INTRODUCCION



1- Metabolismo de la fructosa

La sacarosa, uno de los componentes hidrocarbonados importantes de la dieta, es
fuente de glucosa y fructosa, siendo ésta ultima la responsable de diversos cambios a
nivel enzimatico y del melieu hormonal, que involucran entre otros al metabolismo de
lipidos e hidratos de carbono. Estos cambios, pueden observarse por una ingesta
incrementada de fructosa tanto en el hombre como en animales de experimentacion
(1,2).

En las dltimas décadas los paises occidentales, introdujeron paulatinamente
cambios en la composicion de los carbohidratos de la dieta (disminuciéon de
carbohidratos complejos como el almidén, que fueron reemplazados por azlcares
refinados tales como sacarosa y fructosa). Al respecto, estudios de Hallfrisch y col.
(3), sefialan que el consumo de fructosa en estos paises se incrementé del 10 al 15 %

del total de las calorias y mas aun, que éste porcentaje sigue aumentando.

A nivel intestinal, la sacarosa es hidrolizada a glucosa y fructosa por la enzima
Sacarasa, ubicada en el ribete en cepillo de las células intestinales. La Sacarasa,
enzima adaptativa, aumenta su actividad con la ingesta de sacarosa (3).

La absorcidon de la fructosa a nivel intestinal se lleva a cabo en forma pasiva,
utilizando el transportador de glucosa (Glut 5) ubicado en el ribete en cepillo de las
células del intestino delgado. Una pequefia porcion de la fructosa en el interior de la
célula intestinal es metabolizada, lo cual permite mantener el gradiente de
concentracién intra-extracelular, aumentando la velocidad de absorcidn de la misma.

La mayor parte de la fructosa absorbida egresa de la célula intestinal a través
de la proteina transportadora de glucosa ,Glut 2, ubicada en la membrana basolateral
de la célula intestinal, y via vena porta llega al higado, sitio fundamental de

metabolizacién de este hidrato de carbono.

Por otra parte, la glucosa (componente del disacarido sacarosa) es absorbida a

nivel intestinal por medio de un sistema de co-transporte Na“-glucosa a través del co-



transportador SGLT1: proteina transportadora de Na“ y glucosa. La energia necesaria
para este primer paso metabdlico, es obtenida acoplando el transporte de glucosa al
del Na'. El gradiente de Na' se mantiene gracias al transporte de Na® fuera de la
célula a través de la membrana basolateral del enterocito por la bomba de Na'/K'
ATPasa.

Ha sido demostrado en distintas especies, que dietas ricas en cabohidratos
pueden modular tanto los niveles, como la actividad de estas proteinas
transportadoras (SGLT1) en la membrana del ribete en cepillo de las células
intestinales (4). Al respecto Dyer y col.(5), demostraron que tanto la glucosa como la
fructosa pueden inducir la sintesis de proteina transportadora SGLT1.

La fructosa a nivel hepatico, como otros azlcares, es primeramente fosforilada
en el carbono 1, reaccién catalizada por las enzimas Hexoquinasa o Fructoquinasa a
Fructosa 1-fosfato (Fructosa-1P). La glucosa inhibe la fosforilacion de la fructosa por
la enzima Hexoquinasa, siendo la actividad de la Fructoquinasa estimulada por la

sacarosa y la fructosa (6).

La Fructosa 1-P, es rapidamente clivada por la enzima Fructosa 1-P Aldolasa B,
en dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido.

La DHAP puede seguir 3 vias metabdlicas: 1- La isomerizacion hasta piruvato,
que en condiciones de anaerobiosis es transformado en lactato y en aerobiosis entra
en el Ciclo de Krebs como AcetilCoA. 2- Reduccién a glicerol, que podra luego
utilizarse para sintetizar triglicéridos. 3-Condensacién para formar glucosa o
glucogeno.

El gliceraldehido, también tiene 3 posibilidades: 1- Ser fosforilado (Triosa
quinasa) y continuar en la glicolisis. 2- Convertirse en glicerato y entrar en via

glicolitica. 3- Reducirse a glicerol para participar de la sintesis de lipidos. (Figura 7).

De lo expuesto, la Fructosa 1-P, “bypasea” la reaccién catalizada por la enzima
Fosfofructoquinasa-l (PFK-I), siendo éste un paso limitante en la glicélisis. Mas aun,
experiencias realizadas en trozos de higado demostraron que la Fructoquinasa

hepatica es mucho mas activa que las actividades combinadas de las dos



Figura 1: Metabolismo de la fructosa en células hepaticas.

--‘---.-.-..-.---l"“"P

Fructosa s, Fructosa-|P

N

ATP ADP

Gliceraldehido ¢«————— Dihidroxiacetona fosfato

v

" Piruvato

Glicerol ﬁ' Gluconeogéne:sis

s
Glicerol-3P

W

Gliceraldehido-3P Glicerato

W v

Gluconeogé:ra Glicolisis - Triglicéridos




fosfotransferasas que fosforilan la glucosa (Hexoquinasa y Glucoquinasa) (6). Estos
hallazgos avalan, el rapido metabolismo de la fructosa en higado y su importante

induccién a una mayor sintesis de acidos grasos.

La actividad de las enzimas que actian en el metabolismo de la fructosa son en
gran medida reguladas por factores nutricionales y hormonales. Asi por ejemplo,
a)la actividad de la enzima Fructoquinasa hepatica, es estimulada por un incremento
en la ingesta de fructosa o sacarosa.
b) los mecanismos de regulacién de la enzima Fructoquinasa, a nivel hormonal ,
difieren de los de la enzima Glucoquinasa, ya que esta Ultima es regulada
principalmente por los niveles plasmaticos de la hormona Insulina.
¢) la incorporacién de ““fructosa en acidos grasos, triglicéridos, glicerol y glucégeno

14C-

tiene una velocidad mayor en higado que la incorporacion de ““glucosa en estos

metabolitos y su oxidacion (6).

Al respecto, numerosos estudios en animales de experimentacién demuestran
un incremento de triglicéridos hepaticos como consecuencia de la ingesta cronica de
fructosa. La adaptacidén a dietas ricas en fructosa, incrementa la actividad de las
enzimas lipogénicas: Acetil CoA Carboxilasa, complejo Acido graso sintasa, NADP-
Malato Dehidrogensa, ATP Citrato Liasa, Glicerol acil transferasa, Fosfatidasa
fosfohidrolasa (2,6,7).

2- Hipertrigliceridemia, Intolerancia a la glucosa y Resitencia insulinica

asociadas a ingestas ricas en carbohidratos.

Hace mas de tres décadas desde que Ahrens y col.(2), y posteriormente el
grupo de Mancini y col. (1) publicaron los primeros trabajos que mostraban Ia
induccion de hipertrigliceridemia por una ingesta iterativa de carbohidratos simples

(sacarosa o fructosa) en individuos normales y obesos.



El interés que se origind por los estudios metabdlicos del efecto de los
carbohidratos dietarios, simples: sacarosa versus complejos: almidon, fue
probablemente impulsado por los hallazgos epidemiolégicos de Cohen y col.(8). Estos
autores observaron que la sustituciéon de sacarosa por almidén en una dieta que
mantenfa en términos generales una composicién semejante de los otros nutrientes,
podria explicar la alta prevalencia de intolerancia a la glucosa observada en los
habitantes judios que migraban de paises de Arabia o Africa a Israel.

A nivel experimental Laube y col.(9), observaron efectos metabdlicos diferentes
cuando se ingieren azicares complejos tales como almidén, y disacaridos (sacarosa) o
monosacaridos (glucosa y fructosa). Estos estudios, han demostrado niveles
plasmaticos elevados de triglicéridos y acidos grasos libres en ratas alimentadas con
dieta rica en sacarosa o con mezcla de cantidades equivalentes de glucosa y fructosa,
en comparacién a los animales alimentados con almidén durante el mismo periodo
experimental. Mas auin, Reaven y col.(10) demostraron que ratas jévenes alimentadas
durante 3-4 semanas con una dieta rica en sacarosa desarrollaban hipertrigliceridemia
-mayor secresion hepética de preflipoproteina, (VLDL-TG), e hiperinsulinemia en
ausencia de obesidad.

Por otra parte Mancini y col.(1), observaron una menor velocidad de remocién
de los triglicéridos plasmaticos en sujetos alimentados con una dieta isocalérica rica
en hidratos de carbono simples, sugiriendo que un menor clearence de triglicéridos por

parte de los tejidos periféricos, contribuiria también a la hipertrigliceridemia.

El incremento de sacarosa en la dieta (reemplazando al almidén) conduce
también a un deterioro en la homeostasis a la glucosa, asociada con hiperinsulinemia
basal y post estimulo (test de glucosa endovenosa) (12). Un incremento en la
secrecion pancreatica de insulina fue observada en estudios “in vitro" en 6érgano
aislado y en islotes de Langerhans (la secrecién de la hormona incrementé bajo el
estimulo de glucosa, sulfonilireas (HB-419) o arginina) cuando se compararon
animales alimentados por un periodo corto de tiempo con dieta rica en sacarosa
versus almidén (6,9). Bajo estas condiciones también se demostrd en islotes aislados,
un incremento en la sintesis de insulina y pro insulina a partir de aminoacidos

marcados (7).



Estos hallazgos confirmarian que por una simple manipulacién nutricional,
sustitucion de sacarosa por almidén, es posible en ratas normales, inducir cambios
metabdlicos importantes como hipertrigliceridemia, intolerancia a la glucosa y
resistencia insulinica (12,13,14).

Se ha demostrado recientemente que la resistencia insulinica (disminuida
accién de la insulina), se asocia a una mayor oferta de lipidos, ya sea a través de un
incremento en los niveles circulantes de acidos grasos libres y triglicéridos, o un
incremento del contenido de triglicéridos almacenados en “tejidos blancos” para la
accion de la hormona (ej. musculo esquelético) (15).

Dentro de este contexto, nuestro laboratorio ha constatado durante los tltimos
anos (13,16,17) que ratas Wistar normales alimentadas cronicamente con una dieta
rica en sacarosa (63%p/p), presentan un sindrome polifasético caracterizado de
acuerdo al tiempo de administracion de la misma, por tres periodos bien definidos: 1-
Periodo de Induccién (Pl): 3-5 semanas de ingesta, 2- un Perfodo de Adaptacion (PA):
6-8 semanas de ingesta, y 3- un Periodo de Recurrencia (PR) cuando los animales son

alimentados durante 15-30 semanas con la dieta rica en sacarosa .

En el Periodo de Induccién, los animales desarrollan hipertrigliceridemia, con
normoglucemia e hiperinsulinemia. Se observa ademas un incremento del contenido
de triglicéridos en higado y corazén, mayor secresion hepatica de VLDL-TG (“in vivo” y
en perfusion de higado aislado) y decrecimiento en la remocién de los triglicéridos
plasmaticos, como consecuencia, al menos en parte, de una menor actividad lipolitica
post heparinica -PHLA- (18,19).

La hipertrigliceridemia se acompafia de un incremento en la concentracion
plasmatica de acidos grasos libres (mayor lipélisis basal del tejido adiposo) y una
disminuida accion antilipolitica de la insulina en adipocitos aislados (20), lo que

favorece la mayor oferta de estos metabolitos a los tejidos extrahepaticos.



Estos hallazgos se asocian a intolerancia a la glucosa (en pruebas de estimulo
con glucosa endovenosa) e hiperinsulinemia, basal y frente a estimulos (pancreas
aislado,(19)).

En este Periodo de Induccién, Lombardo y col.(21) demostraron también a nivel
del musculo cardiaco, un significativo incremento en el contenido de triglicéridos
tisulares que se asocia a una serie de anormalidades bioguimico metabdlicas tales
como: una disminucion de la actividad de la enzima Piruvato Dehidrogenasa (forma
activa del complejo, PDHa), incremento de los niveles de citrato, acetil CoA y de la
relacién acetilCoA/CoASH, con niveles normales de glucégeno cardiaco. Més atn
hemos observado en perfusién de corazén aislado, que la adicién de la hormona
Insulina “in vitro” al medio de perfusion, no logra normalizar la disminuida actividad del
complejo PDH (21).

Cuando la dieta se prolonga por 6-7 semanas (Periodo de Adaptacion -PA-),
todos los parametros metabélicos anteriormente analizados, alcanzan valores
normales semejantes a los observados en animales de igual sexo y edad alimentados
con dieta control -DC- (14). Mancini y col.(1) y Sheorian y col.(22), demostraron que la
baja actividad lipolitica postheparinica (PHLA) observada luego de 3-5 semanas de
ingesta (Pl). se normaliza cuando la dieta se prolonga por 7 semanas (PA).

Si bien no conocemos los mecanismos intimos involucrados en esta etapa de
adaptacion, se podria sugerir, que si los mecanismos patofisiolégicos que operan en
este periodo, son similares a los del Pl, la remisién de la hiperinsulinemia podria jugar
un rol importante en el perfil de los cambios bioguimicos metabdélicos observados en el
Ply PA.

Lombardo y col. (14,23,24,25), demostraron que la hipertrigliceridemia, niveles
elevados de acidos grasos libres plasmaticos e intolerancia a la glucosa reaparecen
cuando la dieta contintia por 13-15 semanas. Este ultimo periodo denominado Periodo
de Recurrencia -PR- se diferencia del Pl por presentar ademas de lo ya mencionado,
una secresion “in vitro" de VLDL-TG ligeramente superior (aunque no

significativamente) a la observada en los animales controles, que se acompafia de un



extremadamente elevado contenido de ftriglicéridos hepaticos, con un pool de
triglicéridos plasmaticos incrementado y una velocidad de remociéon de VLDL-TG
plasmatica muy disminuida. En este perfodo, la homeostasis de la glucosa se
encuentra alterada, ya que los animales presentan hiperglucemia basal, acompafada
de normoinsulinemia y una respuesta insulinica en pruebas de estimulos de glucosa
endovenosa normal (in vivo) o ligeramente aumentada “in vitro”, en perfusion de

pancreas aislado (14,23).

Estos hallazgos nos muestran que un perfil metabélico y hormonal diferente
acompafia a los distintos periodos de hipertrigliceridemia inducida por una ingesta
cronica de sacarosa: que evolucionan desde normoglucemia e hiperinsulinemia (P.

Induccién) a hiperglucemia y normoinsulinemia (P. Recurrencia).

Sin embargo los mecanismos involucrados en este sindrome nutricional
experimental cuando la dieta es administrada por un periodo prolongado de tiempo (15

semanas) no han sido aun bien dilucidados.

En particular a nivel del masculo cardiaco, hemos demostrado que algunas de
las alteraciones mencionadas en el Pl se encuentran mas acentuadas en el PR (26). Al
respecto se observa un mayor contenido tisular de ftriglicéridos y una adn mas
acentuada disminucién de la actividad del complejo PDH. Estas anomalias se asocian,
solamente en este periodo, a un mayor contenido de glucosa-6-fosfato y glucégeno,
sugiriendo que la administracion cronica (15 semanas) de una dieta rica en sacarosa a
ratas normales, conduciria a cambios en la utilizacién del combustible energético que

podrian asociarse a una alteracién en la captacién y destino metabdlico de la glucosa.
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3- Miocardio: Metabolismo normal

El abastecimiento de energia necesaria para la contraccién del miocardio
depende de una transferencia suficiente de O, a la cadena respiratoria en las
mitocondrias asi como de la disponibilidad de sustratos de origen endégeno o
exogeno, la metabolizacion de los mismos y la competicion entre los diferentes pasos

de las oxidaciones biolégicas.

En los corazones bien oxigenados, la participacién de los hidratos de carbono y
los lipidos en dichas oxidaciones biolégicas depende de la concentracién plasmatica
de los sustratos, del transporte de los mismos a través de las membranas celulares y
del flujo en las vias de la glicdlisis y la B-oxidacion. Ambos procesos generan
acetilCoA, que ingresa al ciclo de Krebs con produccién de CO,, mientras que los H;
son transportados a la cadena respiratoria, estando el flujo de electrones determinado
por la relacion ATP/ADP y el cociente NADH/NAD". En estas condiciones, los acidos
grasos han sido identificados como los sustratos preferenciales, tanto en estudios “in

vivo” como “in vitro” (27).

Metabolismo lipidico

Dado que el musculo cardiaco presenta una capacidad limitada para acumular
acidos grasos libres y una muy reducida capacidad de “sintesis de novo”, los
triglicéridos (TG) constituyen los depésitos grasos, que dependen del continuo

abastecimiento de acidos grasos desde la circulacion (28).

Los é&cidos grasos llegan al miocardio desde el aporte dietario como
componentes de los triglicéridos (Quilomicrones), sintetizados “de novo” por el higado
(prep-lipoproteina de muy baja densidad VLDL-TG) o de la lip6lisis de los depositos de

triglicéridos del tejido adiposo, acidos grasos plasmaticos no esterificados, -AGNE-



unidos a la albumina. La albimina plasmatica contiene diferentes sitios de unién a

acidos grasos, lo que permite su vehiculizacidn y el aporte al corazén y otros tejidos.

Los AGNE componentes de las VLDL-TG y Quilomicrones ingresan a los
cardiocitos luego de que dichas particulas sufran una hidrélisis en la superficie luminal
del endotelio vascular. Este proceso hidrolitico estd mediado por la enzima
Lipoproteina lipasa (LPL). Dicha enzima -LPL- se localiza en sitios de union
especificos de la superficie luminal de las membranas celulares endoteliales. Al
respecto existen claras evidencias mostrando que la LPL cardiaca es sintetizada de
novo en las células parenquimatosas del mulsculo cardiaco y que el gen que cadifica la
LPL esta localizado exclusivamente en los cardiocitos. (29,30)

La velocidad de hidrélisis llevada a cabo por la enzima LPL se encuentra
influenciada por la concentracién de triglicéridos plasmaticos, por la disponibilidad de
enzima unida a la superficie luminal del endotelio capilar y por la presencia del
activador proteico, la apoproteina apoCll, presente en los Quilomicrones y VLDL. La
cantidad (masa) y actividad de esta enzima en el miocardio no es constante, variando
en situaciones tales como el ayuno (31) y la alimentacién con dietas ricas en grasas
(32). Scholtz y col. (33,34) demostraron que dietas ricas en hidratos de carbono
disminuyen la actividad de la enzima LPL cardiaca liberable por la heparina. Otras
hormonas como glucagon, norepinefrina y sustancias relacionadas también ejercen
accién sobre la actividad LPL (35) y situaciones tales como diabetes tienen un efecto

regulatorio a largo plazo (28).

Los productos de la hidrélisis de las lipoproteinas ricas en triglicéridos,
predominantemente acidos grasos y monoacilgliceroles (éstos ultimos degradados por
una enzima Monoglicerido hidrolasa), son captados por las células endoteliales y los
cardiocitos. Los mecanismos de transporte celulares, ya sea para los acidos grasos no

esterificados o los provenientes de las VLDL y Quilomicrones, son muy similares.

Los cardiocitos extraen los acidos grasos desde la circulacion en forma

eficiente; esta extraccién es determinada por la concentraciéon sanguinea de acidos
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grasos, el trabajo cardiaco y la presencia de sustratos competitivos. La ruta en el
transporte de los acidos grasos desde el espacio vascular al citoplasma del cardiocito,
comprende la secuencia que se ohserva en la Figura 2:

Inicialmente los acidos grasos liberados de la albéimina sufren una translocacién
a través de la membrana luminal de la célula endotelial. La difusién a través del
citoplasma de la misma, estaria facilitada por una proteina intracelular (FABPc,
proteina ligadora de acidos grasos de origen citoplasmatico). Luego de atravesar la
célula endotelial, se produce una difusién de los 4cidos grasos a través del espacio
intersticial situado entre las células endoteliales y las células del parénquima del
corazén. Esta difusion intersticial pareceria estar mediada por la albumina. El
desplazamiento a través del sarcolema se realiza en forma pasiva o es facilitada por
una proteina de membrana especifica: FABPm, -proteina ligadora de acidos grasos de
origen en las mebranas plasmaticas-. Luego del pasaje a través del sarcolema, la

unién a una FABPc -de origen citoplasmatico- facilita el transporte en el citoplasma.

Si bien el mecanismo predominante en la captacién de acidos grasos por el
corazon, se debe al gradiente de concentracion entre el espacio vascular y el interior
de la célula, el transporte de acidos grasos desde el plasma al citoplasma, no

pareceria ser un simple mecanismo de difusion a través de la membrana (36,37,38).

En el interior del cardiocito, los acidos grasos son activados, uniéndose a la
coenzima A, reaccion catalizada por la enzima Acil-CoA sintetasa, que se halla muy
préxima a la cara externa de la membrana mitocondrial externa. Este acido graso
activado, puede seguir distintas vias metabdlicas:

1- ser esterificado formando triglicéridos y fosfolipidos (condensacion entre acilCoA y
glicerol-3P), y

2- oxidarse dando como producto final CO,, H,O y energia, en mitocondrias

(Figura 2).

En condiciones normales, los acidos grasos son principalmente utilizados para
la produccién de ATP, siendo una menor proporcién incorporada como lipidos

esterificados. En virtud de la naturaleza dinamica de este pool de triglicéridos tisulares,
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parte de los acidos grasos son temporariamente almacenados y luego utilizados en los
procesos catabdlicos para la produccion de energia.

Los acidos grasos acilados, se unen a la carnitina y son transportados a las
mitocondrias, para su oxidacion, mediante un sistema enzimatico, la Carnitina-acil-
transferasa |, y la Carnitina-acil-transferasa Il, enzimas ubicadas en la cara interna de
la membrana mitocondrial externa y en la cara externa de la membrana mitocondrial
interna, respectivamente.. Dentro de la matriz mitocondrial, la p-oxidacion da como
producto final acetilCoA que se condensa en el ciclo de los acidos tricarboxilicos con
oxaloacetato produciendo citrato y CoA libre. El citrato es luego principalmente
metabolizado en el Ciclo de Krebs.

Un sitio adicional para la oxidacién de acidos grasos de cadena larga son los
peroxisomas. La diferencia fundamental es que estas organelas no poseen un sistema
de transporte dependiente de la carnitina. Por otra parte la p-oxidacion es muy similar
a la que ocurre en mitocondria, excepto que los electrones son transferidos
directamente al O, molecular generando H,O, que luego es degradado por el sistema
de las catalasas. Los productos de la B-oxidacién peroxisomal con carbono-6 y
carbono-4 son posteriormente oxidados en mitocondria. Esta via metabdlica no es

cuantitativamente importante cuando se la compara con la B-oxidacién mitocondrial.

Los factores que controlan la B-oxidacion de acidos grasos en el musculo
cardiaco son: la disponibilidad de acidos grasos desde el plasma, los niveles
energéticos (ATP), el estado redox (NADH/NAD") y la disponibilidad de CoA tanto en

el compartimento mitocondrial como en el espacio citoplasmatico. (28)

Los fosfolipidos y triglicéridos son las principales formas de depésito de acidos
grasos en corazén. Los fosfolipidos forman parte de las membranas sarcoplasmaticas,
siendo los triglicéridos reservados como fuente endégena de sustratos para
produccion de ATP.

La sintesis de ftriglicéridos en los miocitos, consiste basicamente en la

esterificacion del glicerol 3-fosfato con 3 moléculas de acilCoA, proceso catalizado por



diversas enzimas celulares. En células cardiacas el glicerol 3-fosfato, proviene de la
reduccion de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP), producto de la glicdlisis. La union de
la primer molécula de acilCoA al glicerol 3P es catalizada por la Glicerol 3 fosfato
aciltransferasa, seguida de una segunda condensacion para formar el &cido
fosfatidico, en la que interviene la 1-Acilglicerol fosfato aciltransferasa. La escicién del
grupo fosfato, da lugar a la formacién del 1,2 diacilglicerol, que se condensa por la
Diacilglicerol aciltransferasa, con una tercera molécula de acilCoA formando

triacilglicerol.

Los depdsitos de triglicéridos cardiacos estan localizados en diferentes sitios
del corazén. Una parte del pool de ftriglicéridos se encuentra presente en los
adipocitos cardiacos (cercanos a la superficie epicardica de la arteria coronaria , tanto
en ratas como en perros). Otra estd presente como gotas lipidicas flotantes en el
citoplasma facilmente visible a la microscopia (39). Un resto esta asociado a particulas

semejantes a los lisosomas.

La regulacién a corto plazo de la sintesis de ftriglicéridos depende de la
disponibilidad de sustratos, concentracion celular de cofactores, y del estado de
fosforilacion y localizacion subcelular de las enzimas involucradas. Un aumento de

glicerol 3P y acilCoA promueve la formacion de lipidos.

Ha sido demostrado por diferentes investigadores (40,41,42) la regulacion a
largo plazo de las enzimas lipogénicas en el miocardio y su relacién con el contenido
de triglicéridos cardiacos, en diferentes situaciones tales como ayuno o diabetes

experimental inducida por aloxano.

En el musculo cardiaco, el pool lipidico (TG) se encuentra en un estado
dinamico (esterificacién - hidrdlisis). Cuando la esterificacion excede la hidrélisis, se
traduce en un mayor contenido de triglicéridos, mientras que estudios en corazén
perfundido, muestran que la lip6lisis provee los sustratos necesarios para cubrir las
necesidades metabdlicas cuando el corazén carece de provisién externa de los

mismos (43).



La hidrolisis de los triglicéridos en el musculo cardiaco es mediada por una
serie de reacciones en cadena. La Triglicerido lipasa cataliza la remocion del primer
acido graso. El segundo y tercer acido graso, son hidrolizados por la Diacilglicerol (DG
lipasa) y Monoacilglicerol (MG lipasa) lipasas. Dado que la actividad de la DGlipasa y
la MG lipasa son muy superiores a la Triglicérido lipasa, esta ditima es la que
determina la velocidad limitante de hidrélisis de los triglicéridos endégenos.

La localizacién de la Triglicérido lipasa, ha sido definida en base a su pH 6ptimo
de accién. En el miocardio se indentifican 3 Triglicérido lipasas: alcalina, neutra y
acida. La acida parece tener su sitio preferente de localizacién en los lisosomas y
jugaria un rol primordial en la hidrélisis de los triglicéridos endégenos. Se ha sugierido
que la Lipasa neutra representa la lipoproteina lipasa sintetizada y procesada en los
cardiocitos antes de ser transferida a su sitio de accién en la superficie luminal de la
membrana de la célula endotelial (44).

La regulacién a largo plazo de la hidrélisis de los ftriglicéridos endbgenos
involucra fundamentalmente sintesis y degradaciéon de la enzima, resultando en un
cambio en el nimero de moléculas enzimaticas en la célula cardiaca (45). La diabetes
mellitus disminuye la actividad de la Lipasa neutra. La actividad de la enzima Lipasa
acida, por su parte aumenta en el ayuno. Se ha demostrado “in vitro” que la enzima
Triglicérido lipasa esta regulada por feed back por diferentes factores, entre ellos

acidos grasos y sus ésteresCoA y acilcarnitina.

Metabolismo hidrocarbonado

La glucosa , molécula hidrofilica, es incapaz de atravesar libremente la
membrana citoplasmatica; por lo que utiliza un sistema de difusién facilitada mediada
por un transportador. Este proceso independiente de energia es saturable y
esteroespecifico y existe una familia de estos transportadores, cuya expresion se limita
al tipo de tejido. En los tejidos sensibles a la insulina, como el corazdn, la proteina
Glut-4, y en menor medida la Glut-1, son las que determinan principalmente la entrada

de glucosa (46,47). En miocardio la insulina puede inducir la traslocacién rapida y



reversible de dichas proteinas transportadoras hacia la membrana plasmatica a partir
de los pooles intracelulares, asi como también puede inducir un incremento de la
actividad intrinseca de los transportadores (48,49,50,51).

Las diversas acciones de la insulina se inician por interaccién con su receptor
transmembrana («2-p2). La subunidad o (extracelular) confiere una alta afinidad de
unién a la insulina. El componente transmembrana de la subunidad B es responsable
de traducir la sefial de unién de la insulina al interior de la célula. Luego de la union de
la insulina, residuos de tirosina especificos de la region intracelular de la subunidad p
son rapidamente fosforilados y se activa la Tirosina quinasa intrinseca a esta regién.
La autofosforilacién del receptor y tirosil fosforilacién de otros sustratos proteicos
requieren de un sitio de unién intacto para el ATP, dentro de la subunidad p. Muchas
de las acciones de la insulina son reguladas por fosforilacion o defosforilacion de
residuos serina o treonina (48,49).

Las consecuencias metabélicas de la unién de la insulina a la superficie celular
son multiples y depende de la naturaleza del tejido blanco. Enzimas claves del
metabolismo lipidico y glucidico son estimuladas o inhibidas por la insulina (entre ellas
la Glucogeno sintasa y la Piruvato Dehidrogenasa), aunque se desconoce la cascada
de fosforilacion-defosforilacion que une la activacion del receptor de insulina a esas
enzimas (52). La inhibicién de la fosforilacion y/o estimulacién de la defosforilacién,
por activacién de proteinas fosfatasas, han sido demostrados como mecanismos de

accion de insulina (53).

La utilizacién intracelular de la glucosa ocurre a través de varios caminos: el no
oxidativo que refleja la conversion de la glucosa en glucégeno (De Fronzo y col. (54)),
mientras que el oxidativo involucra la oxidacién completa de los atomos de Carbono
derivados de la glucosa a CO, (Figura 3).

La glicélisis y/o la ruptura de glucégeno hasta piruvato, provee una cantidad
limitada de ATP, mientras que la subsecuente entrada del piruvato a la mitocondria y

su oxidaci6n brinda la mayoria de la energia obtenida a partir de la glucosa.
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Figura 3: Captacion y metabolizaciéon de glucosa en células cardiacas
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“PFK-1"": Enzima Fosfotructoquinasa

“PDH": Complejo enzimatico Piruvato dehidrogenasa



La glucosa es primeramente fosforilada por el ATP en una reaccién catalizada
por la enzima Hexoquinasa. Este paso metabdlico esta regulado por el producto final
de reaccién glucosa 6-fosfato (glucosa 6P), asi como por la relacién ATP/ADP.

La glucosa-6-fosfato, puede seguir la via degradativa a través del proceso de glicélisis

o conducir a la sintesis de glucégeno (Figura 3).

La enzima Glucdgeno sintasa, cataliza el paso limitante en la sintesis del
glucégeno en diferenes tejidos (higado, musculo) (55). Esta enzima se presenta en dos
formas: I y D, la conversién de una forma en otra depende del mecanismo de
fosforilacién-defosforilacién. La forma [/, defosforilada, incrementa su afinidad por la
uridina di-fosfo-glucosa (UDPG) en presencia de glucosa-6-fosfato; siendo la forma D
menos sensible a este metabolito.

La conversion de la forma fosforilada en defosforilada es catalizada por una

Glucégeno sintasa fosfatasa.

Por su parte la enzima Glucogeno fosforilasa, es la responsable de la
degradacion del glucégeno generando unidades de glucosa-1-fosfato. Esta enzima
también se presenta en forma fosforilada y defosforilada, siendo la forma fosforilada
(a) fisiologicamente activa aun en ausencia de AMP. La conversion de las formas
fosforilada-defosforilada, es catalizada por las enzimas Fosforilasa quinasa vy
Fosforilasa fosfatasa. La Fosforilasa quinasa es activada, por un mecanismo en
cascada mediado por AMPciclico como segundo mensajero, e independientemente,

por los niveles intracelulares de Ca™".

En miocardio la regulacién del contenido de glucégeno es mediada por factores
hormonales y no hormonales. El glucagon y la adrenalina, promueven la conversion
hacia la forma (a) de la fosforilasa y la forma D de la sintasa. En cambio la insulina,
incrementa la fraccion / de la sintasa. En cuanto a los factores no hormonales, los més
importantes son los niveles de 5°’AMP, ATP, glucosa 6-P, fosfato (Pi), y el contenido de

glucégeno presente en el tejido.



20

Por otra parte, la glucosa-6-fosfato en su via degradativa genera piruvato. En
este camino glicolitico, la enzima Fosfrofructoquinasa-1 (PFK-I) juega un rol primario en
la conversién de glucosa en piruvato, dado que es la enzima limitante y esta regulada
por numerosos factores entre los que pueden mencionarse, los niveles de ATP,

fructosa-6-fosfato, fructosa 1-6 di-fosfato, citrato, AMPc y el pH del medio. (27)

El piruvato proveniente de la glicélisis, puede ser convertido en AcetilCoA,
lactato o alanina en musculo cardiaco. Los dos primeros productos son los que se
producen en mayor cantidad.

La conversion de piruvato a acetiliCoA, mediante el proceso de decarboxilacion
oxidativa, es catalizada por el complejo enzimatico Piruvato Dehidrogenasa (PDH).
Este complejo, localizado en la membrana mitocondrial interna, consta de 3 unidades
cataliticas diferentes: la E7: Piruvato dehidrogenasa, E2: Dihidrolipoamida
transacetilasa y la E3: la Dihidrolipoamida dehidrogenasa.

Otras dos proteinas, se hallan asociadas al complejo PDH, la Piruvato Dehidrogenasa-
Quinasa, que cataliza la fosforilacion de tres residuos de serina de la subunidad E1,
causando la inactivacion del complejo y la Piruvato Dehidrogenasa-Fosfatasa que
cataliza la defosforilacion de la subunidad E1, con la concominante activacién del

complejo.

Numerosos estudios “in vitro” han demostrado que la actividad del complejo
enzimatico PDH puede ser regulada por al menos dos mecanismos:

1-inhibicién por producto final de reaccion. Se ha sugerido que las relaciones
elevadas de AcetiiCoA/CoA y NADH/NAD" conducen a una menor actividad enzimatica
(56).

2-interconversion enzimatica por modificaciones covalentes a través de cambios
postranslacionales de fosforilacién y defosforilacion. Diferentes autores (57-59) han
demostrado en tejidos aislados, entre ellos corazén, que la fosforilacién y subsecuente
inactivacién de la actividad enzimatica Piruvato Dehidrogenasa es catalizada por su
Quinasa especifica, mientras que la defosforilacion y reactivacion del complejo
enzimatico es catalizada por una Fosfatasa de amplio espectro (mas inespecifica)

(Figura 4).
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mum& Regulacién del complejo enzimatico Piruvato Dehidrogenasa (PDH) por
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La PDH-Quinasa es un heterodimero que consiste en una subunidad o, que

posee actividad catalitica, y una subunidad p con capacidad regulatoria. Esta Quinasa
se encuentra presente en pequefias cantidades y esta fuertemente unido al complejo
PDH, siendo inhibida por altas concentraciones de NAD" y CoASH, y estimulada por
elevados niveles de NADH y acetilCoA.
La PDH-Fosfatasa, que se encuentra mas debilmente unida al complejo, es inhibida en
presencia de altas concentraciones de NADH, situacién que se revierte en presencia
de NAD" (60).

La conversién de piruvato en lactato depende del estado de 6xido-reduccién

celular y de la actividad del complejo enzimatico Piruvato Dehidrogenasa.

4- Interrelacion entre metabolismo de lipidos e hidratos de carbono en

corazon.

Aunque los 4cidos grasos, como mencionaramos previamente, son los sustratos
preferenciales para el abastecimiento de energia en el misculo cardiaco, otras
sustancias no lipidicas son captadas también y metabolizadas por las células
cardiacas. Entre estos sustratos oxidables, ademas de la glucosa, podemos mencionar
el lactato, piruvato y cuerpos ceténicos. En condiciones normales, en el corazén de
ratas, la oxidacion de los acidos grasos provee entre el 30-70% de la energia
producida, aunque los sustratos provenientes de la circulacién pueden interferir a

través de sus metabolismos (61,27).

Cuando la oferta de acidos grasos es suficiente para mantener las necesidades
fisiolégicas de ATP intracelular, la degradacién de glucosa ya sea proveniente del
torrente sanguineo o del glucégeno ftisular, disminuye a diferentes niveles. La
Fosfofructokinasa-l (PFK-I), enzima determinante de la velocidad de glicdlisis, es
modulada por los niveles citoplasmaticos de ATP. Altas concentraciones de ATP

disminuyen su actividad.
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Si bien se ha demostrado un efecto inhibitorio directo “in vitro” de los acidos
grasos libres sobre las actividades de las enzimas glicoliticas, en condiciones
fisiologicas, la concentracion de éstos acidos en el musculo cardiaco es muy baja, por
lo que es poco probable que los mismos ejerzan un efecto inhibitorio directo sobre el
camino glicolitico “in vivo” (28).

Otros intermediarios metabdlicos como las concentraciones de citrato, acetilCoA y
NADH, pueden contribuir también a una utillizacién preferencial de los acidos grasos
en el miocardio (62).

La oxidacion de acidos grasos, da como resultado un incremento en el
contenido de: citrato, acetiiCoA y de la relacién NADH/NAD®. Se ha observado “in
vitro” que el citrato modula la actividad de la enzima Fosfofructoquinasa-I, aunque “in
vivo”, no se conoce realmente su efecto. Ademas los altos niveles de NADH vy
AcetilCoA en mitocondria, deprimen la actividad del complejo PDH y por lo tanto
enlentecen la oxidacién de la glucosa. Esto contribuye a una reducida utilizaciéon de

glucosa en presencia de un exceso de acidos grasos.

En situaciones tales como ayuno o diabetes, donde existe una mayor
disponibilidad de &cidos grasos libres plasmaticos provenientes de la lipdlisis
exagerada del tejido adiposo, el musculo cardiaco utiliza preferenciaimente los acidos
grasos como fuente energética, mientras que en situaciones de anoxia o isquemia,
existe una acelerada utilizacion de la glucosa - glicélisis y una reversion de la B-
oxidacién, dando como resultado un incrementado contenido de triglicéridos en el

miocardio.

Por su parte el lactato es capaz de competir con los acidos grasos para la
oxidacion mitocondrial (63). Se postula que el lactato estimula la actividad enzimatica
AcetilCoA carboxilasa, resultando en un incremento de los niveles citoplasmaticos de
malonil CoA. Este Ultimo metabolito es un potente inhibidor de la enzima Carnitina

acilCoA transferasa | (64,65). Ademas, el lactato incrementa la relacion citoplasmatica
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NADH/NAD’. El concominante aumento en el estado redox mitocondrial conduce a una
disminucién de la velocidad de la B-oxidacion.

El piruvato también compite con la oxidacién de los acidos grasos. Un incremento en
los niveles tisulares de piruvato, inhibe la B-oxidacion como resultado de un aumento

en los niveles de acetilCoA.

5- Hipertrigliceridemia y miocardio

Diferentes investigaciones (66,67) han demostrado que un sostenido incremento
de ftriglicéridos plasmaticos puede constituir un factor de riesgo adicional de
enfermedad cardiovascular, independiente de otros factores de riesgo tales como:
niveles plasmaticos de colesterol y LDL-colesterol, hipertension, obesidad, etc..

Estudios epidemiolégicos retrospectivos realizados en Paris por Fontbonne y
col. (68), demuestran que la hipertrigliceridemia es un factor a tener en cuenta, en la
prediccion de mortalidad por enfermedades coronarias en individuos con intolerancia a
la glucosa o Diabetes Mellitus no insulino dependiente (Tipo Il). Otros estudios
también han observado que la disfuncion cardiaca en pacientes diabéticos podria
relacionarse con los elevados niveles de acidos grasos libres plasmaticos y/o con el

mayor contenido lipidico cardiaco (69).

Es bien aceptada la influencia de los componentes dietarios en las
enfermedades cardiovasculares. Diferentes estudios, recomiendan incluir en el
tratamiento de ciertos desdrdenes cardiovasculares una limitada ingesta de sodio y
grasa de origen aninmal. Con repecto a los hidratos de carbono (70), el consumo de
sacarosa en la dieta se ha incrementado notablemente en los Ultimos afios en las
culturas occidentales (71), y estudios a nivel experimental y clinicos han sugerido que
el mayor consumo de este nutriente podria contribuir al desarrollo de hipertension
arterial (70,72,73).
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Como mencionaramos anteriormente en este capitulo, alimentando
cronicamente (15-30 semanas) a ratas normales con una dieta rica en sacarosa se
observa una hipertrigliceridemia estable que se acompafia de alterada homeostasis de
la glucosa e insensibilidad insulinica en los tejidos periféridos (masculo esquelético).

Sin embargo, al presente, es muy escasa la informaciéon existente sobre el
metabolismo lipidico-hidrocarbonado y la bifurcacion del combustible energético en el
musculo cardiaco durante situaciones de hipertrigliceridemia estable e insensibilidad

insulinica (24) como las observadas en este modelo experimental.

En relacién a lo expuesto y teniendo en cuenta los antecedentes sobre el tema

desarrollado en el presente capitulo, el Objetivo General de la Tesis fue:

Estudiar algunos mecanismo basicos -posibles responsables de las alteraciones
observadas en el muasculo cardiaco-, asociados a la administracion prolongada (15
semanas) de una dieta rica en sacarosa.

Para lograr este objetivo, se analizé la utilizacién y destino de la glucosa y el
metabolismo de los triglicéridos en el corazén aislado perfundido (sistema recirculante
de Langendorff) bajo las siguientes condiciones experimentales:

1- En presencia de glucosa y acidos grasos en concentraciones similares a las
del animal “in vivo”.

2- En presencia de glucosa como Unico sustrato exégeno a diferentes
concentraciones.

3-Accion de la hormona insulina “in vitro” en presencia de glucosa como fuente
energética.

4-Accion de inhibidores de la B-oxidacidn de acidos grasos.
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