Anti-CD4 Brilliant 

violet (BV) 
Monoclonal de rata 

BD BIOSCIENCES, Franklin Lakes, 
NJ, EEUU 

562891 

Anti-CD8a Brilliant 
violet (BV) 

Monoclonal de rata 
BD BIOSCIENCES, Franklin Lakes, 

NJ, EEUU 
563068 

Anti-CD69 
phycoerytrin (PE) 

Monoclonal de rata 
BD BIOSCIENCES, Franklin Lakes, 

NJ, EEUU 
553237 

Anti-CD3e 
allophycocyanin 

Monoclonal de 
hamster 

BD BIOSCIENCES, Franklin Lakes, 
NJ, EEUU 

553066 

Brilliant Stain Buffer  
BD BIOSCIENCES, Franklin Lakes, 

NJ, EEUU 
563794 

Anti-CD25 APC 
Ig recombinante 

humano 
MILTENYI BIOTEC, Bergisch 

Gladbach, Alemania 
130-108-997 

Anti-Foxp3 PE 
IgG1 recombinante 

humano 
MILTENYI BIOTEC, Bergisch 

Gladbach, Alemania 
130-093-014 

FoxP3 Staining Buffer 

Set 
 

MILTENYI BIOTEC, Bergisch 
Gladbach, Alemania 

130-093-142 

Anti-CD4 FITC Monoclonal de rata 
MILTENYI BIOTEC, Bergisch 

Gladbach, Alemania 
130-102-541 

Anti-CCR4 (CD194) 
BV421 

Monoclonal de 
hamster 

BIOLEGEND, San Diego, CA, EEUU 131217 

Anti-CXCR3 (CD183) 

APC 
Monoclonal de 

hamster 
eBIOSCIENCE (Thermofisher), 

Waltham, MA, EEUU 
17-1831-80 

Anti-CCR6 (CD196) 

PEVio770 
IgG recombinante 

humano 
MILTENYI BIOTEC, Bergisch 

Gladbach, Alemania 
130-103-818 

Anti-Ly-6G-APC-Vio770 
IgG1 recombinante 

humano 
MILTENYI BIOTEC, Bergisch 

Gladbach, Alemania 
130-119-126 

Anti-F4/80 APC Monoclonal de rata 
AbD SEROTEC (Bio-Rad 

Laboratories), Hercules, CA, EEUU 
MCA497APCT 

Anti-CD11c PE 
Monoclonal de 

hamster 
eBIOSCIENCE (Thermofisher), 

Waltham, MA, EEUU 
12-0114-81 

Anti-CD206 
AlexaFluor488 

Monoclonal de rata 
AbD SEROTEC (Bio-Rad 

Laboratories), Hercules, CA, EEUU 
MCA2235A488T 

Anti-CD19-VioBlue 
IgG1 recombinante 

humano 
MILTENYI BIOTEC, Bergisch 

Gladbach, Alemania 
130-112-041 
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Anti-NK1.1-PerCP-

Vio700 
Isotipo de ratón 

IgG2ak 
MILTENYI BIOTEC, Bergisch 

Gladbach, Alemania 
130-117-773 

Facs Lysing Solution  
BD BIOSCIENCES, Franklin Lakes, 

NJ, EEUU 
349202 

Tabla 7. Anticuerpos y reactivos utilizados en citometría de flujo. 

3. Caracterización histopatológica del hígado 

En el hígado se determinó el contenido de triglicéridos, el contenido de macrófagos y se 

realizó la caracterización histopatológica en cortes histológicos consecutivos de 5μm de grosor. 

La desparafinación e hidratación de los tejidos se realizó sometiéndolos a una cadena de lavados 

secuenciales de xileno y alcoholes en escala decreciente, tal y como se indica en la Tabla 8. 

 La caracterización del hígado se basó en técnicas básicas de inmunohistoquímica e 

inmunofluorescencia y la captura de imágenes se realizó como en el apartado 1.5.  

 

Desparafinación e hidratación Tiempo 

Xileno 3 lavados por 5 minutos 

Etanol absoluto 2 lavados de 5 minutos 

Etanol 95% 2 lavados de 5 minutos 

Etanol 70% 2 lavados de 2 minutos 

Etanol 50% 2 lavados de 2 minutos 

Agua MilliQ 1 lavados de 5 minutos 

Tabla 8. Protocolo de desparafinación y rehidratación de cortes histológicos 

3.1. Determinación del contenido de triacilgliceroles hepáticos 

Para el análisis del contenido de triacilglicéridos en tejido hepático se siguió el método 

empleado en Norris et al. (2003) [79]. Entre 90-120mg de tejido fueron sometidos a digestión y 

posterior saponificación en 350μl de hidróxido de potasio etanólico durante toda la noche a 55ºC. 

Al día siguiente, las muestras se llevaron a un volumen final de 1000μl con H2O:EtOH (v/v) y se 

centrifugaron a 13.500g durante 5 minutos. El sobrenadante resultante se separó y se diluyó 

hasta un volumen de 1200μl de H2O:EtOH (v/v), del cual, 200μl se precipitaron con 215μl de 

MgCl2 1M durante 10 minutos en hielo. 

Tras centrifugar la muestra a 13500g durante 5 minutos se determinó el contenido en glicerol 

con 3μl del sobrenadante, usando para ello el reactivo "Free Glycerol Reagent" (SIGMA), cuyo 
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producto es una quinoneimina que absorbe a un máximo de 540nm y es proporcional a la 

cantidad de glicerol libre de la muestra.  

El cálculo del contenido de triacilglicerol en hígado se realizó en base a la fórmula para el 

contenido en equivalentes de trioleína: 

CET = CTG (mg/dl) * 415 / 200 * 0.012 (dl) / peso en gramos *9.61 

CET: contenido en equivalente de trioleína 

CTG: contenido de triacilgliceroles 

3.2. Determinación celular en hígado mediante citometría de flujo  

El análisis del contenido en macrófagos totales y subtipos hepáticos, también llamados 

células de Kupffer, y de los linfocitos se realizaron mediante citometría de flujo. Los anticuerpos 

específicos de macrófagos y los reactivos empleados se encuentran en la Tabla 7. 

3.2.1. Aislamiento de células de hígado 

Para la determinación de células inmunes hepáticas, se extrajeron entre 0.2 y 0.25 gramos 

de tejido hepático y se trocearon con una tijera. La digestión del tejido se realizó con 4,5mg/ml 

de colagenasa tipo I (LS004194, WORTHINGTON, Lakewood, NJ, USA) diluida en medio de 

cultivo RPMI y 10% de suero bovino fetal (FBS, fetal bovine serum) durante 30 minutos y en baño 

a 37ºC con agitación manual. El tejido disgregado se filtró empleando un filtro de 40µl de nylon 

(431750, Corning, NY 14831 EEUU) y el volumen total recogido se centrifugó a 500g durante 5 

minutos a 4ºC. A continuación, se descartó el sobrenadante y el pellet obtenido se resuspendió 

en 500µl en tampón de lisis RBC (555899, BD BIOSCIENCES) a TA durante 5 minutos. Tras 

lavar con tampón de lisis (BD FACS™ lysing solution) y centrifugar a 500g durante 10 minutos a 

4ºC se descartó nuevamente el sobrenadante y se incubó con Zombi UV fixable viability kit 

(BIOLEGEND, San Diego, CA, EEUU) durante 20 minutos a TA y en oscuridad. Posteriormente 

los tubos fueron lavados con PBS1X y 2% de suero bovino fetal y se centrifugaron nuevamente, 

añadiéndole al pellet resultante 200µl de FcR Blocking Reagent Mouse (MILTENYI BIOTEC). 

3.2.2. Determinación de macrófagos en hígado 

Del extracto celular de hígado obtenido en el apartado anterior se empleó un volumen de 10µl 

que se incubó con los anticuerpos anti-F4/80, anti-CD11c y anti-CD206, tal y como se detalla en 

el apartado 2.2. Seguido de una incubación con 300μl tampón de lisis (BD FACS™ lysing 

solution) para el lisado de los eritrocitos y fijado de la muestra durante 10 minutos a TA y posterior 

análisis con el citómetro FORTESSA (BD BIOSCIENCES, CA, EEUU). 
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La población de macrófagos M1 proinflamatorios fue identificada como la población celular 

F4/80+CD11c+CD206-, siendo identificados los macrófagos alternativos M2 antiinflamatorios 

como las poblaciones F4/ 80+CD11c-CD206+. 

3.3. Determinación de la fibrosis hepática 

Para la cuantificación de la fibrosis, los cortes histológicos de hígado se tiñeron con la tinción 

tricrómica de Masson utilizando un kit comercial (BIO-OPTICA, Milán, Italia) y siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Se cuantificó el porcentaje del área de colágeno relativo al área total 

(μm2). 

3.4. Determinación de la esteatosis hepática 

Para examinar la acumulación de gotas lipídicas en el hígado de ratón se realizó una tinción 

de hematoxilina/eosina en cortes desparafinados e hidratados del tejido hepático. El protocolo a 

seguir fue el siguiente: inmersión de los cortes en una solución comercial  de hematoxilina de 

Harris (Tabla 4), aclaramiento con agua durante 5 minutos, 2 lavados rápidos en solución de 

diferenciación (0.25% (v/v) de HCl en etanol al 70%), un lavado de 2 minutos en una solución 

hidroalcohólica de eosina al 50 % (Tabla 4), deshidratación mediante inmersión durante 2 

minutos en alcoholes de gradación creciente (etanol al 50%, etanol al 70% y etanol absoluto), 

lavado de 2 minutos en xileno y montaje con Eukitt (DELTALAB). 

La determinación de la esteatosis se realizó mediante el tamaño medio de las gotas lipídicas 

por ratón y el número de células con gotas lipídicas por el área total del hígado [77]. Los 

parámetros de cuantificación del grado de severidad de la EHGNA empleados se detallan en la 

Tabla 9. Estos parámetros se valoran en base a una puntuación que determina el grado de 

severidad de la enfermedad o NAS (del inglés NAFLD activity score).   
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PARÁMETROS DEFINICIÓN PUNTUACIÓN 

Esteatosis 

<5% 0 

5-33% 1 

33-66% 2 

>66% 3 

Inflamación lobular 

Sin focos (~3mm2 área) 0 

<2 focos (~3mm2 área) 1 

2-4 focos (~3mm2 área) 2 

>4 focos (~3mm2 área) 3 

Degeneración balonizante 

Ninguna célula 0 

Alguna célula 1 

Muchas células 2 

Tabla 9. Puntuación de la actividad NAS 

 

3.5. Determinación del contenido de linfocitos T hepáticos 

El análisis del contenido en linfocitos T en tejido hepático se realizó empleando el mismo 

protocolo que en el apartado 1.5.4. 

Tras la toma de imágenes se cuantificó el número de células T, es decir, células positivas 

para el marcador CD3 por área de hígado (células/μm2).  

4. Estudios in vitro en células derivadas de ratón 

4.1. Obtención de macrófagos derivados de médula ósea de ratón 

El crecimiento y manipulación de cultivos celulares se realizó en una campana de flujo laminar 

de bioseguridad 1I-A con condiciones constantes de temperatura (37ºC) y concentración de CO2 

(5%). Las células se cultivaron con medios en los cuales había presente penicilina (100U/ml), 

estreptomicina (0.1mg/ml) y anfotericina B (indicado como P/S/A). 

Los macrófagos derivados de médula ósea (MDMO) se obtuvieron a partir de precursores de 

médula ósea diferenciados in vitro en presencia de M-CSF (macrophage colony stimulation 

factor) como factor de crecimiento y de diferenciación. Para obtener dichos precursores, la 

médula ósea de fémur y tibia de ratón se sometió a una disgregación mecánica mediante dos 



Material y métodos 

 

 
53 

pases a través de una aguja 19G. La suspensión celular resultante se sembró en placas de 

cultivo estándar con medio de cultivo DMEM (Dulbecco's modified eagle medium)-P/S/A, 10% 

suero bovino fetal (FBS, fetal bovine serum) y 10% de medio condicionado de células L929 (LCM, 

L929-cell conditioned medium) como fuente de M-CSF.  

Las células progenitoras de médula ósea se plaquearon a una concentración de 3*106 

células/ml y se cultivaron durante 7 días con cambios de medio de cultivo al tercer y sexto día 

[80]. El medio LCM se obtuvo del sobrenadante de células L929 mantenidas en confluencia 

durante 5-7 días con medio DMEM-P/S/A y 10%FBS. 

4.2. Cultivo de macrófagos en medio condicionado y análisis de la secreción de 

citoquinas 

Para realizar la caracterización de macrófagos en medio condicionado, en el día 6 de 

crecimiento, los MDMO fueron tratados durante 24 horas con un medio DMEM/FBS 0.5% 

(LONZA, Basel, Switzerland) suplementado con: vehículo, 1µm de dapagliflozina, un 10% de 

plasma obtenido de los ratones tratados con dapagliflozina (medio condicionado dapagliflozina 

DAPACM) o bien, un 10% de plasma obtenido de los ratones tratados con vehículo (vehículoCM). 

Transcurrido este tiempo, se recogió el sobrenadante y se guardó a -80°C para el posterior 

análisis de la secreción de citoquinas mediante los kits comerciales DuoSEt ELISA (R&D 

SYSTEMS).  

Tras recoger el sobrenadante y lavar los pocillos con PBS1X frio, las células en cultivo se 

recogieron mediante raspado de placas de 10cm2 en presencia de 500ml TRIzol (INVITROGEN) 

y se guardaron a -80°C.  

5. Estudios ex vivo en tejidos de ratón 

5.1. Aislamiento de islotes pancreáticos para el análisis de secreción de insulina 

El aislamiento de islotes pancreáticos se realizó en ratones Apoe-/-Irs2+/- dislocados 

cervicalmente. Una vez extraído el páncreas, éste fue perfundido in situ con una solución de 

Krebs frío (NaCl 127mM, KCl 5mM, CaCl2 3mM, MgCl2 1.5mM, NaHCO3 24mM, Hepes 6mM, 

glucosa 2mg/ml, 0.1% albúmina, equilibrado con 5% CO2 en O2). A continuación, el órgano se 

se aisló eliminando la grasa circundante, se troceó y se sometió a digestión en solución de Krebs 

con colagenasa NB8 (1mg/ml, 17456, SERVA GmbH, Heidelberg, Alemania) en baño a 37ºC con 

agitación manual durante 20 minutos. Tras un lavado en Krebs frío, se centrifugó (800g, 1 minuto) 

repitiendo este proceso tres veces. Los islotes se aislaron manualmente bajo lupa 

estereoscópica, en un fondo oscuro, y se recogieron mediante centrifugación (500g, 1 minuto) 
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para eliminar el exceso de Krebs tal y como se describe en Andrés-Blasco et al. (2015) [76]. 

Posteriormente, se congelaron en N2 líquido y se mantuvieron a -80ºC hasta la realización de la 

extracción proteica o bien se sometieron a ensayo de secreción de insulina.  

La secreción de insulina se evaluó mediante un ensayo de secreción de insulina estimulada 

con glucosa. Para ellos, los islotes se incubaron durante 30 minutos a 37ºC con una solución 

KRBH ((NaCl 140mM, KCl 4.5mM, CaCl2 2.5mM, MgCl2 1mM, Hepes 20mM, albúmina 0.1%) y 

2mg/ml de glucosa. A continuación, se eliminó el sobrenadante y se incubaron en una solución 

KRBH con baja concentración de glucosa (2.8 mmol/L) o con KRBH con alta concentración de 

glucosa (16.7 mmol/L) durante 1h a 37ºC. 

Se realizaron 4 ensayos por condición (5 islotes/ensayo) y las concentraciones de insulina se 

midieron mediante un kit de ELISA (CRYSTALCHEM). Para el análisis del contenido en insulina 

los islotes, éstos se sometieron a lisis mediante un tampón de ácido acético (5.75% acético y 

0.1% albúmina) a 100ºC durante 10 minutos y, tras centrifugación (12000g, 10 minutos, 4ºC), el 

sobrenadante fue recogido para la determinación de insulina. El índice de secreción de insulina 

estimulada con glucosa se calculó como la ratio entre la secreción de insulina estimulada con 

una alta concentración de glucosa y la secreción de insulina estimulada con una baja 

concentración de glucosa normalizada cada una por el contenido de insulina en los islotes. 

5.2. Cultivo de explantes de tejido adiposo para señalización de insulina y análisis 

proteico  

Para los cultivos de explantes de grasa se empleó grasa epididimal de ratones Irs2+/- troceada 

en secciones de 2-3 mm3 e incubada durante 24h en placas de cultivos de 6 pocillos a 100mg/ml 

con medio DMEM-P/S/A y 10% de FBS en una atmósfera de CO2 al 5%. Los explantes fueron 

lavados dos veces con PBS1X y se incubaron en DMEM-P/S/A y 0.1%FBS en presencia de 

dapagliflozina 1µM o medio con vehículo como tejido adiposo control. 

Los explantes fueron posteriormente estimulados durante 7 minutos con insulina (200nM, 

Sigma) o salino y fueron congelados instantáneamente en N2 líquido para realizar el análisis de 

la vía de señalización de la insulina mediante western blot. 

6. Análisis de expresión proteica mediante Western blot 

6.1. Obtención y cuantificación de extractos proteicos 

Los extractos de proteínas se obtuvieron de homogeneizar 50mg de los explantes de tejido 

adiposo tratados como indicado en el apartado 5.2. en presencia de un tampón de lisis (Hepes 

50nM, pH 7.5, NaCl 150mM, 10% glicerol y 1% Triton X-100) suplementado con Complete Mini 
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cocktail (ROCHE, Mannheim, Alemania), β-glicerofosfato 50mM (Sigma), 2mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF, Roche), 200µM Na3VO4 (Sigma) e inhibidores de 

fosfatasas PhosSTOP (ROCHE). Los homogeneizados pasaron por tres ciclos de congelación-

descongelación mediante el uso de N2 líquido y de baño a 37ºC seguido de agitación durante 30 

segundos. A continuación, se centrifugaron a 13500g durante 30 minutos a 4ºC para eliminar 

restos no disgregados y el sobrenadante se empleó para la cuantificación de los extractos 

proteicos usando el método de Bradford [81] con Coomasie Blue G-250 (BIO-RAD Laboratories), 

siguiendo las instrucciones de la casa comercial. El producto resultante de la reacción con la 

proteína genera un compuesto azulado con absorbancia a 595nm de longitud de onda y que es 

proporcional a la cantidad de proteína. Las concentraciones se obtuvieron mediante una curva 

patrón con concentraciones conocidas de BSA (del inglés bovine serum albumin) en un rango de 

entre 0.25 y 2μg/μl que se utilizó para interpolar los valores de absorbancia de las muestras y 

obtención de las concentraciones. 

6.2. Análisis de expresión proteica con SDS-Page y Western blot 

El análisis de proteínas de los diferentes extractos proteicos se realizó con electroforesis 

desnaturalizante SDS-PAGE (del inglés sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis), Western blot e inmunodetección tal y como se describe en “Current Protocols 

in Protein Science”  [82]. 

La electroforesis SDS-PAGE permite la separación de proteínas que poseen carga negativa 

por el SDS. Las muestras se cargan en pocillos situados en el ánodo y, tras ser sometidas a un 

campo eléctrico, la separación de proteínas se realiza en base a su peso molecular. Para ello, 

previamente a la carga del gel, los extractos proteicos se diluyeron en agua milliQ y laemmli en 

presencia de SDS y se pusieron a 95ºC durante 5 minutos para conseguir la desnaturalización 

de proteínas y hacer constante su relación carga/masa. Se utilizó un sistema vertical de 

electroforesis discontinua con geles de poliacrilamida en dos fases, una primera fase al 12% para 

la separación de proteínas y un gel superior con concentraciones de bandas de poliacrilamida al 

4%. La electroforesis se llevó a cabo en un tampón compuesto por 25mM Tris, 192mM glicina y 

0.1% SDS durante 90 minutos a un voltaje variable entre 80 y 120V. La transferencia de las 

proteínas desde el gel de acrilamida a la membrana Immobilon-P de Polifluoruro de vinilideno 

(PVDF, MERCK, Kenilworth, NJ EEUU) se realizó con un sistema MiniProtean (BIO-RAD 

LABORATORIES) en frio durante 90 minutos a 100V constantes y en un tampón compuesto por 

25mM Tris, 192mM glicina y 20% metanol (pH 8.3). Tras la transferencia, las membranas se 

incubaron en solución de bloqueo consistente en 0.1% BSA en PBS1X con 0.05% Tween 20 

durante 1 hora a TA en agitación. La incubación con los anticuerpos específicos que se muestran 

en las Tabla 10 y Tabla 11 se realizó en solución de bloqueo a 4ºC durante toda la noche. Al día 

siguiente, se realizaron tres lavados de 5 minutos en TPBS1X (0.05% Tween-20 en PBS1X) para 
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eliminar los restos de anticuerpo primario y las membranas se incubaron con los 

correspondientes anticuerpos secundarios conjugados a HRP durante 1 hora a TA. La detección 

de los inmunocomplejos se realizó mediante quimioluminiscencia con el reactivo ECL-Plus y 

empleando el sistema de adquisición y análisis de imagen Luminescent Image Analyzer LAS-

3000 (FUJIFILM, Tokio, Japón). 

 

Anticuerpo Clon Casa comercial Referencia 

Anti-fosfo-Akt (Ser473) Policlonal de conejo 
CELL SIGNALING, Danvers, MA, 

EEUU 
9271 

Anti-Akt1/2 Policlonal de cabra 
SANTACRUZ BIOTECHNOLOGY, 

Santa Cruz, CA, EEUU 
sc1619 

Anti-β-actina Monoclonal de ratón SIGMA, St. Louis, EEUU A5441 

Tabla 10. Anticuerpos primarios utilizados en Western blot 

Anticuerpo Clon Casa comercial Referencia 

Goat anti-mouse IgG-

HRP 
Producido en cabra 

DAKO, Brüsseler straße, Berlín, 

Alemania 
P0447 

Donkey anti-goat IgG-

HRP  
Producido en burro 

SANTACRUZ BIOTECHNOLOGY, 

Santa Cruz, CA, EEUU 
sc2056 

Goat anti-rabbit IgG-
HRP 

Producido en cabra SIGMA, St. Louis, EEUU P0488 

ECL prime Western 
Blotting Detection Reagent  

 
GE HEALTHCARE, Chicago, IL, 

EEUU 
RNP2236 

Tabla 11.  Anticuerpos secundarios y reactivos utilizados en Western blot 

7. Estudio de la expresión génica mediante PCR cuantitativa en 

tiempo real (qPCR)  

7.1. Obtención y cuantificación de extractos de ARN 

Para la obtención del ARN de los diferentes tejidos se utilizó el reactivo TRIzol Reagent 

(INVITROGEN, Carlsbad, CA, EEUU). Siguiendo las recomendaciones de la casa comercial, se 

añadieron 0.2ml de cloroformo por cada 1 ml de Trizol para inducir la separación de fases 

mediante centrifugación (12.000g a 4ºC durante 15 minutos). El ARN se precipitó desde la fase 

acuosa con isopropanol mediante una incubación overnight a -20ºC seguido de un lavado del 

ARN precipitado con etanol al 75%. Tras secado al aire, el ARN se resuspendió en agua libre de 
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ADNasa/ARNasa (SIGMA) ultrapura comercial y se cuantificó en un Nanodrop (THERMO 

SCIENTIFIC) mediante medida espectrofotométrica a 260nm de longitud de onda. 

La pureza se estimó en base a la relación A260/280, siendo esta superior a 1.8 en todos los 

extractos analizados. El extracto de ARN obtenido se almacenó a -80°C hasta su análisis. En 

todo momento, a lo largo del protocolo de extracción de ARN, se emplearon reactivos y tubos 

libres de ARNasas. 

7.2. Retrotranscripción del ARN y análisis de la expresión génica por PCR 

cuantitativa en tiempo real 

Para la obtención de ADN complementario (ADNc) se emplearon entre 0.5-1μg de ARN total 

de cada muestra que se retrotranscribió usando el kit comercial “Maxima First Strand cDNA 

Synthesis kit” (FERMENTAS, Waltham, MA, EEUU) siguiendo el protocolo de la casa comercial. 

Para la amplificación del ADNc y análisis de expresión génica por qPCR (del inglés, quantitative 

PCR) se empleó el kit “Luminars Color HiGreen (High ROX)-qPCR Master Mix” (FERMENTAS) 

y el termociclador 7900Fast System (APPLIED BIOSYSTEM, Foster City, CA, EEUU). Los 

cebadores específicos para cada gen murino que se emplearon para el estudio se muestran en 

la Tabla 12 y se obtuvieron de la base de datos PrimerBank PCR Primers for Gene Expression 

Detection and Quantification del Massachusetts General Hospital de la Harvard Medical School 

(https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/). La cuantificación de la expresión génica relativa se 

realizó a partir de la comparación entre una muestra referencia y una muestra control, 

obteniéndose así la magnitud de las variaciones en los niveles de expresión génica de un gen 

respecto a otro usado como referencia. La cuantificación emplea un valor del ciclo umbral (Ct) 

mediante el método del 2
-ΔΔCt

 que permite hallar la relación entre los valores Ct de la muestra y 

de la muestra control basándose en la siguiente ecuación: 

Ratio = 2
-(∆Ct muestra-∆Ct referencia

)
→Ratio = 2

-∆∆Ct 

La transformación 2-∆∆Ct elimina variaciones debidas al efecto “tubo” (diferencias causadas 

por degradación parcial de ARN en alguna muestra, errores en e pipeteo, etc) gracias a que 

incluye un control endógeno, consiguiéndose un valor que es directamente proporcional a la 

cantidad total de transcrito de cada gen. De esta forma, se pueden comparar cantidades de 

expresión de un gen respecto a otro dentro de un mismo grupo o entre grupos. Siguiendo este 

método los niveles de ARNm de cada gen se normalizaron a los niveles del ARNm del control 

endógeno, el gen ciclofilina y la expresión de los genes fue relativizada a las muestras control 

(RQ=1 para el control) en cada experimento [83]. 

https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/
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Gen Cebador Secuencia 5’→3’ 

Abca1 

Forward CAGATGAAGCAGTTTTCAGTCCT 

Reverse CACATTCCGGCTCTTTAGAAGG 

Abcg5 

Forward AGAGGGCCTCACATCAACAGA 

Reverse CTGACGCTGTAGGACACATGC 

Acox 

Forward TAACTTCCTCACTCGAAGCCA 

Reverse AGTTCCATGACCCATCTCTGTC 

Acta2 

Forward GTCCCAGACATCAGGGAGTAA 

Reverse TCGGATACTTCAGCGTCAGGA 

Cd11c 

Forward ATGGAGCCTCAAGACAGGAC 

Reverse GGATCTGGGATGCTGAAATC 

Cd206 

Forward GCATGGGTTTTACTGCTACTTGATT 

Reverse CAGGAATGCTTGTTCATATCTGTCTT 

Cd36 

Forward ATGGGCTGTGATCGGAACTG 

Reverse GTCTTCCCAATAAGCATGTCTCC 

Chrebp 

Forward AGATGGAGAACCGACGTATCA 

Reverse ACTGAGCGTGCTGACAAGTC 

Ciclofilina 

Forward TGGAGAGCACCAAGACAGACA 

Reverse TGCCGGAGTCGACAATGAT 

Col1a1 

Forward GCTCCTCTTAGGGGCCACT 

Reverse CCACGTCTCACCATTGGGG 

Cyp7a1 

Forward GGGATTGCTGTGGTAGTGAGC 

Reverse GGTATGGAATCAACCCGTTGTC 

Fasn 

Forward GGAGGTGGTGATAGCCGGTAT 

Reverse TGGGTAATCCATAGAGCCCAG 

Fxr 

Forward GCTTGATGTGCTACAAAAGCTG 

Reverse CGTGGTGATGGTTGAATGTCC 

G6pase 

Forward CGACTCGCTATCTCCAAGTGA 

Reverse GTTGAACCAGTCTCCGACCA 

Forward GGTGGACGTACTTTTTAACATCGA 
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Gata3 Reverse CGTAGCCCTGACGGAGTTTC 

HI 

Forward CCCTGCGGGCCCTATG 

Reverse TTGGCATCATCAGGAGAAAGG 

IL6 

Forward CCCAACAGACCTGTCT 

Reverse CCAGTTTGGTAGCATCC 

Ldlr 

Forward TGACTCAGACGAACAAGGCTG 

Reverse ATCTAGGCAATCTCGGTCTCC 

Lxr 

Forward CTCAATGCCTGATGTTTCTCCT 

Reverse TCCACCCTATCCCTAAAGCAA 

Mcp1 

Forward CTTCCTCCACCACCATGCA 

Reverse CCAGCCGGCAACTGTGA 

Mmp9 

Forward CTGGACAGCCAGACACTAAAG 

Reverse CTCGAGGCAAGTCTTCAGAG 

Pepck 

Forward CTGCATAACGGTCTGGACTTC 

Reverse CAGCAACTGCCCGTACTCC 

Pgc1a 

Forward TATGGAGTGACATAGAGTGTGCT 

Reverse CCACTTCAATCCACCCAGAAAG 

Ppara 

Forward AGAGCCCCATCTGTCCTCTC 

Reverse ACTGGTAGTCTGCAAAACCAAA 

Pparg 

Forward GGAAGACCACTCGCATTCCTT 

Reverse GTAATCAGCAACCATTGGGTCA 

Rorc 

Forward GACCCACACCTCACAAATTGA 

Reverse AGTAGGCCACATTACACTGCT 

Srbepc1 

Forward GCCAGGGAACCGCTTATATG 

Reverse CTGGGCTGAGCAATACAGTTC 

Tgfb1 

Forward CTCCCGTGGCTTCTAGTGC 

Reverse GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG 

Timp1 

Forward GCAACTCGGTGGTCATAA 

Reverse CGGCCCGTGATGAGAAACT 

Forward CCCACACCGTCAGCCGATTT 
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TNFa Reverse GTCTAAGTACTTGGGCAGATTGACC 

Zbtb16  

Forward CTGGGACTTTGTGCGATGTG 

Reverse CGGTGGAAGAGGATCTCAAACA 

Tabla 12. Cebadores empleados en los análisis de expresión génica 

8. Análisis estadísticos 

Los datos obtenidos se analizaron y fueron utilizados a menos que estuvieran fuera de rango 

de la curva o que las muestras se perdieran durante el procedimiento experimental. 

Todos lo datos cuantitativos se evaluaron en base a la distribución normal según la prueba 

D'Agostino-Pearson ómnibus, Shapiro–Wilk test o Kolmogorov–Smirnov test (Software 

GraphPad Prism, La Jolla, CA, EEUU). Las diferencias estadísticamente significadas entre dos 

grupos se evaluaron mediante el test t-Student no pareado de dos colas o con el test U de Mann-

Whitney para las pruebas no paramétricas (Software GraphPad Prism). 

Los análisis estadísticos de comparación entre más de dos grupos se realizaron empleando 

un análisis de varianza unidireccional, la prueba one-way ANOVA (paramétrico), seguido de 

corrección de Bonferroni o Sidak o Kruskal–Wallis (no paramétrico) seguido de la corrección 

Dunn’s. El test de Grubs se empleó con la finalidad de identificar y eliminar valores atípicos en la 

muestra (Software GraphPad Prism). 

Todos los casos se representaron como la media ± error estándar de la media incluyendo 

datos de los dos sexos y las diferencias se consideran estadísticamente significativas para 

valores p<0.05. 
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1. Estudio del efecto de la dapagliflozina en el metabolismo de 

ratones Apoe-/-Irs2+/- con resistencia a insulina y aterosclerosis 

acelerada 

1.1. Caracterización metabólica de ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con 

dapagliflozina o vehículo 

Con el fin de evaluar el efecto de la dapagliflozina en la homeostasis metabólica ratones Apoe-

/-Irs2+/- fueron alimentados con una dieta aterogénica alta en grasa y en colesterol. El análisis 

del peso corporal de ratones tratados con vehículo o con dapagliflozina reveló un incremento tras 

recibir una dieta aterogénica durante 8 semanas tanto en machos como en hembras sin cambios 

entre los tratamientos (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Peso corporal en ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con dapagliflozina o vehículo. Peso corporal (g) antes y 

después de la dieta aterogénica en machos (A) y hembras (B) de ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con vehículo o 

dapagliflozina. Los datos se representan como puntos individuales con media±error y los análisis estadísticos se 

realizaron mediante ANOVA de una vía seguido por la prueba post hoc de Bonferroni (****p< 0.0001). 

 

Tanto en machos como en hembras, los niveles de glucosa en estado de ayuno 

permanecieron sin cambios tras la dieta aterogénica y no se vieron afectados por el tratamiento 

con dapagliflozina (Figura 10A-B).  
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El análisis de los niveles de insulina en estado de ayuno en ratones Apoe-/-Irs2+/- machos no 

mostró diferencias significativas entre los tratados con dapagliflozina y con vehículo (Figura 10C). 

Sin embargo, el tratamiento con dapagliflozina de ratones hembra Apoe-/-Irs2+/- disminuyó los 

niveles de insulina en estado de ayuno comparado con los niveles de las hembras del grupo 

control tratadas con vehículo (Figura 10D).  

El tratamiento con dapagliflozina en los ratones Apoe-/-Irs2+/- no produjo cambios 

significativos en los niveles plasmáticos de colesterol total, colesterol apoB, colesterol HDL, o de 

triacilglicéridos (Figura 11).  

 

 

 

Figura 10. Niveles de glucosa e insulina en estado de ayuno en plasma de ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con 

dapagliflozina o vehículo. Niveles de glucosa en estado de ayuno en machos y hembras de ratones Apoe-/-Irs2+/- 

tratados con vehículo o dapagliflozina (A-B). Niveles de insulina en plasma en ayuno tras el tratamiento en ratones macho 

y hembra Apoe-/-Irs2+/- (C-d). Los datos se representan como puntos individuales con media±error y los análisis 

estadísticos se realizaron mediante ANOVA de una vía seguido por la prueba post hoc de Bonferroni (A y B) y la t de 

Student´s (C) y la prueba U de Mann-Whitney (D) (*p<0.05). 
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Figura 11. Niveles lipídicos en plasma de ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con dapagliflozina o vehículo durante 8 

semanas. Niveles de colesterol total (A-B), colesterol apoB (C-D), colesterol HDL (E-F) y (d) triacilgliceridos (G-H) en 

ratones macho y hembra Apoe-/-Irs2+/- tratados con vehículo y con dapagliflozina. Los datos se representan como puntos 

individuales con media±error y el análisis estadístico se realizó mediante la t de Student´s (A-E y H) y la prueba U de 

Mann-Whitney (F y G). 

 

 

Estudios previos indican un efecto de las gliflozinas en la homeostasis hepática y una mejora 

en la esteatosis hepática [84]. En el análisis del contenido de triacilglicéridos en el hígado en 

ratones Apoe-/-Irs2+/- no se observaron diferencias entre los ratones tratados con vehículo y 

dapagliflozina (Figura 12 A, B) y el análisis inmunohistopatológico mostró una ausencia de gotas 

lipídicas o de inflamación en el tejido hepático (Figura 12C). 
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Figura 12. Caracterización hepática de ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con dapagliflozina o vehículo durante 8 

semanas. Contenido hepático de triglicéridos expresado en mg/g de tejido hepático en machos (A) y hembras (B). (C) 

Imágenes representativos de cortes transversales de tejido hepático teñidas en hematoxilina-eosina. Escala: 100µm. Los 

datos se representan como puntos individuales con media±error y el análisis estadístico se realizó mediante los tests de 

t Student´s (A) y U de Mann-Whitney (B).  

1.2. Efecto de la dapagliflozina en el metabolismo de carbohidratos  

El análisis de la tolerancia a la glucosa medida como el parámetro del área bajo la curva 

(AUCglucosa) durante el TTG mostró valores similares en ambos grupos de tratamiento en los dos 

sexos (Figura 13A-D). La liberación de insulina durante el TTG se determinó como AUCinsulina a 

los 120 minutos y no presentó diferencias entre el grupo tratado con vehículo y el tratado con 

dapagliflozina en ambos sexos (Figura 14 A, C, D, F). Sin embargo, el análisis de la insulina 

liberada en el minuto 30 del test, mostrada como AUCinsulina a los 30 minutos, indicó un aumento 

de la producción de insulina en ratones macho tratados con dapagliflozina comparado con los 

ratones macho tratados con vehículo (Figura 14 B, E).  

 

 

Figura 13. Niveles de glucosa en plasma durante el TTG de ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con dapagliflozina o 

vehículo. Niveles de glucosa a los diferentes tiempos del TTG (A, C) y área bajo la curva (AUCglucosa) (B, D) calculadas 

a partir de la curva de la glucosa durante la prueba en ratones Apoe-/-Irs2+/- macho (A, B) y hembras (C, D). Los datos 
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se representan como puntos individuales con media±error y el análisis estadístico empleado fue la prueba U de Mann-

Whitney. 

 

 

 

 

Figura 14. Niveles de insulina en plasma durante el TTG de ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con dapagliflozina o 

vehículo. Niveles plasmáticos de insulina liberados tras estimulación por glucosa a los diferentes tiempos del TTG (A, 

D). Valores de AUCinsulina calculada en los tiempos 30 min (B, E) y 120 minutos (C, F) de la prueba en ratones Apoe-/-

Irs2+/- tratados con dapagliflozina o vehículo de en ambos sexos. Los datos se representan como puntos individuales 

con media±error y los análisis estadísticos empleados fueron la prueba U de Mann Whitney en todos los casos, excepto 

para el análisis de AUCinsulina a 120 minutos en hembras (F) en el cual se empleó el t de Student´s (*p < 0.05). 
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Figura 15. Niveles de glucosa en plasma durante el TTI de ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con dapagliflozina o 

vehículo. (A, C) Niveles de glucosa plasmática (en porcentaje relativo a los niveles iniciales de glucosa) durante el TTI 

y (B, D) valores de AUCglucosa en ratones Apoe-/-Irs2+/- tras 4h de ayuno. Los datos se representan como puntos 

individuales con media±error y el análisis estadístico se realizó mediante la t de Student’s. 

 

 

Para una mejor comprensión de la acción de la insulina, se analizaron la sensibilidad y las 

vías de señalización de la hormona. El análisis de la sensibilidad a la insulina, evaluada con un 

TTI y determinada como el AUCglucosa generado a partir de la curva del TTI, no reveló ningún 

efecto del tratamiento con dapagliflozina ni en machos ni en hembras (Figura 15). Sin embargo, 

en los niveles de péptido C se observó una disminución para los ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados 

con dapagliflozina (Figura 16 A, B) indicando que el incremento de insulina durante el TTG no se 

atribuye a un incremento en la secreción de insulina por parte del páncreas. Consistente con 

estos resultados, el ensayo de secreción de la insulina realizado en islotes pancreáticos aislados 

de ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con vehículo o con dapagliflozina mostró un menor índice de 

secreción de insulina en los islotes tratados con dapagliflozina (Figura 16C). 
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Figura 16. Niveles de péptido C en plasma durante el TTG de ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con dapagliflozina 

o vehículo. (A) Niveles plasmáticos de péptido C durante el TTG y (B) los correspondientes valores de AUCpéptido C en 

ratones Apoe-/-Irs2+/- tras 4h de ayuno. (C) Índice de secreción de la insulina en islotes pancreáticos de ratones Apoe-

/-Irs2+/- tratados con vehículo o dapagliflozina obtenido del ensayo de secreción en la insulina mediante estimulación con 

glucosa. Los datos se representan como puntos individuales con media±error y el análisis estadístico se realizó mediante 

la t de Student’s (*p< 0.05). 

 

Por otro lado, el estudio de la activación de la señalización de la insulina ex vivo en explantes 

de tejido adiposo de ratones Irs2+/- tratados con dapagliflozina mostró una disminución en la 

activación de la proteína AKT medida como la ratio de la forma fosforilada con respecto a la 

proteína total (phospho(p)AKT/AKT) (Figura 17). Estos resultados sugieren que la dapagliflozina 

no ejerce un efecto beneficioso sobre el metabolismo de carbohidratos en ratones Apoe-/-Irs2+/- 

e indican un efecto negativo sobre la señalización a través de la vía dependiente de AKT.  

 

Figura 17. Efecto de la dapagliflozina en la vía de señalización de la insulina. (A) Cuantificación de los ratios de 

AKT1/2 fosforilada (pAKT1/2)/AKT1/2 en explantes de tejido adiposo estimulados con insulina y pretratados con vehículo 

o dapagliflozina 1µm. (B) Muestra representativa de los inmunoblots utilizados para la cuantificación. La β-actina se 

muestra como control de carga. Las formas proteicas fosforiladas se normalizaron con los niveles totales de proteína y 

se relativizaron respecto a la muestra no estimulada. Los datos se representan como puntos individuales con media±error 

y el análisis estadístico se realizó mediante un ANOVA de dos vías seguido por la prueba post hoc de múltiples 

comparaciones de Tukey (*p < 0.05; ** p < 0.01). 
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1.3. Efecto de la dapagliflozina en el tamaño o estabilidad de la placa 

aterosclerótica en ratones Apoe-/-Irs2+/- 

La determinación del tamaño de la lesión aterosclerótica en face de aortas enteras de ratones 

Apoe-/-Irs2+/- en las zonas del cayado aórtico (Figura 18 A, B) y de aorta torácica (Figura 18 D, 

E) no mostró diferencias entre el tratamiento con dapagliflozina y vehículo ni en machos ni en 

hembras.  

 

 

Figura 18. Análisis de la lesión aterosclerótica en aortas enteras de ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con 

dapagliflozina o vehículo. Análisis en face de la aterosclerosis en las aortas teñidas con Oil Red O en ambos grupos 

de ratones en la zona del arco aórtico (A, B) y de la aorta torácica (D, E) en ambos sexos. (C) Fotografías representativas 

de las aortas de ratones tratados con vehículo y dapagliflozina. Los datos se representan como puntos individuales con 

media±error y el análisis estadístico se realizó mediante la t de Student’s (A, B y D) y la prueba U de Mann-Whitney (E).  

 

 

La determinación del desarrollo de la lesión aterosclerótica en cortes transversales de 

corazón analizados en zona de válvulas (Figura 19 A,B), aorta ascendente (Figura 19 C,D) y 

aorta (Figura 19 E,F) tampoco reveló diferencias significativas entre ambos grupos de tratamiento 

en ninguno de los dos sexos. 
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Figura 19. Determinación del tamaño de la lesión aterosclerótica en cortes transversales de aorta de ratones 

Apoe-/-Irs2+/- tratados con dapagliflozina o vehículo. Tamaño de la lesión de ateroma en secciones transversales 

medida como área absoluta en las válvulas aórticas (A-C) y como índice íntima-media en la aorta ascendente (D-F) y en 

la aorta (G-I) en ratones tratados con vehículo o con dapagliflozina. Imágenes representativas de los cortes transversales 

teñidos con hematoxilina-eosina en las válvulas (C), aorta ascendente (F) y aorta (I). Los límites de la lesión se indican 

mediante una línea discontinua. Escala: 200µm. Los datos se representan como puntos individuales con media±error y 

el análisis estadístico se realizó mediante la prueba U de Mann-Whitney (A-D y F-I) y t de Student’s (E). 

 

El análisis del contenido celular en la lesión de macrófagos (Figura 20 A-E) y de CMLVs 

(Figura 20 F-J), medidos como área absoluta en mm2 o como área relativa en porcentaje no 

mostró diferencias entre los ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con dapagliflozina y los tratados con 

vehículo en ninguno de los dos sexos. De manera similar, la determinación del contenido de 

linfocitos T (Figura 20 K-O), medido como número de células en la lesión y número de células 

por área de lesión, tampoco indicó un efecto de la dapagliflozina en ninguno de los dos sexos. 
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Figura 20. Análisis del efecto de la dapagliflozina sobre la composición celular de la placa de ateroma en 

secciones de aorta en ratones Apoe-/-Irs2+/-. Contenido de macrófagos (A-D) y de cMLVs (F-I) determinados como 

porcentaje de áreas Mac3+ y SM-α-actin+ relativas al área de lesión respectivamente y expresado como área absoluta 

(mm2). Escala: 100µm. Contenido de linfocitos T expresado como número de células CD3+ en la lesión (K, L) y como el 

número de células CD3+ relativo al área de lesión (M, N). Escala: 50µm. (E, J, O) Imágenes representativas tomadas con 

microscopio de las inmunotinciones. Los límites de la lesión aparecen representados mediante línea discontinua. Los 

datos se representan como puntos individuales con media±error y el análisis estadístico se realizó usando la prueba t de 

Student’s (G-I) y la prueba U de Mann-Whitney (A-D, F, H, K-N).  

 

Seguidamente se determinaron parámetros relacionados con la estabilidad de la placa. El 

análisis del contenido de colágeno (Figura 21 A,B), área de núcleo necrótico (Figura 21 C,D) y el 

grosor de la capa fibrosa (Figura 21 F,G) determinados mediante la tinción tricrómica de Masson 

(Figura 21E) no mostró diferencias entre ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con dapagliflozina y con 

vehículo. De manera similar, el análisis de la integridad de las fibras elásticas, medida como área 

relativa con respecto al área de la media, tampoco presentó diferencias entre tratamientos en 

ninguno de los dos sexos (Figura 21 H-I). El análisis del contenido de MMP9, una 

metaloproteinasa previamente relacionada con la estabilidad de la placa, medido como área 

relativa al área de lesión fue similar en ratones tratados con dapagliflozina y vehículo en ambos 
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sexos (Figura 21 M, N). Aunque, el análisis del contenido de MMP9, medido como área absoluta, 

indicó una disminución en las hembras Apoe-/-Irs2+/- tratadas con dapagliflozina en comparación 

con las hembras vehículo sin cambios en los machos (Figura 21 K, L). 

Estos resultados indican que la dapagliflozina en ratones Apoe-/-Irs2+/-, alimentados con una 

dieta proaterogénica durante 8 semanas, no afecta al desarrollo de la aterosclerosis o a los 

parámetros de estabilidad de placa. 

 

 

 

 

Figura 21. Efecto de la dapagliflozina en las características de la placa de ateroma en ratones Apoe-/-Irs2+/-. (A, 

B) Contenido en colágeno relativo al área de lesión expresado como porcentaje, (C, D) área de núcleo necrótico 

expresado en µm2 y (F, G) grosor de la capa fibrosa expresado como µm determinados en la tinción tricrómica de Masson 

(E). (H, I) Contenido en fibras de elastina mediante la técnica de tinción de Verhoeff-Van Gieson (J) y expresado como 

porcentaje del área relativo al área de lesión. Contenido de MMP9 en cortes transversales de aorta expresado como (K, 

L) porcentaje del área relativa a la lesión y como (M, N) área absoluta (mm2). Escala: 100µm. (E, J, O) Se muestran 

imágenes representativas de las tinciones inmunohistoquímicas. Las líneas discontinuas limitan la íntima media, las 

líneas sólidas limitan el núcleo necrótico. Los datos se representan como puntos individuales con media±error y el análisis 

estadístico se realizó mediante test t-Student (B, D, G e I) y la prueba U de Mann-Whitney (K-N y A, C, F y H) (**p < 

0.01). 
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1.4. Efecto de la dapagliflozina en la inflamación sistémica en ratones Apoe-/-

Irs2+/-  

Estudios previos indican un posible papel de las gliflozinas en la inflamación. Sin embargo, 

análisis de los niveles plasmáticos de las citoquinas circulantes en plasma de MCP1 y TNFα 

(Figura 22 A-D) fueron similares en los ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con vehículo y tratados 

con dapagliflozina, tanto en machos como en hembras. 

 

 

 

Figura 22. Efecto de la dapagliflozina en las citoquinas plasmáticas en ratones Apoe-/-Irs2+/-. Niveles plasmáticos 

de las citoquinas proinflamatorias (A, B) MCP1 y (C, D) TNFα.  Los datos se representan como puntos individuales con 

media±error y el análisis estadístico se realizó mediante prueba U de Mann-Whitney. 

 

 

El análisis de leucocitos circulantes en plasma mostró porcentajes similares de linfocitos, 

monocitos y neutrófilos entre ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con vehículo y tratados con 

dapagliflozina sin cambios entre los dos sexos (Figura 23 A, B). El análisis más detallado de los 

monocitos no detectó cambios entre los subtipos proinflamatorio Ly6Chi y prorresolutorio Ly6Clo  

(Figura 23 C,D).  
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Figura 23. Caracterización de los leucocitos circulantes en sangre en ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con vehículo 

y con dapagliflozina. (A, B) Niveles circulantes de linfocitos, monocitos y neutrófilos en la población CD45+ expresados 

como porcentaje e identificados por morfología y el marcador de monocitos CD115. (C, D) Niveles circulantes de subtipos 

de monocitos expresados en porcentaje e identificados como CD45+CD115+Ly6Clow y CD45+CD115+Ly6Chi. (E, F) 

Imágenes representativas del análisis de citometría empleado para el acotamiento de las poblaciones de monocitos en 

plasma. Los datos se representan como puntos individuales con media±error y el análisis estadístico se realizó mediante 

la prueba t de Student´s. 

 

De manera similar, el análisis de las poblaciones CD3+, CD4+ y CD8+ de linfocitos T no 

presentó diferencias significativas entre tratamientos en ninguno de los dos sexos (Figura 24 A-

B, F-G, K-L). Tampoco de observaron cambios en las subpoblaciones de linfocitos T activadas 

CD3+CD69+, CD4+CD69+ y CD8+CD69+ (Figura 24 C-D, H-I, M-N).  
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La cuantificación del subtipo de linfocitos T Treg CD4+CD25+Foxp3+ indicó una ausencia de 

efecto de la dapagliflozina en esta población leucocitaria en los ratones Apoe-/-Irs2+/- tanto en 

machos como en hembras (Figura 25 A, B). 

 

 

 

Figura 24. Análisis de los linfocitos circulantes en plasma de ratón Apoe-/-Irs2+/-. Porcentaje de linfocitos (A, B) 

CD3+, (F, G) CD4+ y (K, L) CD8+ y de linfocitos activados (C, D) CD3+CD69+, (H, I) CD4+CD69+, (M, N) CD8+CD69+ 

para ambos tratamientos y sexos. (E, J, O) Imágenes representativas del análisis de citometría empleado para el 

acotamiento de las poblaciones de linfocitos en plasma. Los datos se representan como puntos individuales con 

media±error y los análisis estadísticos utilizados fueron el test t de Student´s (B, D, G, H, I, K, L, N) y la prueba U de 

Mann-Whitney (A, C, F, M). 
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Figura 25. Análisis de los niveles circulantes de linfocitos Treg en plasma de ratón Apoe-/-Irs2+/-. Niveles 

circulantes de la subpoblación de linfocitos Treg CD4+CD25+Foxp3+ en ratones tratados con dapagliflozina y vehículo 

en ratones Apoe-/-Irs2+/- macho (A) y hembra (B). (C) Imágenes representativas del análisis de citometría empleado 

para el acotamiento de la subpoblación de linfocitos en plasma. Los datos se representan como puntos individuales con 

media±error y los análisis estadísticos utilizados fueron el test t de Student´s (A) y la prueba U de Mann-Whitney (B). 

1.5. Efecto de la dapagliflozina en macrófagos de ratón Apoe-/-Irs2+/- 

Dado que en algunas investigaciones se ha mostrado que las gliflozinas pueden modular la 

polarización de los macrófagos a diferentes fenotipos se exploró el efecto de la dapagliflozina 

(DAPA) y de medio condicionado con plasma de ratones tratados con dapagliflozina (MC-DAPA) 

en las características inflamatorias de este tipo celular. 

Con este fin se realizaron experimentos en macrófagos diferenciados de médula ósea de 

ratón Apoe-/-Irs2+/- y se trataron con DAPA y MC-DAPA y con sus respectivos controles vehículo 

y MC-vehículo.  

El análisis de expresión de citoquinas proinflamatorias reveló menores niveles de Mcp1 en 

macrófagos tratados con DAPA (Figura 26A) comparado con macrófagos tratados con vehículo, 

sin observarse cambios en la expresión de Tnfα o Il6 (Figura 26 B, C). El análisis de la expresión 

de las citoquinas en macrófagos tratados con medio condicionado no mostró cambios entre los 

macrófagos MC-DAPA y los MC-vehículo (Figura 26 A-C). Interesantemente, los niveles de Mcp1 

fueron inferiores en los macrófagos MC-DAPA y los MC-vehículo comparado con los vehículos 

(Figura 26A). 
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Figura 26. Niveles de expresión de citoquinas proinflamatorias en macrófagos de ratón Apoe-/-Irs2+/-. Niveles de 

expresión de los ARNm de las citoquinas proinflamatorias (A) Mcp1 (B) TNFa e (C) Il6 en macrófagos de ratón Apoe-/-

Irs2+/- tratados con vehículo, 1 µM de dapagliflozina (DAPA) o con medio condicionado compuesto por un 10% de plasma 

proveniente de ratones tratados con vehículo (MC-vehículo) o con dapagliflozina (MC-DAPA). Los análisis estadísticos 

empleados fueron la ANOVA de una vía seguido del test de comparaciones múltiples de Tukey (a) y el test de Kruskal-

Wallis seguido por el test de comparaciones múltiples de Dunn´s (b, c). (***p<0.001; ****p<0.0001). 

 

Los análisis de marcadores de superficie de macrófagos de subtipo de macrófago no 

mostraron diferencias significativas en el marcador de activación Cd11c (Figura 27A). Por el 

contrario, se observó una disminución en la expresión del marcador Cd206 en los macrófagos 

tratados con dapagliflozina comparado con los macrófagos tratados con vehículo (Figura 27B). 

No se observaron cambios en los macrófagos tratados con medio condicionado, MC-vehículo y 

MC-DAPA. 

 

Figura 27. Expresión de Cd11c y Cd206 en macrófagos de ratón Apoe-/-Irs2+/- tratados con dapagliflozina. 

Expresión de ARNm de (A) las integrinas Cd11c y (B) el receptor de la manosa Cd206 en macrófagos de ratón Apoe-/-
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Irs2+/- tratados con vehículo, 1 µM de dapagliflozina (DAPA) o con medio condicionado compuesto por un 10% de plasma 

proveniente de ratones tratados con vehículo (vehículoCM) o con dapagliflozina (DAPACM). El análisis estadístico 

empleado el test de Kruskal-Wallis seguido por el test de comparaciones múltiples de Dunn´s. (***p<0.001). 

 

 

 

Figura 28. Efecto de la dapagliflozina sobre el contenido de iNOS y ArgI ratón Apoe-/-Irs2+/-. Contenido en la lesión 

de (A) iNOS y (B) ArgI en cortes transversales de aorta de ambos grupos de tratamiento y sexos. (C, D) Imágenes 

representativas de las inmunohistoquímicas de iNOS y ARgI. Escala: 100µm. Los datos se representan como puntos 

individuales con media±error y el análisis estadístico se realizó mediante la prueba U de Mann-Whitney (A, B). 

 

Consistente con los resultados obtenidos en macrófagos con media condicionado, el 

contenido de los marcadores iNOS y ARGI que se asocian con macrófagos proinflamatorios y 

anti-inflamatorios respectivamente, fueron similares en las lesiones de ratones Apoe-/-Irs2+/- 

tratados con vehículo y dapagliflozina (Figura 28 A, B). 

2. Estudio de las alteraciones inmunes en un modelo murino de 

esteatosis 

Con la finalidad de inducir EHGNA con características similares a las observadas en 

humanos, se utilizó una dieta esteatogénica consistente en 41.5% azúcar, 21% grasa y 1.25% 

colesterol (Dieta EHNA). Ratones WT de 8 semanas de edad se alimentaron con una dieta 

control (DC) o con una dieta alta en grasa y alta en colesterol (DEHNA) durante 16 semanas. 

Posteriormente, se analizó el metabolismo, la inflamación y el desarrollo de la EHGNA en estos 

ratones. 
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2.1. Estudio del metabolismo en ratones WT sometidos a una dieta esteatogénica 

2.1.1. Caracterización metabólica en ratones WT sometidos a dieta esteatogénica 

El análisis del peso corporal de los animales tras 16 semanas reveló un incremento en ambos 

grupos comparado con sus pesos iniciales, así también se observó que los animales alimentados 

con DEHNA tras 16 semanas presentaban un peso corporal menor respecto a los animales con 

DC (Figura 29A). No se observaron diferencias en los niveles de glucosa basal en estado de 

ayuno entre ambos grupos (Figura 29B); sin embargo, el peso del hígado en ratones alimentados 

con DEHNA era significativamente mayor respecto a los animales con DC (Figura 29C). 

 

 

Figura 29. Peso corporal, niveles basales de glucosa en estado de ayuno y peso del hígado de ratones WT 

alimentados con DC o con DEHNA. (A) Peso corporal (g), (B) glucosa basal en estado de ayuno de ambos grupos de 

ratones y (C) peso del hígado relativo al peso total. Los análisis estadísticos se realizaron mediante un ANOVA de 

medidas repetidas seguido de la prueba post hoc de Tukey (A y B) y la t de student’s (C) (****p< 0.0001).  

 

2.1.2. Caracterización del metabolismo de carbohidratos y lípidos en ratones WT sometidos 

a una dieta esteatogénica 

El análisis de la tolerancia a la glucosa, medido con el parámetro del área bajo de la curva 

(AUCglucosa) durante el TTG, mostró valores similares para los dos grupos de ratones alimentados 

con DC y DEHNA (Figura 30 A, B). Los niveles de insulina durante este test, medido como 

AUCinsulina, fueron similares en ambos grupos de ratones (Figura 30 C, D). Sin embargo, el 

análisis de los niveles de péptido C, medidos con el AUCpeptidoC mostró una disminución lo que 

sugiere una menor secreción por parte del páncreas (Figura 30  E, F). Por otro lado, el test de 

sensibilidad a la insulina, medido como AUCglucosa tras la inyección de la insulina mostró niveles 

inferiores de glucosa indicado mayor sensibilidad a la hormona (Figura 30  G, H). Dado que los 

niveles de péptido C fueron inferiores en los ratones con DEHNA, la mayor sensibilidad a la 

insulina observada podría estar relacionada con un fallo en los mecanismos de degradación de 

la insulina o al peso inferior en los ratones DEHNA. 
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Figura 30. Caracterización metabólica durante el TTG y el TTI de ratones WT alimentados con dieta DC o DEHNA.  

(A) Niveles de glucosa en los diferentes tiempos del TTG y (B) área bajo la curva (AUCglucosa) calculada a partir de la 

curva de glucosa durante la prueba. (C) Niveles plasmáticos de insulina liberados por el páncreas tras ser estimulado 

por la administración de glucosa a los diferentes tiempos del TTG y (D) valores de AUCinsulina calculada a partir de la curva 

de secreción de insulina. (E) Niveles plasmáticos de péptido C durante el TTG y los correspondientes (F) valores de 

AUCpéptido C tras 4h de ayuno. (G) Niveles de glucosa en plasma en porcentaje relativo a los niveles de glucosa iniciales 

durante el TTI y (H) valores de AUCglucosa tras 4h de ayuno. Los datos se representan como puntos individuales con 

media±error y los análisis estadísticos empleados fueron la prueba t de Student´s (B, D y F) y U de Mann-Whitney (H) 

(*p< 0.05). 
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Figura 31. Niveles lipídicos en plasma de ratones WT alimentados con DC o DEHNA durante 16 semanas. Niveles 

de colesterol total (A), colesterol apoB (B), NEFA (C), colesterol HDL (D) y triglicéridos (E) en ambos grupos de dieta. 

Los datos se representan como puntos individuales con media±error y los análisis estadísticos se realizaron mediante la 

prueba t de Student´s (A, D-E) y el test U de Mann-Whitney (B, C) (*p<0.05; **p< 0.01). 

 

El análisis de los niveles de colesterol total en plasma mostratron un aumento en los ratones 

alimentados con DEHNA (Figura 31A). Los niveles plasmáticos de colesterol apoB, colesterol 

HDL o de triacilglicéridos, sin embargo, fueron similares en ambos grupos de ratones (Figura 31 

B, D, E). Asimismo, los niveles de NEFA en plasma revelaron una disminución en los animales 

alimentados con DEHNA comparado con los alimentados con DC (Figura 31C) consistente con 

un menor peso corporal. 

2.2. Estudio de la fibrosis y de la inflamación sistémica en ratones WT sometidos 

a una dieta esteatogénica 

2.2.1. Análisis de los parámetros inflamatorios en hígado 

Seguidamente se estudió la inflamación y el daño hepático inducidos por la dieta EHNA. 

 El análisis del tejido hepático, en cortes histológicos para determinar el grado de esteatosis 

demostró la puntuación NAS una mayor puntuación en los parámetros de esteatosis, inflamación 

lobular y degeneración balonizante y consecuentemente una mayor puntuación NAS (del inglés 

NAFLD Activity Score) en los ratones alimentados con la DEHNA (Figura 32 A-D). Consistente 

con un estado más avanzado de esteatosis en los ratones alimentados con DEHNA, éstos 
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mostraron un aumento en fibrosis, medido como porcentaje de contenido de colágeno 

comparado con ratones alimentados con DC (Figura 32 E).  

 

Figura 32. Caracterización de la EHGNA y fibrosis en ratones WT alimentados con DEHNA durante 16 semanas. 

Análisis de (A) la esteatosis, (B) inflamación lobular, (C) degeneración balonizante, (D) NAS y (E) fibrosis medida como 

porcentaje de colágeno (%) respecto al área total.  Escala: 50µm; 100µm y 50µm en las ampliaciones en F. El análisis 

estadístico se realizó mediante la prueba t de Student´s (E) y el test U de Mann-Whitney (A-D) (****p< 0.0001). 
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El análisis del contenido en triglicéridos en hígado reveló un aumento en ratones alimentados 

con la dieta EHNA (Figura 33A) sugiriendo una mayor esteatosis. Y, consistente con un estado 

más avanzado de esteatosis, los ratones alimentados con EHNA mostraron una mayor infiltración 

de linfocitos T CD3+ (Figura 33B) indicando mayor inflamación hepática. 

 

Figura 33. Contenido hepático de células inmunes CD3+ y de triglicéridos hepáticos en ratones WT alimentados 

con DEHNA durante 16 semanas.(A) Análisis del contenido de triglicéridos en el tejido hepático en ratones alimentados 

con DC y DEHNA durante 16 semanas y (B) Contenido en linfocitos T CD3+ relativo al área total (µm2) e imágenes 

representativas de ambas dietas (C). Escala: 100µm y 50µm en ampliaciones. El análisis estadístico se realizó mediante 

la prueba t de Student´s (A) y el test U de Mann-Whitney (B) (**p< 0.01, ****p< 0.0001). 

 

La caracterización del fenotipo de los macrófagos del tejido hepáticos mostró un incremento 

en el fenotipo proinflamatorio M1 F4/80+CD11c+ (Figura 34B), sin diferencias para el fenotipo 

M2 F4/80+CD206+ (Figura 34C) en ratones alimentados con DEHNA comparado con ratones 

DC. 
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Figura 34. Análisis de los macrófagos del tejido hepático en ratones WT alimentados con DEHNA. Porcentaje de 

macrófagos F4/80+ (A), M1 F4/80+CD11c+ (en % respecto al total de F4/80+) (B) y M2 F4/80+CD206+ (en % respecto 

al total de F4/80+) (C) en ambos grupos de ratones. (D) Imágenes representativas del análisis de citometría empleado 

para el acotamiento de las poblaciones de linfocitos en tejido hepático. Los datos se representan como puntos 

individuales con media±error y el análisis estadístico se realizó mediante la prueba U de Mann-Whitney. 

 

Estos resultados indican que la dieta utilizada para inducir esteatosis va acompañada de una 

inflamación tisular hepática sugiriendo que cursa con síntomas de progresión a EHNA.  

2.2.2. Análisis de la inflamación sistémica mediante el análisis de poblaciones leucocitarias 

Con la finalidad de caracterizar la inflamación sistémica se procedió al análisis de las 

poblaciones leucocitarias mediante citometría de flujo. Este análisis permitió un aumento de la 

población de monocitos Ly6Clo, así como un descenso en el subtipo de monocitos Ly6Chi en 

ratones sometidos a DEHNA durante 16 semanas (Figura 35B). 
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Figura 35. Caracterización de los leucocitos circulantes en sangre en ratones WT sometidos a DEHNA durante 

16 semanas. (A) Niveles circulantes de linfocitos, monocitos y neutrófilos en la población CD45+ expresados como 

porcentaje e identificados por morfología y el marcador de monocitos CD115. (B) Niveles circulantes de subtipos de 

monocitos expresados en porcentaje e identificados como CD45+CD115+Ly6Clow y CD45+CD115+Ly6Chi. (C, D) 

Imágenes representativas del análisis de citometría empleado para el acotamiento de las poblaciones de monocitos en 

plasma. Los datos se representan como puntos individuales con media±error y el análisis estadístico se realizó mediante 

la prueba t de Student´s. 

 

Los niveles de neutrófilos identificados como Ly6G+ no mostraron diferencias entre grupos 

(Figura 36A). Tampoco se encontraron diferencias en el análisis de linfocitos T totales CD3+ ni 

en los activados CD3+CD69+ (Figura 36 C, D). Sin embargo, se observó una disminución de los 

linfocitos T CD4+, sin cambios en los activados CD4+CD69+ (Figura 36 F, G). por otro lado, se 

observó un aumento en la población de linfocitos T CD8+, mientras la examinación del subtipo 

de linfocitos T activados CD8+CD69+ (Figura 36 I, J) mostró una disminución en los ratones 

alimentados con DEHNA. El porcentaje circulante de linfocitos B marcados como CD19+ 

mostraron un incremento en ratones alimentados con DEHNA (Figura 36L). El análisis de las 

células NKT y NK identificados como CD3+NK1.1+ y NK1.1+ respectivamente no mostró 

diferencias entre ambos tipos de dieta (Figura 36 N, O).  
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Figura 36. Análisis de los linfocitos circulantes en ratones WT alimentados con dieta DEHNA durante 16 

semanas. Niveles circulantes células Ly6G+ (A) y de linfocitos CD3+ (C), CD4+ (F) y CD8+(I) y de sus poblaciones 

activadas CD3+CD69+ (D), CD4+CD69+ (G) y CD8+CD69+ (J) expresados como porcentaje en ambos grupos de 

ratones.  Porcentaje de linfocitos B CD19+ (L) y de células NKT (N) y NK(O). (B, E, H, K, M, P) Imágenes representativas 

del análisis de citometría empleado para el acotamiento de las poblaciones de linfocitos en plasma. Los datos se 

representan como puntos individuales con media±error y el análisis estadístico se realizó mediante la prueba t de 

Student´s (A, D, I, N) y la prueba U de Mann-Whitney (C, F, G, J, L, O). 
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Figura 37. Análisis de subtipos de linfocitos T CD4+ en ratones WT alimentados con dieta DEHNA y DC durante 

16 semanas. Niveles plasmáticos de los linfocitos Th1 CXCR3+ (A), Th2 CCR4+CCR6- (B), Th9 CCR4-CCr6+ (C),  Th17 

CCR4+CCR6+ (D) y de los linfocitos Treg CD25+Foxp3+ (F). (E y G) Imágenes representativas del análisis de citometría 

empleado para el acotamiento de las poblaciones de linfocitos Th en plasma. Los datos se representan como puntos 

individuales con media±error y el análisis estadístico se realizó mediante la prueba t de Student´s (A, C, D, F) y la prueba 

U de Mann-Whitney (B). 

 

La examinación de subtipos de linfocitos T CD4+ reveló un aumento en los linfocitos Th1 

CXCR3+ y Th9 CCR4-CCR6+ (Figura 37 A, C) en ratones alimentados con DEHNA, sin cambios 

en los subtipos Th2 CCR4+CCR6-, Th17 CCR4+CCR6+ y Treg CD4+CD25+Foxp3+ (Figura 37  

B, D, F).  

Nuestros datos en conjunto indican una mayor inflamación sistémica con aumento en 

linfocitos CD8+ citotóxicos y linfocitos B CD19+ y se corresponde con un mayor infiltrado hepático 

de macrófagos proinflamatorios. 

2.3. Estudio de la expresión génica en ratones WT con una dieta esteatogénica 

Para una mayor caracterización del efecto de la dieta EHNA, se determinó la expresión de 

genes relacionados con la progresión de transición EGHNA a EHNA. La examinación de los 

genes relacionados con la activación de células estrelladas hepáticas, Col1a1 y Acta2 (Figura 38 
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A, B), mostraron niveles similares en ambos grupos, así como también los niveles de expresión 

génica de la metaloproteasa Mmp9 (Figura 38C). Sin embargo, los niveles de expresión de genes 

relacionados con la fibrosis, Tgfb1 y Timp1 fueron mayores en los ratones alimentados durante 

16 semanas con DEHNA comparado con los ratones alimentados con DC (Figura 38 D-E). 

 

Figura 38. Expresión de marcadores de células estrelladas hepáticas y de fibrosis en ratones alimentados con 

DEHNA. Niveles de ARNm de Col1a1 (A), Acta2 (B), Mmp9 (C), Tgfb1 (D) y Timp1 (E). Los niveles de ARNm se 

normalizaron con el gen endógeno Ciclofilina y se relativizaron a los niveles de mRNA de ratones control WT alimentados 

con DC. El análisis estadístico se realizó mediante las pruebas estadísticas t de Student´s (A-C) y el test U de Mann-

Whitney (D y E) (*p< 0.05; ***p<0.001). 

 

A continuación, se analizaron los niveles de expresión de marcadores de diferenciación de 

células inmunes en hígado, Tbet como marcador de diferenciación de linfocitos Th1, Gata3 de 

linfocitos Th2, Rorc de linfocitos Th17, Foxp3 de células T reguladoras y Zbtb16 (Plzf) de células 

NKT. La expresión de Tbet y Gata3 mostró niveles similares en ratones alimentados con ambos 

tipos de dieta (Figura 39 A, B) mientras que en los ratones alimentados con DEHNA los niveles 

de mRNA de Foxp3 (Figura 39D), fueron superiores y los de Rorc y Zbtb16 inferiores (Figura 39 

C, E) comparado con los ratones alimentados con DC.  
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Figura 39. Expresión de factores transcripcionales determinantes de células inmunes en hígado de ratón 

alimentado con DEHNA y DC durante 16 semanas. Niveles de ARNm de Tbet (A), Gata3 (B), Rorc (C), Foxp3 (D), y 

Zbtb16 (E). Los niveles de ARNm se normalizaron respecto al gen endógeno Ciclofilina y se relativizaron a los niveles 

de mRNA de los ratones control WT alimentados con DC. El análisis estadístico se realizó mediante las pruebas 

estadísticas t de Student´s (B, C, D y E) y el test U de Mann-Whitney (A) (*p< 0.05). 

 

Seguidamente se procedió al análisis de genes del metabolismo hepático para determinar el 

grado de daño hepático. El análisis de la expresión génica en hígado mostró una disminución en 

la expresión de los genes Abca1 y Lxr, asociados con la internalización de colesterol en hígado, 

en los ratones que habían sido alimentados con DEHNA (Figura 40 A, B), sin observarse 

diferencias significativas en la expresión de los genes Fxr , Abcg5 y Cyp7a1 asociados con la 

secreción de colesterol a heces y producción de ácidos biliares (Figura 40  C-E). 
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Figura 40. Expresión de genes metabólicos en hígado de ratón WT alimentado con DEHNA durante 16 semanas. 

Niveles de ARNm de Abca1 (A), Lxr (B), Fxr (C), Abcg5 (D) y Cyp7a1 (E) normalizados con el gen endógeno Ciclofilina 

y relativizados a los niveles de ratones control WT alimentados con DC. El análisis estadístico se realizó mediante las 

pruebas estadísticas t de Student´s (B y C) y el test U de Mann-Whitney (A, D y E) (**p< 0.01). 

 

El análisis de la expresión génica mostró niveles reducidos de Chrebp, Ldlr y Hl, genes 

implicados en el metabolismo del colesterol y triglicéridos, en los ratones alimentados con 

DEHNA respecto a los alimentados con DC (Figura 41 B-D). Sin embargo, la expresión de los 

niveles de Pparg fueron significativamente mayores en ratones alimentados con DEHNA 

respecto a los animales sometidos a DC (Figura 41F). No se encontraron cambios en la expresión 

de los genes Srebf1 y Ppara entre ratones alimentados con DC y DEHNA (Figura 41 A, E). 
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Figura 41. Expresión de genes relacionados con el metabolismo lipídico en hígado en ratones alimentados con 

DEHNA y DC durante 16 semanas. Niveles de ARNm de Srebf1(A), Chrebp(B), Ldlr(C), Hl (D), Ppara(E), y Pparg(F) 

normalizados con el gen endógeno Ciclofilina y relativizados a los niveles de ratones control WT alimentados con DC. El 

análisis estadístico se realizó mediante las pruebas estadísticas t de Student´s (A, B, D y E) y el test U de Mann-Whitney 

(C y F) (**p< 0.01; ***p<0.001). 

 

A continuación, se analizaron los genes implicados en a gluconeogénesis, lipogénesis y β-

oxidación [85–87] no encontrándose diferencias en la expresión de los genes G6pase, Pgc1a y 

Pepck (Figura 42 A-C) relacionados con la gluconeogénesis, ni en la expresión de Acox implicado 

en la β-oxidación (Figura 42D). Sin embargo, se observó una mayor expresión del transportador 

de ácidos grasos Cd36 en los ratones alimentados con DEHNA (Figura 42E), así como una 

disminución de la expresión de la sintetasa de los ácidos grasos Fasn (Figura 42 F). 
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Figura 42. Expresión de genes relacionados con la gluconeogénesis, lipogénesis y β-oxidación en hígado de 

ratones alimentados con DEHNA durante 16 semanas. Niveles de ARNm de G6pase (A), Pgc1a(B), Pepck(C), 

Acox(D), Cd36(E) y Fasn(F) normalizados con el gen endógeno Ciclofilina y relativizados a los niveles de ratones control 

WT alimentados con DC. El análisis estadístico se realizó mediante las pruebas estadísticas t de Student´s (C) y el test 

U de Mann-Whitney (A, B, D, E y F) (*p< 0.05; ***p<0.001). 
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Objetivo 1: Estudio de los efectos de la dapagliflozina en un modelo murino con 

resistencia a insulina (RI) y aterosclerosis acelerada.  

Diversos ensayos clínicos han demostrado que los fármacos antidiabéticos SGLT2i, además 

de disminuir los niveles de glucosa en plasma, producen un efecto protector contra el fallo 

cardíaco y la ECV. En este sentido, numerosos fármacos antidiabéticos ejercen un control sobre 

el progreso de la aterosclerosis al restaurar la homeostasis celular de las células en la placa de 

ateroma causada por la RI, la principal característica de la DMT2. Es por ello, que en este estudio 

se ha evaluado el potencial del fármaco dapagliflozina y su papel en la regulación de la 

aterosclerosis en condiciones de RI. Se ha investigado el efecto del fármaco en ratones Apoe-/-

Irs2+/- alimentados con una dieta rica en colesterol y grasa con la finalidad de acelerar el proceso 

aterosclerótico, la RI y la hipercolesterolemia.  

En el estudio del efecto de la dapagliflozina en el metabolismo en ratones Apoe-/-Irs2+/- 

se muestra que el tratamiento con dapagliflozina en ratones no produjo cambios significativos en 

el peso corporal, ni en los niveles basales plasmáticos de glucosa en condiciones de ayuno. La 

determinación de los niveles plasmáticos de insulina en condiciones de ayuno no mostró 

diferencias entre ratones Apoe-/-Irs2+/- macho tratados con vehículo o con dapagliflozina. Por el 

contrario, sí se observó una disminución en los niveles de insulina en las hembras tratadas con 

dapagliflozina. El análisis de los lípidos en plasma (colesterol total, apoB y HDL) o los niveles de 

triglicéridos hepáticos o en plasma tampoco mostraron diferencias entre ambos tratamientos en 

ninguno de los dos sexos. La dapagliflozina no produjo ningún efecto en el metabolismo de los 

carbohidratos analizado mediante el TTG y el TTI. No obstante, el análisis de la secreción de 

insulina durante el TTG mostró un incremento en los niveles de insulina en ratones Apoe-/-Irs2+/- 

macho tratados con dapagliflozina comparado con los ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con 

vehículo. A pesar de este resultado obtenido en la secreción de insulina, los niveles de péptido 

C secretados durante el TTG fueron inferiores en los ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con 

dapagliflozina. Consistente con este último hallazgo, la secreción de insulina ex vivo en islotes 

pancreáticos aislados de ratones Apoe-/-Irs2+/- y tratados con dapagliflozina mostraron una 

disminución en el índice de secreción de insulina tras ser estimulados con glucosa. El estudio de 

la vía de señalización de la insulina realizado en explantes de tejido adiposo de ratones Irs2+/- y 

tratados con dapagliflozina, tras ser estimulados con insulina mostraron una menor activación de 

la proteína AKT. 

En el estudio del efecto de la dapagliflozina en la inflamación sistémica y el desarrollo 

de la placa de ateroma en ratones Apoe-/-Irs2+/- los contenidos de la placa de ateroma de 

colágeno, CMLVs o de macrófagos no mostraron diferencias significativas respecto a los ratones 

tratados con vehículo. El tamaño de la lesión aterosclerótica a nivel del cayado aórtico o de la 

aorta torácica tampoco produjo diferencias entre ambos tratamientos. Asimismo, el análisis de 

los niveles de leucocitos circulantes y de citoquinas plasmáticas in vivo no se vio alterado por el 
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tratamiento con dapagliflozina. Sin embargo, en macrófagos de ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados 

con dapagliflozina sí se observó un descenso en los niveles de expresión de Mcp1 y del marcador 

Cd206 comparado con los macrófagos tratados con vehículo. 

Todos estos resultados indican que el tratamiento con dapagliflozina in vivo en ratones Apoe-

/-Irs2+/- no produce un efecto protector frente a la ateroesclerosis, indicando además el 

desarrollo de posibles alteraciones en los mecanismos de secreción de insulina de los islotes 

pancreáticos y en la señalización de insulina en el tejido adiposo. Lo que sugiere que este 

fármaco podría no ser efectivo en las complicaciones ateroscleróticas que se asocian a estados 

de RI en condiciones de prediabetes.  

El efecto beneficioso de los fármacos SGLT2i sobre el metabolismo de carbohidratos se 

atribuye al efecto hipoglucemiante que generan debido a que promueven la natriuresis y la 

glucosuria. Así también, la pérdida de peso que producen se ha asociado al control de la 

glucemia y la mejora de la función renal y la disminución de la presión arterial se asocian a una 

acción directa de estos fármacos [88,89]. Estudios en pacientes con DMT2, el tratamiento con 

empagliflozina redujo los niveles de glucosa en plasma lo cual produjo una mejora tanto en la 

función de las células β pancreáticas como en la sensibilidad a la insulina [90]. En otro estudio 

realizado también en pacientes con DMT2 y tratados con dapagliflozina, la disminución de la 

glucemia produjo una mejora en la sensibilidad de la insulina por parte del tejido muscular sin 

alterar ningún otro proceso metabólico [91]. 

En nuestros resultados en un modelo de ratón con RI e hiperlipidemia inducida por dieta, pero 

sin otras características propias de la DMT2, el tratamiento con dapagliflozina no produjo 

cambios en los niveles de glucosa a pesar de detectarse un incremento en los niveles de insulina 

en plasma. Los niveles de insulina en plasma vienen determinados tanto por la secreción de los 

islotes pancreáticos como por la eliminación en plasma. La disminución en los niveles de péptido 

C observados durante el TTG indican una alteración en la secreción pancreática de insulina, lo 

que es coherente con la disminución en el índice de secreción de insulina obtenido en los islotes 

pancreáticos de ratones Apoe-/-Irs2+/- tratados con dapagliflozina. Estos resultados sugieren 

que el incremento en la insulinemia en ratones tratados con dapagliflozina se debe a una 

degradación ineficiente de la misma, lo que además apoyaría la hipótesis de una señalización 

de la insulina defectuosa en aquellos tejidos sensibles a la hormona.  

La eliminación y degradación defectuosa de la insulina se ha observado en pacientes de 

DMT2 a causa de una internalización y reciclaje anormal del receptor de la insulina INSR (del 

inglés Insulin Receptor) en tejidos sensibles a la hormona, como son el hígado, el músculo 

esquelético, el tejido adiposo y el riñón [92,93]. Y estudios realizados en adipocitos maduros 

expuestos a niveles elevados de glucosa demostraron alteraciones en la vía de activación de 

señalización de la insulina por una menor afinidad de la insulina a su receptor [94]. Los resultados 

obtenidos en nuestra investigación sugieren que la dapagliflozina podría afectar al mecanismo 

de internalización del INSR interfiriendo en la señalización de la hormona en el tejido adiposo; 
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sin embargo, siendo hígado y músculo esquelético los principales responsables de la eliminación 

de la insulina, son necesarios más estudios para demostrar esta hipótesis. 

En los resultados obtenidos en el efecto del tratamiento de la dapagliflozina sobre el desarrollo 

y progresión de la placa aterosclerótica, nuestro estudio sugiere que en ratones con Apoe-/-

Irs2+/- con RI y en condiciones hiperlipídicas la dapagliflozina tiene un efecto limitado, sin que 

se hayan producido variaciones en los parámetros inflamatorios y ateroscleróticos. Estudios 

previos en ratones Apoe-/- hiperglucémicos con diabetes inducida por estreptozotozina (STZ) y 

una dieta aterogénica no mostraron diferencias en los niveles de insulina en ayuno, aunque sí 

produjo una disminución de los niveles de glucosa. Los niveles de lípidos en sangre tampoco 

presentaron diferencias, sin embargo, sí se produjo una reducción en el nivel de formación de 

células espumosas produciéndose una disminución en el tamaño de la lesión aterosclerótica [95]. 

 En otro estudio en ratones Apoe-/- alimentados con una dieta Western enriquecida en grasas 

(41%) y en carbohidratos (43%) el tratamiento con empagliflozina produjo un descenso en el 

tamaño de las placas de ateroma [84]. Los autores sugieren una causa-efecto en la mejora de la 

RI y la reducción de la aterosclerosis; no obstante, la empagliflozina también produjo un 

descenso en la hiperglucemia, una reducción en el porcentaje de grasa corporal y una 

disminución de la esteatosis hepática, factores que aceleran los mecanismos inflamatorios y que 

se ven incrementados por niveles elevados de glucosa en plasma. Consistente con estos 

resultados, el tratamiento con dapagliflozina producía una reducción de la aterosclerosis, así 

como también una mejora en la lipidemia tanto en ratones Ldlr−/− [96] como en ratones Apoe-/- 

[97] en ambos casos con diabetes inducida mediante STZ y una dieta alta en colesterol. 

En otras investigaciones en las que se ha empleado un tratamiento con empagliflozina [98] o 

con canagliflozina [99] en ratones Apoe-/- con diabetes inducida con STZ han mostrado una 

mejora de la disfunción endotelial y el desarrollo de la placa de ateroma. Otros estudios han 

mostrado que el tratamiento con empagliflozina produjo una regresión  de la aterosclerosis en 

ratones con diabetes inducida con STZ en un modelo de aterosclerosis inducido por inyección 

de oligonucleótidos Ldlr y Srb1 antisentido y con una dieta alta en colesterol (1.25%) [100]. En 

conjunto, estos estudios muestran los beneficios de los SGLTi en un estado de hiperglucemia y 

sugieren que los efectos antiaterogénicos que producen estarían mediados por un descenso de 

los niveles de glucosa independientemente de la acción de la insulina. 

Entre los mecanismos descritos para los SGLT2i se incluye una polarización en el fenotipo 

de macrófagos hacia un fenotipo no invasivo mediante un mecanismo dependiente del factor de 

transcripción STAT3 (del inglés Signal Transducer And Activator Of Transcription 3) [101,102], 

observándose además una mayor expresión de citoquinas en el tejido cardíaco que indican un 

perfil inflamatorio menos invasivo [103]. Estudios previos de nuestro grupo han demostrado que 

los análogos del péptido GLP1 (del inglés Glucagon Like Peptide 1) lixisenatida y liraglutida, 

disminuyen el tamaño de la placa de ateroma y la vulnerabilidad en ratones Apoe-/-Irs2+/- 

mediante una disminución de los niveles de monocitos proinflamatorios Ly6chi, así como también 

mediante una mayor activación de STAT3 que favorece la polarización de macrófagos hacia un 
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fenotipo de macrófago M2 menos invasivo indicando una disminución en el tamaño de la lesión 

aterosclerótica [73].  

Estudios in vitro realizados en nuestra investigación en macrófagos tratados con 

dapagliflozina mostraron una reducción en la expresión de la citoquina proinflamatoria Mcp1. Sin 

embargo, en los estudios in vivo en las células circulantes del sistema inmune, así como en el 

análisis del contenido de marcadores de fenotipos de macrófagos, iNOS o ArgI, los resultados 

fueron similares a los observados en el grupo tratado con vehículo. Es por ello por lo que nuestros 

resultados indican que, a pesar de que la dapagliflozina presenta una menor expresión de 

parámetros inflamatorios en macrófagos in vitro, éstos son irrelevantes en la modulación del 

fenotipo de macrófagos in vivo en nuestro modelo experimental de aterosclerosis con RI y en 

ausencia de hiperglucemia.  

En resumen, nuestro estudio indica que el tratamiento con dapagliflozina no produce cambios 

en los niveles de glucosa en plasma ni en el desarrollo de la aterosclerosis en ratones Apoe-/-

Irs2+/- caracterizados por hipercolesterolemia y RI, pero no hiperglucemia. Además, nuestros 

resultados indican que la dapagliflozina produce una reducción en la secreción de insulina 

estimulada por glucosa in vitro. Esta disminución podría estar afectando a los mecanismos de 

eliminación de la insulina en el plasma y en tejido adiposo interfiriendo con las vías de 

señalización de la hormona. Por todo ello, la dapagliflozina podría no ser beneficiosa en la 

enfermedad vascular aterosclerótica en condiciones de RI e hipercolesterolemia. 

 

Objetivo 2: Caracterización de un modelo murino de hígado graso inducido por una 

dieta rica en azúcar, grasa y colesterol. 

La EHGNA es una complicación metabólica que puede desencadenarse en diversas 

situaciones metabólicas pero que se asocia con frecuencia a la disfunción del tejido adiposo, la 

RI y la DMT2. La enfermedad se caracteriza por presentar una gran variabilidad de 

manifestaciones en función del desarrollo de ésta, de su etiología, de los cambios histológicos e 

incluso de las condiciones clínicas del paciente. Los modelos preclínicos existentes no 

recapitulan todas las características de la patología humana por lo que disponer de un modelo 

de ratón que permita identificar los procesos moleculares asociados a esta patología es 

indispensable para poder desarrollar posibles dianas terapéuticas. En la presente investigación 

se ha investigado en ratones WT el efecto de una dieta inductora de EHNA, DEHNA, rica en 

grasa (21%) y azúcar (41.5%), carga metabólica que representa un desafío hepático, y alto 

contenido en colesterol (1.25%), cuyos efectos se asocian con una mayor inflamación sistémica 

y hepática [77]. 

Tras 16 semanas de tratamiento los ratones con DEHNA mostraron una disminución en el 

peso y en los niveles de ácidos grasos libres y una mejora en la sensibilidad a la insulina en los 

ratones tratados con DEHNA. Sin embargo, éstos desarrollaron mayor peso hepático y un 

aumento en el daño hepático, la esteatosis, inflamación lobular, degeneración balonizante y 
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fibrosis, así como una puntuación NAS coherente con la presencia de estadio avanzado de 

esteatosis o EHNA. El análisis de la inflamación hepática mostró además un aumento de 

linfocitos T y de macrófagos proinflamatorios CD11c. El análisis de la inflamación sistémica sin 

embargo mostró una disminución de monocitos totales y de los inflamatorios Ly6Chi y un aumento 

de los linfocitos T citotóxicos, de los subtipos proinflamatorios Th1 y Th9 y de los B.  El análisis 

de la expresión génica hepática mostró una alteración del patrón de la expresión génica 

consistente con mayor fibrosis, y un desequilibrio del metabolismo del colesterol, triglicéridos y 

de la síntesis de ácidos grasos. Nuestros resultados indican, que la DEHNA administrada en 

ratones WT durante 16 semanas genera un modelo de EHNA avanzado con fibrosis, niveles 

elevados de inflamación y alteraciones metabólicas importantes que cursan con pérdida de peso 

y una aparente mejora de la sensibilidad a la insulina.  

Muchas de las dietas aterogénicas o ricas en grasa o hidratos de carbono empleadas para 

emular las condiciones propias de la EHGNA se caracterizan porque acaban originando 

adiposidad, hígado graso y dislipidemia, pero sin obtener la fibrosis propia de la enfermedad 

[104]. Dietas con deficiencias en algunos nutrientes como la DDMC replican las características 

histológicas de la esteatohepatitis y fibrosis observadas en la EHNA en humanos, pero difiere de 

ella en que los ratones sufren pérdida de peso, bajos niveles de glucosa en ayuno, sensibilidad 

periférica a la insulina con disminución en los niveles de insulina, TG y colesterol, siendo un perfil 

metabólico opuesto a la enfermedad humana, sin presentar además el patrón inflamatorio 

caracterizado por un incremento de citoquinas en plasma [45,74]. Nuestro modelo de dieta se 

caracteriza también por una pérdida de peso y una aparente mejora de la sensibilidad a la 

insulina. Este hipercatabolismo podría ser atribuido a un incremento de la actividad simpática 

que actúa sobre el tejido adiposo produciendo una mayor sensibilidad a la insulina [74]. Sin 

embargo, a diferencia de la DDMC, los ratones WT alimentados con nuestra DEHNA, en 

comparación con los ratones con DC, mostraron hepatomegalia, un incremento de los 

parámetros histopatológicos con presencia de esteatosis, inflamación lobular y degeneración 

balonizante. Además, la DEHNA utilizada en este estudio produjo unos niveles de fibrosis 

aumentados en los ratones WT y una puntuación NAS de 6, muy superior al valor de 3 observado 

en condiciones de EHNA. Estos resultados fueron consistentes con el incremento en los 

contenidos hepáticos de fibrosis, linfocitos T CD3+, en triglicéridos y en macrófagos 

proinflamatorios F4/80+CD11c+.  

 El análisis de la inflamación sistémica mostró resultados que contrastan con los hallazgos en 

el tejido hepático. Así, los ratones WT alimentados con DEHNA mostraron unos niveles elevados 

de monocitos no invasivos CD115+Ly6Clo y una disminución en los niveles del subtipo 

proinflamatorio CD115+Ly6Chi. Sin embargo, estos resultados están en la línea de otros datos 

obtenidos de ratones WT alimentados con DDMC que demuestran un incremento de los 

monocitos hepáticos a expensas de los proinflamatorios circulantes en plasma [105]. Las otras 

poblaciones analizadas mostraron mayores niveles de células CD8+T citotóxicas muy 
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importantes en la transición EHGNA a EHNA [106] y en linfocitos B asociados con la progresión 

a estadios fibróticos en la EHNA en pacientes [107]. 

La alimentación con DEHNA en ratones WT, a pesar de que no produjo cambios en los niveles 

de colesterol HDL, apoB o triglicéridos, sí que produjo cambios en los niveles de colesterol total 

observándose un incremento de estos. Sorprendentemente los niveles de ácidos grasos libres 

NEFA se vieron disminuidos respecto al grupo alimentado con DC. Estos resultados son 

coherentes con la pérdida de peso y con los obtenidos en la expresión de los genes 

gluconeogénicos G6pase, Pgc1a y Pepck y el gen de la β-oxidación Acox, los cuales no 

presentaban diferencias entre ambas dietas, ya que la expresión de estos se relaciona con 

niveles elevados de NEFA en plasma [55]. 

En los ratones alimentados con DEHNA se observó una reducción de los niveles de expresión 

de Lxr y Abca1 cuyas actividades se relacionan con el almacenamiento defectuoso de lípidos y 

la acumulación de colesterol hepático, respectivamente, en la EHGNA. Asimismo, no se 

observaron diferencias en la expresión de Srebf1c, pero sí hubo una disminución en los niveles 

de Chrebp y Ldlr, proteínas relacionadas con la lipogénesis y la captura de lípidos, y también 

disminuyeron los niveles de la sintetasa de los ácidos grasos Fasn [108,109]. La desregulación 

de estas vías de expresión conduce a una sobrecarga de colesterol en hígado y sistémico y al 

consiguiente desarrollo de estrés hepático y aterosclerosis [110]. Estos resultados son 

coherentes dado que el factor transcripcional Srebf-1c es estimulado gracias a la insulina o a 

ChREBP, y nuestro modelo de dieta no sólo no presentó diferencias en la secreción de insulina 

durante el TTG respecto a la DC, sino que además los niveles de péptido C durante esta prueba 

fueron inferiores, lo cual indica una menor producción de insulina. SREBF-1C induce la expresión 

de genes lipogénicos como Fasn, el cual se muestra disminuido respecto a los animales con DC. 

FASN cataliza el último paso en la síntesis de AG y se considera un determinante de la máxima 

capacidad que puede alcanzar el hígado en la producción de AG mediante la LDN. Estudios 

previos realizados en un modelo murino de esteatohepatitis presentaban diferencias en ratones 

con esteatosis, pero sin inflamación, sin embargo, los ratones con EHNA no presentaron 

diferencias respecto al control [111]. Por otro lado, pacientes obesos con un incremento en la 

LDN que favorece el depósito de grasa, presentan una disminución en la expresión de FASN en 

el tejido adiposo [112], lo que sugiere una reducción de la lipogénesis pudiendo actuar como 

mecanismo compensatorio debido al exceso de ácidos grasos en hígado. 

La expresión de la proteína ChREBP se activa por la acción de la glucosa e induce la 

lipogénesis. Los bajos niveles de péptido C observados durante el TTG sugieren una menor 

captación de glucosa lo cual podría conducir a menor expresión de esta proteína. Por otro lado, 

la disminución de los niveles de Chrebp explican los bajos niveles de Lxr, ya que se conoce la 

regulación de este factor por parte de ChREBP, y por tanto también, los niveles menores o no 

significativos de Cyp7a1, Abca1 y Abcg5, regulados todos ellos por Lxr [113,114]. La ausencia 

de diferencias en los niveles de expresión de Fxr entre ambas dietas, junto a los bajos niveles 

de Ldlr y Hl en los ratones alimentados con dieta EHNA se relacionan se relacionan con la 
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esteatosis y los elevados contenidos en TG en el hígado, ya que los niveles elevados de Fxr 

tienen un papel protector en el desarrollo de la EHNA [76,115]. Por otro lado, los altos niveles de 

expresión en Cd36, transportador de AG en el hígado, se correlaciona con lo observado en 

pacientes de EHGNA y en modelos murinos que sobreexpresan esta proteína [114]. 

La expresión de Pparα no se vio afectada, pero sí la de Pparγ la cual se mostró incrementado 

en ratones con DEHNA respecto a DC. Estos valores se relacionan con esteatohepatitis, así 

como con la activación de la expresión de genes adipogénicos que conducen a una mayor 

acumulación de lípidos en hígado inducido [116]. 

Estudios previos en pacientes con EHGNA el análisis de citoquinas con la finalidad de obtener 

el contenido de células Th y macrófagos hepáticos en biopsias hepáticas, mostró un incremento 

el cociente de los linfocitos efectores Th1(proinflamatorios) / Th2(anti-inflamatorios) con una clara 

polarización hacia el fenotipo proinflamatorio Th1, siendo esta polarización mayor aún en 

pacientes que presentaban además DMT2. Asimismo, se pudo observar un incremento en la 

ratio de macrófagos hepáticos proinflamatorios/anti-inflamatorios y una disminución en el 

cociente de IL10/IL17, citoquinas asociadas a los niveles de células Treg y Th17, 

respectivamente [117]. El tratamiento con DEHNA de ratones WT aumentó los niveles de 

linfocitos circulantes Th1 respecto a los ratones alimentados con DC, sin observarse variaciones 

en los niveles de linfocitos Th2, Th17 o Treg entre ambos tipos de dieta. Sin embargo, la 

expresión génica en el hígado de ratones tratados con DEHNA, mostró un aumento del factor 

transcripcional Foxp3 y una disminución del factor transcripcional Rorc, relevantes en la 

diferenciación de las células Treg y Th17, resultados que contradicen los descritos en humanos.  

Las determinaciones en sangre también mostraron un aumento de los linfocitos Th9 en ratones 

WT alimentados con DEHNA. Cabe señalar que este subtipo celular se ve incrementado en 

enfermedades inflamatorias y autoinmunes con la consiguiente producción de IL9, citoquina 

también relacionada con el incremento de células CD8+ citotóxicas en sangre [118], también 

aumentadas en nuestro modelo experimental de EHNA. Todos estos resultados en conjunto 

indican una mayor inflamación sistémica y hepática.   

No se observó en plasma diferencias en las poblaciones de células NK y NKT, sin embargo, 

en el hígado el gen Zbtb16, factor transcripcional determinante para los linfocitos NKT, mostró 

una disminución en los niveles de expresión en ratones alimentados con DEHNA. Estas células 

son cruciales en la respuesta inmune generada por daño hepático ya que inducen la activación 

de células estrelladas para mejorar la fibrosis, por lo que una menor expresión de Zbtb16 indica 

una menor respuesta a la inflamación. Nuestros resultados contrastan con estudios previos 

descritos por nosotros en ratones WT alimentados con una dieta alta en grasa y en colesterol 

(DAGAC) los cuales mostraron niveles de expresión aumentados de Zbtb16, niveles reducidos 

de Foxp3 y mayor esteatosis, pero niveles de fibrosis casi indetectables y una puntuación NAS 

baja [77]. Estos resultados sugieren la existencia de patrones de expresión génica diferencial de 

los factores determinantes en el fenotipo inmune durante el curso de la enfermedad 
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probablemente relacionado con la transición de hígado graso leve a EHGNA, y de EGHNA a 

EHNA. 

El estudio de la expresión de los genes relacionados con la fibrosis Col1a1, Mmp9 y Acta2 no 

presentaron diferencias, pero Tgf β1 y Timp1 presentaron unos niveles más elevados en ratones 

alimentados con DEHNA, indicando diferenciación de las células estrelladas hepáticas hacia 

miofibroblatos. Estos marcadores, Tgf β1 y Timp1, son considerados determinantes como 

marcadores para el diagnóstico de EHNA [119]. Cabe señalar que, en nuestro estudio 

mencionado anteriormente, consistente con niveles bajos de fibrosis no se encontraron 

diferencias en ninguno de los genes de fibrosis [77]. Por lo que, la comparación de nuestros 

estudios indica que la nueva dieta EHNA explorada en este estudio activa los genes de fibrosis 

y sugieren que estudios en este sentido podrían desvelar dianas terapéuticas nuevas para 

prevenir la fibrosis.  

Los factores de transcripción SREBP1 y ChREBP son reguladores clave del incremento en la 

expresión de los genes lipogénicos característico de pacientes y roedores con EHGNA. La 

disminución en la secreción de insulina a causa de la alimentación con DEHNA junto a una mayor 

sensibilidad a la hormona podría sugerir una disfunción de las células β-pancreáticas y una 

alteración en la vía génica conocida de la enfermedad, activándose vías alternativas que han 

conducido a la generación de fibrosis y un patrón inflamatorio típico de la EHNA. Además, la 

reducción de los niveles de Lxr y Abca1, relacionados con el incremento de TG observado en el 

hígado, y la presencia de células inflamatorias tanto en plasma como en hígado, sugieren un 

perfil de daño hepático y de fibrosis característico del progreso de EHGNA a EHNA.  

En resumen, la dieta empleada en este estudio a 16 semanas no es adecuada para el estudio 

de la esteatosis asociada a RI. Sin embargo, los resultados obtenidos indican que el tratamiento 

con la DEHNA de esta investigación durante 16 semanas podría ser un modelo válido y útil para 

la identificación de factores que actúan durante el progreso hacia el estadio más avanzado de 

hígado graso, la EHNA. Por otro lado, la DEHNA produjo un daño hepático importante, una 

fibrosis avanzada e inflamación en un tiempo menor que otras dietas como la Western y que 

podrían ser empleados para identificar genes determinantes en la transición EGHNA a EHNA 

para frenar el avance de la enfermedad. 
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1. En ratones Apoe-/-Irs2+/- alimentados con dieta aterogénica que desarrollan RI e 

hipercolesterolemia, pero no hiperglucemia, la dapagliflozina no produce ningún efecto 

en los parámetros inflamatorios ni en el desarrollo de la aterosclerosis. 

2. La dapagliflozina disminuye la vía de señalización de insulina ex vivo en tejido adiposo 

en ratones Irs2+/-. 

3. El tratamiento con dapagliflozina disminuye el índice de secreción de insulina en 

islotes pancreáticos de ratones Apoe-/-Irs2+/- in vitro. 

4. La administración de DEHNA a ratones WT durante 16 semanas no es una 

aproximación experimental adecuada para el estudio de EHNA asociada a la obesidad 

y la RI ya que produce pérdida de peso y una aparente mejora de la sensibilidad a la 

insulina. 

5. La alimentación de ratones WT con DEHNA durante 16 semanas es una metodología 

adecuada para estudiar el daño hepático avanzado caracterizado por fibrosis y por 

esteatosis inflamatoria avanzada con infiltración importante de macrófagos 

proinflamatorios y linfocitos T. 

6. La alimentación de ratones WT con DEHNA es una estrategia metodológica dietética 

adecuada para el estudio y la identificación de patrones de expresión génica 

determinantes en la transición de EHGNA a EHNA como son por ejemplo los genes 

de fibrosis. 
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