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1. Tejido adiposo 

El tejido adiposo es una forma de tejido conjuntivo, cuya función 

principal es el almacenamiento de energía. Está especializado en 

desempeñar labores de reserva energética tras la ingesta de alimentos en 

forma de lipoproteínas ricas en triglicéridos (TAG). Por otro lado, en 

situaciones de ayuno o en ocasiones en la que el resto del organismo 

necesite energía, el tejido adiposo es capaz de liberar ácidos grasos y 

glicerol al torrente sanguíneo. 

Su unidad fundamental es el adipocito. Su función principal ha 

determinado la estructura que este posee, el almacenamiento de 

lipoproteínas. La vacuola que contiene los lípidos forma la parte principal 

del citoplasma del adipocito.  

Derivan de células precursoras fibroblásticas. Previo al estado de 

adipocito maduro, los fibroblastos pasan al estadio de preadipocito gracias 

a procesos de mitosis. En el camino de diferenciación, estas células se 

encuentran reguladas por numerosos genes que participan de este 

proceso. Entre ellos destacan el receptor gamma activado por 

proliferadores de peroxisomas (PPARγ) y la proteína alfa potenciadora de 

la unión a la secuencia citosina-citosina-adenosina-adenosina-timidina 

(C/EBPα) (figura 1) (MacDougald y Lane, 1995; Soukas, Socci, Saatkamp, 

Novelli y Friedman, 2001). Los adipocitos maduros pierden la capacidad de 

división. Sin embargo, en ocasiones podemos encontrar preadipocitos en 

individuos adultos. La finalidad de este hecho es la posibilidad de recambio 

celular.  

El número de adipocitos se mantiene estable en el adulto. Sin 

embargo, a lo largo de la vida del individuo, el tejido adiposo puede verse 

sometido a procesos de hiperplasia e hipertrofia. Los factores involucrados 

son tanto genéticos como los relacionados con la dieta, manteniendo una 



 

 

INTRODUCCIÓN 

4 Leonardo Andrés Catalano Iniesta 

estrecha relación entre ambos. Estos procesos aparecen a lo largo del 

desarrollo normal del tejido, pero la pérdida de equilibrio de éstos en 

estadios maduros desencadena la aparición de obesidad (Jo et al., 2009). 

La hiperplasia tisular está relacionada principalmente con factores 

genéticos involucrados en el aumento del número de preadipocitos como 

también en el incremento de la diferenciación de preadipocito a adipocito 

maduro. Entre ellos se encuentran el factor de necrosis tumoral (TNF), la 

hormona de crecimiento (GH) y el factor de crecimiento similar a la insulina 

1 (IGF-1) (Gregoire, Smas y Sul, 1998). El volumen del tejido adiposo como 

tal se ve modificado por la cantidad de TAG que almacenan sus adipocitos. 

Cuando el individuo está sometido a una ingesta abundante de alimentos, 

Condroblasto 

Osteoblasto 

Mioblasto 

A
dipocito unilocular 

A
dipocito m

ultilocular 

Célula madre 
pluripotencial 

Célula 
mesenquimal 
multipotente 

Preadipocito 
unipotencial 

PPARγ, C/EBPα, Enzimas lipogénicas, Factores de secreción 
(TNF, GH, IGF-1), FABPs 

Adipocito 
maduro 

Figura 1. Diferenciación de preadipocitos a adipocitos maduros, gracias a la actuación de diferentes factores que posibilitan 
su desarrollo. Entre ellos encontramos el receptor gamma activados por proliferadores de peroxisomas (PPARγ); la proteína 
alfa potenciadora de unión a CCAAT (C/EBPα); enzimas lipogénicas; diferentes factores de secreción como el factor de 
necrosis tumoral (TNF), hormona de crecimiento (GH), factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1); y las proteínas de 
unión a ácidos grasos libres (FABPs). 
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el exceso de energía es almacenada en los adipocitos en forma de TAG 

provocando su hipertrofia (Drolet et al., 2008).  

El correcto desarrollo del tejido adiposo depende del equilibrio entre 

la hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos. En humanos, la aparición del 

tejido subcutáneo se centra entre las semanas 14 y 24 de gestación. Se 

observa un aumento del número de adipocitos (hiperplasia), los cuales se 

extienden desde la cabeza y cuello, hasta el tronco y las extremidades. En 

torno a la 28 semana de gestación son abundantes los procesos de 

hipertrofia de los adipocitos, aumentando así los depósitos lipídicos del feto 

(Poissonnet, Burdi y Garn, 1984). Tras el nacimiento, durante 

aproximadamente un año, la hiperplasia e hipertrofia son muy activas. 

Después de este periodo, el número de adipocitos se mantiene estable 

hasta la adolescencia, en donde se observa nuevamente una hiperplasia 

en adipocitos (Knittle, Timmers, Ginsberg-Fellner, Brown y Katz, 1979). En 

relación con el tejido adiposo visceral, no se tiene abundante información 

de su desarrollo, sin embargo, se sabe que normalmente comienza a 

proliferar después del nacimiento, y que durante la adolescencia sus 

depósitos aumentan (Siegel, Hildebolt, Bae, Hong y White, 2007). 

A lo largo de la vida adulta del individuo existe cierta renovación 

celular que mantiene el correcto funcionamiento del tejido adiposo. 

Aproximadamente el 10% de adipocitos se renuevan por año, gracias a la 

presencia de células mesenquimales u otros precursores celulares, los 

cuales se diferenciarán para obtener preadipocitos (Spalding et al., 2008). 

Desde hace unos años, el tejido adiposo es considerado como un 

elemento importante del sistema endocrino debido a la gran cantidad de 

hormonas y citocinas que produce, ya sea para secretarlas a la circulación 

provocando un efecto endocrino, como también para actuar sobre la propia 
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célula productora o sobre células circundantes, ejerciendo así efectos 

autocrinos y paracrinos, respectivamente.  

Los adipocitos son capaces de secretar factores de regulación a la 

circulación, y éstos a su vez, se ven afectados por diferentes proteínas 

provenientes del sistema nervioso y endocrino. Por un lado, proteínas como 

el glucagón, cortisol y adrenalina, actúan sobre el adipocito favoreciendo la 

degradación lipídica. Por otro lado, la insulina es capaz de disminuir la 

lipólisis. Las principales hormonas secretadas por los adipocitos son la 

leptina, adiponectina y resistina (Sethi y Vidal-Puig, 2007). 

Podemos diferenciar dos tipos de tejido adiposo atendiendo a los 

adipocitos que lo forman, tejido adiposo marrón o multilocular y tejido 

adiposo blanco o unilocular. 

1.1. Tejido adiposo marrón o multilocular 

Este tejido está caracterizado por células que poseen numerosas 

vacuolas lipídicas cuando son adipocitos maduros. Su núcleo no suele 

aparecer en el centro del citoplasma, pero tampoco se ubica muy cercano 

a la membrana plasmática, como en el caso de los adipocitos del tejido 

adiposo blanco. Las mitocondrias son numerosas y se disponen agrupadas 

en su citoplasma. El resto de organelas no están tan desarrolladas, e 

incluso su retículo endoplásmico rugoso prácticamente está ausente (figura 

2). Estos adipocitos se agrupan formando lobulillos separados por tejido 

conjuntivo. El nombre de tejido adiposo marrón deriva de su color 

característico dado por las altas concentraciones de citocromos y por estar 

irrigado por abundantes vasos. La principal función de este tejido es la 

producción de calor gracias a la degradación de TAG y a la oxidación de 

ácidos grasos libres (AGL) (Saely, Geiger y Drexel, 2012). La presencia de 

este tipo de tejido en el ser humano tiene importancia sobre todo en las 

etapas de desarrollo, ya sea en estadios fetales como neonatales. Se 
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localiza en axilas, región cervical, perirrenal y periadrenal principalmente 

(Cannon y Nedergaard, 2004). El volumen del tejido adiposo marrón va 

disminuyendo a medida que el individuo crece, teniendo importancia en 

personas expuestas a climas con temperaturas muy bajas (Huttunen, 

Hirvonen y Kinnula, 1981) o en patologías como el feocromocitoma 

(English, Patel y Flanagan, 1973). Sin embargo, se han encontrados 

depósitos de tejido adiposo marrón en humanos adultos, detectándose 

como áreas de actividad metabólica (Nedergaard, Bengtsson y Cannon, 

2007). 

1.2. Tejido adiposo blanco o unilocular 

 La principal función del tejido adiposo blanco es la de 

almacenamiento energético en situación de ingesta alimenticia, y la de 

liberarla cuando aparezcan necesidades energéticas. En este tejido los 

adipocitos se agrupan tanto que a veces adquieren formas hexagonales. 

Esta estructura es mantenida por fibras de tejido conectivo. Es un tejido 

muy vascularizado, ya que cada adipocito está en contacto con al menos 

Figura 2. Adipocito pardo. Se 
caracteriza por presentar 

numerosas vacuolas de contenido 
lipídico, acompañadas de una 

gran cantidad de mitocondrias. La 
alta concentración de citocromos 

otorga a este tipo de células el 
nombre de adipocitos marrones o 

pardos. 
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un capilar. En el lado luminal del endotelio capilar se encuentra la 

lipoproteína lipasa (LPL) encargada de la hidrólisis de TAG. 

Su unidad estructural es el adipocito unilocular que posee una 

vesícula lipídica que ocupa prácticamente la totalidad del citoplasma celular 

(figura 3) (Ohsaki et al., 2009). De ahí que sea considerado como tejido 

adiposo blanco. En ocasiones, tras una ingesta abundante de carotenoides, 

el tejido puede pasar a ser amarillo. 

El tamaño de los adipocitos varía dependiendo de la carga lipídica 

que posean, con un diámetro que va desde las 30µm hasta las 130µm 

(Skurk, Alberti-Huber, Herder y Hauner, 2007). Puede que esa vesícula se 

origine entre las membranas de las cisternas del retículo endoplasmático 

rugoso y que por estrangulamiento pase al citoplasma. Las mitocondrias y 

caveolas se localizan en la periferia citoplasmática, y desempeñan 

funciones de captación y excreción de los componentes de los triglicéridos. 

Uno de los responsables del mantenimiento de la disposición espacial de 

Figura 3. Adipocito blanco. La 
principal característica de este 
tipo de células es su gran vacuola 
lipídica, que ocupa prácticamente 
la totalidad del citoplasma. 
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los adipocitos es la presencia de fibras de colágeno tipo III en la superficie 

celular.  

En mamíferos y aves, el tejido adiposo blanco se localiza dentro del 

abdomen o en el tejido subcutáneo. Podemos encontrarlo en otras regiones 

como el espacio retro orbital, en la cara, extremidades y en la médula ósea. 

Sin embargo, a medida que los individuos van envejeciendo, los depósitos 

de grasa se localizan a nivel intra abdominal por encima del resto de 

regiones (Gesta, Tseng y Kahn, 2007). 

Se pueden identificar dos tipos de tejido adiposo blanco teniendo 

en cuenta su localización, el visceral y el subcutáneo. El tejido adiposo 

visceral está representado por los depósitos omentales en humanos, y 

perigonadales en roedores; mientras que el subcutáneo está caracterizado 

depósitos en regiones abdominales, glúteas y femorales en humanos, y en 

roedores en zonas inguinales. El desequilibrio entre la distribución de los 

depósitos energéticos entre las diferentes regiones desencadena 

patologías metabólicas como la obesidad. 

La distribución del almacenamiento de lípidos está relacionada con 

el sexo. En hombres observamos principalmente depósitos lipídicos a nivel 

del abdomen, o distribución central dando el fenotipo conocido como 

manzana o depósitos androides. El almacenamiento en mujeres es, sobre 

todo, en el tejido subcutáneo en regiones inferiores del cuerpo, dando el 

fenotipo de pera o depósitos ginoides (Demerath et al., 2007; White y 

Tchoukalova, 2014). 
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1.3. Metabolismo lipídico 

El tejido adiposo blanco se ocupa de dos grandes procesos 

metabólicos relacionados con el almacenamiento y dispensación 

energética: lipogénesis y lipólisis. El equilibrio entre ellos está bajo la 

influencia de los sistemas nervioso y endocrino (Proenca et al., 2014).   

La lipogénesis se encarga de procesos de síntesis de TAG y su 

almacenamiento en los adipocitos. Los AGL penetran en las células de la 

mucosa intestinal tras la ingesta de alimentos. La principal forma de 

almacenaje de estas moléculas es mediante la formación de TAG, 

miembros de la familia de los lípidos. La síntesis de TAG se produce 

principalmente a nivel del retículo endoplasmático en células del hígado y 

del tejido adiposo. Esencialmente, tres ácidos grasos se acoplan a una 

molécula de glicerol. Sus tres grupos hidroxilo son esterificados por estos 

ácidos grasos, que pueden ser del mismo tipo o ácidos grasos diferentes. 

Estas moléculas no son solubles en agua por lo que deben utilizar 

transportadores para llegar a diferentes tejidos del organismo, formando así 

macromoléculas conocidas como lipoproteínas (figura 4).  

Figura 4. Lipogénesis. Proceso 
encargado de la obtención de 
triglicéridos a partir de ácidos 
grasos libre y glucosa. AGL: 
ácidos grasos libres; CD36: 
clúster de diferenciación 36, 
proteína de membrana que 
participa en la absorción de 
ácidos grasos; GLUT4: 
transportador de glucosa tipo 4; 
LPL: lipoproteína lipasa; VLDL: 
lipoproteínas de muy baja 
densidad.    
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La lipogénesis aumenta en periodos prolongados de abundante 

ingesta calórica. Este hecho puede desencadenar procesos de hipertrofia 

e hiperplasia del tejido adiposo dando lugar a obesidad (Guyenet y 

Schwartz, 2012). 

Las lipoproteínas son moléculas de gran tamaño, de forma esférica 

e hidrosolubles. Existen diferentes tipos de lipoproteínas que, atendiendo a 

la cantidad de lípidos y proteínas que la forman, se clasifican según su 

movilidad electroforética en: quilomicrones, transportan triglicéridos por el 

torrente sanguíneo desde el intestino delgado, son las de menor densidad 

y las de mayor tamaño; lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL, “very 

low-density lipoprotein”), compuestas por triglicéridos, ésteres de colesterol 

y fosfolípidos, tienen una densidad mayor que los quilomicrones; 

lipoproteínas de densidad intermedia (IDL, “intermediate density 

lipoprotein”), con semivida plasmática corta y concentraciones plasmáticas 

habitualmente bajas; lipoproteínas de baja densidad (LDL, “low-density 

lipoprotein”), cuyo principal contenido es el colesterol que transportan hacia 

otros tejidos; lipoproteínas de alta densidad (HDL, “high-density 

lipoprotein”), que se encargan de transportar el colesterol desde los 

diferentes tejidos hacia el hígado y son las lipoproteínas más pequeñas 

pero con mayor densidad electroforética. 

La LPL es responsable de la obtención de TAG a partir de 

quilomicrones y VLDL. Se sintetiza sobre todo en músculo, tanto 

esquelético como cardiaco, y en el tejido adiposo. Después de su síntesis, 

esta enzima se dirigirá a la superficie luminal de las células endoteliales 

donde desempeñará su acción fisiológica (Goldberg y Merkel, 2001). 

Al contrario que la lipogénesis, la lipólisis es un proceso encargado 

de poner a disposición de las células la energía reservada en los adipocitos 

en forma de TAG. En periodos de ayuno, de estrés o de ejercicio físico se 
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obtienen ácidos grasos a partir de TAG gracias a la presencia de diferentes 

enzimas ancladas en la capa endotelial de los capilares (figura 5) (Bolsoni-

Lopes y Alonso-Vale, 2015).  

Básicamente, la lipólisis consiste en la hidrólisis de TAG, para 

obtener moléculas de glicerol y tres ácidos grasos gracias a la presencia de 

tres enzimas responsables de dicha reacción: la lipasa de triglicéridos 

adiposa (ATGL, “adipose triglyceride lipase”), la lipasa hormono-sensible 

(HSL, “hormone-sensitive lipase”) y la lipasa monoacilglicerol (MGL, 

“monoacyglycerol lipase”). En un primer momento los TAG son hidrolizados 

a diacilglicéridos (DAG) y una molécula de ácido graso, bajo la acción de 

ATGL. Posteriormente, por acción de HSL se obtiene monoacilglicerol 

(MAG) y otra molécula de ácido graso a partir del DAG. Finalmente, la 

hidrólisis del MAG produce la tercera molécula de ácido graso y una 

molécula de glicerol por acción de MGL (Lafontan y Langin, 2009). En 

situaciones basales, ATGL se localiza en la superficie de la vacuola lipídica, 

mientras que HSL aparece principalmente en el citoplasma (Bezaire y 

Langin, 2009). 

Atendiendo al metabolismo lipídico, se pueden observar diferencias 

teniendo en cuenta la localización del tejido adiposo blanco (Wajchenberg, 

2000). Las catecolaminas tienen un papel principalmente lipolítico y los 

Figura 5. Lipolisis. Proceso 
metabólico por el cual se forman 
ácidos grasos libres a partir de la 
hidrólisis de triglicéridos, 
actuando diferentes enzimas que, 
al final de la reacción, dan lugar a 
glicerol. AGL: ácidos grasos 
libres; DAG: diacilglicerol; ATGL: 
lipasa adiposa de triglicéridos; 
MGL: lipasa monoacilglicerol; 
HSL: lipasa hormono-sensible; 
MAG: monoacilglicerol; TAG: 
triacilglicerol.  
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efectos inhibidores de la lipólisis de la insulina no son tan evidentes en esta 

región, entendiéndose que el tejido adiposo visceral desempeñará sobre 

todo actividades lipolíticas (Ibrahim, 2010).  

1.4. Tejido adiposo como órgano endocrino 

Inicialmente, el tejido adiposo fue considerado como una estructura 

de almacenaje energético. Sin embargo, con la caracterización de la 

primera citoquina derivada del adipocito relacionada con la acumulación de 

lípidos en el tejido adiposo y con el peso, la leptina, esta idea cambió (Y. 

Zhang et al., 1994). Desde ese momento, se comenzaron a identificar otros 

elementos secretados por el tejido adiposo, péptidos agrupados en el 

concepto de adipoquinas. Este hecho marcó el punto de partida del estudio 

del tejido adiposo como un importante supervisor de la homeostasia 

energética del organismo (Rondinone, 2006). En la figura 6, y en los 

siguientes apartados, se muestras algunas de las principales adipoquinas 

sintetizadas por el tejido adiposo blanco.  

1.4.1. Leptina 

Una de las principales hormonas polipeptídicas producidas por los 

adipocitos es la leptina (figura 6A). Esta hormona está formada por 167 

aminoácidos, y su estructura terciaria consiste en cuatro alfa-hélices, 

conectadas por dos enlaces cruzados largos y un bucle corto, 

acompañadas de un pequeño fragmento helicoidal retorcido (F. Zhang, 

Chen, Heiman y Dimarchi, 2005). Participa en la regulación del apetito, 

actuando a través de la activación de la forma larga de su receptor a nivel 

del núcleo arcuato del hipotalámo. Su acción se centra en las neuronas que 

expresan proopiomelanocortina, proyectando a otras regiones, como el 

núcleo paraventricular hipotalámico (Munzberg, Flier y Bjorbaek, 2004). La 

proopiomelanocortina es considerada precursora de otras hormonas 

polipeptícidas relacionadas con el control de la ingesta (Elmquist, Coppari, 
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Balthasar, Ichinose y Lowell, 2005; Morton, Cummings, Baskin, Barsh y 

Schwartz, 2006). 

Es capaz de estimular la ingesta de alimentos en situaciones de 

necesidad energética, inhibir la sensación de hambre cuando la ingesta es 

abundante (Pelleymounter et al., 1995) y estimular la oxidación de ácidos 

grasos a nivel periférico (Minokoshi et al., 2002). En condiciones 

fisiológicas, los niveles séricos de leptina están relacionados con el tamaño 

de los adipocitos. Cuando los niveles aumentan, el contenido lipídico de los 

adipocitos lo hace también (Hube et al., 1996; Van Harmelen et al., 1998). 

 

 

Figura 6. Adipoquinas, proteínas secretadas específicamente por el tejido adiposo blanco con una gran variedad de funciones 
relacionadas con el control del metabolismo energético del organismo. En esta figura se representan las estructuras de 
algunas de estas proteínas, obtenidas a partir estudios cristalográficos. Las imágenes fueron obtenidas desde el banco de 
datos de proteínas RCSB (Berman et al., 2000). A: Leptina, PDB ID 1AX8 (F. Zhang et al., 1997); B: Adiponectina, PDB ID 
1C28 (Shapiro y Scherer, 1998); C: Resistina, PDB ID 1RGX (S. D. Patel, Rajala, Rossetti, Scherer y Shapiro, 2004); D: 
Interleucina 6, PDB ID 1ALU (Somers, Stahl y Seehra, 1997); E: Factor de necrosis tumoral alfa, PDB ID 1TNF (Eck y Sprang, 
1989). 
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1.4.2. Adiponectina 

Otra adipoquina con gran importancia a nivel fisiológico es la 

adiponectina (figura 6B). Consta de una cadena de 244 aminoácidos. Actúa 

sobre dos receptores específicos, AdipoR1 y AdipoR2, los cuales estimulan 

la cascada de la proteína quinasa activada por adenosín monofosfato 

(AMPK) (Berg, Combs y Scherer, 2002). Esta vía de señalización está 

relacionada con diferentes procesos asociados a la atenuación de la 

aparición de obesidad, aumentando la oxidación de ácidos grasos en el 

músculo (Fruebis et al., 2001; Yang et al., 2001) y, presumiblemente, 

evitaría el desarrollo de diabetes mellitus (DM) activando procesos anti-

inflamatorios o reduciendo los niveles de AGL y TAG que afectan la 

sensibilidad a la insulina (Yamauchi et al., 2001). Además, existe evidencia 

de la importancia directa de la presencia de adiponectina en relación con la 

acción de insulina a través del transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) 

(Abel et al., 2001).  

Los receptores de adiponectina se localizan en regiones relevantes 

para desempeñar sus funciones metabólicas. AdipoR1 se expresa 

principalmente a nivel del músculo esquelético, así como también en las 

células endoteliales; mientras que AdipoR2 predomina en el hígado 

(Kadowaki et al., 2006).  

1.4.3. Resistina 

Resistina en una proteína rica en cisteína (figura 6C). Se expresa 

en tejido adiposo blanco de roedores, e inicialmente se le otorgó 

importancia en la etiología de obesidad y en la resistencia de insulina 

(Steppan et al, 2001). Sin embargo, la presencia de esta proteína en tejido 

adiposo humano es prácticamente nula. El rol principal de la resistina en el 

ser humano radica en su acción anti-inflamatoria debido a que se expresa 

sobre todo en macrófagos (L. Patel et al., 2003).  
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La expresión de resistina en roedores se modifica según la ingesta 

de alimentos. El ayuno provoca una caída en la expresión de esta proteína, 

mientras que aumenta tras la ingesta; y durante la obesidad, sus niveles 

plasmáticos están por encima de lo normal, acompañados de hiperglucemia 

y resistencia insulínica periférica (Steppan et al., 2001). 

Tanto la obesidad como la DM están asociadas a procesos 

inflamatorios crónicos. La presencia de resistina en macrófagos, como la 

modificación de sus niveles plasmáticos en individuos con estas patologías, 

podría indicar que esta proteína podría estar implicada en la etiología o 

patogenia de estas enfermedades (Park y Ahima, 2013).  

1.4.4. Interleucina-6 

Interleucina-6 es una glucoproteína involucrada en la regulación de 

procesos inflamatorios, así como también en el metabolismo lipídico (figura 

6D). Se expresa en muchos tipos celulares como células endoteliales, 

fibroblastos, osteoblastos, miocitos, adipocitos, células β pancreáticas, 

entre otros (Van Snick, 1990). 

Una parte de la interleucina-6 plasmática es producida en los 

adipocitos, siendo mayor su producción en el tejido adiposo visceral que en 

el subcutáneo (Fried, Bunkin y Greenberg, 1998). La activación de su 

receptor desencadena la activación de dos vías de señalización con gran 

importancia biológica. Por un lado, la cascada de las janus quinasas y los 

transductores de señal y activadores de la transcripción (JAK/STAT); por 

otra parte, la vía se señalización de las proteínas quinasas activada por 

mitógenos (MAPK) (Heinrich et al., 2003).  

Existe una estrecha relación entre los niveles plasmáticos de 

interleucina-6 y obesidad, por un lado, porque esta citoquina es capaz de 

producirse y secretarse al torrente sanguíneo desde el tejido adiposo (Fried 

et al., 1998). Pero, además, se han relacionado aumentos de producción 
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de interleucina-6 en este tejido en pacientes con obesidad, relacionándola 

con el control del metabolismo lipídico (Mohamed-Ali et al., 1997; Bastard 

et al., 2000). A parte de las funciones anteriores, parece que interleucina-6 

actúa también a nivel del propio tejido adiposo de una forma paracrina, 

controlando así el desarrollo de los adipocitos y su tamaño (Sopasakis et 

al., 2004). 

1.4.5. Factor de necrosis tumoral alfa 

Dentro del grupo de adipoquinas podemos encontrar al factor de 

necrosis tumoral alfa (TNFα) (figura 6E). El tejido adiposo es capaz de 

producir esta proteína, tanto en tejido subcutáneo como visceral, siendo 

mayor la producción en el primero (Montague et al., 1998; Fain, Madan, 

Hiler, Cheema y Bahouth, 2004). La señalización intracelular del TNFα está 

mediada por dos de sus receptores, I y II, presentes en el tejido adiposo. 

Se han estudiado sus efectos sobre el metabolismo energético. 

Uno de los papeles otorgados a esta proteína es el aumento de AGL en el 

plasma, indicando un aumento de la lipólisis (Feingold et al., 1989; Ruan et 

al., 2002) y un incremento de la lipogénesis hepática (Feingold y Grunfeld, 

1987). Es probable que esta adipoquina esté involucrada en el desarrollo 

de resistencia a insulina y captación de glucosa durante la obesidad 

(Hotamisligil, Shargill y Spiegelman, 1993), tanto por fosforilar los residuos 

séricos de los sustratos del receptor de insulina, como por afectar a la 

expresión de GLUT4 (Hotamisligil, 2003). 

Sin embargo, algunos autores defienden que el tejido adiposo 

subcutáneo humano no es capaz por si solo de liberar cantidades 

suficientes de TNFα como para afectar directamente a la sensibilidad de 

las células periféricas a la insulina (Mohamed-Ali, 1997).  
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1.5. Obesidad 

1.5.1. Epidemiología 

El primer punto que debemos tener en cuenta a la hora de entender 

la obesidad es que es una patología multifactorial. El individuo se encuentra 

influenciado, de manera externa como interna, por diferentes elementos 

que afectan al equilibrio energético. Además, generalmente se asocia con 

otras patologías metabólicas que empeoran la calidad de vida de la 

persona. 

Un aumento de ingesta de alimentos, acompañado de un estilo de 

vida sedentario, propicia la aparición de obesidad. La alarma social que 

esto genera en los países desarrollados ha obligado al diseño de campañas 

dirigidas a la modificación de los estilos de vida, para mejorar la calidad de 

la alimentación y fomentar el ejercicio físico. Estas estrategias han sido 

desarrolladas debido a la necesidad que genera el hecho de que esta 

patología se ha convertido en una epidemia mundial que afecta alrededor 

de 500 millones de adultos y 40 millones de niños. La importancia de su 

control radica en la gravedad que supone su aparición, aumentando la 

probabilidad de mortalidad de los individuos obesos relacionada con 

afectaciones a nivel cardiovascular, endocrino e incluso con el aumento del 

índice de patologías oncológicas (Kitahara et al., 2014).  

Alrededor de 2,8 millones de personas mueren como resultado de 

complicaciones relacionadas con el sobrepeso y la obesidad. Uno de los 

datos más preocupantes es que en la región oriental mediterránea de 

Europa y en América el 50% de las mujeres presentan sobrepeso, siendo 

la mitad de estas aproximadamente obesas. Alrededor del 5% de las 

muertes están relacionadas con el sobrepeso y la obesidad como factores 

de riesgo en estas zonas (WHO, 2011). 
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La obesidad está estrechamente relacionada con otras patologías 

con gran importancia a nivel mundial por la morbimortalidad que generan, 

como la hipertensión, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, resistencia 

a la insulina y afecciones cardiacas. El riesgo de enfermedades cardiacas, 

de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y de episodios isquémicos aumenta de 

manera similar al aumento del índice de masa corporal (IMC) (WHO, 2002). 

En las últimas décadas se comenzó a observar un aumento de la 

prevalencia de obesidad infantil. Los niños con sobrepeso y obesidad 

tienden a padecer desequilibrios metabólicos en edad adulta, aumentando 

el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y DM2 (Kelsey, 

Zaepfel, Bjornstad y Nadeau, 2014). Los últimos informes estiman que, en 

2014, 41 millones de niños menores de 5 años tenían sobrepeso en todo el 

mundo centrándose sobre todo en países desarrollados. De mantenerse 

este aumento, se piensa que en 2025 la cifra ascenderá a 70 millones de 

lactantes y niños con sobrepeso (WHO, 2016). 

En España, la prevalencia de obesidad no presenta modificaciones 

con respecto a la mundial. Alarmantemente, los casos de sobrepeso y 

obesidad están aumentando. Según el estudio ENPE, las comunidades 

autónomas con una mayor prevalencia de obesidad son el Principado de 

Asturias, Galicia y Andalucía, seguido de Murcia (figura 7). La prevalencia 

de obesidad es mayor en mujeres que en hombres, y aumenta con la edad 

(Aranceta-Bartrina, Serra-Majem, Foz-Sala, Moreno-Esteban y Grupo 

Colaborativo SEEDO, 2005; Aranceta-Bartrina, Perez-Rodrigo, Alberdi-

Aresti, Ramos-Carrera y Lazaro-Masedo, 2016). 
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1.5.2. Patogenia 

La etiología múltiple de la obesidad obliga a abordar esta patología 

desde todas las perspectivas posibles. El aumento de la ingesta de 

alimentos puede estar relacionado con un incremento de la predisposición 

de los individuos por alteraciones a nivel genético. Los cambios en el 

comportamiento asociados a estas modificaciones propician a adquirir 

malos hábitos alimenticios, los cuales desencadenarán procesos de 

hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo, apareciendo así trastornos a 

nivel del metabolismo energético (Farooqi y O’Rahilly, 2006). La expresión 

de ciertos genes involucrados en la adipogénesis se encuentra deteriorada 

en la obesidad, como es el caso de los genes implicados en la producción 

del receptor gamma activados por proliferadores de peroxisomas de tipo 2 

(PPARγ2), la proteína de anclaje de los ácidos grasos 4 (FABP4), la 

proteína unida al elemento regulador de esterol 1c (SREBP1c), el receptor 

de muerte de la superficie celular Fas (FAS). Además, han sido implicados 

en la acumulación ectópica de lípidos, la resistencia a la insulina y en el 

desarrollo de DM2 (Dubois et al., 2006). 

Figura 7. Prevalencia de 
obesidad en población adulta 
(entre 25 y 65 años) de España. 
El grado de obesidad se 
determina según IMC; entre 
paréntesis se expresa el intervalo 
de confianza del 95%. SP: 
sobrepeso; OB: obesidad. Imagen 
modificada de: Prevalence of 
General Obesity and Abdominal 
Obesity in the Spanish Adult 
Population (Aged 25–64 Years) 
2014–2015: The ENPE Study 
(Aranceta-Bartrina et al., 2016). 
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El sistema nervioso, más concretamente el hipotálamo, es el 

encargado del control del metabolismo energético. El consumo de dietas 

con alto contenido en grasas, así como también la infusión de lípidos en 

roedores, son capaces de activar vías de señalización inflamatorias en el 

hipocampo, que desencadenan un aumento de la ingesta de alimentos con 

la consiguiente acumulación de todo el exceso energético que no pueda ser 

metabolizado por el organismo (Thaler y Schwartz, 2010). En estos casos 

el aumento de AGL ocasiona un aumento tanto de la resistencia a la insulina 

como de la leptina a nivel del sistema nervioso central (figura 8) (X. Zhang 

et al., 2008). 

El aumento de la masa del tejido adiposo subcutáneo y visceral 

determina el estado de obesidad. La expansión del tejido adiposo aparece 

como resultado de la superación de la capacidad de almacenamiento ante 

una ingesta abundante. Dentro de los procesos involucrado en el aumento 

del volumen de este tejido, el que tiene mayor importancia es el aumento 

del almacenamiento lipídico en los adipocitos o hipertrofia (Hirsch y 

Batchelor, 1976). El número de adipocitos se mantiene relativamente 

estable a lo largo de la vida adulta. Sin embargo, se pueden desencadenar 

procesos proliferativos tras el aumento de lípidos almacenados en el 

adipocito, que ocasionen un incremento del número de células (Spalding et 

al., 2008).  

 Los procesos inflamatorios son una respuesta biológica a 

episodios de daño tisular. El tejido adiposo posee macrófagos encargados 

del mantenimiento de la supervivencia celular, eliminando los deshechos 

derivados de procesos apoptóticos, regulando la angiogénesis y 

remodelando la matriz extracelular que acompaña a los adipocitos (Chawla, 

Nguyen y Goh, 2011; Wernstedt Asterholm et al., 2014). El número de 

macrófagos en los depósitos de grasa visceral aumenta en ratones obesos, 

llegando a superar el 40-50% del total de células del estroma vascular en 
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comparación a un 15% observado en los controles (Weisberg et al., 2003). 

El aumento del volumen del tejido adiposo subcutáneo, a consecuencia de 

procesos hipertróficos como hiperplásicos, está relacionado con un 

incremento de la fibrosis tisular, de la infiltración y activación de los 

macrófagos, y con una alteración de la producción y secreción de las 

adipoquinas.  

Uno de los principales componentes de la inflamación en el tejido 

adiposo es el aumento de la expresión de TNFα. Esta adipoquina está 

relacionada con procesos de adipogénesis, actuando como una potente 

inhibidora de la diferenciación de los preadipocitos y como activadora de 
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Figura 8. Esquema 
representativo de los procesos 
que se desencadenan tras el 
aumento de la ingesta calórica y 
del descenso de la actividad 
física. 
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las vías de señalización importantes para los procesos de diferenciación 

(Gustafson et al., 2009). 

La activación de los mecanismos proinflamatorios desencadena 

una modificación de la expresión de adipoquinas (interleucina-6, 

interleucina-8, proteína quimioatrayente de monocitos 1, TNFα), 

incrementando su producción a nivel local. Junto con el aumento del 

reclutamiento de macrófagos, este hecho promueve la inflamación crónica 

del tejido adiposo, el aumento de la lipólisis, la reducción de la expresión 

de adiponectina y un aumento de la resistencia a la insulina producido por 

una disminución de la expresión del sustrato del receptor insulínico (IRS) o 

de GLUT4 (Gustafson, Hammarstedt, Andersson y Smith, 2007). 

1.5.3. Lipólisis 

Normalmente, la concentración plasmática de ácidos grasos no 

esterificados está aumentada en individuos obesos. Es probable que sea 

debido por alteraciones a nivel del control de la hidrólisis de TAG, o a 

problemas en la captación de estas moléculas por parte de los adipocitos 

para su almacenamiento (Lafontan y Langin, 2009). 

El sistema nervioso simpático es el principal responsable de la 

movilización de lípidos en el tejido adiposo. Dentro de este sistema, las 

catecolaminas cumplen un papel importante en el control de la lipólisis, 

estimulándola a través de los adrenoceptores β1 y β2, o inhibiéndola 

mediante los receptores adrenérgicos α2. Por otra parte, la insulina y la 

adenosina poseen un gran poder inhibitorio frente a la hidrólisis de TAG 

(Lafontan y Langin, 2009; Morigny, Houssier, Mouisel y Langin, 2016). 

Toda la maquinaria responsable del control de la lipólisis se 

encuentra deteriorada en las personas obesas. Por un lado, la expresión 

de los receptores β adrenérgicos está reducida en el tejido adiposo 

subcutáneo, mientras que se incrementa el número de receptores α2 
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adrenérgicos. A lo largo del desarrollo de la obesidad, esta situación 

favorece a la resistencia a la acción adrenérgica promoviendo el 

mantenimiento de la situación de obesidad. Este descenso de la actividad 

lipolítica a nivel del tejido adiposo subcutáneo podría ser considerado como 

un mecanismo adaptativo al aumento de la lipólisis total mitigando los 

efectos del aumento de la lipotoxicidad. Al analizar la respuesta a las 

catecolaminas en el tejido adiposo visceral se observa lo contrario, un 

aumento en la expresión de receptores β y un descenso de los 

adrenoceptores α2 (Lafontan y Langin, 2009). 

La expresión de una de las enzimas involucradas en la hidrólisis de 

TAG, HSL, se encuentra reducida en el tejido adiposo subcutáneo de 

individuos obesos e incluso en pacientes con DM2 (Berndt et al., 2008). 

Este hecho acompaña a los datos observados respecto al aumento de la 

acción antilipolítica de las catecolaminas en este tejido. 

En conjunto, el fallo de la actividad lipolítica de las catecolaminas 

podría ser uno de los causantes del aumento de los depósitos lipídicos de 

individuos con sobrepeso y obesos. El aumento de la acumulación de TAG 

en los adipocitos provoca una mayor expresión y liberación del TNFα, 

acompañado de modificaciones de múltiples vías de señalización que 

activan las enzimas relacionadas con la hidrólisis de TAG, incrementando 

la lipólisis. Una mayor concentración plasmática de AGL interfiere en el 

correcto funcionamiento metabólico de las células musculares 

esqueléticas, provocando resistencia a la acción de la insulina (Arner y 

Langin, 2014).  
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1.5.4. Lipotoxicidad 

El deterioro metabólico que sufren los tejidos no es debido pura y 

exclusivamente a la acumulación de AGL, ésteres de colesterol o TAG, sino 

que también se tiene que tener en cuenta el tipo de componentes lipídicos 

que éste posee. Dichos compuestos son moléculas bioactivas como 

ceramidas y glucoesfingolípidos que, por diferentes razones, comienzan a 

acumularse de manera anormal en el hígado, músculo esquelético, corazón 

y tejido adiposo (Carobbio, Pellegrinelli y Vidal-Puig, 2017).  En situaciones 

en las que se superan los límites de almacenaje de lípidos, el primer paso 

por parte de las células es activar estrategias para minimizar el impacto del 

estrés metabólico ocasionado por el exceso lipídico. Estos procedimientos 

están encaminados a incluir estos lípidos a las vesículas lipídicas de los 

adipocitos y la activación de procesos oxidativos en la mitocondria y 

peroxisomas (Carobbio, Rodriguez-Cuenca y Vidal-Puig, 2011). 

El exceso de ceramidas y de sus metabolitos a nivel tisular 

ocasiona daños importantes en numerosas vías de señalización de gran 

importancia para la célula, afectando la captación de glucosa, activando 

cascadas apoptóticas y propiciando el mal funcionamiento mitocondrial 

(Aburasayn, Al Batran y Ussher, 2016). 
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2. Diabetes 

Lo que caracteriza a la DM es una disfunción en el metabolismo de 

carbohidratos, ya sea por una deficiencia de insulina por parte del páncreas, 

por la aparición de una resistencia periférica a esta hormona o por ambas. 

A grandes rasgos, podemos diferencias dos grupos dentro de esta 

patología. La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) se caracteriza por ser una 

enfermedad autoinmune que afecta a las células β de los islotes 

pancreáticos, con la consecuente deficiencia en la producción de insulina. 

En la DM2 el deterioro metabólico es más amplio, ya que incluye la 

disminución de la funcionalidad de las células β pancreáticas, resistencia 

periférica a la insulina y, en ocasiones, pérdida de las células encargadas 

de la producción de insulina (American Diabetes Association, 2014). 

La obesidad es uno de los principales factores de riesgo para el 

desarrollo de diferentes enfermedades metabólicas como la hipertensión, 

dislipemia, ateroesclerosis y DM2, todas ellas asociadas a enfermedades 

cardiovasculares (Moller y Kaufman, 2005). 

Existe un gran porcentaje de pacientes con DM2 que son obesos, 

y como hemos visto anteriormente, el estado de obesidad ocasiona un 

aumento de la resistencia periférica a la insulina, sobre todo por los altos 

niveles plasmáticos de AGL (X. Zhang et al., 2008). La respuesta 

inflamatoria que provoca la ingesta excesiva de alimentos por parte del 

tejido adiposo afecta a la acción insulínica a través de la modificación en la 

expresión de sus adipoquinas, como el TNFα, y la interleucina-6 (Huh, Park, 

Ham y Kim, 2014). 

Otro punto a tener en cuenta es la relación entre la distribución de 

la masa grasa y la aparición de resistencia insulínica. Algunos autores 

asociaban el aumento del tejido adiposo subcutáneo como uno de los 
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principales responsables de la afectación metabólica a nivel periférico 

(Abate et al., 1996; Garg, 2004). Sin embargo, tras valorar la distribución 

visceral de los depósitos grasos mediante técnicas de imagen, se determinó 

que el aumento del volumen de tejido adiposo visceral en relación con el 

subcutáneo, sin aparecer signos de obesidad, está relacionado con un 

aumento de la resistencia periférica a la insulina, sobre todo por la 

susceptibilidad del tejido al control central por parte del eje hipotálamo-

hipofisario-adrenal y por estar bajo la influencia hepática gracias a la 

circulación portal (Despres, 2006). 

El principal objetivo del tratamiento de la diabetes es el control de 

la glucemia, la insulinemia y la hemoglobina glucosilada. Una de las 

primeras estrategias a seguir en el tratamiento de la DM2 debe recaer en 

el control de la ingesta de alimentos y en el ejercicio físico. La resistencia a 

la acción de la insulina producida por el exceso de la ingesta calórica, en 

las primeras etapas, es reversible. La pérdida de peso supone un mejor 

control general, incidiendo en la reducción del riesgo cardiovascular 

(McCombie et al., 2017). 
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3. Síndrome metabólico 

El síndrome metabólico es un desorden a nivel metabólico que está 

asociado con diferentes patologías como dislipemia, DM2 y enfermedades 

cardiovasculares (Povel et al., 2013). La incidencia de este síndrome 

aumenta año tras año, sobre todo en países desarrollados, en donde la 

ingesta calórica es excesiva, acompañada de un estilo de vida sedentario. 

De ahí que sean necesarias diferentes estrategias destinadas al control de 

estas patologías (Alberti et al., 2009; Moebus et al., 2006). 

El Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH, “National 

Intitutes of Health”), a través del Programa Nacional de Educación sobre el 

colesterol (Expert Panel on Detection, Evaluation, And Treatment of High 

Blood Cholesterol In Adults, 2001), definió que tres o más de los factores 

de riesgo cardiovascular presentados en la tabla 1 indicaban la presencia 

de síndrome metabólico. 

Los componentes clave para el desarrollo del síndrome metabólico 

son la obesidad central y la resistencia insulínica, ambos afectando a la 

homeostasia de la glucosa. La resistencia a la insulina evoluciona a estados 

de hiperglucemia e hiperinsulinemia compensadora, aumentando la 

retención de sodio y la vasoconstricción periférica. Como consecuencia de 

la ingesta elevada de dietas hipercalóricas, la producción de lipoproteinas 

aumenta. La pérdida de equilibrio de la concentración lipídica produce un 

aumento de la probabilidad de aparición de episodios trombóticos. Además, 

el aumento de producción de adipoquinas asociado a obesidad central 

incentiva el desarrollo de resistencia insulínica. Por todos estos motivos, el 

riesgo de patologías cardiovasculares es elevado en pacientes con 

síndrome metabólico (Mottillo et al., 2010). 
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En los casos con un riesgo cardiovascular no es muy elevado, el 

cambio de conductas alimenticias y de ejercicio físiscio dirigidos a un estilo 

de vida saludable son suficientes para el manejo del síndrome metabólico. 

Al estar asociado a diferentes patologías, el mejor abordaje para el control 

de este síndrome es directamente sobre las causas que lo producen. En 

ocasiones, la modificación del estilo de vida no es suficiente para ello, por 

lo tanto se debe recurrir a tratamientos farmacológiocos que controlen los 

factores de riesgo metabólicos asociados a la dislipemia, hipertensión e 

hiperglucemia (Eckel, Grundy y Zimmet, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

Factores de riesgo cardiovascular 

Obesidad central, perímetro abdominal mayor de 102cm en 

varones y mayor de 88cm en mujeres. 

TAG elevados, cifras mayores o iguales a 150mg/dl. 

Disminución de los niveles séricos de HDL, en varones por 

debajo de 40mg/dl y en mujeres de 50mg/dl. 

Hipertensión sistémica, mayor o igual a 130/85mmHg. 

Hiperglucemia en ayuno, con cifras mayores o iguales a 

100mg/dl. 

Pacientes que hayan estado en tratamiento farmacológico por 

dislipemia, hiperglucemia o hipertensión sistémica. 

Tabla 1. Factores de riesgo 
cardiovascular definidos por el 
Instituto Nacional de Salud de 
Estados Unidos, a través del 

Programa Nacional de Educación 
sobre el colesterol, utilizados para 

el diagnóstico del síndrome 
metabólico (Expert Panel on 

Detection, Evaluation, And 
Treatment of High Blood 

Cholesterol In Adults, 2001). HDL: 
lipoproteína de alta densidad. TAG: 

triglicéridos.  
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4. ANGPTL8 

Existe una proteína de 198 aminoácidos, que en humanos está 

codificada por el gen C19orf80 (Dong et al., 2004), mientras que en el ratón 

por el gen Gm6484 (Strausberg et al., 2002). Inicialmente fue llamada 

EG624219 en ratón y proteína asociada al carcinoma hepatocelular TD26 

en humanos. Estos genes tienen 4 exones, y se encuentran dentro de otro 

gen, Dock6, en la cadena opuesta. Analizando la secuencia de ambos 

genes, se pudo observar que 144 de los 198 residuos son idénticos. Esto 

indicó que la proteína estaba conservada en diferentes especies (R. Zhang, 

2012). Aparecía en todos los mamíferos, pero estaba ausente en los 

vertebrados no mamíferos y en los invertebrados (P. Yi, Park y Melton, 

2013). 

El interés por ANGPTL8 se incrementó tras publicarse la posible 

relación de esta proteína con el aumento de proliferación de las células β 

pancreáticas. Por ello, el grupo de Melton la definió como betatrofina (P. 

Yi et al., 2013). Este hecho marcó el punto de partida en el estudio de 

posibles dianas terapéuticas dirigidas al control de esta proteína para el 

tratamiento de la diabetes. 

Ha recibido otros nombres, dependiendo de la función que 

desempeñaba. Tras estudios en ratón alimentados con una dieta rica en 

grasas, se observó que la expresión del gen Gm6484 aumentaba. Tras el 

uso de vectores víricos que aumentaban su expresión, se pudo observar 

que la actividad de LPL descendía, con lo que los niveles plasmáticos de 

TAG aumentaban. Por este motivo se optó por llamar a esta proteína como 

lipasina (inhibición de lipasa, “lipase inhibition”) (R. Zhang, 2012). La falta 

del gen que la codificaba provocaba una reducción de los niveles de TAG 

plasmáticos (Tang et al., 2010) debido al aumento de la actividad de LPL 
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(Cox et al., 2015; Wang et al., 2013). Todo ello indicaba que esta proteína 

tenía un papel importante en el metabolismo lipídico. 

Otra línea de investigación estuvo dirigida a estudiar la 

adipogénesis. En cultivos primarios celulares de adipocitos de roedores y 

humanos se observó que había una proteína que aumentaba su expresión 

de una manera importante durante la proliferación de adipocitos. La 

llamaron RIFL (realimentación inducida en grasa e hígado, “re-feeding 

induced in fat and liver”). Al delecionar los genes que la codificaban, se 

redujeron los procesos de angiogénesis, apareciendo también una 

reducción de los niveles plasmáticos de TAG (Ren, Kim y Smas, 2012).  

4.1. Miembros de las ANGPTL 

La familia de proteínas similares a angiopoyetina (ANGPTL, 

“angiopoietin-like proteins”) estaba formada inicialmente por 7 miembros, 

codificados por diferentes genes. Estas proteínas tienen una gran 

homología con respecto a la estructura de la angiopoyetina: presencia de 

un dominio N-terminal, un dominio similar al fibrinógeno y un péptido señal 

típico de las proteínas secretadas (figura 9). Lo que diferencia a esta familia 

de la propia angiopoyetina es que ésta posee dos receptores tirosín 

quinasa, TIE2 y TIE1, diferentes a los de la familia ANGPTL (Mattijssen y 

Kersten, 2012).  

Sin embargo, con el tiempo se encontró una proteína que tenía 

unas propiedades similares a los miembros de esta familia pero que carecía 

del dominio similar al fibrinógeno, de sitios de glicosilación y de 

aminoácidos para formar puentes disulfuro (Fu, Yao, Abou-Samra y Zhang, 

2013). Se le catalogó como un miembro de la familia ANGPTL, pero atípico. 

Esta proteína fue llamada ANGPTL8 (Quagliarini et al., 2012). Es homóloga 



 

 

INTRODUCCIÓN 

32 Leonardo Andrés Catalano Iniesta 

al dominio N-terminal de ANGPTL3 y de ANGPTL4, inhibidoras de LPL 

(Koster et al., 2005; Peloso et al., 2014). Parece ser que esta región es la 

responsable de dicha inhibición (E. C. Lee et al., 2009; Ono et al., 2003), lo 

que podría sugerir que las tres tienen funciones similares (R. Zhang, 2012). 

Existen algunas diferencias entre estos dos miembros de la familia de las 

ANGPTL. Para ser más concretos, ANGPTL3 se expresa casi de manera 

exclusiva en hepatocitos, mientras que ANGPTL4, aparte de producirse en 

hepatocitos, también puede ser encontrada en adipocitos, miocitos y 

macrófagos. 

Se ha observado que en ingestas abundantes y en alimentación 

después del ayuno, se eleva la expresión de ANGPTL3 pudiendo indicar un 

papel importante en el transporte de TAG hasta el tejido graso, donde serán 

almacenados (Ge et al., 2005). Además, actúa sobre la LPL endotelial, una 

de las principales enzimas encargadas del control de la actividad 

fosfolipasa y de la reducción de los niveles plasmáticos de HDL (Gusarova 

ANGPTL1 

ANGPTL2 

ANGPTL3 

ANGPTL4 

ANGPTL5 

ANGPTL6 

ANGPTL7 

ANGPTL8 

Péptido señal 

Dominio de hélice superenrollada 

Dominio similar al fibrinógeno 

Dominio SE1 

Figura 9. Miembros de la familia de proteínas similares a angiopoyetina (ANGPTL), y sus correspondientes dominios. Cabe 
destacar que ANGPTL8 es considerada un miembro atípico debido a que, entre otras cosas, no posee el dominio similar al 
fibrinógeno presente en el resto de miembros. 
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et al., 2015; Shimamura et al., 2007). Se ha establecido también una 

relación positiva entre los niveles plasmáticos de LDL con la presencia de 

ANGPTL3 (Mehta et al., 2014; Robciuc et al., 2013; Wang, Gusarova, et al., 

2015). Teniendo en cuenta estos datos, es probable que la función de 

ANGPTL3 sea la de recuperar los almacenes energéticos del tejido adiposo 

blanco tras la ingesta de alimentos después de periodos de ayuno, 

inhibiendo la captación de TAG circulantes por parte del corazón y del tejido 

adiposo marrón (Wang, McNutt et al., 2015). 

Por otro lado, la expresión de ANGPTL4 se incrementa en 

situaciones de ayuno (Kersten et al., 2000), sobre todo para transportar los 

TAG hasta el tejido muscular, manteniendo el aporte energético ante la falta 

de ingesta de alimentos (Mattijssen y Kersten, 2012).  Analizando 

ANGPTL4 desde otra perspectiva, el descenso de sus niveles plasmáticos 

está asociado con una disminución de la presencia de TAG en plasma. 

Unas concentraciones elevadas de TAG plasmáticos están relacionadas 

con un aumento del riesgo cardiovascular, por lo que ANGPTL4 podría 

formar parte de la maquinaria encargada del control de estas patologías 

(Dewey et al., 2016; Musunuru y Kathiresan, 2016; Stitziel et al., 2016). La 

principal función de ANGPTL4 es asegurar el aporte energético a los 

tejidos, evitando su almacenamiento en el tejido adiposo. Los resultados 

obtenidos con respecto a su papel sobre la lipasa hepática no son 

concluyentes. 

A parte de esto, la expresión de ANGPTL3 y 4 puede verse 

modificada con la presencia de ciertos factores que estimulan o inhiben su 

producción. La expresión del ARN mensajero (ARNm) de ANGPTL3 se ve 

estimulada con el uso de agonistas del receptor nuclear LXR (receptor X 

hepático, “liver X receptor”); mientras que la activación de los receptores 

nucleares PPAR, la insulina, la leptina y la hormona tiroidea la inhiben. El 

aumento de AGL ya sea por una situación patológica, o por una restricción 
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prolongada de alimentos o por el ejercicio producen un incremento de la 

expresión del ARNm de ANGPTL4. Al igual que ANGPTL3, ANGPTL4 se 

reduce ante el aporte de insulina en cultivos celulares (Mattijssen y Kersten, 

2012). 

Gracias a la similitud, tanto en estructura como en función con la 

familia de ANGPTL, por consenso general finalmente se optó por 

denominar a betatrofina como ANGPTL8 en humanos, mientras que 

cuando nos queremos referir a la proteína en roedores debemos etiquetarla 

en minúsculas (Angptl8). Para referirnos al gen que la codifica debemos 

utilizar ANGPTL8 (Gray, Yates, Seal, Wright y Bruford, 2015). 

4.2. Estructura 

 ANGPTL8 es una proteína de 198 aminoácidos (figura 10) 

(UniProt, 2018). Posee un extremo N-terminal, al igual que otros dos 

miembros de su familia, ANGPTL3 y 4 (Siddiqa et al., 2016). Esta región 

posee un epítopo denominado SE1 (Epítopo específico 1, “Specific Epitope 

1”) descrito con anterioridad como el responsable de la inhibición de LPL 

por parte de ANGPTL3 y 4 (E. C. Lee et al., 2009). Siguiendo su secuencia 

de aminoácidos y sabiendo que existen similitudes entre ANGPTL8 con sus 

otras dos compañeras de familia, parece que su estructura secundaria es 

en forma de dos hélices, una de ellas desde el aminoácido 33 hasta el 136, 

y la otra desde el 144 hasta el 193 (figura 11) (Siddiqa et al., 2016). Queda 

por determinarse mediante cristalografía su estructura definitiva, así como 

también su relación con otras moléculas. 

M P V P A L C L L W A L A M V T R P A S A A P M G G P E L A Q H 

E E L T L L F H G T L Q L G Q A L N G V Y R T T E G R L T K A R N S L G L 

Y G R T I E L L G Q E V S R G R D A A Q E L R A S L L E T Q M E E D I L Q 

L Q A E A T A E V L G E V A Q A Q K V L R D S V Q R L E V Q L R S A W L 

G P A Y R E F E V L K A H A D K Q S H I L W A L T G H V Q R Q R R E M V 

A Q Q H R L R Q I Q E R L H T A A L P A 

Figura 10. Secuencia de 
aminoácidos de la proteína 
ANGPTL8 de humano obtenida 
desde UniProt (UniProt, 2018). 
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4.3. Expresión 

En ratón, esta proteína se expresa sobre todo en hígado y tejido 

adiposo marrón (Fu et al., 2013), aunque también puede ser localizada en 

otros tejidos, pero en menor cantidad, como es el caso del tejido adiposo 

subcutáneo y perigonadal, riñón e intestino delgado (P. Yi et al., 2013; R. 

Zhang, 2012). Otros estudios indican que el ARNm de Angptl8 se expresa 

sobre todo en tejido graso, tanto blanco como marrón, y en hígado, por 

encima del resto de tejidos (figura 12) (Ren et al., 2012). 

En humanos, su ARNm se expresa sobre todo en hígado, 

observándose gran diferencia con el resto de tejidos analizados (Ren et al., 

2012; P. Yi et al., 2013; R. Zhang, 2012). Sin embargo, otros estudios 

indican que, en humanos, ANGPTL8 es producida también en tejido 

adiposo blanco e incluso en el cerebro (figura 12) (Quagliarini et al., 2012). 

 

Figura 11. Predicción de la 
estructura terciaria de ANGPTL8 

mediante I-TASSER, teniendo en 
cuenta su acción sobre LPL 

(Siddiqa et al., 2016). 
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Estas diferencias son fáciles de entender si tenemos en cuenta que 

los niveles de ANGPTL8 son sensibles a cambios nutricionales. Las 

regiones donde se expresa, mayormente, son las principales zonas de 

metabolismo energético (R. Zhang y Abou-Samra, 2013). 

La producción de ANGPTL8 puede verse modificada por diferentes 

procesos que acontecen de manera fisiológica, así como también por la 

presencia de otras moléculas que estimulan o inhiben la síntesis de su 

ARNm. 

En cultivos primarios de adipocitos de ratón como de humanos, se 

observó que la insulina actuaba como un potenciador de la producción del 

ARNm de ANGPTL8 posiblemente a través de un aumento de la expresión 

de dos genes, CIDEC (“cell death-inducing DFFA-like effector c”) y PNPLA3 

(“patatin-like phospholipase domain-containing protein 3”), y de la 

disminución de los niveles de transcripción de PNPLA2 (“Patatin-like 

phospholipase domain-containing protein 2”). Además de esto, la 

Figura 12. Principales regiones productoras de ANGPTL8 en humanos y ratones. En ambos casos, la mayor concentración 
de ARNm de esta adipoquina se localiza a nivel hepático, siendo la principal estructura responsable de los niveles plasmáticos 
de ANGPTL8. 

Tejido adiposo marrón 
interescapular 

Hígado 

Tejido adiposo blanco Tejido adiposo marrón 
perirrenal 

Tejido adiposo marrón 
periaórtico 

Tejido adiposo marrón 
intercostal 

Tejido adiposo marrón 
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administración de glucosa por sí sola no producía alteraciones de los 

niveles de ANGPTL8, sino que era necesaria la presencia de insulina en 

los cultivos para desencadenar el incremento en su expresión. Se 

estudiaron también otros agentes, como dibutiril-cAMP, forskolina, 

isoprenalina y dexametasona, todos ellos estimuladores de la lipólisis 

mediada por la proteína quinasa A (PKA, “protein kinase A”), quienes 

suprimieron la expresión del ARNm.  Esto podría indicar que ANGPTL8 

participa en diferentes procesos de regulación en los adipocitos (Ren et al., 

2012). Una situación similar se observó en una línea celular derivada de 

hepatocitos, donde la insulina y la glucosa aumentaban la expresión del 

ARNm de ANGPTL8. Además, la presencia de ANGPTL8 potenció la 

acción de la insulina sobre estas células, participando en la homeostasis de 

la glucosa al promover la síntesis de glucógeno e inhibir la 

gluconeogénesis, posiblemente mediante la activación de la proteína 

quinasa B (PKB, “protein kinase B”) (Rong Guo et al., 2015). 

Han sido atribuidas numerosas funciones a la hormona tiroidea, 

como mediadora del crecimiento y diferenciación celular, y la homeostasis, 

entre otras. Participa también en la homeostasia lipídica en el hígado, 

regulando la transcripción de diferentes genes relacionados con el 

metabolismo lipídico. Se ha demostrado que es capaz de modificar la 

expresión del ARNm de ANGPTL8 en cultivo de células hepáticas (Tseng 

et al., 2014). 

El embarazo es otra situación desencadenante de un aumento de 

la expresión de angptl8 (P. Yi et al., 2013). En roedores, en etapas tardías 

de embarazo, aumentaron los niveles plasmáticos de TAG y colesterol no 

asociado a HDL, mientras que las concentraciones de HDL se redujeron 

(Sweeney, Moser, Shigenaga, Grunfeld y Feingold, 2006). En humanos, 

también se han visto modificaciones, tanto del nivel de TAG, como de 
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colesterol total en diferentes etapas de gestación (Mazurkiewicz et al., 

1994). 

Es posible que la expresión de ANGPTL8 esté controlada por otra 

hormona de reciente descubrimiento, irisina, de origen muscular y capaz de 

transformar el tejido adiposo blanco en tejido adiposo marrón (Bostrom et 

al., 2012). Todo apunta a la activación de MAPK p38 por las especies 

reactivas de oxígeno desencadenan la acción de PGC-1α (“peroxisome 

proliferator-activated receptor γ co-activator 1 α”), aumentando la 

producción de irisina, y estimulando la producción de ANGPTL8 (Y. Zhang 

et al., 2014). 

La síntesis de ANGPTL8 depende de algunos factores. En cultivos 

de adipocitos, la administración de TNFα reduce los niveles de transcripción 

de esta proteína. Se piensa que esto se debe a una reducción de PPARγ, 

uno de los principales reguladores de la adipogénesis. Tras el bloqueo de 

la producción de PPARγ se observó un descenso significativo de angptl8, 

sin que se viera afectada la maduración de los adipocitos (Ren et al., 2012). 

La expresión de angptl8 se puede modificar ante situaciones de 

estrés. La ausencia de histidina produjo un incrementó significativamente 

la expresión de angptl8, de una manera dependiente del tiempo; a mayor 

tiempo de deprivación, mayor fue la expresión de angptl8. Esto se corroboró 

también con experimentos in vivo, en modelos murinos a los que se les 

sometía a situaciones de estrés, como la exposición al frío y una 

hiperglucemia inducida por estreptozocina. De igual manera que lo 

observado en los cultivos celulares, la expresión de angptl8 se incrementó 

tanto en hígado como en tejido adiposo (Y. Zhang et al., 2016). 

También se ha observado que podría existir un mecanismo de 

retroalimentación del control de expresión de ANGPTL8. El aumento de la 
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producción de los genes que codificaban angptl8 en ratones envejecidos 

produjo un descenso de la producción final de angptl8 (Cox et al., 2015). 

4.4. Localización celular 

ANGPTL8 se localiza en forma de pequeñas vesículas distribuidas 

por el citoplasma celular. Estas estructuras suelen ser inferiores a 1 µm, y 

las de mayor tamaño (1-2 µm) parecen no estar totalmente llenas de esta 

proteína. Generalmente éstas últimas están relacionadas con las vías de 

degradación lipídicas. Suelen estar asociadas a proteínas de membrana 

relacionadas a su vez con a lisosomas y perilipinas (Tseng et al., 2014).  

4.5. Concentración plasmática 

Después de su producción, ANGPTL8 puede desempeñar su 

acción local, o también puede ser drenada al torrente sanguíneo. Es posible 

que circule a través de él como parte de un complejo molecular de gran 

tamaño, junto con lipoproteínas del tipo LDL y HDL (Quagliarini et al., 2012). 

Existen discrepancias sobre la concentración de ANGPTL8 en plasma en 

situaciones normales. Diferentes estudios han demostrado que la 

concentración plasmática media en individuos normopeso y no diabéticos 

varía desde 0,2 ng/ml (Abu-Farha et al., 2016) hasta 45ng/ml (Gomez-

Ambrosi et al., 2014). 

Se han observados diferencias en los niveles plasmáticos de 

ANGPTL8 con respecto al sexo en humanos. La concentración sérica de 

ANGPTL8 en mujeres adultas es de 34,1 ± 20,1 ng/ml, frente a los 21,1 ± 

16,0 ng/ml en varones adultos (Gomez-Ambrosi et al., 2014). En niños 

menores de 8 años, los niveles plasmáticos de ANGPTL8 fueron mayores 

en varones que en mujeres (0,37 ± 0,03 ng/ml vs. 0,29 ± 0,02 ng/ml) (Wu 

et al., 2016). 
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4.6. Receptor 

La familia de ANGPTL es considerada como un grupo de ligandos 

huérfanos ya que no se han descrito receptores específicos para sus 

miembros (Hato, Tabata y Oike, 2008). 

Sí que existe evidencia de la afinidad de algunos de sus miembros 

a unirse a diferentes receptores. Los receptores tirosín quinasa de las 

células endoteliales son receptores transmembrana que se expresan 

predominantemente en las células del endotelio vascular y en algunas 

células hematopoyéticas. Su función principal es el control del intercambio 

de elementos a través de la membrana de los capilares. ANGPTL3 y 4 son 

capaces de fosforilar el receptor tirosín quinasa 2 de las células endoteliales 

(Kim et al., 1999). 

Otra posible diana de las proteínas de la familia ANGPTL se 

encuentra en las células madre hematopoyéticas. El receptor similar a la 

inmunoglobulina de los leucocitos tipo B2 (LILRB2), localizado en células 

madre hematopoyéticas, tanto en humanos como en ratones, actúa como 

un potente inhibidor de la respuesta inmune funcionando como 

controladores de inflamación a través de su unión con las ANGPTL (Zheng 

et al., 2012).  

4.7. Metabolismo lipídico 

Todo indica que ANGPTL8 participa en el metabolismo lipídico, ya 

sea en situaciones fisiológicas como el ayuno o la ingesta, así como 

también es situaciones patológicas como es el caso de la presencia de 

obesidad.  

En los experimentos iniciales con angptl8, se observó que la 

expresión de su ARNm se veía modificada en ratones con variaciones de 

la dieta, tanto a nivel hepático como del tejido adiposo blanco y marrón. 
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Tras someter a los animales a un aumento de la ingesta de grasas y de 

sacarosa, los niveles de angptl8 en estos tejidos aumentaron, siendo 

significativamente mayores en hígado y tejido adiposo marrón. El aumento 

observado en tejido adiposo blanco no fue significativo estadísticamente. 

Estas dos regiones donde se observaron aumentos en la expresión del 

mensajero de angptl8 son tejidos que, en situaciones normales, expresan 

la mayor cantidad de esta proteína (Fu et al., 2013; Ren et al., 2012; Wang 

et al., 2013; R. Zhang, 2012). En modelos animales genéticamente obesos, 

también se observó un aumento de la expresión de angptl8 en hígado y en 

tejido adiposo blanco (Ren et al., 2012). Estos datos sugieren que esta 

proteína podría tener un papel importante en el metabolismo de los ácidos 

grasos. 

La presencia de ANGPTL8 en el tejido adiposo marrón ha sido 

observada por varios grupos, y la relación de este tejido con la 

termorregulación nos hace pensar que esta proteína podría estar 

relacionada en este proceso. De hecho, tras someter a bajas temperaturas 

a ratones, se pudo observar un aumento de la expresión del ARNm de 

angptl8 en el tejido adiposo marrón de estos animales (Fu et al., 2013). 

Analizando otros miembros de la familia de ANGPTL, el frío produjo un 

descenso en la producción de angptl4 en el tejido adiposo marrón, y un 

aumento en el tejido adiposo blanco. Este hecho indicaría que se está 

asegurando el aporte energético en el tejido adiposo marrón para la 

producción de calor (Dijk et al., 2015). 

En ratones donde se produjo la deleción del gen que codifica 

angptl8 se observaron modificaciones en cuanto a la ganancia de peso y 

en la masa grasa de estos animales a lo largo del desarrollo, sin que esto 

supusiese una alteración del desarrollo normal. A los ratones que no 

producían esta proteína les costó más ganar peso que a los controles, 

estando ambos bajo las mismas condiciones dietéticas. Este hecho fue 
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acompañado de una reducción en la acumulación de tejido adiposo, sobre 

todo a partir de la semana 20. Además, los niveles séricos de TAG fueron 

significativamente menores en los ratones con la deleción en comparación 

con los controles. Ese descenso se debió, sobre todo, a la disminución de 

los niveles de VLDL, y no por el colesterol como en el caso de la deleción 

de los genes codificantes de angptl3 (Koishi et al., 2002; Wang et al., 2013). 

En humanos se observó que la expresión de ANGPTL8 en plasma 

se modificaba en situaciones de ayuno y de alimentación. Tras 12 horas sin 

ingerir alimentos, la presencia de ANGPTL8 disminuyó volviendo a 

recuperarse tras 3 horas de ingesta (Quagliarini et al., 2012). Actualmente, 

toda la evidencia indica que el equilibrio del metabolismo lipídico controlado 

por las ANGPTL viene dado por el mantenimiento del balance de la 

expresión de ANGPTL3, 4 y 8 en estados de ayuno, de aporte de nutrientes, 

ejercicio físico y exposición a frío (figura 13) (R. Zhang, 2016). 

Otro dato a tener en cuenta es que la sobreexpresión de angptl8 

ocasionó un aumento en el nivel de TAG en plasma, pero gracias a la 

presencia de angptl3. En ratones donde se eliminó la producción de 

angptl3, este incremento de TAG no ocurrió. Por tanto, en presencia de 

angptl3, se podría considerar que angptl8 participa en la hidrólisis de TAG 

(Quagliarini et al., 2012). 

En humanos, existe una gran discrepancia respecto a las posibles 

relaciones entre los niveles plasmáticos de ANGPTL8 con las variables 

destinadas al análisis del estado nutricional de los individuos. La gran 

mayoría de artículos defiende que esta proteína está relacionada de 

manera positiva con los niveles de TAG, y negativamente con HDL, 

determinando que ANGPTL8 aumenta a medida que empeora el perfil 

lipídico, asociado a obesidad (Calan et al., 2016; Chung et al., 2016; Fenzl 

et al., 2014; Y. H. Lee et al., 2016; von Loeffelholz et al., 2017). Dado que 
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la función principal atribuida a esta proteína, como a otros miembros de su 

familia (ANGPTL3 y 4), es la inhibición de LPL (Koster et al., 2005; Peloso 

et al., 2014), es probable, que el aumento de ANGPTL8 a nivel sérico de 

los pacientes obesos esté relacionado con la inhibición de esta enzima, ya 

que esta patología está asociada a aumentos de la actividad de LPL a nivel 

del tejido adiposo (Ong y Kern, 1989).  

Sin embargo, estas afirmaciones requieren de mayor estudio 

debido a las diferencias observadas por algunos autores que determinan 

Figura 13. Metabolismo lipídico mediado por tres de los miembros de la familia de las ANGPTL: ANGPTL3, 4 y 8. A: En 
situaciones de ayuno, ANGPTL4 toma el control. Bloquea la actividad de LPL a nivel del tejido adiposo, favoreciendo el aporte 
de ácidos grasos a los tejidos periféricos. B: Tras la ingesta, ANGPTL3 y 8 bloquean la actividad de LPL a nivel muscular sin 
afectar la actividad de esta enzima a nivel del tejido adiposo, permitiendo el almacenamiento de ácidos grasos en el interior 
del adipocito. 

A 

B 

Actividad de LPL 
bloqueada 

Actividad de LPL normal Triglicérido Ácido graso 

ANGPTL3 ANGPTL4 ANGPTL8 

Tejido adiposo blanco Capilar Músculo 

Tejido adiposo blanco Capilar Músculo 
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que esta relación entre ANGPTL8 plasmática y las variables indicadoras de 

empeoramiento del perfil lipídico es negativa, presentando los obesos un 

descenso en los niveles séricos de esta proteína (Barja-Fernandez et al., 

2015; Ejarque et al., 2017; Gomez-Ambrosi et al., 2014; Pascual-Corrales 

et al., 2016). 

4.8. Metabolismo glucídico 

Se ha relacionado a angptl8 con el aumento de la proliferación de 

células β pancreáticas. Mediante PCR cuantitativa del ARNm que la 

codifica, en ratones se observó un aumento de dichas células tras la 

utilización de un agonista del receptor insulínico, presentando un aumento 

de la expresión de angptl8 en hígado y tejido adiposo blanco. De la misma 

manera, tras analizar un modelo animal de DM2, se observó un aumento 

de la expresión de esta proteína. Sin embargo, tras la depleción específica 

de las células β pancreáticas mediante el uso de toxinas de difteria, se pudo 

observar un aumento de la proliferación de las mismas sin que existieran 

modificaciones de la expresión del ARNm de angptl8. Todo ello parecía 

indicar que la expresión de angptl8 en hígado y en tejido adiposo 

contribuían a la proliferación de las células β en respuesta a cambios 

fisiológicos, y no por daño directo del tejido pancreático. Como la propia 

resistencia insulínica puede desencadenar un aumento en la proliferación 

de células β, cabría pensar que la acción de angptl8 se desencadenaría 

tras la aparición de dicha resistencia. Sin embargo, tras la estimulación de 

la proliferación después de la inyección de estimuladores de producción de 

angptl8, se comprobó que no es dependiente de la existencia de resistencia 

a la insulina (P. Yi et al., 2013).  

Estudios posteriores observaron que la administración exógena en 

páncreas de rata, junto con el uso de un promotor modificado de insulina, 

ocasionaba un aumento de la proliferación de las células β pancreáticas sin 
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desencadenar hipertriacilglicerolemia. Esta proliferación fue disminuyendo 

con la edad como cabría esperar, debido a la pérdida de funcionalidad de 

estas células a lo largo del proceso de envejecimiento (J. Chen et al., 2015). 

Posteriormente se utilizó un modelo de ratón que no expresaba los 

genes que codificaban angptl8 para valorar si aparecía algún cambio en la 

homeostasia de la glucosa. Al contrario de lo que se podía esperar, no 

aparecieron modificaciones significativas en los niveles plasmáticos de 

glucosa e insulina. Los valores fueron similares a los observados en los 

controles. Además, el mantenimiento de una dieta rica en grasas durante 

11 semanas incrementó la proporción insulina/glucosa de una manera 

significativa, pero tanto en el grupo control como en el que no expresaba 

angptl8. Esto indicaba que la presencia de angptl8 durante el crecimiento 

del ratón no es esencial para el normal desarrollo de las células β 

pancreáticas ni para el mantenimiento de la homeostasia de la glucosa 

(Gusarova et al., 2014; Wang et al., 2013). Siguiendo esta línea, el grupo 

de Gusarova estudió el grado de proliferación en este modelo animal que 

no expresaba los genes que codifican angptl8 usando S961, el mismo 

antagonista del receptor insulínico utilizado por Melton (P. Yi et al., 2013). 

La proliferación de las células β pancreáticas aumentó incluso con la 

deleción de los genes de angptl8. Además, la administración de agentes 

que producían una sobre-expresión de dicha proteína no produjo cambios 

en la tolerancia a la glucosa, ni modificaciones del área de las células β 

pancreáticas (Gusarova et al., 2014).  

En respuesta a esto, el grupo de Melton informó que en sus 

resultados existía una gran dispersión en los valores que indicaban la 

replicación de las células β pancreáticas, acompañada de un aumento de 

los niveles plasmáticos de angptl8 (P. Yi, Park y Melton, 2014). Para hacer 

más consistente esta idea, la sobre-expresión de angptl8 en ratón tampoco 

produjo modificaciones en los niveles de glucosa en comparación con 
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animales control (Cox et al., 2015). Otro estudio observó que la 

administración exógena de esta proteína directamente en el hígado de 

ratón no incrementaba la proliferación de las células β pancreáticas. 

Incluso, la administración de angptl8 a un cultivo de una línea celular de 

células β no mostró diferencias en cuanto a la proliferación con respecto a 

los controles (Y. Zhang et al., 2016). 

Para valorar si este proceso ocurría en humanos, se trasplantaron 

islotes pancreáticos humanos bajo la cápsula de uno de los riñones de un 

modelo animal de ratón susceptible a este inductor. Posteriormente, 

utilizando el inductor de resistencia insulínica del grupo de Melton, se valoró 

si las células β de estos islotes pancreáticos estaban o no en proliferación, 

y en qué proporción. Se comprobó que existía hiperglucemia y un aumento 

de la expresión del ARNm de angptl8 en el riñón de estos animales, al igual 

que en los estudios iniciales. Sin embargo, no se observaron 

modificaciones significativas de la producción de esta proteína en tejido 

adiposo blanco ni en gónadas. En el grupo considerado control (aquel al 

cual a sus miembros no se les había trasplantado islotes humanos) se 

observó que existía un aumento significativo de la proliferación de las 

células β pancreáticas. Al contrario de lo que cabría esperar, esta gran 

proliferación no se observó en el grupo trasplantado. Esto mostraba que 

angptl8 no participaba en los procesos proliferativos de las células β 

pancreáticas de una manera directa, sino que podría estar activando otra 

vía que cumpliese tal función (Jiao, Le Lay, Yu, Naji y Kaestner, 2014). 

Siguiendo esta línea, la sobre-expresión de angptl8 en ratón, tampoco 

reveló un aumento de la proliferación de las células β pancreáticas, ni 

tampoco un incremento del área de las mismas, tanto en ratones jóvenes 

como envejecidos (Cox et al., 2015).  
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Se ha indicado que en pacientes con DM2, los niveles plasmáticos 

de ANGPTL8 aumentaban con respecto a un grupo no diabético, sin que 

existiesen diferencias significativas respecto al IMC (Abu-Farha, Abubaker, 

Al-Khairi et al., 2015; Chen, Susanto, Chuang, Liu y Wang, 2016; Gao et 

al., 2015; Ghasemi, Tavilani, Khodadadi, Saidijam y Karimi, 2015; Xie et al., 

2015; M. Yi et al., 2015). En algunos casos, se pudo relacionar 

estadísticamente valores elevados de ANGPTL8 en plasma con signos de 

resistencia insulínica y de pérdida de masa de células β pancreáticas. Para 

ello se usaron diferentes indicadores de tales sucesos como los índices 

HOMA (“Homeostatic Model Assessment”) (X. Chen et al., 2015; Espes, 

Martinell y Carlsson, 2014; Fu et al., 2014; Gao et al., 2015; Yamada et al., 

2015).  

En otros estudios, también se observó un aumento en los niveles 

de ANGPTL8 en pacientes diabéticos, aumentando con la edad de los 

sujetos, pero sin relacionarlo con una resistencia periférica a la insulina, 

IMC o niveles plasmáticos de TAG (Abu-Farha, Abubaker, Noronha et al., 

2015). Este aumento sérico de ANGPTL8 también se hace presente en 

estadios tempranos del desarrollo de diabetes (Hu et al., 2014). Lo que 

todavía no está claro es la relación entre el aumento de ANGPTL8 en 

pacientes con DM2 con el aumento de la resistencia insulínica. En 

pacientes diabéticos tipo 2 a los que se les administró glucagón intravenoso 

con el objetivo de aumentar la producción de insulina, no se observó 

aumento de ANGPTL8 en plasma, sino que descendió proporcionalmente 

a la liberación de insulina, sin observarse modificaciones significativas con 

respecto al nivel de TAG en plasma (Tokumoto et al., 2015).  

Otro indicador de un correcto funcionamiento de las células β 

pancreáticas en cuanto a la producción de insulina es el nivel plasmático 

del péptido C. Es un parámetro utilizado en pacientes diabéticos, en donde 
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también se analizó ANGPTL8, sin observarse relación alguna entre ellos 

(Abu-Farha, Abubaker, Noronha et al., 2015). 

De las complicaciones de la DM2 destaca la nefropatía diabética. 

Precisamente, uno de los indicadores de avance de esta enfermedad, el 

cual nos informa sobre el estado nutricional del individuo, es la excreción 

de albúmina a través de la orina. Se ha observado que los niveles de 

ANGPTL8 plasmáticos podrían estar relacionados con los niveles de 

eliminación de albúmina. A mayor albuminuria, mayor es la presencia de 

ANGPTL8 en el plasma (Chen et al., 2016). 

Sin embargo, otros grupos de investigación aseguraron que no se 

producían alteraciones significativas de los niveles plasmáticos de 

ANGPTL8 en pacientes obesos y diabéticos tipo 2 con respecto a individuos 

controles, pero sí que podría llegar a existir una posible relación entre 

metabolismo lipídico con niveles séricos de ANGPTL8 (Fenzl et al., 2014). 

Estudios en poblaciones asiáticas no mostraron diferencias 

relacionadas con los niveles plasmáticos de ANGPTL8 en pacientes con 

DM2 ni en obesos. Sin embargo, las diferencias sí fueron significativas en 

los individuos con sobrepeso, presentando además una correlación entre 

ANGPTL8 con los parámetros indicadores resistencia insulínica. 

Contrariamente a lo que se podría esperar, esta relación no se mantuvo en 

los individuos obesos a pesar de presentar una mayor resistencia insulínica 

(Guo et al., 2015). 

También se han observado modificaciones de los niveles 

plasmáticos de pacientes con DM1. La presencia de ANGPTL8 en plasma 

es significativamente mayor en estos pacientes que en un grupo control, sin 

observarse cambios de los niveles de TAG, LDL y HDL, ni del IMC (Espes, 

Lau y Carlsson, 2014; Yamada et al., 2015). 
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Para añadir más controversia a las diferencias observadas en 

cuanto a las variaciones de la expresión de ANGPTL8, otros autores 

aseguran que los niveles plasmáticos de esta proteína se reducen en 

patologías de obesidad y DM2 (Gokulakrishnan et al., 2015; Gomez-

Ambrosi et al., 2014). 

El grupo de Melton observó un aumento de los niveles plasmáticos 

de angptl8 de ratones hembra gestantes con respecto a un grupo control. 

El primer grupo presentaba cifras 20 veces mayores que las presentes en 

los controles (P. Yi et al., 2013). Además, los niveles de ANGPTL8 estaban 

aumentados en casos de mujeres con diabetes gestacional, siendo superior 

a los presentes en mujeres embarazadas normoglucémicas, sin que 

existiese correlación con los índices de resistencia insulínica ni con los 

valores de IMC. Con respecto a los valores de TAG y de colesterol total, sí 

que guardaron una correlación significativa con los niveles de ANGPTL8 

plasmáticos como era de esperar (Trebotic et al., 2015; Wawrusiewicz-

Kurylonek et al., 2015). 

Se ha observado que, en pacientes con cirrosis, aparte de 

presentar una resistencia periférica a la insulina importante, se 

incrementaba la sensibilidad a la glucosa por parte de las células β 

pancreáticas. Siguiendo esta línea, se estudió el nivel plasmático de 

ANGPTL8 en estos pacientes en comparación con un grupo considerado 

control sin esta patología. La concentración de ANGPTL8 fue mayor en los 

pacientes cirróticos. No se estableció ninguna relación entre los niveles 

plasmáticos de ANGPTL8 con los indicadores de resistencia insulínica, ni 

tampoco con las variables de evaluación del metabolismo lipídico en estos 

pacientes. (Arias-Loste et al., 2015).  

 

 



 

 

INTRODUCCIÓN 

50 Leonardo Andrés Catalano Iniesta 

4.9. ANGPTL como dianas terapéuticas 

La relación establecida entre los miembros de la familia de 

ANGPTL con el metabolismo de TAG establece una posible diana 

terapéutica para el control de patologías asociadas a su desequilibrio, tanto 

patologías coronarias como metabólicas. Los estudios realizados hasta el 

momento establecen las bases para el desarrollo de fármacos útiles para 

tal fin. 

Las principales investigaciones hasta el momento tienen como 

objetivo el control o el bloqueo de las proteínas ANGPTL3 y 4. Sobre 

ANGPTL3 se están desarrollando anticuerpos que bloquean su acción. 

Como consecuencia de esto, se observaron descensos de los niveles 

plasmáticos de lípidos. Estos experimentos se han realizado tanto en 

modelos animales (ratones y monos) (Gusarova et al., 2015), como en 

humanos (Graham et al., 2017). Los resultados obtenidos en los 

experimentos que se realizaron sobre ANGPTL4 no fueron del todo 

concluyentes. Consiguieron reducir la concentración plasmática de TAG en 

ratones y monos, sin embargo, aparecieron en algunos casos 

complicaciones relacionadas con patologías como ascitis o caquexia 

(Dewey et al., 2016) observadas en ratones con deleción de los genes que 

codifican ANGPTL4 (Lichtenstein et al., 2010).  

La idea de desarrollar fármacos destinados al control de la 

expresión de ANGPTL8, así como también de moléculas que bloqueen o 

estimulen su acción, es todavía un poco prematura. Se debe hacer hincapié 

en comprender el proceso de producción de esta proteína, así como en su 

mecanismo de acción para poder determinar qué pasos son susceptibles 

de manipulación para el control, sobre todo, del metabolismo lipídico.  
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
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1. Justificación 

Como hemos señalado en la Introducción, ANGPTL8 está 

involucrada en el metabolismo lipídico, principalmente por su papel en la 

inhibición de LPL. Sin embargo, las discrepancias relacionadas con las 

modificaciones que provocan patologías como obesidad y diabetes, ya sea 

a nivel plasmático como del tejido adiposo, exigen un análisis más profundo 

del papel de esta proteína en enfermedades metabólicas.  

El verdadero interés por ANGPTL8 surgió tras otorgarle 

propiedades proliferativas sobre las células β pancreáticas en modelos 

animales, pensando que podría tener efectos beneficios para los individuos 

diabéticos (P. Yi et al., 2013). Tras diferentes investigaciones realizadas por 

otros grupos se consideró que dicha afirmación estaba sujeta a diferentes 

interpretaciones y que eran necesarias más evidencias para considerarla 

como un agente proliferador de las células β pancreáticas (Gusarova et al., 

2014; Y. Wang et al., 2013). 

A su vez, no existe un consenso en la determinación de los valores 

plasmáticos considerados basales de esta proteína, como tampoco en las 

modificaciones que se producen en presencia de obesidad (S. Li et al., 2016). 

Algunos autores afirman que esta patología está asociada con un aumento de 

la concentración plasmática de ANGPTL8 (Abu-Farha, Sriraman et al., 2016; 

Guo et al., 2016; von Loeffelholz et al., 2017), mientras otros defienden que se 

observa un descenso (Ejarque et al., 2017; Maurer et al., 2016). 

Para continuar con el desconcierto, los estudios destinados al análisis 

de esta proteína en pacientes diabéticos tampoco logran determinar unas 

conclusiones claras, existiendo trabajos que describen un aumento de la 

concentración plasmática de ANGPTL8 (Liu et al., 2016), un descenso 

(Gomez-Ambrosi et al., 2014), o incluso, que no se producen modificaciones 

en individuos con alteración del perfil glucémico (H. Wang et al., 2016). 
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

2. Objetivos 

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo general de este trabajo 

fue investigar las posibles variaciones en la concentración plasmática de 

ANGPTL8, así como en su expresión en tejido adiposo visceral humano de 

pacientes obesos.  

Para ello, se establecieron los siguientes objetivos específicos: 

1. Establecer si existen modificaciones en los niveles plasmáticos 

de ANGPTL8 en relación con el IMC en pacientes de ambos 

sexos.  

2. Determinar en los grupos de estudio los cambios en la 

expresión y/o en la producción de ANGPTL8 a nivel del tejido 

adiposo visceral.  

3. Valorar la relación de ANGPTL8 con el metabolismo lipídico, 

así como su efecto directo sobre adipocitos aislados.  

4. Analizar la asociación de ANGPTL8 con la homeostasis 

glucídica y la influencia de metformina en su expresión a nivel 

del tejido adiposo visceral. 
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1. Aspectos generales 

El diseño experimental aplicado a este trabajo fue minuciosamente 

revisado con la finalidad de obtener unos resultados fiables y, además, con 

el objetivo de posibilitar la reproducción de los protocolos utilizados, 

continuando así con la investigación sobre el papel de ANGPTL8 en el 

metabolismo lipídico, más allá de la consecución de esta tesis. 

La realización de esta tesis está enmarcada dentro de varios 

proyectos, concretamente, “Estudio de la hormona Betatrofina en pacientes 

diabéticos y obesos para su posible utilidad en un nuevo enfoque 

terapéutico en la Diabetes. (Referencia: BIO/SA49/14)”, y “Análisis de la 

autofagia en el tejido adiposo como base para nuevas aproximaciones 

terapéuticas a la diabetes mellitus tipo 2. (Referencia: BIO/SA70/13)”, 

ambos financiados por la Consejería de Sanidad de la Junta de Castilla y 

León, así como el proyecto “Identificación de la ANGPTL-8 (betatrofina) en 

el tejido adiposo humano y su participación en el metabolismo lipídico. 

Modulación farmacológica de sus efectos y posibles repercusiones en 

terapéutica. (Referencia: 2017/00103/001)”, financiado por la Universidad 

de Salamanca.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

58 Leonardo Andrés Catalano Iniesta 

MATERIALES Y MÉTODOS 

2. Pacientes incluidos en el estudio 

Las muestras humanas, tanto de tejido adiposo visceral como de 

sangre, fueron obtenidas por personal del Hospital Universitario de 

Salamanca. El diseño experimental para desarrollar esta tesis doctoral se 

realizó cumpliendo con la Declaración de Helsinki de la Asamblea Médica 

Mundial sobre Principios éticos para las investigaciones médicas en seres 

humanos, y sus posteriores enmiendas, así como también con la normativa 

europea (2010/63/EU) y la legislación española relacionada (RD 53/2013 y 

RD 1090/2015). Además, todos los protocolos fueron aprobados 

previamente por el Comité Ético de Investigación Clínica (CEIC) del Instituto 

de Investigación Biomédica de Salamanca (IBSAL) (Anexo 1). Asimismo, 

los participantes en el estudio fueron informados previamente respecto al 

objetivo y los procedimientos del estudio, para obtener su preceptivo 

consentimiento, según el modelo de consentimiento informado indicado en 

el Anexo 2 aprobado por el CEIC, como requisito indispensable para llevar 

a cabo los procedimientos experimentales con pacientes. 

Como criterios de inclusión, el paciente debía ser mayor de edad 

y, previamente, debía haber sido valorado por el servicio de Cirugía General 

y del Aparato Digestivo del Hospital Universitario de Salamanca, 

responsables de determinar si indicaba una intervención quirúrgica. 

Inicialmente, los individuos incluidos dentro del grupo obesidad fueron 

pacientes con indicación de cirugía bariátrica debido al deterioro del estado 

de salud comprometido relacionado con su grado de obesidad. Los 

pacientes incluidos en el grupo control fueron individuos que presentaron 

indicación de cirugía abdominal sin que ésta estuviese relacionada 

directamente con el control del peso como, por ejemplo, la necesidad de 

apendicectomía laparoscópica. 
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Los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusión, pero 

que tuvieron desórdenes psicológicos y/o cognitivos, con educación 

limitada y/o que no fueron capaces de comprender los procedimientos a 

realizar o el consentimiento informado, que fueron diagnosticados de 

enfermedades crónicas con proceso inflamatorio y/o cáncer, 

inmunodeprimidos, o en tratamiento de diálisis fueron eliminados del 

estudio. 

De la misma manera, los pacientes que no tuvieron correctamente 

cumplimentado los documentos del consentimiento informado y/o que no 

estuvieron firmados, así como también los individuos que estaban 

participando o que, de manera programada, fueran a participar en ensayos 

clínicos durante el periodo de consecución de este proyecto, fueron 

excluidos del estudio. 

3. Clasificación de los pacientes 

El primer criterio de clasificación que se tuvo en cuenta fue el sexo, 

debido a las diferencias derivadas a nivel del ambiente hormonal de los 

individuos. Como ya se ha descrito durante la introducción, la distribución 

del tejido adiposo, así como también el metabolismo lipídico presenta 

dimorfismo sexual, por lo que fue un hecho que se tuvo en consideración. 

Siguiendo los objetivos de este estudio, se clasificó a los pacientes 

atendiendo a su estado nutricional determinado por el IMC, según la 

fórmula aceptada por la Organización Mundial de la Salud (OMS) para el 

diagnóstico y control de la obesidad (WHO, 2018). El IMC se obtiene 

dividiendo el peso del individuo en kilogramos entre el cuadrado de su altura 

en metros (tabla 2).  



 

 

 

60 Leonardo Andrés Catalano Iniesta 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Debido al escaso número de pacientes controles que formaron 

parte del estudio fue necesaria una simplificación de la clasificación. En 

este sentido, se consideró miembro del grupo control a aquellos individuos 

que presentaron un IMC menor de 30,00; aquellos pacientes que 

presentaron cifras iguales o superiores a 30,00 formaron parte del grupo 

obesidad (tabla 3). 

Otro parámetro registrado fue el perímetro abdominal, indicador de 

la acumulación de tejido adiposo a nivel abdominal. Siguiendo las 

recomendaciones de la OSM, se consideró como individuos sin riesgo a un 

perímetro abdominal en mujeres inferior a 88cm y en varones inferior a 

102cm. A partir de estas cifras, el riesgo de patologías asociadas con la 

obesidad aumenta (WHO, 2008). 

En ocasiones, fue conveniente incluir otros parámetros para una 

adecuada clasificación. Así, al valorar el perfil lipídico o glucídico de los 

pacientes fue preciso tener en consideración el tratamiento al que estaban 

sometidos. Para ello, se recogió el tratamiento de cada paciente en el 

momento de la intervención quirúrgica teniendo en cuenta los efectos de 

Clasificación IMC 
Bajo peso <18,50 

Delgadez severa <16,00 
Delgadez moderada 16,00 – 16,99 
Delgadez leve 17,00 – 18,49 

Normopeso 18,50 – 24,99 
Sobrepeso 25,00 – 29,99 
Obeso ≥30,00 

Obesidad leve 30,00 – 34,99 
Obesidad media 35,00 – 39,99 
Obesidad mórbida ≥40,00 

 

Tabla 2. Clasificación del estado 
nutricional de los individuos, 
atendiendo a su índice de masa 
corporal (IMC). 

Grupo IMC 
Control <30,00 
Obesidad ≥30,00 

 

Tabla 3. Clasificación de los 
pacientes incluidos en el estudio, 
atendiendo a su índice de masa 
corporal (IMC). 
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los principios activos de los mismos. De esta manera, los pacientes fueron 

clasificados en base a si estaban o no bajo tratamiento modificador del perfil 

lipídico o modificador de la homeostasia de la glucosa. 

4. Muestras 

Los pacientes previamente seleccionados, siguiendo los criterios 

expuestos anteriormente, fueron sometidos a una intervención quirúrgica 

abdominal laparoscópica bajo anestesia espinal, en el Hospital 

Universitario de Salamanca. Durante la intervención, se escindió un trozo 

de tejido adiposo cercano al epiplón, conocido también como tejido adiposo 

omental, y se incluyó en una solución salina estéril (NaCl al 0,9%) en un 

recipiente de muestras biológicas humanas correctamente rotulado. Al 

mismo tiempo se obtuvo una muestra de sangre en un tubo sin 

anticoagulante. 

Inmediatamente, ambas muestras fueron transportadas hasta el 

laboratorio de Farmacología de la Facultad de Medicina, Universidad de 

Salamanca, para ser procesadas. 

Respecto a la muestra de tejido adiposo, tras varios lavados en 

solución salina, generalmente se dividió en fragmentos para poder realizar 

diferentes experimentos, siempre teniendo en cuenta el volumen recibido 

del Hospital. Un pequeño trozo se congeló en nitrógeno líquido y se 

almacenó a -80ºC con el fin de determinar a posteriori mediante Western 

blot la presencia de determinadas proteínas a caracterizar. Otro fragmento 

del tejido se fijó con formaldehido al 4%, para luego incluirlo en parafina y 

cortarlo para después destinarlo a estudios inmunohistoquímicos, así como 

a hibridación in situ (con el fin de valorar la presencia del ARNm de 

ANGPTL8). En algunas ocasiones, se reservó otro fragmento de tejido 

adiposo fresco para realizar cultivos de explantes; puntualmente, y 

dependiendo del volumen de tejido disponible, se aislaron los adipocitos 
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con la finalidad de valorar la actividad lipolítica de los mismos, utilizando 

diferentes sustancias, que detallaremos posteriormente. 

La muestra sanguínea se centrifugó a 1500 g, durante 20 minutos 

a 4ºC, con la finalidad de separar el plasma de la fase celular. Las muestras 

de plasma obtenidas fueron congeladas en nitrógeno líquido, para 

posteriormente almacenarlas a -80ºC para análisis posteriores. 

5. Variables clínicas 

5.1. Variables obtenidas en el Hospital 

Universitario de Salamanca 

Para desarrollar el estudio, se analizaron diferentes datos de los 

pacientes, tanto parámetros antropométricos, como variables procedentes 

de la última analítica que figuraba en la historia clínica del individuo, así 

como también su medicación habitual y diferentes parámetros que nos 

permitieron evaluar las diferentes condiciones asociadas con la obesidad. 

Los variables antropométricas obtenidas fueron el peso, la talla 

(necesarias para el cálculo del IMC) y el perímetro abdominal, todas ellas 

registradas por personal sanitario del Hospital Universitario de Salamanca. 

Para valorar el perfil lipídico, se recogieron las siguientes variables 

analíticas: TAG (mg/dl), HDL (mg/dl), LDL calculado (mg/dl), colesterol total 

(mg/dl) y leptina (ng/ml). Además, tras revisar la medicación habitual de los 

pacientes, se valoraron aquellos casos en los que el perfil lipídico basal del 

individuo estuviese afectado por fármacos destinados a tal fin. De este 

modo, se crearon dos grupos, el primero formado por pacientes sin 

tratamiento modificador del perfil lipídico, y el otro con individuos con 

tratamiento modificador del perfil lipídico. Éste último incluía pacientes en 
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tratamiento con estatinas (atorvastatina, simvastatina), o fármacos 

derivados del ácido fíbrico (gemfibrozilo). 

El estudio del perfil glucémico se realizó mediante el uso de los 

siguientes parámetros analíticos: glucemia (mg/dl), insulinemia (µUI/ml), 

hemoglobina glucosilada (%) y péptido C (ng/ml). Del mismo modo que en 

el párrafo anterior, se revisaron las historias clínicas de los pacientes 

incluidos en el estudio, y se consideraron aquellos fármacos que regulaban 

la glucemia, como las biguanidas (metformina), inhibidores de dipeptidil-

peptidasa-4 (sitagliptina), sulfonilureas (glicazida), e insulina (incluyendo 

sus diferentes análogos). Teniendo en cuenta lo anterior, se crearon dos 

grupos de pacientes, atendiendo a si estaban o no en tratamiento 

antihiperglucemiante. 

5.2. Variables calculadas 

Para realizar un estudio más preciso del metabolismo glucídico, 

optamos por utilizar los índices HOMA. Este modelo matemático fue 

desarrollado en 1985 con el fin de obtener un método sencillo y rápido, para 

determinar el control de la homeostasis de la glucosa (Matthews et al., 

1985). Mediante el uso de dos variables analíticas, glucemia e insulinemia, 

fue posible predecir el grado de afectación de las células beta pancreáticas 

(HOMA-%B), así como también determinar la sensibilidad periférica a la 

insulina (HOMA-%S) que presentaba el individuo. Se incluyó también otro 

parámetro, el nivel de resistencia a la insulina (HOMA-RI), calculado a partir 

de HOMA-%S.  

A lo largo de los años, se fue perfeccionando el modelo (HOMA2), 

haciéndolo más preciso, permitiendo así una mejor monitorización del 

metabolismo glucídico. Una de las modificaciones incluidas fue la 

posibilidad del uso de los valores de péptido C para el cálculo de los 

diferentes índices (Levy, Matthews y Hermans, 1998). 
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 Debido a la complejidad del cálculo de estos parámetros, en 2004 

la Unidad de Ensayos de Diabetes de la Universidad de Oxford desarrolló 

una aplicación informática gratuita para facilitar la obtención de los índices 

HOMA2, siguiendo con las indicaciones de los trabajos anteriores (Diabetes 

Trials Unit, 2004) (figura 14). 

De esta manera, se calcularon los diferentes índices HOMA2, a 

partir de los valores de glucemia, insulinemia y péptido C plasmático de los 

pacientes incluidos en el estudio. 

6. Inmunoensayo enzimático 

Para determinar los niveles plasmáticos de ANGPTL8, se optó por 

realizar un inmunoensayo enzimático (EIA). Es una técnica que se basa en 

la unión de un anticuerpo a un antígeno específico. En este caso, se utilizó 

un Kit comercial para la detección del fragmento C-terminal de ANGPTL8 

presente en el plasma (Betatrophin (139-198); Phoenix Pharmaceutical®).  

El primer paso fue determinar qué muestras iban a ser valoradas, 

teniendo en cuenta que iban a colocarse por duplicado en la placa de 

pocillos.  

Tras preparar el buffer de ensayo, junto con el estándar de 

ANGPTL8, el control positivo y el anticuerpo primario anti-ANGPTL8 

incluidos en el kit, se dejaron a temperatura ambiente. Una vez 

atemperadas las soluciones, se crearon los cinco puntos de la curva 

estándar, reconstituyendo el estándar con 1 ml del buffer de ensayo.  

Figura 14. Ventana principal de la 
aplicación HOMA2 Calculator,  
desarrollada por la Unidad de 
Ensayos de Diabetes de la 
Universidad de Oxford. 



 

 

Análisis de la expresión de ANGPTL8 en tejido adiposo humano 
y su posible implicación en obesidad 

65 

Del mismo modo se reconstituyó el anticuerpo primario anti-

ANGPTL8 con 5 ml del buffer de ensayo y se dejó 5 minutos a temperatura 

ambiente. El control positivo también fue reconstituido con 200 µl del buffer 

de ensayo. 

Posteriormente se rellenaron los pocillos con su correspondiente 

contenido y se tapó con una inmunoplaca selladora de acetato presente en 

el kit. Se incubó la placa durante 24 horas a 4ºC.  

Transcurrido este tiempo, se retiró el contenido líquido de la placa 

de pocillos volcándola sobre papel secante. Se realizaron 4 lavados con 

buffer de ensayo. Se procuró que tras el último lavado no quedasen restos 

líquidos dentro de los pocillos, ya que podrían afectar la lectura de la placa. 

Tras este paso, se añadieron 100 µl a cada pocillo de la solución de 

estreptoavidina-HRP 1:1000, en buffer de ensayo. Se selló nuevamente la 

placa con un plástico de acetato, y se dejó incubar durante 1 hora en 

agitación constante orbital a temperatura ambiente. 

Nuevamente se eliminó el contenido líquido de la placa sobre un 

papel secante y se realizaron 4 lavados con buffer de ensayo. En el último, 

se eliminaron los restos líquidos y se añadieron 100 µl de solución sustrato 

de revelado 3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidina (TMB) previamente atemperado a 

cada pocillo. Se volvió a sellar la placa, y se incubó durante 1 hora en 

agitación constante orbital a temperatura ambiente. 

Al terminar esta incubación, se retiró la placa de acetato, y sin lavar, 

se añadieron 100 µl de HCl 2N previamente atemperado a cada pocillo y 

se procedió a la lectura de las absorbancias de las muestras utilizando un 

espectrofotómetro tipo Asys UVM340 (Biochrom®) a 450 nm. 

Finalmente, se procedió a calcular la concentración plasmática de 

ANGPTL8 utilizando como referencia la curva estándar. 
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7. Inmunohistoquímica 

Es un procedimiento histológico mediante el cual es posible 

identificar antígenos concretos mediante el uso de anticuerpos específicos, 

utilizando métodos de detección directos o indirectos. Para realizar dicho 

experimento, es necesario que la muestra sea sometida a diferentes 

procedimientos con la finalidad de permitir la unión del anticuerpo al 

sustrato diana, y además que dicha unión sea óptima y valorable. 

Una vez recibida la muestra de tejido adiposo, parte de la misma 

se trasladó hasta el laboratorio del departamento de Anatomía e Histología 

Humanas, donde se fijó en formaldehido al 4% durante, al menos, 24 horas. 

El siguiente paso fue reemplazar el agua que contenía el tejido por un medio 

líquido capaz de solidificarse, como la parafina, proporcionando así a la 

muestra la consistencia adecuada para poder obtener cortes lo 

suficientemente finos y sin fragmentarse, manteniendo la estructura de los 

distintos elementos.  

Para ello, se deshidrató el tejido eliminando así el agua de la 

muestra para poder introducir el medio de inclusión, ya que éste no es 

hidrosoluble. Se sometió al tejido graso a sucesivos baños de etanol a 

diferentes concentraciones (30º, 50º, 70º, 90º y 100º). Como agente 

aclarante se utilizó Xilol. Este proceso consistió en sustituir el alcohol 

utilizado para la deshidratación por una sustancia líquida en la que el medio 

de inclusión pueda más tarde disolverse y, así penetrar de manera 

homogénea en el tejido. 

Después se sumergieron las muestras en parafina líquida 

(Histoseck, Merk®) en estufa. La finalidad de este proceso fue rellenar 

completamente la muestra con el medio de inclusión elegido. Se trata con 

esto de ocupar con el medio tanto los espacios intra- como extra-celulares, 

donde se situaba en un principio el agua del tejido. Seguidamente, se 
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realizaron pasos sucesivos por distintas parafinas fundidas con distintos 

puntos de fusión (40ºC, 50ºC y 59ºC) en una estufa de 59ºC. 

La última parafina sirvió para la confección del denominado bloque 

sólido. Se introdujo primero la parafina y seguidamente la pieza en la 

posición adecuada, lo que permitió conseguir bloques de fácil manejo para 

la realización de cortes de buena calidad. 

Una vez formado el bloque, se obtuvieron muestras de entre 5-7 

micras con un microtomo de rotación HM 325 (Microm®). Para la 

realización de los cortes fueron tallados los bloques de parafina, eliminando 

en la medida de lo posible el exceso de parafina existente alrededor de la 

pieza para que la cuchilla del microtomo encontrara la menor resistencia 

posible. Los cortes fueron depositados sobre portaobjetos tratados con 

gelatina de alumbre de cromo, sobre una placa a 37ºC para proceder al 

estiramiento de los cortes obtenidos. Una vez secas, las muestras podían 

ser almacenadas para su posterior procesamiento. 

Para continuar con el estudio se procedió con la desparafinación 

de las muestras con 3 baños de xilol al 100%. Posteriormente se continuó 

con la hidratación de las muestras con baños de etanol de concentraciones 

decrecientes (100º, 96º y 70º) y agua destilada. Para bloquear la peroxidasa 

endógena se utilizó H2O2 al 0,2% en metanol, con la finalidad de eliminar 

falsos positivos que pudiesen aparecer tras el revelado. Posteriormente, se 

realizó un lavado en tampón TBS (Trizma base 0,5M; NaCl al 9%; en agua 

destilada, pH 7,4). El TBS es un tampón de lavado que empleamos a lo 

largo de todo el protocolo inmunohistoquímico. Estos lavados son 

necesarios para la eliminación de anticuerpos no unidos a antígenos y otras 

sustancias antes de realizar la siguiente incubación. 

Para bloquear las inmunoglobulinas endógenas del tejido, las 

muestras se incubaron con suero de cerdo no inmune (1:30 en TBS) 
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durante 30 minutos. Como anticuerpo primario se utilizó el anticuerpo 

policlonal anti-ANGPTL8 obtenido en conejo (1:200 en TBS; Novus 

Biologicals®). Las muestras se incubaron durante 24 horas a 4ºC. 

Transcurrido este tiempo, y después de dos lavados con TBS, se aplicó el 

anticuerpo secundario anti-IgG de conejo biotinado (1:100 en TBS; Dako®) 

durante 45 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 

otros dos lavados con TBS. 

El siguiente paso fue incubar las muestras con estreptavidina-

peroxidasa (1:100 en TBS; Abcam®) durante 30 minutos. La finalidad de 

este proceso fue formar el complejo biotina-avidina-peroxidasa necesario 

para el revelado. Tras el periodo de incubación, se realizaron dos lavados 

con TBS, para proceder con el revelado enzimático con DAB (3,3’-

diaminobencidina 1,4mM; H2O2 al 0,005%; Trizma base 0,05M; en agua 

destilada, pH 7,4). Como resultado, se produjo la inmunotinción 

característica de color pardo. Para frenar la reacción, se eliminaron los 

restos de DAB y se añadió agua destilada. Después de 5 minutos, se utilizó 

hematoxilina de Mayer para poder visualizar los núcleos. Por último, se 

montaron los porta-objetos con un medio de montaje acuoso (Aquatex®). 

Los portaobjetos con las muestras fueron fotografiados con un 

microscopio de luz transmitida Axiopot (Zeiss®), que incorpora una cámara 

digital Olympus® DP70. El programa informático utilizado para la obtención 

de imágenes fue Olympus DP Controller (v1.1.1.65), específico de la 

cámara utilizada. De esta manera se obtuvieron aproximadamente 20 

fotografías de cada porta, dando un total de 40 imágenes de cada muestra 

de tejido adiposo.  
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Se realizaron dos controles de la técnica de inmunohistoquímica. 

Por un lado, una muestra fue incubada sin el anticuerpo primario anti-

ANGPTL8, sólo con TBS; y por otro, se utilizó un anticuerpo primario 

previamente incubado con la proteína recombinante de ANGPTL8 

(Betatrophin recombinant protein (Human); Phoenix Pharmaceuticals®) 

durante 24 horas a 4ºC (figura 15). 

 

Aparte de determinar la inmunorreactividad de ANGPTL8, se optó 

por valorar el tamaño de las vacuolas lipídicas. Para ello, mediante el 

programa ImageJ (National Institutes of Health®, v1.50b) previamente 

calibrado, se midieron las áreas de los espacios “blancos” ubicados en el 

interior de los adipocitos (figura 16). Estas áreas se corresponden con la 

vacuola lipídica. Debido a los diferentes procesos a los que la muestra es 

sometida, estos espacios quedan vacíos, pero a pesar de ello, nos informan 

Figura 15. Control de inmunohistoquímica para el anticuerpo 
anti-ANGPTL8. A: Sustitución del anticuerpo primario por 
TBS. B: Anticuerpo pre-absorbido con la proteína 
recombinante ANGPTL8 (Betatrophin recombinant protein 
(Human); Phoenix Pharmaceuticals®). C: 
Inmunohistoquímica con el anticuerpo primario anti-
ANGPTL8. La barra de escala representa una distancia de 
20 µm. 

A B 

C
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acerca de la capacidad de almacenamiento de lípidos de esos adipocitos. 

Una vez medidas todas las áreas de las vacuolas de cada muestra, se 

ordenaron de manera ascendente creando cuatro grupos según el periodo 

de frecuencia que presentaban. El último de ellos determinaría el tamaño 

medio de la vacuola lipídica de grupo correspondiente. De esta manera 

pudimos asegurarnos de que estábamos midiendo el área mayor de las 

vacuolas. Los resultados se expresaron como media del área en µm2 

acompañada del error estándar de la media (EEM), lo que nos permitió 

establecer las distintas comparaciones entre los diferentes grupos de 

estudio.  

8. Hibridación in-situ 

Para determinar la diferencia en la producción de ANGPTL8 a nivel 

local del tejido adiposo se optó por realizar hibridación in situ de su ARN 

mensajero. Este experimento consiste en localizar el ARN mensajero que 

codifica la proteína ANGPTL8 mediante el uso de una sonda específica 

marcada con biotina. A su vez, la unión de diferentes anticuerpos a la 

biotina de la sonda posibilitará su revelado. 

Figura 13. Área de la vacuola 
lipídica de un adipocito, 
seleccionada mediante el 
programa ImageJ. 
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El primer paso fue el diseño de la cadena sencilla de nucleótidos 

específica denominada sonda, complementaria al ARN mensajero que 

codifica ANGPTL8 (figura 17A). Para el diseño del oligonucleótido sonda 

(sonda anti-sense) (figura 17B) se tuvo en cuenta la cadena de 

ribonucleótidos del ARN mensajero, y se realizó un screening utilizando la 

aplicación en línea BLAST® (Altschul et al., 1997) para evitar que la sonda 

se uniese a alguna otra cadena con la misma secuencia que no sea objeto 

de estudio. Como control negativo, también se diseñó la cadena 

complementaria (sonda sense) (figura 17C). Las sondas fueron 

suministradas por Sigma®. 

 

 ARNm de ANGPTL8 humano: 

1 ATACCTTAGACCCTCAGTCATGCCAGTGCCTGCTCTGTGCCTGCTCTGGGCCCTGGCAAT 

61 GGTGACCCGGCCTGCCTCAGCGGCCCCCATGGGCGGCCCAGAACTGGCACAGCATGAGGA 

121 GCTGACCCTGCTCTTCCATGGGACCCTGCAGCTGGGCCAGGCCCTCAACGGTGTGTACAG 

181 GACCACGGAGGGACGGCTGACAAAGGCCAGGAACAGCCTGGGTCTCTATGGCCGCACAAT 

241 AGAACTCCTGGGGCAGGAGGTCAGCCGGGGCCGGGATGCAGCCCAGGAACTTCGGGCAAG 

301 CCTGTTGGAGACTCAGATGGAGGAGGATATTCTGCAGCTGCAGGCAGAGGCCACAGCTGA 

361 GGTGCTGGGGGAGGTGGCCCAGGCACAGAAGGTGCTACGGGACAGCGTGCAGCGGCTAGA 

421 AGTCCAGCTGAGGAGCGCCTGGCTGGGCCCTGCCTACCGAGAATTTGAGGTCTTAAAGGC 

481 TCACGCTGACAAGCAGAGCCACATCCTATGGGCCCTCACAGGCCACGTGCAGCGGCAGAG 

541 GCGGGAGATGGTGGCACAGCAGCATCGGCTGCGACAGATCCAGGAGAGACTCCACACAGC 

601 GGCGCTCCCAGCCTGAATCTGCCTGGATGGAACTGAGGACCAATCATGCTGCAAGGAACA 

661 CTTCCACGCCCCGTGAGGCCCCTGTGCAGGGAGGAGCTGCCTGTTCACTGGGATCAGCCA 

721 GGGCGCCGGGCCCCACTTCTGAGCACAGAGCAGAGACAGACGCAGGCGGGGACAAAGGCA 

781 GAGGATGTAGCCCCATTGGGGAGGGGTGGAGGAAGGACATGTACCCTTTCATGCCTACAC 

841 ACCCCTCATTAAAGCAGAGTCGTGGCATCTCAAAAAAAAAAAAAAAAA 

Sonda anti-sense:   

CTCAGTTCCATCCAGGCAGATTCAGGC 

Sonda sense:    

GCCTGAATCTGCCTGGATGGAACTGAG 

Figura 17. Sondas necesarias para el experimento de hibridación in situ, suministradas por los laboratorios de Sigma®. A: 
Bases que forman el ARNm de ANGPTL8 de humano. En azul está marcado el fragmento seleccionado para diseñar las 
sondas necesarias para la hibridación in situ. B: Cadena de bases de la sonda anti-sense. C: Cadena de bases de la sonda 
sense, utilizada como control. Las letras en mayúsculas representan las cuatro bases que forman los ácidos nucleicos 
(Adenina, A; Citosina, C; Guanina, G; Timina, T). 

A 

B 
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Después de desparafinar y rehidratar las muestras siguiendo el 

protocolo de la inmunohistoquímica, para evitar enlaces no específicos de 

la sonda con grupos amino cargados positivamente, las muestras fueron 

tratadas con tampón acetilado (trietanolamina 75mM; anhídrido acético 

25mM; DEPC 70µM; NaCl 0,9%; en agua destilada, pH 7,5) durante 10 

minutos a temperatura ambiente. Tras varios lavados con tampón fosfato 

salino (KH2PO4 1mM; Na2HPO4 5,5mM; DEPC 70µM; NaCl 0,9%; en agua 

destilada, pH 7,5) para eliminar restos de tampón acetilado, las muestras 

se dejaron secar en estufa a 37ºC durante aproximadamente 1 hora, 

teniendo en cuenta que la humedad en el tejido debía desaparecer por 

completo.  

Para comenzar la hibridación, previamente se incubaron las 

muestras en buffer de hibridación (OmniBuff; WAK-Chemie®) durante 1 

hora en estufa, a 37ºC. Transcurrido este tiempo, se añadió la sonda anti-

sense teniendo en cuenta una concentración final de 25 ng/µl de buffer de 

hibridación. Las muestras se hibridaron con la sonda en un termociclador 

Hybaid OmniSlide Thermal Cycler System (Fisher®) durante 24 horas a 

55ºC.  

Posteriormente se realizaron los lavados astringentes para 

remover los restos de sondas inespecíficas, así como también lavados con 

ribonucleasas para degradar las cadenas sencillas, manteniendo los 

híbridos de doble cadena. Primero se realizó un lavado con tampón citrato 

sódico (SSC) 4x (NaCl 0,6M; Na3C6H5O7 0,07M; DEPC 1,5mM; en agua 

destilada, pH 7) durante 10 minutos a 30ºC. Seguidamente, se realizaron 

tres lavados de 5 minutos cada uno a temperatura ambiente en SSC de 

concentraciones decrecientes (2x; 1x y 0,5x, respectivamente). El siguiente 

paso fue realizar un lavado con tampón TrisEDTA salino con ribonucleasas 

(NaCl 0,5M; Trizma base 15,5mM; EDTA 1mM; RNasa A al 2% (Roche®); 

en agua destilada, pH 8) durante 30 minutos a 37ºC. 
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Una vez concluidos los lavados, se realizaron dos lavados con 

tampón TBS de 5 minutos cada uno a temperatura ambiente. A partir de 

este punto, el protocolo fue similar al de la inmunohitoquímica. Se 

bloquearon las inmunoglobulinas endógenas del tejido con suero de cerdo 

no inmune (1:30 en TBS) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras 

eliminar el suero de cerdo, las muestras se incubaron con anticuerpo 

primario anti-biotina obtenido en ratón (1:350 en TBS, Dako®) durante 24 

horas a 4ºC. Después de los lavados correspondientes con TBS, se añadió 

el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón biotinado (1:150 en TBS; Dako®) 

y se incubaron durante 45 minutos a temperatura ambiente.  

El siguiente paso fue incubar las muestras con estreptavidina-

peroxidasa (1:100 en TBS; Dako®) durante 30 minutos. Tras el periodo de 

incubación, se realizaron dos lavados con TBS, para proceder con el 

revelado enzimático con DAB (3,3’-diaminobencidina 1,4mM; H2O2 al 

0,005%; Trizma base 0,5M; en agua destilada, pH 7,4). Se eliminaron los 

restos de DAB y se añadió agua destilada. Después de 5 minutos, se utilizó 

hematoxilina de Mayer para poder visualizar los núcleos. Por último, se 

montaron los porta-objetos con un medio de montaje acuoso (Aquatex®). 

Al igual que con las muestras sometidas a inmunohistoquímica, los 

portas fueron fotografiados, obteniéndose aproximadamente 25 fotografías 

de cada porta, dando un total de 50 imágenes de cada muestra de tejido 

adiposo. Las imágenes finalmente fueron procesadas con los programas 

Photoshop CS6 (Adobe® v13.0) e ImageJ (National Institutes of Health®, 

v1.50b). 

En este punto, se determinó el grado de intensidad de reacción con 

el programa ImajeJ. El primer paso fue definir los parámetros base que se 

aplicarían a todas las imágenes para seleccionar las zonas consideradas 

reactivas. Teniendo en cuenta el método de revelado utilizado, a través de 
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la herramienta Threshold Color especificamos la región positiva mediante 

tres parámetros: Hue (tono de color) entre 0 y 30, Saturation (saturación) 

entre 0 y 255, y Brightness (brillo) entre 0 y 100 (figura 18). De esta manera, 

sólo se seleccionaban las zonas marcadas de color pardo, indicando la 

región considerada positiva. Siguiendo este protocolo, se analizó el resto 

de las imágenes, midiendo el área reactiva (µm2) y el gris medio (escala 

entre 0, representando el blanco absoluto, y 255, indicando el negro 

absoluto), para después comparar los diferentes grupos del estudio. 

Se realizaron tres controles de la técnica de hibridación in-situ 

(figura 19). Por un lado, antes de realizar la hibridación con la sonda anti-

sense, una muestra fue tratada previamente con SSC 2x con RNasa A al 

1% (Roche®), dejándola incubar durante 5 horas a 37ºC. Posteriormente 

se siguió con el resto del protocolo, dejándola secar en estufa a 37ºC 

durante 1 hora (figura 19A). El siguiente control fue seleccionar otra 

muestra de tejido adiposo a la que se sustituyó la sonda anti-sense por 

buffer de hibridación, continuando el protocolo (figura 19B). Por último, en 

otra muestra, se utilizó la sonda sense en lugar de la anti-sense (figura 

19C). 

Figura 18. Ventana de 
selección de los parámetros 
indicadores de áreas 
reactivas, utilizando el 
programa informático 
ImageJ. 

A B 

C D 

Figura 19. Controles de la técnica 
de hibridación in situ para la 
localización del ARNm de 
ANGPTL8. A: Muestra tratada 
previamente con RNasa. B: 
Sustitución de la sonda anti-
sense por buffer de hibridación. 
C: Sustitución de la sonda anti-
sense por la sonda sense. D: 
Hibridación realizada con la 
sonda anti-sense. La barra de 
escala representa una distancia 
de 20 µm.   
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9. Western blot 

Como técnica complementaria, se decidió realizar Western blot 

para detectar ANGPTL8 en el tejido adiposo. Antes de realizar este 

experimento, fue necesario determinar la concentración de proteínas de las 

muestras de las que disponíamos. Para ello se utilizó como referencia el 

método de Lowry (Lowry, Rosebrough, Farr y Randall, 1951). Básicamente, 

tras homogenar las muestras de tejido adiposo, se calculó la cantidad de 

proteínas por unidad de volumen con la ayuda de la determinación previa 

de una curva estándar de proteínas utilizando BSA (Albúmina de suero 

bovino fracción V; Roche®).  

Para la obtención del lisado tanto del tejido como de los explantes 

de tejido cultivado, se utilizó un tampón RIPA (“Radioimmunoprecipitation 

assay buffer”: Nonidet P-40 1%; deoxicolato de sodio 0,5%; SDS 0,1%; 

cóctel de inhibidores de proteasas (P8340, Sigma®); 1% en PBS pH 7,4). 

Una vez obtenido una consistencia homogénea de la muestra, se procedió 

a su centrifugación a 16000g durante 30 minutos a 4ºC.  

Tras la centrifugación, se observó que aparecían 3 capas 

fácilmente distinguibles. La superior, formada por los lípidos contenidos en 

los adipocitos, se encontraba solidificada, por lo que facilitó su 

manipulación. Una fase inferior, denominado pellet, formada por restos de 

tejidos. Y, por último, una capa intermedia, la cual contenía las proteínas a 

estudio. Este homogenado se almacenó a -80ºC, a excepción de una 

muestra utilizada para determinar su concentración proteica.  

Después de preparar la curva estándar de BSA con 

concentraciones ascendentes, se añadieron los reactivos necesarios para 

la medición de las absorbancias. Para ello, se prepararon dos reactivos. El 

primero fue denominado reactivo A (Na2CO3 0,2M; NaOH 0,1M; 

C4H4Na2O6·2H2O 7mM; SDS 35mM; en agua destilada), y el segundo 
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reactivo B (CuSO4 250mM; en agua destilada). Con estos reactivos se 

preparó un tercero, denominado reactivo C (100 partes del reactivo A por 1 

parte del reactivo B). Se añadió este último tanto a las muestras como a la 

curva estándar de BSA, y se dejó incubando a temperatura ambiente 

durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo se agregó el reactivo Folin 

(reactivo de fenol Folin & Ciocalteu (Merck®) y agua destilada; 1:1), y se 

dejaron incubar las muestras en oscuridad durante 45 minutos a 

temperatura ambiente. 

Tras la incubación con los diferentes reactivos, con la ayuda de un 

espectrofotómetro tipo Asys UVM340 (Biochrom®) a una longitud de onda 

de 660 nm, se midió la absorbancia de las muestras y de los puntos de la 

curva estándar de BSA. Mediante el uso de una plantilla patrón, se obtuvo 

la concentración proteica de las muestras. 

Una vez obtenido el homogenado de proteínas, y habiendo 

determinado su concentración, se procedió a separar las proteínas de las 

muestras en un gel denominado SDS-PAGE (“discontinuous sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis”, gel para electroforesis 

de poliacrilamida y dodecilsulfato sódico). Las diferentes concentraciones 

de los componentes del gel determinan el tamaño de los poros del mismo, 

modificando así la velocidad a la que las proteínas discurren por él. Debido 

a que ANGPTL 8 tiene un peso molecular alrededor de los 22 kDa, se optó 

por un gel de separación de acrilamida al 12% (acrilamida 12%; 

bisacrilamida 0,32%; “Resolving Gel Buffer” (Tris-HCl 1,5M; pH 8,8 (Bio-

Rad®)) 0,375M; SDS 0,1%; persulfato de amonio 0,1%; TEMED 2,2mM; en 

agua destilada). Para la localización de AMPK y p-AMPK se utilizó el gel de 

separación de acrilamida al 10% (acrilamida 10%; bisacrilamida 0,27%; 

“Resolving Gel Buffer” (Tris-HCl 1,5M; pH 8,8 (Bio-Rad®)) 0,375M; SDS 

0,1%; persulfato de amonio 0,1%; TEMED 2,2mM; en agua destilada). 
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Para formar las diferentes calles, así como también para concentrar 

las muestras antes de pasar al gel separador, preparamos el gel 

concentrador de acrilamida al 4%, donde colocaremos las muestras 

(acrilamida 4%; bisacrilamida 0,11%; “Stacking Gel Buffer” (Tris-HCl 0,5M; 

pH 6,8 (Bio-Rad®)) 0,125M; SDS 0,1%; persulfato de amonio 0,1%; 

TEMED 6,6mM; en agua destilada). 

Durante la polimerización de los geles, se prepararon las muestras. 

Una vez seleccionadas, se mezclaron 10µg de proteínas con agentes 

reductores. Para ello se añadieron a cada muestra 1µl de β-mercaptoetanol 

(AppliChem, Panreac®) y 7,5 µl de tampón de carga Laemmli 4x (“Stacking 

Gel Buffer” (Tris-HCl 0,5M; pH 6,8 (Bio-Rad®)) 0,25M; glicerol 1,37M; SDS 

0,32M; azul de bromofenol 12mM; en agua destilada). Posteriormente, se 

hirvieron las muestras durante 1 minuto, para luego colocarlas en hielo 

picado. 

Tras la polimerización de los geles, se cargaron las calles con las 

muestras correspondientes y se procedió con la fase de electroforesis. Para 

ello fue necesario la preparación de un buffer específico denominado buffer 

de electroforesis (Trizma base 0,025M; glicina 0,2M; SDS 3,5M; en agua 

destilada). Se rellenó la cubeta de electroforesis con este buffer, y se 

conectó a una fuente eléctrica a 30 mA hasta que el frente, indicado por la 

línea azul (color dado por el azul de bromofenol que contiene), corriera a 

través de todo el gel separador. En este momento se detuvo la fuente y se 

pasó a la fase de transferencia. 

Tras separar los cristales, se colocó el gel encima de una 

membrana de nitrocelulosa previamente humedecida con buffer de 

transferencia (Trizma base 0,025M; glicina 0,2M; SDS 3,5M; metanol 5M; 

en agua destilada). Se montaron los denominados sándwiches, colocando 

el gel y la membrana entre papeles Whatman y esponjas, depositándolos 
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luego dentro de la cubeta de transferencia, junto con un imán y un bloque 

de hielo para impedir la degradación proteica debida al aumento de la 

temperatura. Se colocó la cubeta sobre un agitador magnético y se conectó 

a una fuente de energía a 250 mA durante 120 minutos. La finalidad de esta 

fase es el paso de las proteínas desde los geles a la membrana de 

nitrocelulosa. 

Antes de empezar con la fase de incubación con los anticuerpos, 

se comprobó si las proteínas se alojaban en la membrana utilizando rojo 

Ponceau (rojo de Ponceau al 0,1%; en ácido acético al 5%). Después de 

eliminar los restos del colorante con agua destilada, se bloquearon las 

membranas con leche (Applichem®) al 5% en PBS-Tw (Tween 20 al 0,2%; 

en PBS) durante 30 minutos en agitación constante de balanceo. Tras el 

bloqueo se procedió a la incubación con el anticuerpo primario. En nuestro 

caso, los anticuerpos primarios utilizados fueron anticuerpo anti-ANGPTL8 

obtenido en conejo (1:1000 en leche al 1% en PBS-Tw; Novus 

Biologicals®), anti-AMPK alfa1 obtenido en conejo (1:500 en leche al 1% 

en PBS-Tw; Bioss Antibodies®), anti-pAMPK (Thr183/Thr172) obtenido en 

conejo (1:500 en leche al 1% en PBS-Tw; Bioss Antibodies®) y anticuerpo 

anti-β actina obtenido en ratón (1:5000 en leche al 1% en PBS-Tw, 

Sigma®). Se incubaron las membranas con estos anticuerpos durante 24 

hora en agitación constante de balanceo a 4ºC. Una vez transcurrido este 

tiempo, se realizaron 3 lavados de 15 minutos cada uno con PBS-Tw para 

eliminar los restos del anticuerpo no unido al antígeno.  

Para detectar los anticuerpos primarios, utilizamos los siguientes 

anticuerpos secundarios: anticuerpo anti-conejo HRP (1:5000 en leche al 

5% en PBS-Tw, Jackson ImmnuoResearch®) y anticuerpo anti-ratón HRP 

(1:5000 en leche al 5% en PBS-Tw, Jackson ImmnuoResearch ®). Las 

muestras se incubaron con estos anticuerpos durante 1 hora en agitación 
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constante de balanceo. Tras este tiempo se realizaron 3 lavados con PBS-

Tw. 

El último paso fue el revelado de las membranas mediante un 

método de quimioluminiscencia, utilizando reactivos comerciales (ECL 

Blotting Reagents, Sigma®). Este reactivo se colocó sobre las membranas 

y se procedió a detectar la quimioluminiscencia con un analizador de 

luminiscencia (LAS-4000 Luminiscence Image Analyzer; Fujifilm®), 

procesando las imágenes con su programa específico (Image Reader LAS-

4000; Fujifilm®). Al finalizar se realizaron un par de lavados con PBS-Tw, y 

se almacenaron a 4ºC. 

Las imágenes obtenidas tras el revelado fueron procesadas con el 

programa Multi Gauge (Fujifilm®, v 3.0), donde se igualaron los niveles de 

grises para una correcta interpretación. Posteriormente, mediante el 

programa ImageJ (National Institutes of Health®, v1.50b) se midió la 

intensidad de las bandas mediante una escala de grises, ajustando estas 

variables a su respectivo control de carga (actina). Esta escala de grises 

toma valores desde el 0 (indicador de ausencia de reacción) hasta 255 

(negro absoluto, máximo nivel de reacción). 

Como controles del Western blot de ANGPTL8, por un lado, se 

incubaron unas muestras sin el anticuerpo primario anti-ANGPTL8, y por 

otro, se utilizó un anticuerpo primario anti-ANGPTL8 el cual fue previamente 

incubado con la proteína recombinante de ANGPTL8 (Betatrophin 

recombinant protein (Human); Phoenix Pharmaceuticals®) durante 24 

horas a 4ºC. Como control positivo de ANGPTL8 utilizamos hígado de rata. 

Se ha descrito anteriormente la elevada presencia de esta proteína a nivel 

de este tejido (R. Zhang, 2012; P. Yi et al., 2013) (figura 20). 
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10. Lipólisis 

Como se ha explicado en apartados anteriores, la actividad 

lipolítica es un proceso metabólico en el que se generan AGL y glicerol a 

partir de la hidrólisis de TAG. El glicerol es poco metabolizado por las 

células adiposas, ya que éstas poseen una actividad gliceroquinasa muy 

reducida.  Sin embargo, los AGL que se producen en este proceso pueden 

ser re-esterificados por los adipocitos en los procesos espontáneos de 

lipogénesis y de síntesis de TAG. Por ello, la cantidad de AGL en el medio 

de incubación en un momento dado es la resultante de dos procesos 

metabólicos opuestos, lipólisis y lipogénesis, por lo que la determinación de 

los AGL constituye un índice de lipólisis poco fiable. Así, la liberación de 

glicerol al medio extracelular reflejó fielmente la actividad lipolítica 

(Carpene, 2001). 

Para valorar los efectos de ANGPTL8, en su presencia se midió el 

glicerol liberado por adipocitos humanos aislados, comparándolo con los 

efectos de otros fármacos como isoprenalina e insulina. 

El tejido adiposo visceral extraído de la región omental del paciente 

mediante cirugía laparoscópica se troceó en pequeños fragmentos y se 

depositó en frascos con solución del buffer Krebs Ringer Bicarbonato-

albúmina (KRBA: NaCl 154mM; KCl 154mM; CaCl2 146mM; KH2PO4 

154mM; MgSO4·7H2O 154mM; NaHCO3 166mM; glucosa 6mM; HEPES 

10mM; albúmina 3,5%; en agua destilada). Los adipocitos fueron aislados 

por digestión enzimática de la trama proteica, tras añadir colagenasa 

Figura 20. Controles de Western 
Blot. A: Muestras incubadas sin el 
anticuerpo primario anti-
ANGPTL8. B: Muestras 
incubadas con el anticuerpo 
preabsorbido con la proteína 
recombinante de ANGPTL8. C: 
Muestras incubadas con el 
anticuerpo primario. Las siglas 
HR corresponden a hígado de 
rata. 

A B C 
HR Mujeres Obesas HR Mujeres Obesas HR Mujeres Obesas 
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(Collagenase A; Roche®) a una concentración de 1mg/ml de tejido adiposo 

y realizar la digestión enzimática mediante agitación suave durante 30 - 45 

minutos en baño a 37ºC. Después, para separar las células adiposas del 

estroma conectivo, se filtró todo con la ayuda de una malla de nylon, 

quedando los adipocitos en la fase superior de la solución filtrada. Para 

eliminar la colagenasa, se realizaron tres lavados con KRBA a 37ºC. Tras 

cada lavado se agitó suavemente al tubo para después dejarlo reposar 

durante 5 min en el baño hasta que se estabilizaran nuevamente las fases. 

Tras eliminar la fase inferior por aspiración, los adipocitos aislados fueron 

re-suspendidos en KRBA, a una relación de 1 ml de adipocitos por 9 ml de 

KRBA. Para bloquear las acciones antilipolíticas de la adenosina liberada 

por los propios adipocitos, utilizamos 20µl de ADA (Roche®). De esta 

manera aumentamos la lipólisis basal y la estimulada. 

La lipólisis se analizó tomando como criterio la cantidad de glicerol 

liberado en el medio por los adipocitos, en el curso de la incubación con el 

fármaco a estudiar, en una proporción fármaco-suspensión de adipocitos 

de 1:100. Como se indicó anteriormente, además de ANGPTL8, los 

fármacos ensayados fueron isoprenalina 0,1µM (Sigma®), concentración 

que estimula la lipólisis y permite alcanzar una liberación máxima de 

glicerol, e insulina 0,1µM (Sigma®), para inhibir la lipólisis (Iglesias-Osma 

et al., 2005). La dosis elegida de ANGPTL8 fue de 20nM (Betatrophin 

recombinant protein, Human; Phoenix Pharmaceuticals®), tomando como 

referencia estudios previos (Y. Zhang et al., 2016). 

Una vez añadidos los diferentes fármacos a la suspensión de 

adipocitos, se incubaron durante 90 minutos en baño a 37ºC en agitación 

constante. Transcurrido este tiempo, el proceso se detuvo disminuyendo la 

temperatura de las muestras mediante su colocación en hielo durante 20 

minutos. 
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Además, con concentraciones crecientes de glicerol, se elaboró 

una curva patrón que permitió extrapolar el glicerol liberado por las 

muestras. 

Seguidamente, se midió el glicerol liberado al medio durante la 

incubación de los adipocitos en presencia de las diversas sustancias. Los 

reactivos empleados en este proceso consiguen que el glicerol liberado en 

la muestra pase a dihidroxiacetonafosfato, obteniéndose en el paso NADH 

y un protón (H+), cuyas concentraciones son directamente proporcionales a 

la concentración de glicerol de la muestra. Para esto, tras preparar tampón 

hidracina (N2H5OH 1M; glicina 2M; Cl2Mg 2mM; pH 9,8), se obtuvo el 

reactivo enzimático (ATP 0,15M; NAD 0,05M; GPDH 0,5%; glicerolquinasa 

0,1%; en tampón hidracina).  

También se determinaron los lípidos celulares presentes en nuestra 

suspensión de adipocitos. Para ello se utilizó el método de Dole y Meinertz 

(Dole y Meinertz, 1960). Inicialmente se pesaron dos tubos de cristal. 

Después se añadieron 500µl de la suspensión de adipocitos en sendos 

tubos de polipropileno. Seguidamente, a estos últimos se añadieron 2ml de 

solución de Dole (n-heptano; isopropanol; H2SO4 1N; en proporción 

1:4:0,1). Se realizó agitación rápida y se dejaron reposar 5 minutos. 

Posteriormente, se añadieron 2ml de n-heptano, se agitaron los tubos y se 

dejaron reposar otros 5 minutos. Transcurrido este tiempo, se distinguían 

claramente dos fases: una fase inferior acuosa, y una fase superior 

orgánica con los lípidos celulares. De esta última se aspiraron 2ml de cada 

tubo, pasándolos a los tubos de cristal previamente pesados. Se 

mantuvieron durante 48 horas en estufa a 40ºC, para así pesarlos 

nuevamente. 
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Así pues, aplicando la fórmula de la figura 21, se calculó el valor 

promedio del peso seco (en mg) de la cantidad de lípidos presentes en la 

suspensión de adipocitos. 
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Una vez añadida a cada una de las muestras la solución del 

reactivo enzimático recién preparado, se incubaron durante 40 minutos a 

temperatura ambiente, para finalmente medir la absorbancia de dichas 

muestras con un espectrofotómetro tipo Asys UVM340 (Biochrom®), a una 

longitud de onda de 340nm. Obtenidos todos los valores de absorbancia, 

se calculó el glicerol liberado por cada muestra, utilizando la fórmula de la 

figura 22. 

� �
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Finalmente, los resultados de la actividad lipolítica de las muestras 

se expresaron en µmoles de glicerol liberados en el medio por 100 mg de 

lípidos celulares tras 90 minutos de incubación. 

 

 

 

Figura 22. Cálculo del glicerol liberado por las muestras. DOensayo: absorbancia de la muestra analizada. DOtestigo: absorbancia 
del KRBA. DOestandar: absorbancia de un punto de la curva patrón de glicerol. Qestandar: µmoles de glicerol del punto elegido 
de la curva patrón de glicerol. Q: µmoles de glicerol liberado por la muestra estudiada. 
 

Figura 21. Fórmula utilizada para el cálculo de la cantidad de lípidos en la suspensión de adipocitos. Los 2,4ml se 
corresponden con el volumen de n-heptano total, mientras que los 2ml se corresponden con el volumen aspirado de la fase 
orgánica. 
 



 

 

 

84 Leonardo Andrés Catalano Iniesta 

MATERIALES Y MÉTODOS 

11. Cultivos de explantes 

Este grupo de experimentos se llevó a cabo con fragmentos de 

tejido adiposo procedente de los pacientes como se ha descrito en 

apartados anteriores. El cultivo de explantes, referido a fragmentos intactos 

de tejido adiposo se realiza mediante el uso de un medio de cultivo 

denominado completo, que contiene nutrientes, electrolitos (glucosa, 

aminoácidos, vitaminas, minerales) y, en ocasiones, suero, a un pH 

considerado fisiológico (pH 7,4) (Fried y Moustaid-Moussa, 2001).  

El cultivo de explantes de tejido adiposo logra una buena 

conservación de la expresión génica y de la funcionalidad de los adipocitos 

hasta un máximo de 2 semanas, acompañado de un mantenimiento de la 

sensibilidad a los efectos hormonales agudos después del cultivo, 

permitiendo estudios mecanicistas sobre ellos. Otra de las ventajas de esta 

técnica es conservar, a parte de los adipocitos del tejido, otros tipos 

celulares como células endoteliales, preadipocitos, y fibroblastos 

preservando las interacciones paracrinas entre células que pueden influir 

en el metabolismo (Fried y Moustaid-Moussa, 2001). Aunque se puede 

argumentar que la delimitación de las interacciones paracrinas es 

fundamental para la comprensión de la fisiología del tejido adiposo, es 

importante la comprensión mecanicista del sistema a pesar de su 

complejidad en relación con el estudio de adipocitos aislados. 

La metodología experimental utilizada para la preparación de los 

explantes de tejido adiposo se basó en el protocolo descrito por Carswell y 

colaboradores (Carswell, Lee y Fried, 2012). Todos los pasos requeridos 

para la preparación de la muestra, así como la preparación de los medios 

de cultivo se realizaron bajo condiciones de esterilidad en una habitación 

de cultivo, utilizando una campana de flujo laminar. 
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Una vez recibida la muestra de tejido, se realizaron lavados con 

PBS estéril suplementado con albúmina al 1% (Sigma®) y se eliminaron 

restos macroscópicos de vasos y de zonas quemadas por el bisturí eléctrico 

durante la intervención quirúrgica. 

Previamente, se prepararon los diferentes medios de cultivo 

necesarios para el mantenimiento y conservación de las muestras. El medio 

de cultivo de elección para este experimento fue M199 (Sigma®) que 

contiene glucosa 5,5mM, suplementado con suero de ternera al 5%, 

glutamina 200mM y penicilina/estreptomicina al 1% (todos los reactivos 

fueron suministrados por Sigma®). Este medio fue denominado medio 1 

(también llamado “incompleto”). Para la preparación del medio 2 (o medio 

“completo”) se utilizó como base el medio 1 suplementado con insulina 

0,07mM (Sigma®) y dexametasona 0,77µM (Merck®). 

El siguiente paso fue colocar el tejido sobre el medio denominado 

medio 1 en un tubo Falcon y dividirlo con unas tijeras estériles hasta obtener 

unos fragmentos de alrededor de 5 mg. Posteriormente se filtró el tejido 

obtenido a través de una malla de Nylon estéril, eliminando el medio y 

lavando los fragmentos del tejido adiposo 4 veces con PBS con albúmina 

1%. Teniendo en cuenta que se iban a utilizar placas Petri de 35mm Ø, una 

vez recogida toda la muestra, se sembraron aproximadamente 200mg de 

explantes de tejido adiposo en 2,5ml de medio 2 en cada placa, dejándolas 

en el incubador a 37ºC bajo atmosfera de CO2 al 5% durante 24 horas. Esta 

primera incubación estaba destinada a la recuperación de los explantes del 

estrés producidos por la intervención quirúrgica y por los procesos de 

fragmentación del tejido. 

 Transcurrido este tiempo, se cambió el medio de cultivo de los 

explantes por otro de la misma composición que además contenía 

diferentes concentraciones de metformina (metformina 1mM o 20mM; en 
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medio completo) y se dejó en el incubador a 37ºC y CO2 al 5% durante 3, 

12 ó 24 horas. De cada uno de los tiempos descritos se separaron sus 

respectivos controles sin fármaco para utilizarlos como referencia. 

Después de la incubación, se retiró el medio y se lavaron los 

explantes con PBS 4 veces. Parte de los explantes fueron fijados en 

formaldehido al 4% para posteriores experimentos de inmunohistoquímica, 

mientras que otra parte se congeló en Nitrogeno líquido y se almacenó a      

-80ºC, para después extraer las proteínas que contenía y analizarlas 

mediante Western blot. 

12. Análisis estadístico 

El programa utilizado para el análisis estadístico fue SPSS (IBM®, 

v19.0.0); sin embargo, en ocasiones y gracias a la facilidad de su interfaz, 

se empleó el programa Excel (Microsoft Office®, v2016) para la recogida 

de datos. 

Para determinar diferencias entre los diferentes grupos 

comparados, se utilizaron dos pruebas paramétricas dependiendo de las 

categorías que podían tomar las variables. Si las variables tomaban 

solamente dos categorías, la prueba utilizada fue t de Student, mientras 

que, si la variable categórica tomaba tres o más categorías, la prueba usada 

fue el análisis de la varianza (ANOVA). Se consideró que las variables de 

los grupos eran diferentes significativamente siempre y cuando el p valor 

obtenido fuese menor a 0,05. 

En los casos en los que existieron diferencias significativas 

mediante ANOVA fue necesario realizar una comparación múltiple entre las 

diferentes categorías de las variables para determinar cuáles de esas 

categorías presentaban diferencias. Para ello, se utilizó el test de 

Bonferroni. 
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Para valorar la relación entre las variables de estudio, se utilizó el 

coeficiente de correlación de Spearman, mediante el cual se pudo observar 

la fuerza de la correlación mediante el grado de significación bilateral (p 

valor) y el tipo de relación entre las variables mediante el coeficiente de 

correlación ro (r). Mediante el signo del coeficiente de correlación se pudo 

determinar si existía relación positiva entre las variables (indicando que 

mientras una de ellas aumenta, la otra lo hace también, o viceversa), o bien, 

era negativa (cuando una variable aumenta mientras la otra disminuye, o 

viceversa). 
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1. Caracterización de los pacientes incluidos 

en el estudio 

En este estudio participaron un total de 63 pacientes. La media de 

edad de las mujeres fue de 49,33 ± 2,04 años (N = 48), mientras que la de 

los varones fue de 51,93 ± 4,26 años (N = 15). Para analizar los 

mecanismos que subyacen el control del perfil lipídico, y siguiendo los 

criterios de selección indicados anteriormente, los pacientes fueron 

clasificados en dos grupos, control y obesidad, en función de su IMC; 

además, se optó por diferenciar las variables entre varones y mujeres. Los 

resultados obtenidos se expresan en la tabla 4. 

 

 

Grupo Sexo N Edad (años) IMC (kg/m2) 
Perímetro 
abdominal (cm) 

Control 

Mujer 4 57,75 ± 14,38 21,67 ± 1,91 88,75 ± 9,10 

Varón 7 57,86 ± 8,15 27,30 ± 1,07 77,50 ± 29,5 

Obesidad 

Mujer 44 48,39 ± 1,92 45,56 ± 1,33 131,41 ± 2,86 

Varón 8 46,75 ± 3,14 47,22 ± 3,02 137,00 ± 6,24 

 

Tabla 4. Pacientes incluidos en el estudio (N=63). En la tabla se indica el IMC y el perímetro abdominal como marcadores 
de estado nutricional. Se optó por formar dos grupos atendiendo al IMC (grupos control y obesidad), además de clasificarlos 
por el sexo. Los resultados están expresados como media ± EEM. 
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Histológicamente comprobamos si la clasificación realizada 

conforme al IMC y el perímetro abdominal estaba asociada a variaciones 

en el tejido adiposo visceral. Para ello, medimos el área de las vacuolas 

lipídicas determinando de manera indirecta el tamaño del adipocito (tabla 

5). 

 

Las mujeres obesas presentaron una vacuola lipídica 

significativamente mayor que las incluidas dentro del grupo control (4458,08 

± 80,20 µm2 vs. 3958,63 ± 85,24 µm2; p<0,0001). De la misma manera, 

las vacuolas lipídicas de los adipocitos de los varones con obesidad fueron 

mayores que las de los pacientes control (4376,14 ± 100,86 µm2 vs. 

3984,92 ± 93,03 µm2; p = 0,007). No se apreciaron diferencias significativas 

de un sexo u otro, dentro del mismo grupo (figura 23). 

Tabla 5. Diferencias del área de 
la vacuola lipídica (µm2) de 
adipocitos de tejido adiposo 
blanco, entre pacientes control y 
obesos incluidos en el estudio. 
Todos los valores están 
expresados como la media de 
área ± EEM. 
 

Grupo Sexo N Área de la vacuola lipídica (µm2) 

Control 

Mujer 472 3958,63 ± 85,24 

Varón 245 3984,92 ± 93,03 

Obesidad 

Mujer 578 4458,08 ± 80.20 

Varón 354 4376,14 ± 100,86 
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Figura 23. Variaciones del tamaño de la vacuola lipídica de adipocitos del tejido adiposo blanco relacionadas con el estado 
de obesidad. A: El tamaño de las vacuolas se midió en imágenes de inmunohistoquímica para ANGPTL8. La barra de escala 
representa una distancia de 50 µm. Para realizar la comparación se calculó la media del área de las vacuolas en µm2, en las 
mujeres (B) y los varones (C) incluidos en el estudio. Las barras representan la media ± EEM. El nivel de significación 
estadística entre grupos control y obesidad se expresó en forma de * (**, p<0,01; ***, p<0,001).  
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2. Concentración plasmática de ANGPTL8 en 

pacientes obesos 

A partir de las muestras sanguíneas obtenidas en el momento de 

la intervención quirúrgica de cada paciente, y siguiendo el protocolo de EIA 

descrito anteriormente, se determinó la concentración plasmática de 

ANGPTL8 con el objetivo de valorar posibles diferencias entre los grupos 

de estudio (tabla 6). 

Representando gráficamente los datos de la tabla anterior, y tras 

analizar los resultados obtenidos de la concentración plasmática de 

ANGPTL8 (figura 24), se observaron ciertas diferencias entre los pacientes 

controles y obesos. Las mujeres del grupo obesidad (0,75 ± 0,07 ng/ml) 

presentaron unos niveles plasmáticos ligeramente inferiores que las del 

grupo control (0,81 ± 0,08 ng/ml) (figura 24A). En varones se observó algo 

similar, pues los niveles de ANGPTL8 de los varones obesos (0,59 ± 0,12 

ng/ml) también fueron inferiores a los de su correspondiente grupo control 

(0,81 ± 0,13 ng/ml) (figura 24B). Aunque se apreciaron diferencias entre los 

grupos, no llegaron a ser estadísticamente significativas. 

 

 

Grupo Sexo N ANGPTL8 (ng/ml) 

Control 
Mujer 4 0,81 ± 0,08 

Varón 7 0,81 ± 0,13 

Obesidad 
Mujer 44 0,75 ± 0,07 

Varón 8 0,59 ± 0,12 

 

Tabla 6. Concentración 
plasmática de ANGPTL8 (ng/ml) 
en los pacientes incluidos en el 
estudio. Los valores están 
expresados como la media ± 
EEM. 
 



 
 

Análisis de la expresión de ANGPTL8 en tejido adiposo humano 
y su posible implicación en obesidad 

95 

 

Al comparar entre ambos sexos, tampoco se observaron 

diferencias significativas entre mujeres y varones con relación a los niveles 

plasmáticos de ANGPTL8; aunque los varones obesos (0,59 ± 0,12 ng/ml) 

presentaron una concentración plasmática de ANGPTL8 inferior que las 

mujeres del mismo grupo (0,75 ± 0,07 ng/ml) (figura 25). 

 

Figura 25. Concentración 
plasmática de ANGPTL8 (ng/ml) 

en los pacientes del estudio, 
teniendo en cuenta su sexo. Los 
valores indican la media ± EEM. 

 

Mujeres 
 
Varones  

A B 

Figura 24. Concentración 
plasmática de ANGPTL8 (ng/ml) 
en los pacientes incluidos en el 

estudio obtenida mediante EIA. A: 
ANGPTL8 en plasma de mujeres. 

B: ANGPTL8 en plasma de 
varones. Los valores se 

expresaron como la media ± 
EEM. 
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3. Expresión de ANGPTL8 en tejido adiposo 

humano 

Después de analizar las muestras mediante Western blot (figura 

26A), la inmunorreación a ANGPTL8 expresada en unidades arbitrarias 

(UA) fue superior en las mujeres obesas (0,16 ± 0,02 UA) que en las del 

grupo control (0,09 ± 0,03 UA), sin embargo, las diferencias no fueron 

estadísticamente significativas. Los varones obesos (0,17 ± 0,02 UA) 

presentaron una mayor expresión de la proteína en el tejido adiposo que en 

los varones del grupo control (0,09 ± 0,01 UA) (p = 0,048). No se 

observaron diferencias relacionadas con el sexo (figura 26B). 

 

Control Obesidad 

Mujer Varón 

ANGPTL8 

β-actina 

Mujer Varón 

B 

A 

Figura 26. Expresión de 
ANGPTL8 en tejido adiposo 
humano fresco. A: Western blot 
del lisado de proteínas del tejido 
fresco de los pacientes incluidos 
en el estudio. Como patrón para 
confirmar la carga proteica se 
utilizó la expresión de β-actina. B: 
Estudio densitométrico de las 
bandas obtenidas mediante 
Western blot, considerando la 
expresión de actina. Los 
resultados, representados en 
unidades arbitrarias (UA), 
expresan la media ± EEM. El nivel 
de significación estadística entre 
grupos control y obesidad se 
indica en forma de * (*, p<0,05). 
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Mediante inmunohistoquímica, se analizó la presencia de 

ANGPTL8 en el tejido adiposo visceral, observando que la reacción no fue 

abundante en el citoplasma de los adipocitos.  

La inmunorreactividad presentó un patrón granular distribuido por 

el citoplasma, tanto en mujeres del grupo control (figura 27) como en 

obesas (figura 28). La reacción afectó solamente a los adipocitos y no se 

observó inmunorreactividad en las células endoteliales de los vasos del 

tejido adiposo estudiado (figura 29).  

Tras el análisis histológico de las muestras de los pacientes 

varones, se apreció que la disposición de la inmunorreactividad a ANGPTL8 

en el tejido adiposo de estos pacientes era similar a la detectada en 

mujeres, tanto en los varones control (figura 30) como en obesos (figura 

31). Las células endoteliales tampoco mostraron reactividad a ANGPTL8 

en estos grupos (figura 32). 
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Figura 27. ANGPTL8 en adipocitos de pacientes mujeres control incluidas en el estudio. La reacción en los adipocitos se 
presentó con un patrón granular (flechas), localizándose en regiones del citoplasma, sin adquirir una tinción homogénea. La 
barra de escala representa una distancia de 20 µm. 
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Figura 28. ANGPTL8 en adipocitos de pacientes mujeres obesas incluidas en el estudio. Al igual que en las mujeres del 
grupo control, la reacción se presentó de forma granular (flechas). La barra de escala representa una distancia de 20 µm. 
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Figura 29. Imágenes demostrativas de la ausencia de reacción inmunohistoquímica a ANGPTL8 en las células endoteliales 
del tejido adiposo de las mujeres control (A) y obesas (B) incluidas en el estudio. La barra de escala representa una distancia 
de 20 µm. 
 
 

A 
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Figura 30. ANGPTL8 en adipocitos de pacientes varones control. La reacción se encontraba formando granos (flechas) en 
algunas regiones del citoplasma del adipocito. La barra de escala representa una distancia de 20 µm. 
 
 



 

 

 

102 Leonardo Andrés Catalano Iniesta 

RESULTADOS 

 

Figura 31. ANGPTL8 en adipocitos de pacientes varones obesos. La reacción seguía el patrón granular típico (flechas) 
descrito en los demás grupos, dentro del citoplasma del adipocito. La barra de escala representa una distancia de 20 µm. 
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Figura 32. Ausencia de reacción para ANGPTL8 en células endoteliales del tejido adiposo de varones control (A) y obesos 
(B). La barra de escala representa una distancia de 20 µm. 
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Mediante hibridación in situ, y con las sondas específicas descritas 

en la sección de Metodología, se localizó el ARNm de ANGPTL8 en tejido 

adiposo fresco. Para cuantificar la reacción se midió el porcentaje de área 

reactiva y, mediante el software ImageJ, se calculó el gris medio reactivo 

(tabla 7). 

 En relación con el porcentaje de área reactiva (figura 33A), en las 

mujeres obesas fue mayor (0,16 ± 0,02 %) en comparación con las mujeres 

control (0,07 ± 0,01 %) de manera estadísticamente significativa (p = 

0,004). En los varones obesos sucedió lo contrario, pues el porcentaje de 

área reactiva fue menor (0,03 ± 0,01 %) frente los controles (0,08 ± 0,01 

%) siendo estadísticamente significativo (p < 0,001).  

Con respecto a la intensidad de reacción (figura 33B), se observó 

algo similar que con el porcentaje de área reactiva. El nivel de intensidad 

de reacción en mujeres obesas (201,36 ± 1,33 UA) fue mayor que en las 

del grupo control (193,63 ± 2,28 UA), siendo la diferencia significativa (p = 

0,003); sin embargo, los pacientes varones obesos presentaron una 

intensidad menor (181,57 ± 2,34) que la observada en su grupo control 

(194,59 ± 2,25) de manera significativa (p < 0,001).  

 

Tabla 7. Análisis del ARNm de 
ANGPTL8 en tejido adiposo 
humano. Datos obtenidos a partir 
de hibridación in situ, donde se 
calculó el porcentaje de área 
reactiva (%) y la intensidad de 
reacción mediante la obtención 
del gris medio del área reactiva 
(UA). Todos los valores están 
expresados como la media ± 
EEM. 
 

Grupo Sexo N 
Porcentaje de 
área reactiva (%) 

Gris medio 
reactivo (UA) 

Control 

Mujer 74 0,07 ± 0,01 193,63 ± 2,28 

Varón 50 0,08 ± 0,01 194,59 ± 2,25 

Obesidad 

Mujer 183 0,16 ± 0,02 201,36 ± 1,33 

Varón 89 0,03 ± 0,01 181,57 ± 2,24 
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Al comparar entre ambos sexos, y exclusivamente los grupos 

control, no se observaron diferencias significativas entre mujeres y varones. 

Sin embargo, en el grupo obesidad estas diferencias fueron significativas. 

Concretamente, al comparar el porcentaje de área reactiva (figura 33A), en 

las mujeres obesas fue mayor (0,16 ± 0,02 %) respecto al observado en los 

varones obesos (0,03% ± 0,01) siendo esta diferencia estadísticamente 

significativa (p < 0,001). De la misma manera, la intensidad de reacción 

(figura 33B), mediante el gris medio, fue mayor (p < 0,001) en las mujeres 

(201,36 ± 1,33 UA) respecto a la observada en varones (181,57 ± 2,34 UA). 

En todos los grupos, tanto en mujeres como en varones, la reacción 

se presentó de forma granular, en pequeñas partículas distribuidas a lo largo 

del citoplasma del adipocito, sobre todo en las regiones cercanas al núcleo 

(figuras 34,35,37,38). 

En ningún caso se encontró positividad en las células endoteliales del 

tejido adiposo en las células endoteliales del tejido adiposo (figuras 36 y 39). 

*** 

*** 

A B 

Figura 33. Análisis de las imágenes obtenidas tras realizar hibridación in situ del ARNm de ANGPTL8 en tejido adiposo 
blanco visceral. A: Porcentaje de área reactiva (%) con respecto al área total de la imagen. B: Intensidad de reacción medida 
por la determinación del gris medio (UA) del área considerada como reactiva. Los resultados se expresan como media ± 
EEM. El nivel de significación estadística se expresó en forma de * (**, p<0,01; ***, p<0,001), mientras que la comparación 
entre sexos se expresó en forma de • (•••, p<0,001). 
 

** 

** ••• 
••• 

Mujeres 
 
Varones  
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Figura 34. Presencia del ARNm de ANGPTL8 en adipocitos de mujeres del grupo control. Las flechas indican zonas reactivas, 
gránulos de reacción dados por la técnica de hibridación in situ. La barra de escala representa una distancia de 20 µm. 
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Figura 35. Presencia del ARNm de ANGPTL8 en adipocitos de mujeres del grupo obesidad. Las flechas indican zonas 
reactivas, gránulos de reacción dados por la técnica de hibridación in situ. La barra de escala representa una distancia de 20 
µm. 
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Figura 36. Ausencia del ARNm de ANGPTL8 en células endoteliales que forman los vasos sanguíneos del tejido adiposo de 
mujeres control (A) y obesas (B). La barra de escala representa una distancia de 20 µm. 
 
 

A 

B 
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Figura 37. Presencia del ARNm de ANGPTL8 en adipocitos de varones del grupo control. Las flechas indican zonas reactivas, 
gránulos de reacción dados por la técnica de hibridación in situ. La barra de escala representa una distancia de 20 µm. 
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Figura 38. Presencia del ARNm de ANGPTL8 en adipocitos de varones obesos. Las flechas indican zonas reactivas, gránulos 
de reacción dados por la técnica de hibridación in situ. La barra de escala representa una distancia de 20 µm. 
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Figura 39. Ausencia del ARNm de ANGPTL8 en células endoteliales que forman los vasos sanguíneos del tejido adiposo de 
varones control (A) y obesos (B). La barra de escala representa una distancia de 20 µm. 
 

A 

B 



 

 

 

112 Leonardo Andrés Catalano Iniesta 

RESULTADOS 

4. Implicación de ANGPTL8 en el control del 

perfil lipídico 

Se valoraron los niveles plasmáticos de TAG, HDL, LDL calculado, 

colesterol total y leptina, en todos los grupos de pacientes estudiados (tabla 

8). 

 

 

Tabla 8. Variables relacionadas con el perfil lipídico de los pacientes incluidos en el estudio: TAG (mg/dl), HDL (mg/dl), LDL 
calculado (mg/dl), Colesterol total (mg/dl) y leptina (ng/dl). Los valores están expresados como la media ± EEM. 
 

Grupo Sexo N TAG (mg/dl) 
HDL 
(mg/dl) 

LDL 
calculado 
(mg/dl) 

Colesterol 
total 
(mg/dl) 

Leptina 
(ng/ml) 

Control 

Mujer 4 77,60 ± 16,78 44,35 ± 12,80 63,08 ± 8,25 123,00 ± 13,61 19,94 ± 7,98 

Varón 7 129,00 ± 34,36 55,67 ± 12,17 94,33 ± 19,65 162,50 ± 30,96 6,80 ± 0,20 

Obesidad 

Mujer 44 108,78 ± 8,40 42,81 ± 2,16 86,98 ± 4,40 154,71 ± 6,74 71,71 ± 7,10 

Varón 8 163,00 ± 17,48 34,62 ± 3,71 95,00 ± 7,57 158,37 ± 11,32 28,06 ± 6,78 
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Al analizar el perfil lipídico de las mujeres (figura 40), no se 

observaron grandes diferencias con respecto a las variables estudiadas, 

salvo en los niveles de leptina. Las mujeres obesas (71,71 ± 7,10 ng/ml) 

presentaron un aumento significativo (p = 0,001) de leptina en comparación 

con las del grupo control (19,94 ± 7,98 ng/ml) (figura 40E). Los valores de 

TAG (figura 40A), LDL calculado (figura 40C) y colesterol total (figura 40D) 

fueron mayores en el grupo obesidad; sin embargo, estas diferencias no 

fueron estadísticamente significativas. 

 

 

Figura 40. Perfil lipídico de las 
pacientes mujeres incluidas en el 
estudio: A, TAG (mg/dl); B, HDL 
(mg/dl); C, LDL calculado (mg/dl); D, 
Colesterol total (mg/dl); E, leptina 
(ng/dl). Los valores indican la media, y 
la barra de error se corresponde con el 
EEM. Nivel de significación estadística 
entre grupos control y obesidad dado 
en forma de * (**, p<0,01). 

A B C 

D E 
** 



 

 

 

114 Leonardo Andrés Catalano Iniesta 

RESULTADOS 

Entre los varones (figura 41), los niveles de HDL fueron menores 

(p = 0,04) en los pacientes varones obesos (34,62 ± 3,71 mg/dl) con 

respecto a los del grupo control (55,67 ± 12,17 mg/dl) (figura 41B). Por otro 

lado, los niveles plasmáticos de leptina fueron mayores (p = 0,03) en los 

obesos (28,06 ± 6,78 ng/ml) en comparación con los varones controles 

(6,80 ± 0,20 ng/ml) (figura 41E). Los varones obesos presentaron 

concentraciones plasmáticas de TAG superiores respecto a los controles 

(figura 41A), aunque estas diferencias no fueron significativas. 

 

Figura 41. Perfil lipídico de los 
pacientes varones incluidos en el 
estudio: A, TAG (mg/dl); B, HDL 
(mg/dl); C, LDL calculado (mg/dl); D, 
Colesterol total (mg/dl); E, leptina 
(ng/dl). Los valores indican la media, y 
la barra de error se corresponde con el 
EEM. Nivel de significación estadística 
entre grupos control y obesidad dado 
en forma de * (*, p<0,05). 

A B C 

D E 

* 

* 
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Al comparar las concentraciones plasmáticas de las variables 

relacionadas con el perfil lipídico de los individuos de los grupos control, no 

se observaron diferencias al analizar ambos sexos (figura 42). Sin embargo, 

en los pacientes con obesidad, algunas de las variables mostraron cierto 

grado de dimorfismo sexual. En este sentido, los niveles plasmáticos de 

TAG fueron mayores (p = 0,02) en los pacientes varones obesos (163,00 ± 

17,48 mg/dl) en comparación con las mujeres del mismo grupo (108,78 ± 

8,40 mg/dl) (figura 42A). Por otra parte, las mujeres obesas presentaron 

una mayor concentración plasmática de leptina (71,71 ± 7,10 ng/ml) en 

comparación con los varones del mismo grupo (28,06 ± 6,78 ng/ml) siendo 

esta diferencia estadísticamente significativa (p = 0,02) (figura 42E).  

* 

Figura 42. Perfil lipídico de los 
pacientes incluidos en el estudio: A, 
TAG (mg/dl); B, HDL (mg/dl); C, LDL 
calculado (mg/dl); D, Colesterol total 
(mg/dl); E, leptina (ng/dl). Los valores 
indican la media, y la barra de error se 
corresponde con el EEM. Nivel de 
significación estadística dado en 
forma de * (*, p<0,05). 

A B C 

D 

* 

E 
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Posteriormente se comprobó si existía algún tipo de correlación 

entre ANGPTL8 y las diferentes variables analíticas asociadas al perfil 

lipídico, y los resultados se muestran en la tabla 9. No se observó 

correlación estadísticamente significativa entre las variables estudiadas, 

salvo por los niveles de HDL en varones (r = 0,77; p = 0,01). 

 

Considerando que los pacientes podían estar en tratamiento 

farmacológico, valoramos si la administración de fármacos que modificasen 

el perfil lipídico implicaba alguna diferencia en las variables estudiadas. En 

las historias clínicas se observó que, en mujeres, sólo recibían tratamiento 

hipolipidemiante siete pacientes del grupo obesidad. En los varones, 

recibían este tipo de tratamiento dos pacientes del grupo control y dos del 

grupo obesidad.  

Tabla 9. Correlación entre la 
concentración plasmática de 
ANGPTL8 con las variables 
destinadas a la valoración del 
perfil lipídico mediante la 
determinación del coeficiente de 
correlación de Spearman. M: 
Mujer. V: Varón. Nivel de 
significación estadística dado en 
forma de * (*, p<0,05). 

Variable Sexo Media ± EEM 
Coeficiente de 
correlación ro 
(r) 

Significación 
bilateral  
(p valor) 

TAG (mg/dl) 

M 108,87 ± 8,20 -0,07 0,71 

V 144,14 ± 16,63 -0,54 0,07 

HDL (mg/dl) 

M 43,05 ± 2,16 -0,21 0,24 

V 40,92 ± 4,49 0,77 0,01* 

LDL calculado 
(mg/dl) 

M 87,22 ± 4,71 0,10 0,57 

V 93,83 ± 6,55 -0,43 0,22 

Colesterol 
total (mg/dl) 

M 154,89 ± 6,90 0,03 0,87 

V 158,54 ± 11,13 -0,07 0,83 

Leptina 
(ng/ml) 

M 66,26 ± 6,90 0,06 0,75 

V 20,55 ± 5,48 -0.11 0,82 
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Al analizar la posible influencia del tratamiento hipolipidemiante 

sobre los parámetros estudiados del perfil lipídico en los pacientes obesos, 

no se observaron diferencias estadísticamente significativas (figura 43). 

Además, se estudiaron las posibles variaciones en la concentración 

plasmática de ANGPTL8 en los pacientes obesos con tratamiento para el 

control del perfil lipídico (tabla 10).  

Grupo Sexo 
Tratamiento control 
perfil lipídico 

N ANGPTL8 (ng/ml) 

Obesidad 

Mujer 

Sin tratamiento 37 0,70 ± 0,06 

Con tratamiento 7 0,86 ± 0,26 

Varón 

Sin tratamiento 6 0,51 ± 0,17 

Con tratamiento 2 0,42 ± 0,27 

 

Tabla 10. Concentración 
plasmática de ANGPTL8 (ng/ml) 

en los pacientes obesos incluidos 
en el estudio, teniendo en cuenta 

si estaban o no con tratamiento 
hipolipidemiante. Todos los 

valores están expresados como la 
media ± EEM. 

 

Figura 43. Variables que 
reflejan el perfil lipídico, 
relacionado con el 
tratamiento hipolipidemiante: 
A, TAG (mg/dl); B, HDL 
(mg/dl); C, LDL calculado 
(mg/dl); D, Colesterol total 
(mg/dl); E, leptina (ng/dl). Los 
valores indican la media, y la 
barra de error se 
corresponde con el EEM. 

A B C 

D E 
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Las pacientes obesas con tratamiento hipolipidemiante 

presentaron unos niveles plasmáticos de ANGPTL8 (0,86 ± 0,26 ng/ml) 

mayores a los presentes en las obesas sin tratamiento (0,70 ± 0,06 ng/ml), 

sin ser éstos estadísticamente significativos (figura 44).  

 

Los pacientes varones obesos en tratamiento hipolipidemiante 

(0,42 ± 0,27 ng/ml) presentaron una concentración plasmática de 

ANGPTL8 inferior a los presentes a los pacientes sin tratamiento (0,51 ± 

0,17 ng/ml) (figura 45). 

 

Figura 44. Concentración 
plasmática de ANGPTL8 (ng/ml) 
en mujeres obesas, teniendo en 
cuenta si estaban en tratamiento 
hipolipidemiante. Los valores 
indican la media ± EEM. 
 

Figura 45. Concentración 
plasmática de ANGPTL8 (ng/ml) 
en varones obesos, teniendo en 
cuenta si estaban en tratamiento 
hipolipidemiante. Los valores 
indican la media ± EEM. 
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Para valorar la influencia de ANGPTL8 en el metabolismo lipídico 

de las células del tejido adiposo visceral humano, analizamos la actividad 

lipolítica de adipocitos aislados de dicho tejido. Así pues, cuantificamos el 

glicerol liberado por estas células tras 90 minutos de incubación, tanto en 

situación basal, como en presencia de la proteína recombinante de 

ANGPTL8 (20nM); además, observamos los posibles cambios en la 

actividad lipolítica por la ausencia o presencia de fármacos capaces de 

estimular la liberación de glicerol (isoprenalina 0,1 µM), o bien, de causar 

su inhibición (insulina 0,1 µM) (tabla 11). 

 

 

 

 

 

Tabla 11. Actividad lipolítica en adipocitos aislados del tejido adiposo omental de los pacientes incluidos en el estudio, en 
valores absolutos de liberación de glicerol al medio (µmoles/100 mg de lípidos/90 minutos). Los resultados se expresan como 
media ± EEM. 

Lipólisis en adipocitos aislados (µmoles glicerol/100 mg de lípidos/90 minutos) 

Grupo Sexo N Basal 
ANGPTL8 
(20nM) 

Isoprenalina 
(0,1µM) 

Isoprenalina 
(0,1µM) + 
ANGPTL8 
(20nM) 

Insulina 
(0,1µM) 

Insulina 
(0,1µM) + 
ANGPTL8 
(20nM) 

Control 

Mujer 4 1,22 ± 0,03 1,19 ± 0,05 1,76 ± 0,15 1,44 ± 0,02 1,19 ± 0,02 1,30 ±0,14 

Varón 4 1,24 ± 0,02 1,20 ± 0,07 1,78 ± 0,15 1,06 ± 0,10 1,23 ± 0,02 1,34 ± 0,13 

Obesidad 

Mujer 20 1,24 ± 0,06 1,20 ± 0,04 1,81 ± 0,11 1,76 ± 0,13 1,21 ± 0,04 1,23 ± 0,05 

Varón 4 1,31 ± 0,06 1,30 ± 0,04 1,86 ± 0,05 1,83 ± 0,04 1,27 ± 0,02 1,41 ± 0,02 
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La lipólisis basal de las mujeres obesas (1,24 ± 0,06 µmoles 

glicerol/100 mg de lípidos/90 minutos) fue mayor que la observada en las 

del grupo control (1,22 ± 0,02 µmoles glicerol/100 mg de lípidos/90 

minutos). De la misma manera, la actividad lipolítica de los pacientes 

varones obesos (1,31 ± 0,06 µmoles glicerol/100 mg de lípidos/90 minutos) 

fue mayor que la de los varones control (1,24 ± 0,02 µmoles glicerol/100 

mg de lípidos/90 minutos). Sin embargo, estas diferencias no fueron 

estadísticamente significativas. En relación con el sexo, no aparecieron 

diferencias significativas entre los grupos (figura 46). 

Igualmente, analizamos el porcentaje de lipólisis con el fin de 

unificar las comparaciones relacionadas con los efectos de las sustancias 

utilizadas para evaluar la actividad lipolítica, minimizando así la variabilidad 

inherente a las condiciones experimentales concretas. Para ello, los 

correspondientes valores basales obtenidos fueron considerados como 

100% de liberación de glicerol al medio de incubación. 

En relación con isoprenalina, en mujeres tanto del grupo control 

(142,92 ± 11,89%) como del grupo obesidad (145,94 ± 8,99%), el fármaco 

produjo un aumento de la liberación de glicerol respecto a los valores 

Figura 46. Actividad lipolítica, en 
valores absolutos de liberación de 
glicerol (µmoles/100 mg de 
lípidos/90 minutos), de los 
adipocitos aislados de los 
pacientes incluidos en el estudio, 
separados en mujeres (A) y 
varones (B). Los resultados se 
expresan como media ± EEM.  
 

A B 
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basales, siendo significativo en ambos casos (p = <0,001) (figura 47A). 

Asimismo, en varones, isoprenalina también provocó un incremento de la 

lipólisis, tanto en el grupo control (143,29 ± 12,50%) como en el de obesos 

(148,52 ± 3,11%) de manera significativa (p = 0,01; p = <0,001; 

respectivamente) (figura 47B).  

La disminución de la liberación de glicerol tras la incubación de los 

adipocitos en presencia de insulina, en comparación con los valores 

basales, se presentó en todos los grupos, sin embargo, en ninguno de los 

casos esta diferencia llegó a ser significativa estadísticamente (figura 47).  

Respecto al efecto de ANGPTL8 sobre el porcentaje de liberación 

de glicerol de los adipocitos aislados de los sujetos a estudio, se observó 

un ligero descenso del porcentaje, tanto en mujeres controles (95,98 ± 4,15 

%) como en obesas (96,60 ± 3,06 %), sin que estas diferencias sean 

estadísticamente significativas. De manera similar, en varones también se 

presentó un ligero descenso del porcentaje de liberación de glicerol en 

ambos grupos, control (96,77 ± 5,33 %) y obesos (98,73 ± 2,92 %). Al igual 

que en mujeres, la disminución no fue significativa (figura 48).  

A B 

Figura 47. Porcentaje de glicerol 
liberado los adipocitos aislados 
de los pacientes incluidos en el 
estudio, separados en mujeres 

(A) y varones (B), incubados con 
isoprenalina 0,1µM (ISO) o 

insulina 0,1µM (INS). Los valores 
basales fueron considerados 
como 100% de liberación de 

glicerol. Los resultados se 
expresan como media ± EEM. 

Nivel de significación estadística 
dado en forma de * (*, p<0,05; ***, 

p<0,001). 
 

Mujeres control 
 
Mujeres obesas 

Varones control 
 
Varones obesos  

*** 
*** * *** 
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En mujeres, los valores del porcentaje de liberación de glicerol en 

presencia de isoprenalina fueron ligeramente superiores, sin ser 

significativos, a los casos en los que durante la incubación de los adipocitos 

se combinó este fármaco con ANGPTL8, tanto en mujeres del grupo control 

(142,92 ± 11,89 % vs. 115,82 ± 1,67 %), como en las obesas (145,99 ± 

8,99 % vs. 142,39 ± 10,35 %). El efecto de isoprenalina sobre el porcentaje 

de liberación de glicerol fue superior al observado en la incubación del 

fármaco junto a ANGPTL8, tanto en los pacientes varones control (143,29 

Figura 48. Efectos de ANGPTL8 
20nM en el porcentaje de 
liberación de glicerol de los 
adipocitos aislados de los 
pacientes incluidos en el estudio 
respecto al valor basal 
(considerado como el 100% de 
liberación de glicerol). En la 
gráfica se representan los datos 
de mujeres controles (A) y obesas 
(B), y de los varones control (C) y 
obesos (D). Los resultados se 
expresan como media ± EEM.  

A B 

C D 
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± 12,50 % vs. 82,24 ± 8,25 %) y obesos (148,52 ± 8,99 % vs. 139,66 ± 

3,17 %) sin ser estas diferencias significativas (figura 49).  

 

Con relación a las diferencias del porcentaje de liberación de 

glicerol entre insulina y ANGPTL8, en mujeres fue ligeramente inferior el 

producido por insulina en comparación al observado en la incubación de 

insulina y ANGPTL8, tanto en mujeres control (95,91 ± 1,59 % vs. 104,63 

± 10,86 %) como en obesas (97,46 ± 3,23 % vs. 99,29 ± 3,83 %), sin ser 

estadísticamente significativas estas diferencias. En varones, ocurrió un 

efecto similar, el porcentaje de liberación de glicerol resultante de la 

Figura 49. Efectos de ANGPTL8 
20nM en el porcentaje de 

liberación de glicerol de los 
adipocitos aislados de los 

pacientes incluidos en el estudio, 
en relación con los efectos 

producidos por isoprenalina 
0,1µM. En la gráfica se 

representan los datos de mujeres 
controles (A) y obesas (B), y de 
los varones control (C) y obesos 
(D). Los valores basales fueron 
considerados como el 100% de 

liberación de glicerol. Los 
resultados se expresan como 

media ± EEM.  

A B 

C D 
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incubación con insulina fue inferior al observado tras la incubación de 

insulina y ANGPTL8, en varones controles (99,52 ± 1,60 % vs. 108,28 ± 

10,91 %) y obesos (94,51 ± 3,23 % vs. 107,60 ± 1,70 %). Al igual que en 

mujeres, estas diferencias no fueron significativas en los varones (figura 

50). 

 

 

 

Figura 50. Efectos de ANGPTL8 
20nM en el porcentaje de 
liberación de glicerol de los 
adipocitos aislados de los 
pacientes incluidos en el estudio, 
con relación a los efectos 
producidos por insulina 0,1µM. 
En la gráfica se representan los 
datos de mujeres controles (A) y 
obesas (B), y de los varones 
control (C) y obesos (D). Los 
resultados se expresan como 
media ± EEM.  

A B 

C D 
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5. Homeostasis glucídica y ANGPTL8 

Debido a la estrecha relación entre obesidad y diabetes expuesta 

anteriormente, se valoró el perfil glucídico que presentaban los pacientes, 

comparando diferentes parámetros de la analítica previa a la intervención. 

Las variables analizadas fueron glucemia (mg/dl), insulinemia (µUI/ml), 

hemoglobina glucosilada (%) y péptido C (ng/dl) (tabla 12).  

 

En relación con el perfil glucémico en las mujeres, las pacientes 

obesas presentaron valores de hemoglobina glucosilada significativamente 

superiores al grupo control (respectivamente, 20,96 ± 2,91 % vs. 5,17 ± 

0,09 %; p<0,001). Asimismo, la concentración plasmática de péptido C fue 

mayor en las mujeres obesas (3,94 ± 0,29 ng/ml) en comparación con las 

del grupo control (2,01 ± 0,39 ng/ml) de manera estadísticamente 

significativa (p = 0,01). Con respecto a la glucemia e insulinemia, las obesas 

presentaron niveles ligeramente mayores que las incluidas en el grupo 

control, pero sin ser significativos (figura 51). 

Tabla 12. Variables relacionadas con el metabolismo glucídico de los pacientes incluidos en el estudio: glucemia (mg/dl), 
insulinemia (µUI/ml), hemoglobina glucosilada (%) y péptido C (ng/dl). Todos los valores están expresados como la media ± 
EEM. 
 

Grupo Sexo N 
Glucemia 
(mg/dl) 

Insulinemia 
(µUI/ml) 

Hemoglobina 
glucosilada 
(%) 

Péptido C 
(ng/dl) 

Control 

Mujer 4 94,00 ± 10,73 6,30 ± 3,51 5,17 ± 0,09 2,01 ± 0,39 

Varón 7 99,83 ± 6,17 5,86 ± 1,93 5,80 ± 0,71 2,19 ± 0,41 

Obesidad 

Mujer 44 110,52 ± 5,98 17,73 ± 1,80 20,96 ± 2,91 3,94 ± 0,29 

Varón 8 112,62 ± 8,69 26,54 ± 5,68 13,39 ± 4,69 5,80 ± 0,77 
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No se observaron diferencias significativas de la glucemia entre los 

varones del grupo control y obesidad. Respecto a la hemoglobina 

glucosilada, los obesos presentaron un mayor porcentaje, pero si ser 

estadísticamente significativo. La insulinemia de los pacientes varones con 

obesidad (26,54 ± 5,68 µUI/ml) fue significativamente superior (p = 0,02) 

que la de los controles (5,86 ± 1,93 µUI/ml). Al igual que lo observado en 

mujeres, los varones obesos presentaron niveles de péptido C (5,80 ± 0,77 

ng/ml) incrementados respecto a los varones controles (2,19 ± 0,41 ng/ml) 

de manera significativa (p = 0,004) (figura 52). 

Figura 51. Variables que reflejan 
el perfil glucídico de las mujeres 
incluidas en el estudio: A, 
glucemia (mg/dl); B, insulinemia 
(µUI/ml); C, hemoglobina 
glucosilada (%); D, péptido C 
(ng/dl). Los valores indican la 
media, y la barra de error se 
corresponde con el EEM. Nivel de 
significación estadística dado en 
forma de * (*, p<0,05; (***, 
p<0,001). 
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D E 

*** 
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Además, se analizaron las variables del perfil glucémico en relación 

a las posibles diferencias con respecto al sexo. Los varones obesos 

presentaron mayores niveles de péptido C (5,80 ± 0,77 ng/ml) en 

comparación con las mujeres obesas (3,94 ± 0,29 ng/ml) de manera 

significativa (p = 0,02). Estos datos se acompañaron de mayor insulinemia 

y con descenso de la hemoglobina glucosilada en varones obesos, sin ser 

estos estadísticamente significativos (figura 53).  

 

Figura 52. Variables que reflejan 
el perfil glucídico de los varones 

incluidos en el estudio: A, 
glucemia (mg/dl); B, insulinemia 

(µUI/ml); C, hemoglobina 
glucosilada (%); D, péptido C 
(ng/dl). Los valores indican la 
media, y la barra de error se 

corresponde con el EEM. Nivel de 
significación estadística dado en 

forma de * (*, p<0,05; (**, p<0,01). 

* 

** 

A B 

C D 
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No se observó ninguna relación estadísticamente significativa entre 

la concentración plasmática de ANGPTL8 con las variables destinadas al 

estudio del perfil glucídico (tabla 13).  

Igualmente, se valoró si los pacientes estaban con tratamiento para 

controlar el perfil glucídico, y de los fármacos antihiperglucemiantes 

destacaba la administración de metformina, como monofármaco o asociada 

a insulina. Respecto a las mujeres, una paciente del grupo control recibía 

hipoglucemiantes orales y nueve del grupo obesidad. Ningún varón del 

grupo control estaba con este tipo de medicación, mientras que dos 

Figura 53. Variables que reflejan 
el perfil glucídico: A, glucemia 
(mg/dl); B, insulinemia (µUI/ml); 
C, hemoglobina glucosilada (%); 
D, péptido C (ng/dl). Los valores 
indican la media, y la barra de 
error se corresponde con el EEM. 
Nivel de significación estadística 
dado en forma de * (*, p<0,05). 

Mujeres 
 
Varones  

A B 

C D * 
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pacientes del grupo obesidad sí recibían hipoglucemiantes orales. En el 

grupo de pacientes con obesidad, tan solo una mujer y un varón estaban 

tratados con hipoglucemientes orales e insulina de manera conjunta. 

Se valoró también si la medicación antihiperglucemiante 

modificaba las variables relacionadas con el perfil glucídico en los pacientes 

obesos. Los resultados indicaron que no existían diferencias 

estadísticamente significativas entre los diferentes grupos estudiados. En 

relación con el péptido C, los pacientes obesos de ambos sexos tratados 

con hipoglucemiantes orales mostraron concentraciones inferiores respecto 

a las observadas en los pacientes obesos sin tratamiento (figura 54).  

 

 

 

Tabla 13. Correlación entre 
niveles plasmáticos de ANGPTL8 
con las variables destinadas a la 

valoración del perfil glucídico 
mediante la determinación del 

coeficiente de correlación de 
Spearman. M: Mujer. V: Varón.  

Variable Sexo Media ± EEM 
Coeficiente de 
correlación ro 
(r) 

Significación 
bilateral  
(p valor) 

Glucemia 
(mg/dl) 

M 109,63 ± 5,48 -0,25 0,14 

V 117,67 ± 11,79 -0,04 0,90 

Insulinemia 
(UI/ml) 

M 17,06 ± 1,70 -0,12 0,52 

V 17,95 ± 4,24 -0,01 0,97 

Hemoglobina 
glucosilada 
(%) 

M 19,52 ± 2,73 -0,22 0,24 

V 16,01 ± 6,04 -0,35 0,29 

Péptido C 
(ng/ml) 

M 3,79 ± 0,28 -0,05 0,81 

V 4,10 ± 0,68 -0,21 0,54 
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Por otra parte, en el estudio del perfil glucídico se analizaron los 

diferentes índices HOMA2 para valorar tanto la resistencia (HOMA2-RI) 

como la sensibilidad a la insulina (HOMA2-%S) y el porcentaje estimado de 

células β pancreáticas (HOMA2-%B) que presentaban los pacientes (tabla 

14).  

 

 

 

Figura 54. Variables que reflejan 
el perfil glucídico, en relación con 
el tratamiento hipoglucemiante: A, 
glucemia (mg/dl); B, insulinemia 
(µUI/ml); C, hemoglobina 
glucosilada (%); D, péptido C 
(ng/dl). Los valores indican la 
media, y la barra de error se 
corresponde con el EEM. 
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En mujeres obesas, se observó una disminución de la sensibilidad 

a la insulina (58,61 ± 5,34 %), en comparación con el grupo de mujeres 

control (96,95 ± 27,31 %) de manera significativa (p = 0,048). Como era de 

esperar, la resistencia a esta hormona fue mayor en las mujeres obesas 

(2,34 ± 0,22 UA) que en las del grupo control (1,27 ± 0,29 UA), siendo esta 

diferencia estadísticamente significativa (p = 0,02). No se observaron 

cambios en relación con el porcentaje estimado de células β pancreáticas 

(figura 55).  

Figura 55. Índices HOMA2 de las mujeres incluidas en el estudio. A: HOMA2 %B (%). B: HOMA2 %S (%). C: HOMA2 RI 
(UA). Los valores indican la media, y la barra de error se corresponde con el EEM. Nivel de significación estadística dado en 
forma de * (*, p<0,05). 
 

A B C 

* 
* 

Tabla 14. Índices HOMA2 
utilizados para valorar el estado 

del perfil glucídico de los 
pacientes incluidos en el estudio: 

HOMA2 %B (%), HOMA2 %S (%) 
y HOMA2 RI (UA). Todos los 

valores están expresados como la 
media ± EEM. 

 

Grupo Sexo N 
HOMA2-%B 
(%) 

HOMA2-%S 
(%) 

HOMA2-RI 
(UA) 

Control 
Mujer 4 114,35 ± 36,14 96,95 ± 27,31 1,27 ± 0,29 

Varón 7 86,14 ± 10,25 98,94 ± 11,64 1,06 ± 0,11 

Obesidad 
Mujer 44 130,05 ± 9,13 58,61 ± 5,34 2,34 ± 0,22 

Varón 8 146,55 ± 20,72 38,59 ± 7,69 3,30 ± 0,60 

 



 

 

 

132 Leonardo Andrés Catalano Iniesta 

RESULTADOS 

Tras valorar el perfil glucídico mediante los índices HOMA2 en los 

varones incluidos en el estudio, observamos que el porcentaje estimado de 

células β pancreáticas fue mayor en los pacientes obesos (146,55 ± 20,72 

%) que en los controles (86,14 ± 10,25 %) de manera significativa (p = 

0,02). Los varones obesos presentaron una disminución de la sensibilidad 

a la insulina (38,59 ± 7,69 %) en comparación con los varones controles 

(98,94 ± 11,64 %) de forma significativa (p = 0,001). Igualmente, los 

varones obesos presentaron aumento de la resistencia a la insulina (3,30 ± 

0,60 UA) con respecto a los varones del grupo control (1,06 ± 0,11 UA) 

también de manera significativa (p = 0,015) (figura 56). 

 

En relación con el sexo, los varones controles presentaron menor 

porcentaje estimado de células β pancreáticas en comparación con las 

mujeres del grupo control. Asimismo, los varones obesos mostraron mayor 

resistencia a la insulina que las mujeres obesas. Sin embargo, estas 

diferencias no llegaron a ser estadísticamente significativas (figura 57). 

Figura 56. Índices HOMA2 de los varones incluidos en el estudio. A: HOMA2 %B (%). B: HOMA2 %S (%). C: HOMA2 RI 
(UA). Los valores indican la media, y la barra de error se corresponde con el EEM. Nivel de significación estadística entre 
grupos control y obesidad dado en forma de * (*, p<0,05; **, p<0,01). 
 

* 

** 
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No apareció ninguna correlación entre los índices HOMA2 con los 

niveles plasmáticos de ANGPTL8, teniendo en cuenta el sexo de los 

pacientes estudiados (tabla 15).  

 

Respecto a los índices HOMA2, también analizamos si existían 

diferencias relacionadas con la influencia de la medicación 

antihiperglucemiante, tanto en los controles como en los obesos, y para 

ambos sexos (tabla 16).  

A B C 

Figura 57. Índices HOMA2 de los pacientes incluidos en el estudio. A: HOMA2-%B (%). B: HOMA2-%S (%). C: HOMA2-RI 
(UA). Los valores indican la media, y la barra de error se corresponde con el EEM. 
 

Mujeres 
 
Varones  

Tabla 15. Correlación entre 
concentración plasmática de 

ANGPTL8 con los índices 
HOMA2, mediante la 

determinación del coeficiente de 
correlación de Spearman. M: 

Mujer. V: Varón.  

Variable Sexo 
Media ± 
EEM 

Coeficiente de 
correlación ro 
(r) 

Significación 
bilateral  
(p valor) 

HOMA2 %B (%) 

M 130,14 ± 8,65 0,02 0,91 

V 115,64 ± 16,25 0,08 0,81 

HOMA2 %S (%) 

M 60,53 ± 5,51 0,19 0,30 

V 61,68 ± 9,73 0,01 0,97 

HOMA2 RI (UA) 
M 2,28 ± 0,21 -0,19 0,30 

V 2,39 ± 0,45 -0,01 0,97 
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En las mujeres obesas, el índice HOMA2 %B descendió en las 

pacientes que estaban en tratamiento antihiperglucemiante (102,50 ± 19,50 

%) en comparación con las que no estaban en tratamiento (134,96 ± 10,69 

%). El resto de índices no se vieron alterados en relación con el tratamiento. 

En los varones obesos, se observó un descenso del índice HOMA2 %B en 

los pacientes con tratamiento (80,65 ± 27,95 %) en comparación con los 

varones obesos sin tratamiento (160,40 ± 21,11 %). También se observó 

un incremento del índice HOMA2 %S en los pacientes varones obesos que 

estaban en tratamiento (48,10 ± 3,00 %) en relación con el de los individuos 

sin tratamiento (36,60 ± 12,26 %). El índice HOMA2 RI descendió en el 

grupo de varones obesos en tratamiento hipoglucemiante (2,09 ± 0,13 UA) 

si lo comparamos con los obesos sin tratamiento (3,77 ± 0,90 UA). Estas 

diferencias no fueron estadísticamente significativas (figura 57). 

 

 

Sexo 
Tratamiento 
hipoglucemiante 

N 
HOMA2 %B 
(%) 

HOMA2 %S 
(%) 

HOMA2 RI 
(UA) 

Mujer 

No 41 134,96 ± 10,69 59,39 ± 5,95 2,24 ± 0,24 

Sí 7 102,50 ± 19,50 63,43 ± 16,19 2,36 ± 0,67 

Varón 

No 13 160,40 ± 21,11 36,60 ± 12,26 3,77 ± 0,90 

Sí 2 80,65 ± 27,95 48,10 ± 3,00 2,09 ± 0,13 

 
Tabla 16. Influencia del tratamiento hipoglucemiante en los índices HOMA2 utilizados para valorar el perfil glucémico de los 
pacientes incluidos en el estudio: HOMA2 %B (%), HOMA2 %S (%) y HOMA2 RI (UA). Los valores están expresados como 
la media ± EEM. 
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Igualmente, se ha evaluado si la administración de 

hipoglucemiantes orales podría dar lugar a variaciones en las 

concentraciones plasmáticas de ANGPTL8 en los pacientes del estudio. 

Las mujeres obesas que recibían tratamiento presentaron unos valores 

plasmáticos de ANGPTL8 (0,79 ± 0,12 ng/ml) ligeramente superiores a las 

obesas sin tratamiento (0,71 ± 0,08 ng/ml), aunque sin observar 

significación estadística (figura 58). 

Figura 57. Índices HOMA2 de los pacientes incluidos en el estudio, teniendo en cuenta si estaban en tratamiento 
antihiperglucemiante. A, HOMA2-%B (%). B, HOMA2-%S (%). C, HOMA2-RI (UA). Los valores indican la media, y la barra 
de error se corresponde con el EEM. 
 

A B C 

Figura 58. Concentración 
plasmática de ANGPTL8 (ng/ml) 
en mujeres obesas, teniendo en 
cuenta si estaban en tratamiento 

con hipoglucemiante. Los valores 
indican la media, y la barra de 

error se corresponde con el EEM. 
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En relación con los varones obesos, se pudo apreciar un descenso 

en los niveles plasmáticos de ANGPTL8 relacionado con el tratamiento con 

hipoglucemiantes orales (0,42 ± 0,21 ng/ml) en comparación con los 

individuos sin este tipo de tratamientos (0,51 ± 0,17 ng/ml) (figura 59).  

Valoramos in vitro la influencia de metformina sobre la expresión 

de ANGPTL8 en explantes de tejido adiposo blanco procedentes de 

mujeres obesas, como se muestra a continuación. 

Tras las diferentes incubaciones con metformina, mediante 

inmunohistoquímica y Western blot, se observó que el aumento de la dosis 

de este fármaco se acompañó de un incremento de la expresión relativa de 

ANGPTL8 en los explantes de tejido adiposo.  

La inmunorreacción se presentó en forma de pequeñas vesículas 

en todos los intervalos de incubación, y con las diferentes concentraciones 

de metformina (figura 60A). La expresión relativa de ANGPTL8 aumentó de 

manera dosis-dependiente, y en los distintos tiempos de incubación, siendo 

mayor a las 24 horas y con concentraciones de metformina 20mM (figura 

60B-C). Este hecho se repitió a la hora de valorar la expresión relativa a 

AMPK, así como también su fracción fosforilada, p-AMPK (figura 60B).  

Figura 59. Concentración 
plasmática de ANGPTL8 (ng/ml) 
en varones obesos, teniendo en 
cuenta si estaban en tratamiento 
con hipoglucemiantes. Los 
valores indican la media, y la 
barra de error se corresponde con 
el EEM. 
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Figura 60. Modificaciones en la expresión de ANGPTL8, AMPK y p-AMPK en 
explantes de tejido adiposo humano de mujeres obesas, tras incubaciones con 
metformina en el medio de cultivo, a diferentes dosis (1mM y 20mM) y en diferentes 
intervalos de tiempo de incubación (3, 12 y 24 horas). A: Inmunohistoquímica para 
detectar la presencia de ANGPTL8, en función de la dosis y el tiempo de incubación. 
Barra de escala: 20µm.B: Western blot para valorar expresión de ANGPTL8, AMPK 
y p-AMPK. Como control de carga se utilizó β-actina. C: Expresión relativa de 
ANGPTL8 obtenida del estudio densitométrico de las bandas del Western blot. Los 
resultados se corresponden con la media (UA) y las barras de error con el EEM.  
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1. Consideraciones iniciales 

Trabajar con muestras humanas ha supuesto siempre un reto para 

los investigadores, y sobre todo cuando se analizan muchos aspectos 

relacionados con el metabolismo energético. El estudio de las variables 

asociadas al perfil lipídico y glucídico puede verse afectado tanto por 

factores intrínsecos de los individuos, como también por su entorno, hecho 

que dificulta de manera sustancial la interpretación de los resultados 

obtenidos.  

Los individuos que acuden a un hospital raramente presentan un 

estado de salud excepcional, sin ningún tipo de tratamiento y con un estilo 

de vida completamente controlado. En este punto surge la primera 

disyuntiva, definir las características que deben cumplir los pacientes para 

ser considerados controles. El hecho de obtener una muestra de tejido 

adiposo supone que el paciente debía ser sometido a una intervención 

quirúrgica, por lo que, de manera ética, es imposible obtenerla de un ser 

humano totalmente sano.  

La finalidad de esta tesis consistía en valorar las posibles 

modificaciones de la proteína ANGPTL8 relacionadas con estadios de 

obesidad, ya sea a nivel plasmático como del tejido adiposo visceral puesto 

que por el momento no está del todo clara su función y sus alteraciones con 

respecto a patologías metabólicas. Para ello, la correcta clasificación de los 

pacientes es fundamental. 

Como se explicó en apartados anteriores, se crearon dos grupos 

atendiendo al IMC. Con el fin de analizar la expresión de ANGPTL8 en tejido 

adiposo humano, así como también las modificaciones en su concentración 

plasmática en pacientes obesos, se estableció que los individuos que 

presentaran un IMC superior o igual a 30 kg/m2 formaran parte del grupo 

obesidad, mientras que aquellos pacientes con un IMC inferior a 30 kg/m2 
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fuesen incluidos dentro del grupo control. Los individuos varones del grupo 

control presentaron un elevado IMC, indicando sobrepeso. Dentro del rango 

de obesidad, la media del IMC, tanto en mujeres como en varones, fue 

superior a 40,00 kg/m2, indicando que los pacientes de este grupo padecían 

obesidad mórbida. 

Se registró el perímetro abdominal de los pacientes para, según la 

OMS, valorar el riesgo de padecer patologías asociadas a la obesidad. Los 

pacientes control no presentaron alto riesgo indicado por la acumulación de 

tejido adiposo a nivel abdominal, aunque en mujeres, la media del perímetro 

abdominal indicó que se encontraban en el límite indicado por la OMS. Sin 

embargo, los pacientes incluidos dentro del grupo obesidad presentaron un 

perímetro abdominal catalogado como de riesgo (WHO, 2008). 

Pudimos comprobar, además, los efectos del aumento del 

almacenamiento lipídico de los pacientes obesos. Como se indicó 

anteriormente, el proceso de hipertrofia es uno de los mecanismos 

responsables del aumento del volumen del tejido adiposo. Tanto en mujeres 

como en varones se observó un aumento del tamaño de la vacuola lipídica 

de aproximadamente un 10% en relación con adipocitos de los grupos 

control. Existe evidencia de la relación entre el incremento del tamaño del 

adipocito del tejido adiposo visceral con un aumento del índice HOMA-RI. 

Estos procesos también podrían estar asociados con los indicadores de 

inflamación celular en pacientes obesos (Verboven et al., 2018).  

A la hora de analizar las posibles variables que podrían estar 

influyendo en los resultados, se optó por valorar los tratamientos 

farmacológicos de los pacientes incluidos en el estudio. De esta manera, 

pudimos comprobar que el tratamiento con hipolipidemiantes en los grupos 

de obesos, tanto en mujeres como en varones, no fue habitual. Entre ellos, 

los fármacos más utilizados fueron estatinas, utilizados para reducir el 
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incremento en la concentración plasmática de LDL y TAG, evitando además 

la formación de placas de ateromas, disminuyendo así el riesgo de 

aparición de enfermedades cardiovasculares (Taylor et al., 2013). 

En los pacientes obesos incluidos en el estudio, el tratamiento con 

fármacos hipolipidemiantes no modificó sustancialmente las variables 

destinadas a la valoración del perfil lipídico.  

El tratamiento hipoglucemiante también fue objeto de valoración en 

los pacientes obesos. Al igual que con los fármacos hipolipidemiante, pocos 

pacientes obesos estuvieron en tratamiento antihiperglucemiante. Dentro 

de estos pacientes, tan solo una mujer y un varón del grupo obesidad 

necesitaban el aporte de insulina además de hipoglucemiantes orales. No 

se observaron diferencias significativas de las variables destinadas a la 

valoración del perfil glucídico de los pacientes obesos al tener en cuenta su 

tratamiento antihiperglucemiante.  
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2. Concentración plasmática de ANGPTL8 en 

pacientes obesos 

Existen discrepancias relacionadas con la determinación de los 

niveles plasmáticos de ANGPTL8 debido, sobre todo, a los métodos 

empleados para su medición. El más utilizado para ello ha sido la técnica 

de EIA y, a pesar de utilizar procedimientos similares para su detección, se 

han descrito diferencias relacionadas con el fragmento proteico a detectar.  

Según la bibliografía consultada, se han utilizado dos tipos de kits 

para llevar a cabo el enzimoinmunoensayo. El primer grupo, y más habitual, 

es aquel que es capaz de detectar la longitud total de la proteína. Está 

dirigido a la localización del extremo N-terminal, pasando por alto la 

presencia de los fragmentos resultantes de la degradación de la proteína 

(SEW803Hu, Wuhan USCN Business®; SK00528–02, Aviscera 

Bioscience®; CSB-EL028107HU, Cusabio Biotech ®; E11644h, EIAab®). 

El otro grupo está dirigido a la detección del extremo C-terminal, localizando 

no solo la longitud total de la proteína, sino también los fragmentos que se 

producen tras su degradación (EK-051-55, Phoenix Pharmaceuticals®) (Fu, 

Abou-Samra et al., 2014). 

Existe evidencia del papel de ANGPTL8 en la inhibición de LPL. 

Esta función la desempeña gracias a la presencia del epítopo SE1 presente 

en el extremo N-terminal (E. C. Lee et al., 2009). Teniendo esto en cuenta, 

la detección de este fragmento determinaría la proteína capaz de inhibir la 

LPL. Sin embargo, es posible que los fragmentos C-terminales resultantes 

de la degradación proteica desempeñen alguna función biológica de 

importancia (Fu, Abou-Samra et al., 2014). 

El planteamiento de nuestro grupo fue detectar la totalidad de 

ANGPTL8 en plasma, considerando tanto la proteína completa como sus 
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fragmentos. Por este motivo, se utilizó un método de detección del extremo 

C-teminal mediante EIA con el kit descrito en el apartado de materiales y 

métodos (EK-051-55, Phoenix Pharmaceuticals®). 

Los niveles plasmáticos obtenidos tras su medición se encontraban 

entre 0,28 y 1,90 ng/ml, parámetros dentro del rango lineal establecido por 

laboratorio fabricante del kit teniendo en cuenta que las muestras no fueron 

diluidas al medirlas. Ninguno de los resultados fue superior al límite superior 

indicado por el fabricante. 

Al analizar la concentración plasmática en los individuos control de 

ambos sexos, no se descubrieron diferencias entre ellos. Esto podría estar 

indicando que ANGPTL8 a nivel plasmático no se ve influenciada por el 

ambiente hormonal, a diferencia de otras adipoquinas, tales como leptina o 

adiponectina, que presentan un claro dimorfismo sexual. 

Surgieron discrepancias al comparar estos datos con los obtenidos 

por otros autores. En algunos casos, los valores de concentración 

plasmática de ANGPTL8 que obtuvimos para los grupos control se 

encontraron por debajo de los descritos en otros estudios que utilizaron el 

mismo kit de EIA para detectar el extremo C-terminal (C. C. Chen et al., 

2016; Fu, Abou-Samra et al., 2014; Fu, Berhane et al., 2014). Otros grupos 

han descrito cifras similares a las obtenidas por nuestro equipo (Ebert et al., 

2014; Y. H. Lee et al., 2016), e incluso en uno de los casos las cifras fueron 

menores (Abu-Farha, Sriraman et al., 2016). En la tabla 17 se pueden 

observar estos datos, en donde además figura la proporción de mujeres y 

varones, edad e IMC de los sujetos considerados como control, teniendo 

en cuenta que los individuos no tenían patologías metabólicas. 
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El desacuerdo continúa al establecer los valores de concentración 

plasmática de ANGPTL8 considerados controles al utilizar el resto kits de 

EIA que determinan la longitud total de proteína a través de la localización 

del extremo N-terminal. Por este motivo, consideramos interesante mostrar 

los resultados de los diferentes estudios que poseen un grupo control de 

estas características en la tabla 18 y 19. 

Sin embargo, es posible que no existan diferencias directas entre 

los dos tipos de kits de EIA utilizados por los diferentes grupos de 

investigación. Un metaanálisis realizado en 2016 analizó 9 de estos 

artículos, llegando a la conclusión que las diferencias observadas entre los 

kits podrían estar relacionadas principalmente con las características de las 

muestras analizadas, influyendo otros factores propios de los individuos 

estudiados por encima de los anticuerpos utilizados para la localización de 

ANGPTL8 (S. Li et al., 2016). 

Artículo 
Grupo 
control 

Sexo 
(Mujeres / 
Varones) 

Edad (años) 
IMC 
(kg/m2) 

Concentración 
plasmática de 
ANGPTL8 (ng/ml) 

EK-051-55, Phoenix Pharmaceuticals® 

(Ebert et al., 2014) N = 30 19 / 11 63(19)* 28,2(5,6)* 1,06(0,49)* 

(Fu, Abou-Samra y Zhang, 2014) -** - / -** -** <25** 2,36 ± 0,25 

(Fu, Berhane et al., 2014) N = 15 9 / 6 46,1 ± 2,5 26,2 ± 1,2 2,19 ± 0,24 

(Abu-Farha, Sriraman et al., 2016) N = 82 - / -** 40,44 ± 1,31 24,66 ± 0,31 0,20 ± 0,01 

(C. C. Chen et al., 2016) N = 32 - / -** 50,8 ± 1,2 22,7 ± 0,9 2** 

(Y. H. Lee et al., 2016) N = 38 20 / 18 56,3 ± 1,69 23,4 ± 0,53 0,9 ± 0,09 

Nuestros resultados N = 11 4 / 7 59,31 ± 5,90 24,39 ± 1,67 0,81 ± 0,09 

 
Tabla 17. Comparación de los pacientes considerados control (no obesos y no diabéticos) de los artículos que analizaron las 
concentraciones plasmáticas de ANGPTL8 mediante EIA utilizando el kit EK-051-55 de Phoenix Pharmaceuticals®. Los 
resultados están expuestos como media ± EEM. 
* Los datos están expuestos como mediana (rango intercuartílico). 
** Los datos no se especifican en el artículo. 
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Por tanto, al observar los valores plasmáticos obtenidos con los kits 

destinados a localizar el extremo N-terminal de ANGPTL8, pudimos 

apreciar que nuestros resultados fueron muy similares a los obtenidos por 

el resto de estudios, salvo en algunos casos en los que las concentraciones 

plasmáticas determinadas fueron mucho mayores que las obtenidas en 

nuestro laboratorio. 

Al analizar los niveles plasmáticos de ANGPTL8 en los pacientes 

obesos no se observaron diferencias estadísticamente significativas. Sin 

embargo, dentro de este grupo, las mujeres presentaron una concentración 

plasmática de esta proteína mayor que en varones, sin que esta diferencia 

fuera estadísticamente significativa.  

 

Artículo 
Grupo 
control 

Sexo 
(Mujeres / 
Varones) 

Edad (años) IMC (kg/m2) 
Concentración 
plasmática de 
ANGPTL8 (ng/ml) 

SEW803Hu, Wuhan USCN Business® 

(Liu et al., 2016) N = 36 18 / 18 50,68 ± 2,34 23,01 ± 0,57 0,77 ± 0,07 

SK00528–02, Aviscera Bioscience® 

(Arias-Loste et al., 2015) N = 15 1 / 14 55(30-74)* -** 3,5(3-5,1)* 

(Ghasemi et al. , 2015) N = 35 19 / 16 59,8 ± 1,36 27,7 ± 0,32 2,79 ± 0,19 

(Guo et al., 2015) N = 17 8 / 9 46,4 ± 2,00 22,35 ± 0,36 21,01 ± 4,48 

CSB-EL028107HU, Cusabio Biotech ® 

(Gomez-Ambrosi et al., 2014) N = 33 19 / 14 46,9 ± 1,91 23,6 ± 0,21 45,1 ± 4,25 

(Barja-Fernandez et al., 2015) N = 50 50 / 0 28,9 ± 0,88 21,6 ± 0,21 17,3 

(Calan et al., 2016; Gruzdeva et 
al., 2017) 

N = 164 164 / 0 26,82 ± 0,26 26,84 ± 0,29 0,29 ± 0,05 

 
Tabla 18. Comparación de los pacientes considerados control (no obesos y no diabéticos) de los artículos que analizaron las 
concentraciones plasmáticas de ANGPTL8 mediante EIA utilizando los kits SEW803Hu, Wuhan USCN Business®; SK00528–
02, Aviscera Bioscience® y CSB-EL028107HU, Cusabio Biotech ®. Los resultados están expuestos como media ± EEM. 
* Los datos están expuestos como mediana (rango intercuartílico). 
** Los datos no se especifican en el artículo. 
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Tabla 19. Comparación de los pacientes considerados control (no obesos y no diabéticos) de los artículos que analizaron las 
concentraciones plasmáticas de ANGPTL8 mediante EIA utilizando el kit E11644h, EIAab®. Los resultados están expuestos 
como media ± EEM. 
* Los datos están expuestos como mediana (rango intercuartílico). 
** Los datos no se especifican en el artículo. 
 
 

Artículo 
Grupo 
control 

Sexo 
(Mujeres / 
Varones) 

Edad (años) IMC (kg/m2) 
Concentración 
plasmática de 
ANGPTL8 (ng/ml) 

E11644h, EIAab® 

(Espes, Lau y Carlsson, 2014) N = 24 14 / 10 25,0 ± 0,8 23,1 ± 0,51 0,3** 

(Espes, Martinell y Carlsson, 
2014) 

N = 18 9 / 9 65,4 ± 1,6 29,0 ± 1,3 0,64 ± 0,06 

(Fenzl et al., 2014) N = 20 13 / 7 45,5 ± 2,4 24,6 ± 0,6 1,20 ± 0,12 

(Fu, Abou-Samra et al., 2014) -** - / -** -** <25** 0,55 ± 0,03 

(Hu et al., 2014) N = 83 29 / 54 47,96 ± 1,10 25,25 ± 0,40 0,30(0,20-0,51)* 

(Abu-Farha et al., 2015) N = 1047 450 / 597 42,50 ± 3,18 29,31 ± 0,19 0,73(0,06-10,62)* 

(X. Chen et al., 2015) N = 137 75 / 62 60,2 ± 0,7 23,0 ± 0,2 0,70 ± 0,03 

(Gao et al., 2015) N = 50 - / -** 52,44 ± 0,83 24,48 ± 0,28 0,3** 

(Gokulakrishnan et al., 2015) N = 50 22 / 28 21,0 ± 0,6 22,1 ± 0,9 1,10** 

(Trebotic et al., 2015) N = 10 10 / 0 32,40 ± 1,68 21,78 ± 0,63 0,42 ± 0,12 

(Xie et al., 2015) N = 50 29 / 21 

Mujeres: 
55(49,5-58)* 
Varones: 
53(46,5-57,5)* 

Mujeres:  
23,81 ± 0,40 
Varones:  
25,33 ± 0,29 

Mujeres:  
0,24(0,07-0,32)* 
Varones:  
0,30(0,15-0,44)* 

(Yamada et al., 2015) N = 12 5 / 7 55,6 ± 1,33 22,7 ± 0,87 0,3 ± 0,07 

(M. Yi et al., 2015) N = 89 58 / 31 39,43 ± 1,28 26,80 ± 0,45 0,40(0,17-0,53)* 

(Abu-Farha, Abubaker et al., 
2016) 

N = 724 - / -** 41,1 ± 3,25 27,6 ± 1,63 0,71(0,06-11,6)* 

(Abu-Farha, Al-Khairi et al., 
2016) 

N = 144 - / -** 41,76 ± 0,98 29,06 ± 0,49 0,94 ± 0,01 

(Abu-Farha, Sriraman et al., 
2016) 

N = 82 - / -** 40,44 ± 1,31 24,66 ± 0,31 0,77 ± 0,05 

(C. C. Chen et al., 2016) N = 32 - / -** 50,8 ± 1,2 22,7 ± 0,9 0,6** 

(Huang et al., 2016) N = 31 31 / 0 30,8 ± 1,38 21,0 ± 0,57 0,28(0,18-0,30)* 

(Maurer et al., 2016) N = 12 6 / 6 45,5 ± 2,05 22,9 ± 0,49 0,76 ± 0,06 

(H. Wang et al., 2016) N = 125 77 / 48 

Mujeres:  
51,6 ± 0,68 
Varones:  
51,1 ± 1,14 

Mujeres:  
23,1 ± 0,28 
Varones:  
23,4 ± 0,37 

Mujeres: 
25,46(17,96-32,17)* 
Varones: 
22,9+3(14,46-30,23)* 

(H. Wang et al., 2016; L. Wang 
et al., 2016) 

N = 20 10 / 10 54,4 ± 2,9 26,0 ± 0,5 0,29 ± 0,04 

(Wu et al., 2016) N = 27 13 / 14 10,3 ± 0,33 16,87 ± 0,34 0,27 ± 0,03 

(Ejarque et al., 2017; H. Wang 
et al., 2016) 

N = 20 7 / 13 49,5(12,1)* 22,2(2,5)* 0,89 ± 0,12 
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Solamente pudimos encontrar un artículo que comparó los niveles 

plasmáticos entre obesos y pacientes normopeso midiendo la 

concentración plasmática de ANGPTL8 mediante el uso del kit de EIA 

suministrado por Phoenix Pharmaceuticals®. En este caso, los pacientes 

obesos presentaron unos niveles plasmáticos de ANGPTL8 mayores que 

los no obesos, y, después de entrenamiento físico, estas cifras 

descendieron. Estos datos fueron reforzados con la utilización de otro kit de 

EIA destinado a identificar el extremo N-terminal (Abu-Farha, Sriraman et 

al., 2016). En relación con este trabajo, cabe mencionar que las 

concentraciones descritas son las más bajas en comparación con el resto 

de estudios. 

Varios artículos en los que determinó concentración plasmática de 

ANGPTL8 en individuos con características similares a los de nuestro 

estudio, han descrito que los niveles de esta proteína resultan inferiores en 

pacientes obesos (Barja-Fernandez et al., 2015; Ejarque et al., 2017; Fenzl 

et al., 2014; Gomez-Ambrosi et al., 2014; Maurer et al., 2016; H. Wang et 

al., 2016). El seguimiento de pacientes obesos intervenidos 

quirúrgicamente como tratamiento (banda gástrica o bypass gástrico) 

demostró que los niveles plasmáticos de ANGPTL8 se incrementaron 

significativamente en comparación con los del momento de la intervención 

(Pascual-Corrales et al., 2016). 

Dos de los estudios mostraron valores muy similares a los 

obtenidos en nuestro laboratorio a pesar de haber realizado la medición con 

el kit suministrado por EIAab®. Maurer y colaboradores describieron que 

los individuos obesos presentaron una concentración plasmática de 

ANGPTL8 inferior a los considerados controles, observándose un 20% 

menos de esta proteína en plasma en estos pacientes en comparación con 

el grupo control, realizadas las mediciones en ayunas, valores que 

tendieron a aumentar después de instaurarse modificaciones en su estilo 
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de vida destinadas a la pérdida de peso (Maurer et al., 2016). El estudio 

más reciente que relaciona niveles plasmáticos de ANGPTL8 en este tipo 

de pacientes fue llevado a cabo por Ejarque y colaboradores. En él, se 

describió que los pacientes obesos presentaron una menor concentración 

plasmática de esta proteína en comparación con pacientes normopeso. 

Además, se analizó a un tercer grupo formado por diabéticos tipo 2 obesos 

que presentaron unas cifras incluso menores que los obesos no diabéticos 

(Ejarque et al., 2017).  

Sin embargo, algunos artículos determinaron que la obesidad está 

asociada a un aumento de la concentración plasmática de ANGPTL8, 

indicando incluso que esta cifra es mayor en pacientes con sobrepeso (Guo 

et al., 2015). De hecho, en procedimientos de actuación sobre pacientes 

obesos mediante intervención quirúrgica como el bypass gástrico (Guo et 

al., 2016), o con modificaciones de la dieta (von Loeffelholz et al., 2017), 

los niveles plasmáticos disminuyeron significativamente tras la pérdida de 

peso. En estos trabajos describen concentraciones plasmáticas de 

ANGPTL8 más de veinte veces superiores a las obtenidas en nuestro 

laboratorio y a las descritas por la mayoría de estudios (Guo et al., 2015; 

Guo et al., 2016), o por el contrario concentraciones inferiores a 0,30ng/ml 

(von Loeffelholz et al., 2017). 
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3. Expresión de ANGPTL8 en tejido adiposo 

humano 

La principal función descrita para ANGPTL8 es la inhibición de LPL, 

a nivel de las células musculares periféricas, formando parte de un modelo 

más complejo que incluye a otros dos miembros de ANGPTL, la 3 y 4. El 

equilibrio entre la actividad de cada una de ellas en estados de ayuno como 

de ingesta determina un adecuado metabolismo de TAG, tanto a nivel del 

tejido adiposo visceral, como del muscular. Este modelo propone que, 

cuando el individuo se encuentra en ayuno, ANGPTL4 inhibe la LPL del 

tejido adiposo, impidiendo el almacenamiento lipídico, mientras que a nivel 

muscular se produce la hidrólisis de TAG con la finalidad de obtener una 

fuente de energía. Tras el aporte de alimentos, ANGPTL3 y 8 actuarían en 

el tejido muscular para inhibir LPL impidiendo el metabolismo lipídico a este 

nivel, mientras que en el tejido adiposo la enzima mantiene su actividad 

para favorecer el almacenamiento energético en los adipocitos del tejido (R. 

Zhang, 2016). 

Sin embargo, las limitaciones de este modelo son claras. Uno de 

los puntos a tener en cuenta es la nula referencia al papel que desempeña 

ANGPTL8 en el propio tejido adiposo visceral. Existe evidencia de la 

existencia de ARNm de esta proteína a nivel de este tejido, más allá del 

aporte hepático mediante la circulación sistémica (Quagliarini et al., 2012). 

Este hecho sugiere que ANGPTL8 desempeña alguna función, ya sea de 

manera paracrina y/o autocrina en el propio tejido. 

Después de realizar estudios inmunohistoquímicos, observamos 

reactividad a ANGPTL8 en el tejido adiposo de los pacientes incluidos 

dentro del estudio siguiendo un patrón granular, como había sido descrito 

anteriormente, en forma de pequeñas vesículas en el citoplasma del 
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adipocito (Tseng et al., 2014). Debido a la estructura y distribución de estas 

células en el tejido, la mayor densidad de dichos gránulos se apreciaba 

alrededor del núcleo, aunque también fue posible observarlos distribuidos 

por todo el citoplasma.  

Con relación a los grupos control, no observamos diferencias entre 

mujeres y varones en la expresión de ANGPTL8 en tejido adiposo fresco. 

Al comparar estos valores con los grupos obesos, la expresión relativa de 

ANGPTL8, dada por el estudio densitométrico de los experimentos de 

Western blot, fue menor en los pacientes controles, en ambos sexos, 

aunque la diferencia fue estadísticamente significativa entre varones. 

En las células endoteliales del tejido no se observó reacción 

inmunohistoquímica a ANGPTL8 y en la literatura no se ha mostrado 

claramente su presencia en estas células, así como tampoco del mensajero 

que la codifica. En estudios iniciales de otros miembros de la familia de las 

ANGPTL se observó su mensajero en regiones como la aorta mediante 

hibridación in situ. La existencia además de cierta analogía estructural con 

los receptores tirosín quinasa 2 de las células endoteliales con los 

miembros de ANGPTL, podría hacer pensar que estas proteínas podrían 

desencadenar la activación de vías intracelulares tras la activación de 

dichos receptores (Kim et al., 1999). Sin embargo, no existen evidencias 

certeras que permitan considerar estos hechos. 

Debido a que las diferencias entre pacientes obesos y no obesos 

ya habían sido descritas con anterioridad por otros autores, decidimos 

utilizar la técnica de hibridación in-situ para valorar si los adipocitos eran los 

únicos elementos del tejido adiposo visceral productores de ANGPTL8. 

Debemos destacar que este trabajo es el primero en analizar la expresión 

del ARNm de ANGPTL8 mediante la técnica de hibridación in-situ en tejido 

adiposo visceral humano. En este sentido, el método utilizado por la 
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mayoría de grupos que valoraron la expresión de este mensajero es la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real (RT-PCR).  

Existen diferencias entre hibridación in-situ y RT-PCR, si bien 

ambas técnicas están destinadas a la detección de un ARNm específico. 

La ventaja de la RT-PCR sobre la hibridación in-situ es que la primera es 

mucho más precisa a la hora de cuantificar la expresión del mensajero. Los 

resultados de la cuantificación de la hibridación in-situ son indirectos debido 

a que el grado de expresión se determina mediante la medición del área 

considerada reactiva y del grado de intensidad dado por una escala de 

grises. 

Sin embargo, a la hora de trabajar con tejido fresco, en este caso 

tejido adiposo visceral obtenido tras cirugía laparoscópica, es importante 

tener en cuenta que el tejido no solo está formado por adipocitos, sino que 

también por tejido conectivo y endotelial. Por ello, las determinaciones de 

la expresión génica mediante PCR no diferencia el lugar de síntesis, 

mientras que mediante hibridación in-situ es posible la observación directa 

de la estructura productora del ARNm específico. 

Gracias a esto pudimos determinar que las células endoteliales del 

tejido adiposo no presentan ARNm que codifica ANGPTL8 indicando que 

no se produce la proteína en esta región, a diferencia de los adipocitos, en 

los que la inmunorreactividad indica su presencia. Teniendo en cuenta esto, 

podríamos pensar que el efecto sobre LPL podría ser, por un lado, en el 

torrente sanguíneo inhibiendo su función biológica, pero además podría 

estar inhibiéndola a nivel de los adipocitos, o incluso actuando sobre su 

transportador. Existe evidencia de la interacción de ANGPTL4 con la 

proteína de unión a lipoproteína de alta densidad anclada a 

glicosilfosfatidilinositol tipo 1 (GPIHBP1, “glycosylphosphatidylinositol 

anchored high density lipoprotein binding protein 1”) relacionada con el 
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transporte de LPL a través de las células endoteliales (Chi et al., 2015), por 

lo que ANGPTL8 también podría estar actuando a este nivel, hecho que 

todavía no ha sido corroborado. Por otra parte, tampoco se conoce si existe 

algún mecanismo por el cual ANGPTL8 sea capaz de traspasar las células 

endoteliales, para así llegar al torrente sanguíneo, o si, por el contrario, 

podría ser transportada desde la luz del vaso hasta los tejidos irrigados por 

éste (figura 61). 

Cuando analizamos la expresión del ARNm que codifica esta 

proteína mediante hibridación in-situ, no observamos diferencias entre 

mujeres y varones del grupo control. Al comprar estos valores con el grupo 

obesidad, las mujeres obesas presentaron una mayor expresión del 

mensajero en relación con las del grupo control. Esta situación fue inversa 

al estudiar los grupos de varones, pues la expresión del mensajero fue 

menor en los pacientes obesos. A pesar de estos resultados, la expresión 

relativa de ANGPTL8 en el tejido adiposo de los varones obesos fue 

superior a la observada en los pacientes control.  

Figura 61. Actuación de ANGPTL8 a nivel vascular y del tejido adiposo blanco, en relación con la inhibición de LPL. El 
transportador de LPL a través de las células endoteliales, GPIHBP1, podría verse afectado por la presencia de ANGPTL8, 
bloqueando su acción. Tampoco se podría descartar la existencia de algún mecanismo capaz de transportar ANGPTL8 dentro 
del vaso o hacia los tejidos circundantes. 
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Esta diferencia relacionada con el sexo de los pacientes podría 

deberse a las diferencias del ambiente hormonal de los individuos a nivel 

sistémico, así como también de las modificaciones de la producción local 

de estrógenos. Existe evidencia de los cambios de la expresión de 

aromatasa, enzima encargada de la obtención de estrógenos a partir de 

andrógenos, en el propio tejido adiposo con relación al sexo (Jones et al., 

2001).  

La gran mayoría de estudios relacionados con ANGPTL8 se 

centraron en los niveles plasmáticos, determinando diferencias entre 

grupos relacionados con obesidad y diabetes. Pocos estudios se orientaron 

a la producción a nivel hepático y del tejido adiposo, tanto en modelos 

murinos (Jiao et al., 2014; E. Li et al., 2016; Ren et al., 2012; R. Zhang, 

2012; Y. Zhang et al., 2016) como en humanos (Abu-Farha, Al-Khairi, et al., 

2016; Abu-Farha et al., 2018; Ejarque et al., 2017; Franck et al., 2011; 

Mysore, Ortega, et al., 2017; Nidhina Haridas et al., 2015; von Loeffelholz 

et al., 2017) o incluso en líneas celulares (Maurer et al., 2016; Y. Zhang et 

al., 2016). 

En ratones macho, se ha descrito que el uso de dietas ricas en 

grasas e hidratos de carbono mantenidos en el tiempo promueve el 

aumento de la expresión del ARNm de angptl8 en tejido adiposo blanco (E. 

Li et al., 2016; Ren et al., 2012; R. Zhang, 2012).   

Asimismo, los estudios realizados con tejido adiposo humano 

mostraron algunas discrepancias. En uno de ellos no se observaron 

diferencias entre la expresión del mensajero de ANGPTL8 entre mujeres 

obesas antes y después de la cirugía bariátrica, aunque la calidad de vida 

y su situación endocrinológica inicial mejoró tras la intervención (Mysore, 

Ortega, et al., 2017). Sin embargo, otros dos estudios determinaron que, 

tanto la elevada ingesta calórica (Franck et al., 2011), como la situación de 
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obesidad establecida (Ejarque et al., 2017), se relacionan con aumento de 

la expresión del ARNm que codifica ANGPTL8 en tejido adiposo humano, 

al igual que lo observado en modelos animales. En estos casos no se 

especificó si existían diferencias entre mujeres y varones. 

El aumento de expresión del mensajero de ANGPTL8 en mujeres 

obesas observado en nuestro estudio coincide con otros autores. Sin 

embargo, en nuestro caso, los varones obesos presentaron un descenso 

en la producción de esta proteína. Es difícil corroborar estos datos con los 

de otros grupos, pues en la mayoría de los casos no se clasificaban los 

pacientes en relación con su sexo, o la muestra estaba formada sólo por 

mujeres.  

La importancia de estos resultados radica en que es la primera 

evidencia de la posible influencia de los estrógenos sobre la producción de 

ANGPTL8 en los adipocitos del tejido adiposo visceral de individuos 

obesos. 
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4. Implicación de ANGPTL8 en el control del 

perfil lipídico 

Al analizar el perfil lipídico de los pacientes pudimos observar que 

el grupo de obesos, tanto mujeres como varones, presentó desajustes 

asociados a su patología metabólica, siendo los pacientes varones obesos 

los que peor controlaban su perfil lipídico, independientemente de si 

estaban o no en tratamiento hipolipidemiante.  

El parámetro que se vio alterado con mayor frecuencia fue la 

concentración plasmática de leptina. Esta variable es una de las más 

utilizadas a nivel clínico para la vigilancia de este tipo de patologías. En 

relación con la leptina, se observó una mayor concentración plasmática en 

mujeres que en varones, en ambos grupos de clasificación, datos que 

concuerdan con estudios previos (Havel, Kasim-Karakas, Dubuc, Mueller y 

Phinney, 1996).  

Nuestros hallazgos confirman que existe una correlación positiva 

entre HDL y ANGPTL8 en los varones. En relación con el resto de variables, 

la concentración plasmática de ANGPTL8 tendía a descender a medida que 

se deterioraba el perfil lipídico de los varones (aumento de TAG, LDL y 

leptina), apoyado por un descenso en los niveles plasmáticos de ANGPTL8 

en los pacientes varones obesos. Sin embargo, debería aumentarse el 

tamaño muestral para corroborar esta tendencia. En mujeres, no se 

observó ninguna correlación significativa entre ANGPTL8 y el resto de 

variables utilizadas para el control del perfil lipídico. 

El estudio de correlación entre ANGPTL8 y las diferentes variables 

analíticas es común entre los artículos relacionados con esta proteína. En 

algunos casos, no se observó relación significativa entre estos datos. Sin 

embargo, hay que subrayar que el diseño inicial de dichos estudios 
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tampoco pretendía evaluar en los grupos de individuos seleccionados las 

modificaciones de ANGPTL8 asociado a obesidad, pues comparaban datos 

entre pacientes no obesos, sin abarcar un amplio rango de IMC, o sin 

presentar grandes modificaciones del perfil lipídico. Generalmente, en 

estas publicaciones, los grupos de estudio estaban formados por individuos 

diabéticos (Al-Rawashdeh et al., 2017; Espes, Lau, et al., 2014; Espes, 

Martinell, et al., 2014; Gokulakrishnan et al., 2015; Hu et al., 2014; 

Tokumoto et al., 2015; L. Wang et al., 2016; Xie et al., 2015), o incluso, 

gestantes con el fin de evaluar la presencia de diabetes gestacional 

(Zielinska et al., 2016).   

Otros artículos destinados a estudiar las posibles variaciones y 

relaciones de ANGPTL8 con las variables involucradas en el control del 

perfil lipídico en obesidad, tampoco observaron correlaciones (Fu, Berhane, 

et al., 2014; Guo et al., 2015; Guo et al., 2016; Maurer et al., 2016; Wu et 

al., 2016). Es preciso reseñar que ninguno de estos artículos estudió la 

posible variación de leptina en los individuos obesos, uno de los principales 

indicadores utilizado en la valoración clínica de obesidad. 

En la bibliografía revisada, muchos autores han descrito 

correlaciones entre estos parámetros. No se pudo realizar una comparación 

directa con nuestros resultados debido a que, en gran parte de ellos, no 

valoraron los niveles plasmáticos de ANGPTL8 en obesidad, sino que se 

orientaron hacia pacientes diabéticos (Abu-Farha et al., 2015; X. Chen et 

al., 2015; Ebert et al., 2014; Gao et al., 2015; Ghasemi et al., 2015; Liu et 

al., 2016; H. Wang et al., 2016; Yamada et al., 2015; M. Yi et al., 2015), 

gestantes (Ebert et al., 2015; Huang et al., 2016; Trebotic et al., 2015; 

Wawrusiewicz-Kurylonek et al., 2015), o utilizaron otros criterios diferentes 

a los utilizados en nuestro trabajo para establecer los grupos (Calan et al., 

2016; C. C. Chen et al., 2016; Chung et al., 2016; Gomez-Ambrosi et al., 
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2016; Y. H. Lee et al., 2016; von Loeffelholz et al., 2017; Yamada et al., 

2018).  

La conclusión expresada en todos estos trabajos fue que 

incrementos en los niveles séricos de TAG, acompañados de un descenso 

de HDL, están asociados con un aumento de la concentración plasmática 

de ANGPTL8. Algunos de los artículos que apoyan esta propuesta, 

además, observaron que el IMC guarda cierta correlación positiva con dicha 

proteína (Calan et al., 2016; Chung et al., 2016; Y. H. Lee et al., 2016; von 

Loeffelholz et al., 2017). Solamente un artículo se alejaba de esta idea, 

sugiriendo que ANGPTL8 se correlaciona de manera positiva con HDL, y 

negativa con TAG (Gomez-Ambrosi et al., 2016). Cabe destacar que el 

grupo analizado fue de pacientes obesos con y sin dislipidemia, por lo que 

no corroboró dichos resultados en pacientes normopeso o con sobrepeso. 

En pocos artículos aparecen correlaciones entre ANGPTL8 

plasmática con las variables analíticas del control del perfil lipídico en 

individuos obesos y no obesos. Uno de ellos, a pesar de observar un 

descenso de niveles plasmáticos de ANGPTL8 en los pacientes obesos, 

describió una correlación positiva entre esta proteína con los valores de 

colesterol total y LDL, ambas variables aumentadas en los pacientes 

obesos (Fenzl et al., 2014). 

Otros autores han descrito descensos de la concentración 

plasmática de ANGPTL8 en obesos, así como existencia de una correlación 

positiva con HDL, y negativa respecto a los niveles séricos de TAG (Ejarque 

et al., 2017; Gomez-Ambrosi et al., 2014). Dos de estos estudios, además 

de coincidir con los artículos anteriores, demostraron un incremento de 

leptina, relacionándolo con el descenso de ANGPTL8 plasmática (Barja-

Fernandez et al., 2015; Pascual-Corrales et al., 2016). 
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En adipocitos murinos 3T3-L1, el cultivo durante 12 horas con la 

proteína recombinante de ANGPTL8 dio lugar a descenso de la actividad 

lipolítica, siendo la única evidencia de análisis directo del efecto de 

ANGPTL8 sobre la liberación de glicerol (Y. Zhang et al., 2016). Por otro 

lado, la deleción de los genes que codificaban angptl8 en la misma línea 

celular produjo un incremento de la lipólisis, siendo mayor cuando se 

utilizaba isoprenalina como fármaco potenciador de la liberación de glicerol 

(Mysore, Liebisch, Zhou, Olkkonen y Nidhina Haridas, 2017). 

Para analizar la liberación de glicerol en nuestro estudio, aislamos 

los adipocitos del tejido graso visceral de los pacientes incluidos en el 

estudio, siempre que la cantidad de tejido fuera suficiente para el 

experimento, incubándolos con la proteína recombinante de ANGPTL8 

para el estudio de la liberación de glicerol. Además, se comparó su efecto 

con fármacos ampliamente estudiados que modifican la actividad lipolítica, 

como isoprenalina e insulina. 

En todos los grupos estudiados, tanto mujeres y varones, así como 

controles y obesos, existió una tendencia al descenso del glicerol liberado 

tras la incubación de los adipocitos en presencia de ANGPTL8 durante 90 

minutos, sin ser estas diferencias estadísticamente significativas. 

Probablemente, manteniendo el efecto de esta proteína más allá del tiempo 

de incubación utilizado, esta disparidad podría ser más evidente al igual 

que en los estudios realizados con cultivos celulares murinos. Sin embargo, 

a partir de los 90 minutos la acumulación de glicerol en el medio tiende a 

mantenerse estable en este tipo de experimentos con adipocitos aislados 

(Carpene, 2001).  

Al combinar ANGPTL8 con isoprenalina durante la incubación de 

los adipocitos, el descenso del glicerol liberado fue similar al observado en 

los valores basales. En todos los casos, al incubar los adipocitos con 
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insulina y ANGPTL8, la liberación de glicerol fue mayor que tras la 

incubación sólo con insulina. Esta diferencia fue más marcada en varones 

que en mujeres, siendo mayor que los valores basales. Debemos 

considerar que el efecto de insulina, como inhibidora de la lipólisis, fue 

mínimo incluso en los grupos controles a pesar de no tener antecedentes 

de resistencia insulínica dados por el análisis de las variables analíticas y 

por el cálculo de los índices HOMA2.  

Pero lo realmente llamativo es que, el efecto de ANGPTL8 como 

inhibidora de la lipólisis, fuese contrario al incubar las células adiposas junto 

con insulina. Una posible explicación podría ser que el efecto de ANGPTL8 

sobre la lipólisis esté relacionado con su concentración final en estos casos. 

Está descrito que el tratamiento con insulina en cultivos celulares murinos 

de adipocitos produce un aumento de la expresión del mensajero de 

angptl8 (Ren et al., 2012). Considerando estos hallazgos, así como 

nuestras propias observaciones, el efecto de insulina sobre los adipocitos 

aislados podría desencadenar un aumento de la presencia de ANGPTL8, 

que, sumado al aporte exógeno de proteína recombinante, posiblemente 

aumenten la concentración de esta proteína por encima de la considerada 

para el experimento (20nM). 
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5. Homeostasis glucídica y ANGPTL8 

Con relación al estudio del perfil glucídico, el análisis de los 

individuos obesos, tanto mujeres como varones, indicó que presentaban 

hiperinsulinemia, acompañada de un incremento de la concentración 

plasmática del péptido C. La hiperinsulinemia compensadora provocada 

por el incremento en la actividad de las células β pancreáticas, con el fin de 

mantener la regulación glucémica, es el principal indicador del comienzo 

del establecimiento de resistencia periférica a insulina, en este caso, 

asociada a la obesidad (Sachdeva y Stoffers, 2009). 

El aumento de la insulinemia, como de la hemoglobina glucosilada 

y del péptico C, demostraron un empeoramiento del control glucídico de los 

pacientes obesos. La única variable que no presentó grandes diferencias 

fue la glucemia, pues no se observaron cambios estadísticamente 

significativos entre los grupos control y obesidad, en ambos sexos.  

El estudio de ANGPTL8 en humanos ha estado dirigido, 

principalmente, a valorar su concentración plasmática con distintas 

variables asociadas a diabetes, debido a las características que, 

inicialmente, la consideraron como agente promotor de la proliferación de 

las células β pancreáticas (P. Yi et al., 2013). En la bibliografía son 

numerosos los estudios con individuos diabéticos que siguieron esta línea 

de investigación, sobre todo pacientes con DM2, en los que se analizaron 

las variables relacionadas con la valoración del perfil glucídico y de la 

concentración plasmática de ANGPTL8. Pocos estudios abordaron además 

la presencia de obesidad, por lo que fue difícil establecer comparaciones 

de nuestros resultados con estos. 

Sin embargo, otros autores establecieron la condición de obesidad 

como variable codificadora de los grupos de estudio, analizando los 

parámetros indicadores del control glucídico además de valorar variables 
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relacionadas con el perfil lipídico. Algunos autores han descrito que no 

existía ninguna correlación entre la concentración plasmática de ANGPTL8 

con las variables específicas del perfil glucídico en humanos, aunque no 

valoraban la presencia de obesidad como criterio de clasificación en sus 

grupos, sino presencia de diabetes gestacional (Ebert et al., 2015; 

Wawrusiewicz-Kurylonek et al., 2015; Zielinska et al., 2016), DM (Espes, 

Lau, et al., 2014; H. Wang et al., 2016; L. Wang et al., 2016), esteatosis 

hepática (von Loeffelholz et al., 2017), o sólo realizaron una valoración de 

un grupo de individuos normopeso (Yamada et al., 2018). 

Utilizando criterios de clasificación similares a los seleccionados 

por nuestro grupo, y estableciendo la obesidad como eje de estudio, 

tampoco se observaron correlaciones entre las variables indicadoras de 

control del metabolismo glucídico con ANGPTL8 (Fenzl et al., 2014; Maurer 

et al., 2016; Pascual-Corrales et al., 2016; Wu et al., 2016). 

Como se ha descrito anteriormente, la valoración de ANGPTL8 se 

ha realizado principalmente en pacientes diabéticos con la finalidad de 

observar si existía una posible relación entre esta proteína con el 

metabolismo glucídico. La mayoría de los artículos coincidían en que el 

empeoramiento de perfil glucídico de los individuos diabéticos se 

relacionaba con aumento de la concentración plasmática de ANGPTL8 (X. 

Chen et al., 2015; Ebert et al., 2014; Espes, Martinell, et al., 2014; Fu, 

Berhane, et al., 2014; Ghasemi et al., 2015; Hu et al., 2014; Liu et al., 2016; 

Yamada et al., 2015).  

A pesar de esto, otros autores defendieron que el empeoramiento 

del perfil glucémico de individuos diabéticos estaba asociado con descenso 

de los niveles plasmáticos de ANGPTL8, siendo la glucemia y el índice 

HOMA-RI las variables que guardaron una relación más estrecha con esta 

proteína (Gokulakrishnan et al., 2015; Tokumoto et al., 2015; Xie et al., 
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2015). En todos estos estudios no se tuvieron en cuenta pacientes con un 

elevado IMC, y estaban enfocados en pacientes diabéticos normopeso o 

con sobrepeso. 

Otros estudios, que tampoco se centraron en la obesidad para 

establecer los criterios de clasificación, describieron también una 

correlación positiva entre las variables destinadas a evaluar el perfil 

glucémico y la concentración plasmática de ANGPTL8. En ellos se 

analizaron pacientes con diabetes gestacional (Huang et al., 2016; Trebotic 

et al., 2015), albuminuria (C. C. Chen et al., 2016), hígado graso no 

alcohólico (Y. H. Lee et al., 2016) y ovarios poliquísticos (Calan et al., 2016).  

En aquellos trabajos realizados con pacientes obesos que 

consideraban el perfil lipídico, en muchas ocasiones también se 

describieron relaciones entre ANGPTL8 plasmática con las variables 

indicadoras del estado del perfil glucémico. Al igual que en los casos 

anteriores, también se observaron discrepancias entre los diferentes 

grupos de investigación. Mientras unos autores defendieron que existía una 

correlación positiva entre estas variables con ANGPTL8 (Abu-Farha, 

Abubaker, et al., 2016; Abu-Farha, Sriraman, et al., 2016; Al-Rawashdeh et 

al., 2017; Guo et al., 2015; Guo et al., 2016), otros determinaron que esta 

relación era negativa (Barja-Fernandez et al., 2015; Ejarque et al., 2017; 

Gomez-Ambrosi et al., 2014). 

Después de analizar todos los datos anteriores, fue difícil comparar 

nuestros resultados con el resto de artículos. Por un lado, la discrepancia 

entre los estudios realizados con pacientes obesos no estableció una 

relación lo suficientemente clara entre las variables destinadas a la 

valoración del perfil glucémico con la concentración plasmática de 

ANGPTL8. Por otro lado, en la mayoría de los trabajos realizados con 

pacientes diabéticos no se contemplaban situaciones de obesidad mórbida 
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como en nuestro caso. A pesar de esto, algunos artículos tuvieron en 

cuenta tanto el estado de obesidad, como la presencia de resistencia a la 

insulina o DM2 diagnosticada, agrupándolas en estudios del síndrome 

metabólico. La mejor manera de contrastar nuestros resultados fue analizar 

los artículos que describían ambas patologías, permitiéndonos una visión 

más amplia de las complicaciones que provocan, y su posible relación con 

ANGPLT8. 

Solamente un artículo indicó que no existía correlación entre 

ANGPTL8 con las variables indicadoras de empeoramiento del perfil 

glucémico, a pesar de identificar una correlación positiva entre esta proteína 

con el colesterol total y con LDL a nivel plasmático. Los pacientes obesos 

incluidos en este trabajo presentaron un IMC similar a los observados en 

nuestro grupo obesidad; sin embargo, mostraron unos indicadores de 

resistencia insulínica muy superiores a los de nuestros pacientes. De 

hecho, el grupo que consideraron “delgado” presentó un índice HOMA-RI 

que prácticamente duplicaba el valor observado en nuestro grupo control 

(Fenzl et al., 2014). 

Por otra parte, algunos autores apreciaron una correlación negativa 

entre los indicadores de aumento de resistencia insulínica y ANGPTL8. 

Además, observaron que el empeoramiento del control del estado 

nutricional de los individuos, dado por un incremento de TAG, LDL y 

colesterol total y por un descenso de HDL, estaba acompañado de un 

descenso de los niveles plasmáticos de ANGPTL8. La importancia de estos 

trabajos radicó en el método de clasificación de los individuos de la 

muestra. Consideraban tanto al estado de obesidad mórbida o normopeso, 

como el de su perfil glucémico, teniendo en cuenta si padecían DM2, un 

deterioro inicial de la tolerancia a glucosa o un metabolismo glucídico 

normal. En estos casos se observó que los pacientes obesos diabéticos 
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presentaron niveles plasmáticos de ANGPTL8 por debajo del resto de 

grupos (Ejarque et al., 2017; Gomez-Ambrosi et al., 2014).  

También se han descrito correlaciones positivas entre ANGPTL8 y 

los indicadores de aumento de resistencia insulínica en pacientes obesos y 

diabéticos. En dos de los artículos revisados observamos que los pacientes 

considerados control, que no presentaban síndrome metabólico, mostraban 

deterioro del perfil glucémico, expresado por aumento de la resistencia 

insulínica. Además, no se tuvo en cuenta la presencia de IMC extremos, 

asociados a obesidad mórbida, sino que los pacientes clasificados en estos 

grupos presentaron obesidad leve (Abu-Farha, Abubaker, et al., 2016; Al-

Rawashdeh et al., 2017). En solo una ocasión se observó correlación 

positiva entre estas variables con individuos de diferentes IMC, desde 

normopeso hasta obesidad mórbida, teniendo en cuenta si eran diabéticos 

o no. Tampoco se ha encontrado relación directa entre ANGPTL8 y las 

variables indicadoras del estado del perfil lipídico de estos pacientes (Guo 

et al., 2015). En todos estos casos, la concentración de ANGPTL8 

plasmática fue mayor en los individuos obesos diabéticos que en el resto 

de grupos. 

En nuestro trabajo no se observaron correlaciones 

estadísticamente significativas entre las variables analíticas destinadas a la 

valoración del perfil glucídico y la concentración plasmática de ANGPTL8, 

independientemente del sexo de los individuos. Sin embargo, cabe 

destacar que todas ellas mostraron tendencia hacia la correlación negativa 

con ANGPTL8, indicando que, el empeoramiento del control glucémico 

acompañado de un aumento de los indicadores de establecimiento de 

resistencia insulínica, podrían estar asociados con descensos de los niveles 

plasmáticos de ANGPTL8. 
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Los índices HOMA2 tampoco se relacionaron de manera 

significativa con ANGPTL8 en los pacientes incluidos en el estudio. De 

hecho, el coeficiente de correlación ro indicó que ni tan siquiera existía 

alguna tendencia, y que las variables eran independientes entre sí. Esto no 

concuerda con la mayoría de artículos que defendieron que el índice 

HOMA-RI es una de las principales variables relacionadas de manera 

negativa con la concentración plasmática de ANGPTL8 en individuos 

normopeso y obesos (Barja-Fernandez et al., 2015; Ejarque et al., 2017; 

Gomez-Ambrosi et al., 2014). 

Tras analizar las modificaciones en plasma de ANGPTL8 y su 

relación con las variables indicadoras del control del perfil glucémico, se 

valoró si metformina podría modificar la presencia de esta proteína a nivel 

del tejido adiposo de mujeres obesas. Para ello, como se ha explicado en 

el apartado de Materiales y Métodos, se incubaron explantes de tejido con 

diferentes dosis de metformina y se determinó la expresión de ANGPTL8 

mediante Western blot.  

La elección de metformina se basó principalmente en que, aparte 

de ser el tratamiento hipoglucemiante oral más habitual en nuestra muestra 

de pacientes obesos, este fármaco es la primera línea de tratamiento 

farmacológico tras la detección de intolerancia a la glucosa y/o diagnóstico 

de DM2. Es capaz de reducir los niveles plasmáticos de glucosa y mejora 

la sensibilidad periférica a insulina. Además, no provoca hipoglucemia ni 

promueve ganancia ponderal, ni tampoco efectos adversos como los que 

producen otros hipoglucemiantes como insulina o sulfonilureas (Davidson 

y Peters, 1997). Una de las acciones de metformina es facilitar la activación 

de AMPK, uno de los principales sensores energéticos celulares. Su 

activación, por descensos de los niveles de ATP, promueve las rutas de 

señalización catabólicas a la vez que inhibe las anabólicas. A nivel 

mitocondrial, metformina reduce la producción de ATP, aumentando la 
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concentración de AMP, lo que desencadena un incremento en la activación 

de AMPK. En el tejido adiposo, metformina es capaz de aumentar la 

expresión relativa de la fracción activada de AMPK, indicando que estimula 

su activación (Boyle et al., 2011), hecho que podría derivar en la 

fosforilación de las principales lipasas relacionadas con el metabolismo 

lipídico, HSL y ATGL (Mihaylova y Shaw, 2011).  

El cultivo de explantes de tejido adiposo obtenido de mujeres 

obesas con metformina produjo incremento de la expresión relativa de 

ANGPTL8 de manera dosis-dependiente, aumentando a lo largo del tiempo, 

siendo más elevadas a las 24 horas de tratamiento y con dosis altas de 

metformina (20mM). Como era de esperar, metformina produjo un aumento 

de la fracción fosforilada de AMPK de manera dosis-dependiente, siendo 

superior a las 24 horas de tratamiento. 

En estudios realizados en líneas de carcinoma hepatocelular 

humano, HepG2, se observó que existía una posible relación entre AMPK 

y angptl8. Utilizando un activador de AMPK se observó descenso del 

ARNm, así como también de la propia proteína. Además, incubaciones con 

metformina dieron lugar a disminución de la presencia de esta proteína de 

manera dosis-dependiente (J. Lee et al., 2015). Sin embargo, el efecto de 

metformina sobre la activación de AMPK en esta línea celular pudo verse 

afectado por la presencia de resistencia insulínica en los hepatocitos (M. 

Zang et al., 2004). 

Como se pudo comprobar al cuantificar el glicerol liberado por 

adipocitos aislados, las mujeres obesas presentaron resistencia a la acción 

de la insulina. Posiblemente, en los explantes de tejido adiposo visceral, el 

incremento de la expresión de ANGPTL8 tras la incubación con metformina 

se podría deber a la mejora en la sensibilidad a la insulina por parte del 

adipocito, estimulando las vías de señalización que genera la activación de 
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su receptor, ya que se ha descrito que la insulina es capaz de aumentar la 

expresión del ARNm que codifica ANGPTL8 (Nidhina Haridas et al., 2015).  

Las diferencias observadas en relación con la incubación con 

metformina a diferentes dosis respecto a los valores basales observados a 

los distintos tiempos, nos hace pensar que toda la señalización 

desencadenada por la presencia de este fármaco podría influir en la 

producción a nivel local de ANGPTL8. Este hecho podría estar relacionado 

principalmente con el aumento de la sensibilidad a la insulina producido por 

la presencia de metformina en los medios de cultivo. 

Debemos tener en cuenta, además, que los explantes no estaban en 

una situación de deprivación energética. Previo a la incubación con las 

diferentes dosis de metformina, las muestras fueron pre-incubadas durante 24 

horas en medio de cultivo con glucosa e insulina, entre otras sustancias. Como 

se detalló en el apartado de Materiales y Métodos, posterior a la pre-

incubación, las muestras se mantuvieron durante 3, 12 ó 24 horas en el mismo 

medio de cultivo, ya sea con metformina o sin el fármaco. Esta última situación 

fue considerada como basal, cuya expresión de ANGPTL8 se incrementó a las 

24 horas de incubación, asemejándose a la expresión relativa observada en 

las muestras incubadas con metformina 1mM durante 3 horas. Es probable 

que la cantidad de nutrientes aportada por el medio de cultivo sea suficiente 

para provocar el aumento de producción de ANGPTL8 en los explantes de 

tejido adiposo durante las 24 horas de incubación.  

Este hecho está relacionado con los hallazgos de otros grupos de 

investigación, donde se valoró la modificación de la expresión del mensajero 

de angptl8, tanto en líneas celulares 3T3-L1 como en modelos murinos, 

relacionadas con los estados de deprivación energética y con los de aporte de 

nutrientes. El resultado de dichos experimentos reveló que los periodos de 

ayuno provocaban una caída de la expresión del ARNm de angptl8, situación 

que se revertía tras el aporte de nutrientes (Ren et al., 2012; R. Zhang, 2012). 
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6. Consideraciones futuras 

Tras analizar toda la información expuesta anteriormente, es 

preciso marcar los objetivos para futuros proyectos. 

- Inicialmente, los resultados obtenidos han estado influenciados 

por el tamaño muestral del que disponíamos. Por este motivo, 

analizar un mayor volumen de pacientes, sobre todo individuos 

considerados controles, tanto a nivel plasmático como tisular, 

podría suponer un refuerzo a los hallazgos obtenidos en esta 

tesis. 

- Sería oportuno, además, el análisis de los fármacos 

hipolipidemiantes y antihiperglucemiantes utilizados en la clínica 

con la finalidad de valorar si se produce algún cambio de la 

expresión de ANGPTL8 en líneas celulares. 

- Teniendo en cuenta que el efecto fisiológico de LPL se produce 

sobre todo en el torrente sanguíneo, y que ANGPTL8 controla la 

actividad de esta enzima, el estudio de las variaciones de la 

concentración de esta enzima, como de otros miembros de la 

familia de las ANGPTL podría aclarar las interacciones que se 

producen entre estos elementos a nivel plasmático para el control 

del metabolismo lipídico. 

- Respecto a las concentraciones plasmáticas de ANGPTL8 

consideradas normales, atendiendo al aporte de nutrientes, sería 

conveniente establecer pautas sistematizadas y protocolarizadas 

de la detección de esta proteína, sobre todo atendiendo a la 

manipulación de las muestras de plasma, así como también del 

sistema de detección más apropiado para tal fin. 
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- Al igual que con las determinaciones plasmáticas, deberían 

esclarecerse las modificaciones de la producción de ANGPTL8 

en relación con las patologías de obesidad y diabetes.  

- Una de las principales incógnitas es si esta proteína, además de 

participar en la inhibición de LPL, podría desempeñar alguna otra 

función relacionada con el desarrollo de enfermedades 

metabólicas.  

- Además, el hecho de la existencia de la maquinaria necesaria 

para la producción de ANGPTL8 a nivel local, como la falta de 

evidencia de su presencia en las células endoteliales, no 

descartan que pueda existir algún mecanismo responsable del 

transporte de esta proteína a través del tejido vascular. 

Inicialmente, lo más adecuado sería desarrollar estos 

experimentos en modelos animales para, posteriormente, realizar 

el estudio con muestras humanas. 
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Después de contrastar los resultados obtenidos con la bibliografía 

existente hemos alcanzado las siguientes conclusiones: 

1. La determinación de los niveles de ANGPTL8 sugiere que las 

concentraciones en plasma y tejido adiposo visceral se 

comportan de forma inversa ante la obesidad mórbida, 

reduciéndose en plasma y aumentando en el tejido.  

2. La hibridación in situ demostró la síntesis de ANGPTL8 en 

adipocitos del tejido adiposo visceral pero no en células 

endoteliales del mismo tejido graso. Los resultados sugieren la 

existencia de un dimorfismo sexual en la regulación de la 

expresión del ARNm de ANGPTL8, con un predominio en las 

mujeres obesas frente a los varones del mismo grupo. 

3. ANGPTL8 no se correlacionó con ninguna variable del perfil 

lipídico, salvo en varones obesos, donde se determinó 

correlación positiva con HDL. ANGPTL8 tiende a reducir la 

actividad lipolítica en los adipocitos viscerales, pero podría 

depender de su concentración, sin influencia de la obesidad. 

4. Los niveles plasmáticos de ANGPTL8 tienden a disminuir a 

medida que empeora el perfil glucémico asociado a obesidad. 

Por otro lado, el aumento de la producción ANGPTL8 en el 

tejido adiposo visceral de mujeres obesas podría estar 

relacionado con una mejora de la sensibilidad insulínica. 
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