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RESUMEN:

La obesidad es considerada como uno de los factores de riesgo en la constelacion de
anormalidades que caracterizan al Sindrome metabolico, el cual constituye uno de los
mayores desafios de Salud Publica y de sumo interés en lo que atafie a su prevencion y
tratamiento. La compleja patogénesis de las anomalias involucradas en el Sindrome
metabolico no estd completamente dilucidada, sin embargo la interaccion entre factores
genéticos y ambientales (estilo de vida y composicion de la dieta) contribuyen
indudablemente a su mayor incidencia.

Ademas de su funcién tradicional de deposito de energia y principal proveedor de
acidos grasos a la circulacion, el tejido adiposo es un importante drgano secretor, liberando un
gran numero de adipocitoquinas. Desde una perspectiva “adipocéntrica” se postula que la
expansion del tejido adiposo es un factor importante en el desarrollo del Sindrome metabolico
como nexo entre obesidad y resistencia insulinica. Ademas, la obesidad se asocia con estrés
oxidativo pudiendo producir un desbalance entre los niveles de las especies reactivas del
oxigeno.

De lo expuesto, el tejido adiposo es un tejido clave para esclarecer algunos
mecanismos fisiopatoldgicos involucrados en el desarrollo de dislipemia, resistencia
insulinica y diabetes tipo 2 presentes en el Sindrome metabodlico. En este contexto el modelo
experimental “no genético” de dislipemia, insulino resistencia, hipoleptinemia y adiposidad
visceral inducido por una ingesta cronica de una dieta rica en sacarosa (DRS) fue utilizado en
el transcurso de esta tesis para desarrollar los siguientes objetivos generales -1. Evaluar
aspectos bioquimicos y funcionales del tejido adiposo que podrian jugar un rol clave en la
dislipemia e insulino resistencia inducida por una dieta rica en sacarosa: mecanismos que
relacionan AGNEs, adipocitoquinas, receptor activador de la proliferacion peroxisomal-y
(PPAR-y), adiposidad visceral y algunos aspectos del estrés oxidativo. -2. Si el disturbio del
metabolismo lipidico a nivel plasmatico (incremento de AGNEs vy triglicéridos) y tisulares es
uno de los factores mds importante involucrado en las alteraciones antes mencionadas,
evaluamos la posibilidad de mejorar y/o revertir dichas anomalias utilizando cambios
nutricionales adecuados: acidos grasos n-3 de origen marino.

Los resultados del presente trabajo sefialan en animales alimentados con DRS:

1) Menor secrecion de leptina basal y bajo el estimulo de la insulina (adipocitos aislados).
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2) Menores niveles plasmaticos de adiponectina que se correlacionan con la alterada
sensibilidad insulinica y mayor disponibilidad de AGNE plasmaticos. En fejido adiposo
epididimal: 3) Mayor contenido de leptina y del TNF-a. 4) Menor expresion de la masa
proteica del PPAR-y e incremento de la expresion de la masa proteica de la UCP2. 5) Un
incremento significativo de la actividad oxidante asociado a una significativa disminucion de
las actividades de las enzimas antioxidantes. Esto se acompaind de un importante incremento
del contenido de glutation total y un menor estado redox del glutation, lo que demuestra la
disfuncionalidad del tejido adiposo y su rol clave en la adiposidad visceral en este modelo
experimental de dislipemia y resistencia insulinica. 6) La sustitucion parcial de la fuente de
grasa dietaria -aceite de maiz por aceite de higado de bacalao (AHB) rico en 4cidos grasos n-3
20:5 y 22:6- que normaliz6 la dislipemia y la sensibilidad insulinica fue capaz de mejorar o
revertir las anomalias antes mencionadas.

El efecto hipolipemiante del AHB que normaliza la sensibilidad insulinica periférica
global, decrece la lipolisis intracelular, incrementando la captacion de glucosa del tejido
adiposo, podria contribuir a la normalizacion de la secrecion de leptina y los niveles
plasmaticos de adiponectina en los animales alimentados con DRS. Ademas, Ia
administracion de n-3 PUFAs redujo significativamente el tamafio de los adipocitos los cuales
son mas sensibles a la accidon insulinica, normalizd6 la masa proteica del PPAR-y y el
contenido de otra importante adipocitoquina involucrada en el desarrollo de la adiposidad
visceral como lo es el TNF-a. Por otro lado los AGNEs estan implicados en la activacion del
estrés oxidativo, no solo desacoplando la fosforilacion oxidativa (mayor expresion de la masa
proteica de la UCP2) sino también por deteriorar las defensas antioxidantes. El efecto del
AHB dietario sobre los niveles de AGNEs redujo también a su turno el estrés oxidativo
normalizando la disfuncionalidad del tejido adiposo.

De todo lo expuesto nuestros hallazgos sugieren que la manipulaciéon de las grasas
dietarias podrian jugar un rol clave en el tratamiento de los desordenes lipidicos, modificando
de manera favorable las anomalias metabdlicas antes descriptas. Si bien nuestros resultados
no pueden ser extrapolados en forma directa al humano, el modelo experimental de DRS
constituye una excelente herramienta para estudiar diferentes aspectos metabolicos y

funcionales del Sindrome metabdlico en general y en particular del tejido adiposo.
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SUMMARY:

Obesity is considered one of the risk factors in the constellation of abnormalities that
characterize the metabolic syndrome, which is one of greatest challenges of Public Health and
of great interest as regard to prevention and treatment. The pathogenesis complex of the
anomalies involved in the metabolic syndrome is not entirely understood, but the interaction
between genetic and environmental factors (lifestyle and diet composition) contributes to their
increased incidence.

Further to the traditional role of energy deposition and provider of fatty acids into the
circulation, adipose tissue is an important secretory organ, releasing a large number of
adipocytokines. From an adipocentric view, it is suggested that the expansion of adipose
tissue is an important factor in the development of metabolic syndrome as a link between
obesity and insulin resistance. In addition, obesity is associated with oxidative stress which
can generate an disbalance between the levels of reactive oxygen species.

According to the foregoing, adipose tissue is a key tissue to clarify some
pathophysiological mechanisms involved in the development of dyslipemia, insulin resistance
and type 2 diabetes which are present in metabolic syndrome. In this context the experimental
model nongenetic of dyslipemia, insulin resistance hypoleptinemia and visceral adiposity
induced by chronic intake of sucrose rich diet (SRD) was used on this work to investigate the
following objectives 1. Evaluate biochemical and functional aspects of adipose tissue which
may play a key role in the insulin resistance and dyslipemia induced by a sucrose rich diet:
Mechanisms related to FFA, adipocytokines, peroxisome proliferators activator receptor-y
(PPAR-y), visceral adiposity and some aspects of oxidative stress. -2. If the disturbance of
lipid metabolism in plasma (increased FFA and triglycerides) and tissue is one of the most
important factors involved in the alterations mentioned above, we evaluated the possibility of
improving and / or reversing these abnormalities using appropriate nutritional changes: fatty
acids n-3 of marine origin.

The results of this study show in animals fed SRD: 1) Leptin release was reduced both
basally and under the stimulus of insulin (adipocytes isolated). 2) Lower plasma adiponectin
levels were correlated with impaired insulin sensitivity and plasma FFA levels. In adipose
tissue: 3) Greater contents of leptin and TNF-a.. 4) Reduced PPAR-y protein expression and

increased UCP2 protein expression. 5) A significant increase in the oxidant activity and a

W
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decrease in the the antioxidant activities. This was accompanied by a significant increase in
total glutathione levels and lower redox state of glutathione, demonstrating a dysfunctional
adipose tissue and its key role in visceral adiposity in this experimental model of dyslipidemia
and insulin resistance. 6) Partial substitution of the source of dietary fat, corn oil by cod liver
oil rich in n-3 fatty acids 20:5 and 22:6, that normalize the dyslipidemia and peripheral insulin
sensitivity, was able to improve or reverse the anomalies mentioned above.

The hypolipemiant effect of cod liver oil, that normalize total peripheral insulin
sensitivity, that decreases intracellular lipolysis increasing glucose uptake in adipose tissue,
may contribute to the normalization of the secretion of leptin and adiponectin plasma levels in
SRD-fed animals. Besides, the administration of n-3 PUFAs reduced the adipocytes size that
are more sensitive to insulin action, normalized PPAR-y protein expression and content of
another important adipocytokine involved in the development of visceral adiposity such as
TNF-a.. On the other hand, FFA are involved in the activation of oxidative stress, not only by
uncoupling oxidative phosphorylation (increased UCP2 protein expression) but also by
impairing antioxidant defenses. The effect of dietary cod liver oil on the levels of FFA also in
turn reduced oxidative stress by normalizing the dysfunction of adipose tissue.

Our findings suggest that manipulation of dietary fats may play a key role in the
treatment of lipid disorders, modifying favorably the metabolic abnormalities previously
described. Although the results obtained cannot be directly extrapolated to humans, the SRD
model is an excellent tool for studying different metabolic and functional aspects of the

metabolic syndrome in general, and adipose tissue, in particular.
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INTRODUCCION:

La masa del tejido adiposo esta regulada por un equilibrio dindmico entre la ingesta
dietaria y el gasto energético. La ruptura de este balance lleva a obesidad, una enfermedad
multifactorial que involucra un incremento en la masa del tejido adiposo. Los datos mas
recientes del National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) 2005-2006
indican que la prevalencia de obesidad fue del 33-35% entre los adultos de los Estados Unidos
(Ogden y col. 2007). En otra encuesta reciente del NHANES basada en los afios combinados
del 2003 al 2006, el 16% de los nifios y adolescentes de 2 a 19 anos fueron obesos (Ogden y
col., 2008). En Europa, la compilaciéon de varias encuestas realizadas desde el afio 2000 y el
uso de medidas antropométricas directas muestran que la prevalencia de obesidad vari6 del 15
al 30% en los hombres y del 11 al 34% en las mujeres, con una variaciébn geografica
considerable (siendo mayores las tasas en Europa Central, Oriental y Sur) (Berghofer y col.,
2008). Factores como la urbanizacion y la dieta desequilibrada, asociado con la
susceptibilidad genética han permitido la emergencia del fenotipo obeso.

La obesidad es considerada como uno de los factores de riesgo junto a la resistencia
insilinica (RI), alterada homeostasis de la glucosa, diabetes tipo 2, dislipemia e hipertension,
en la constelacion de anormalidades que caracterizan al Sindrome metabolico (Medina-
Gomes y col., 2007). Dicho Sindrome es uno de los mayores desafios de la Salud Publica
(Alberti y col., 2005). En el estudio de corazon realizado en San Antonio (Texas) sobre
aproximadamente 2600 personas (con un rango de edad entre 25 y 64 afios), 25 al 40% de los
participantes tenian Sindrome metabdlico (Lorenzo y col., 2007); mientras que en un estudio
europeo (Italia), Mannucci y col. (2007) observaron que el Sindrome metabdlico estaba
presente en el 30% de los participantes (3000) y con un rango de edad de aproximadamente
55 afos.

La diabetes tipo 2 y la obesidad son entidades consideradas por la Organizacion
Mundial de la Salud como epidémicas, siendo unos de los problemas actuales de salud
mundial. En nuestro pais existe un 6 a 7% de prevalencia de diabetes, porcentaje que duplica
el de hace 10 afos (Gagliardino, 2000), siendo la diabetes no insulino dependiente tipo 2 la
mas frecuente. En la actualidad se ha visto incrementada su incidencia en edades atin muy

tempranas (menos de 30 afios).
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La compleja patogénesis de las anomalias involucradas en el Sindrome metabolico no
esta completamente dilucidada, sin embargo la interaccion entre factores genéticos y
ambientales: estilo de vida (sedentarismo) y composicion de la dieta (excesivo consumo de
bebidas conteniendo sacarosa y alimentos ricos en carbohidratos simples y grasas saturadas)

contribuyen indudablemente a la mayor incidencia de dicho Sindrome.

En este contexto el tejido adiposo es hoy reconocido como un tejido clave en la Rl y
por ende en el Sindrome metabdlico relacionado a ella (Arner, 2003). Ademas de su funcion
como deposito de energia y principal proveedor de acidos grasos para su utilizacidon por otros
tejidos, el tejido adiposo es un importante 6rgano secretor, liberando a la circulacion péptidos
semejantes a hormonas que afectan al metabolismo sistémico y a la propia célula adiposa.
Desde una perspectiva “adipocéntrica” se postula que la expansion del tejido adiposo es un
factor importante en el desarrollo del Sindrome metabolico como nexo entre obesidad y
resistencia insulinica. Entre los mecanismos involucrados en este proceso se ha propuesto
que: un exceso del combustible energético que rebasa la capacidad oxidativa/almacenamiento,
alteracion de la produccién de citoquinas por adipocitos y macrofagos, estrés oxidativo,
inflamacion crdnica, entre otros, contribuiria a la desregulacion funcional del tejido adiposo
(Medina-Gomez y col., 2007). En su conjunto los aspectos mencionados convierten al tejido
adiposo en un tejido clave para esclarecer algunos mecanismos fisiopatologicos involucrados

en el desarrollo de algunas anomalias presentes en el Sindrome metabolico.

1. FISIOLOGIA DEL TEJIDO ADIPOSO:

Durante muchos afos se consider6 que el tejido adiposo tenia un papel importante
sobre los lipidos corporales totales y la homeostasis energética, siendo definido como el
principal sitio para el almacenaje de energia. Con el incremento de la ingesta alimentaria y/o
la disminucion del gasto de energia, el exceso de la misma se deposita de manera eficiente en
el tejido adiposo en forma de triglicéridos neutros. Sin embargo, cuando la alimentacion es
escasa y/o se incrementan los requerimientos energéticos, las reservas de lipidos son liberadas

para proporcionar el combustible energético.
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Los triglicéridos provenientes de la dieta (exogenos) ingresan a la circulacion
plasmatica desde la linfa en la forma de quilomicrones. El higado sintetiza y secreta la
lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), la cual transporta los triglicéridos endogenos
sintetizados desde el higado hasta los tejidos extrahepaticos.

La enzima lipoproteina lipasa (LPL) presente en el endotelio capilar de los tejidos
extrahepaticos, entre ellos el tejido adiposo hidroliza los triglicéridos de las lipoproteinas ricas
en triglicéridos (VLDL y quilomicrones). Estas lipoproteinas se unen a la enzima por la cual
tienen gran afinidad debido a la presencia de apolipoproteina CII (Apo CII) como parte
integral de estas lipoproteinas, liberando progresivamente acidos grasos libres (AGL) y
glicerol. Los acidos grasos libres son captados por la célula adiposa a través del CD36 y
transportados al interior de la misma por la proteina aP2. Luego, por accion de la acetil-CoA
sintasa son transformados en el acil derivado, acil-CoA. Los 4cidos grasos son principalmente
reesterificados y almacenados como triglicéridos, mientras que el glicerol es captado
principalmente por las células hepaticas.

En el tejido adiposo, la glucosa es transportada al interior de la célula por el
transportador de glucosa GLUT4. El transporte de glucosa tiene la particularidad de estar
estimulado por la insulina. Una vez en el citoplasma, la glucosa es metabolizada hasta
piruvato. El piruvato ingresa a la mitocondria y por descarboxilacién oxidativa irreversible (a
través del complejo de la piruvato deshidrogenasa — PDHc) se transforma en acetil-CoA. El
acetil-CoA sale de la mitocondria hacia el citosol como citrato (condensacién con el
oxalacetato), donde es desdoblado a oxalacetato y acetil-CoA. El acetil-CoA es transformado
a malonil-CoA por decarboxilacion irreversible catalizada por la acetil-CoA carboxilasa
(ACC). Luego, el malonil-CoA es elongado por el complejo de la sintetasa de acidos grasos
(FAS) para formar acil-CoA. A partir de este y el glicerol-3-P se sintetizan los triglicéridos
formando parte del pool de triglicéridos. En esta via metabolica intervienen glicerol-3-P
aciltransferasa, acido lisofosfatidico acil transferasa y diacil-glicerol acil transferasa, esta
ultima enzima es clave en el control de este proceso (Proscura e Ignatieva, 2002).

Los adipocitos contienen enzimas capaces de escindir los triglicéridos en glicerol y
acidos grasos (triglicérido lipasa (ATGL) y lipasa hormona sensible (HSL)). Los acidos
grasos producto de esta lipdlisis son transportados por la sangre unidos a la albimina y
pueden ser utilizados por tejidos no adiposos (higado, musculo esquelético, cardiaco, etc)

oxidandose o reesterificandose seglin las condiciones nutricionales (Figura 1).
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La activacion de los receptores B adrenérgicos lleva a la generacion de AMPc por
estimulacion de la enzima adenilato ciclasa de membrana. Esta via estd mediada por la
proteina G estimulatoria (Gs) la cual est4 positivamente ligada a la enzima. E1 AMPc activa la
proteina quinasa A (PKA) la cual media a través de fosforilaciones la activacion de la HSL.
Al contrario, la estimulacion del receptor a2-adrenérgico promueve la inhibicién de la
adenilato ciclasa por medio de la proteina G inhibitoria (Gi), reduciendo el contenido
intracelular de AMPc e inhibiendo la lip6lisis (Lafontan y Berlan, 1995).

La HSL fosforilada se mueve desde el citosol hacia la superficie de la gota grasa de la
célula adiposa. La fosforilacion de la familia de proteinas localizadas en la superficie de la
gota grasa, las perilipinas, es también requerida antes de que la HSL pueda catalizar la
hidrolisis de los triglicéridos. Las perilipinas no fosforiladas crean una barrera entre la HSL y
los lipidos, previniendo la lipdlisis, mientras que la fosforilacion de las perilipinas por la PKA
permite a la HSL acceder a la superficie de la gota grasa. La accion de la HSL sobre los
triglicéridos presenta especificidad por los ésteres unidos en posicion 1 y 3 (Yeaman, 1990).
También se debe considerar la accion ATGL en los procesos de hidrolisis de triglicéridos. La
hidrolisis de los monoglicéridos remanentes para dar un glicerol y un acido graso, ocurre por
la accién de la monoglicéridolipasa (MGL), que no se encuentra bajo control hormonal y cuya
abundancia en la célula es suficiente para evitar la acumulacion de productos intermediarios
de la lipolisis (Horowitz, 2003). El glicerol generado luego de la degradacion metabdlica de
los triglicéridos es transportado a través de la membrana plasmdtica por medio de la

acuoporina 7 (AQP7) (MacDougald y Burant, 2005).

Entre las hormonas que favorecen la velocidad de lipolisis de los depdsitos de
triglicéridos se encuentran: adrenalina, noradrenalina, glucagdén, hormona corticotréfica
(ACTH), hormona melanocito estimulante (MSH), hormona estimulante de la tiroides (TSH),
etc. La insulina es la tinica hormona que antagoniza con la accion de las hormonas lipoliticas.
La insulina inhibe la lipdlisis a nivel de la adenilato ciclasa inhibiendo la formacién de AMPc
y a nivel de la fosfodiesterasa (PDE) estimulando la degradacion del AMPc, esto se realiza a
través del mediador de efectos metabolicos dependientes de la insulina, la fosfoinositol-3-

kinasa (PI3-K), que activa por fosforilacion a la PDE (Langin y col., 1996).
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Dadas sus funciones, no es de sorprender que el tejido adiposo esté exquisitamente
disefiado para responder a los cambios agudos de las sefiales nutricionales. En realidad, a
nivel molecular y bioquimico, los adipocitos estan equipados con la maquinaria necesaria para
responder a la estimulacion hormonal, por ejemplo, el adipocito es sensible a la insulina (la
cual estimula la captacion de glucosa y la lipogénesis e inhibe la lip6lisis) y estd sujeto a la

regulacion adrenérgica (la cual estimula la lipdlisis) (Sethi y Vidal-Puig, 2007).

Figura 1. Metabolismo lipidico en los adipocitos.'
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" En la figura se muestran las principales vias metabolicas de los lipidos y de la glucosa en el tejido
adiposo. Ademads se sefalan algunas enzimas, transportadores y receptores importantes de estas vias
metabdlicas descriptas en mayor detalle en las paginas 7 y 8 del texto. AC: adenilato ciclasa, ACS:
acil-CoA sintasa, ACC: acetil-CoA carboxilasa, AGL: &cido graso libre, AMPc: adenosinmonofosfato
ciclico, AR: receptor adrenérgico, FAS: sintetasa de acidos grasos, G3P: glicerol 3 fosfato, HSL:
lipasa hormona sensible, IR: receptor de la insulina, IRS: substrato del receptor de insulina, LPL:
lipoproteina lipasa, MGL: monoglicérido lipasa, PDE: fosfodiesterasa, PI3K: fosfatidilinositol 3-
quinasa, PKA, proteina quinasa A, P: perilipina, AQP7: acuoporina 7 (Modificado de Sethi y Vidal-
Puig, 2007).
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2. TEJIDO ADIPOSO COMO ORGANO ENDOCRINO:

Ademas de lo descripto anteriormente, el tejido adiposo actia como un organo
endocrino liberador de hormonas produciendo numerosas sustancias, llamadas
adipocitoquinas, que incluyen varias citoquinas, hormonas y factores de crecimiento. Mas de
100 de estos factores secretados han sido identificados y algunos ejemplos de los mismos
estan resumidos en la Figura 2. A través de estas sustancias el tejido adiposo no solo influye
sobre la propia biologia adipocitaria sino también sobre la regulaciéon de la homeostasis

energética, sensibilidad insulinica y metabolismo de lipidos y carbohidratos (Havel, 2004).

2.1. Leptina

La leptina es una hormona peptidica de 16 kDa, codificada por el gen ob, que es
producida y secretada por los adipocitos. La impresion inicial fue que la leptina (del griego
leptos, delgado) era una sefial para el cerebro para inhibir la ingesta de alimentos y disminuir
el peso (Zhang y col., 1994). Este concepto fue impulsado en parte por la observacion de que
los seres humanos y roedores que carecen de leptina funcional manifiestan un mayor apetito y
obesidad. Ademas, el tratamiento con leptina revertia en animales de experimentacion, por
ejemplo, estas anomalias (Maury y Brichard, 2010). Sin embargo, la nocién de la leptina
como una hormona anti-obesidad fue puesta en duda debido a que la obesidad se asocia
tipicamente con niveles altos de leptina y resistencia a la leptina (Ahima, 2008). Los niveles
circulantes de leptina estan asociados con la masa del tejido adiposo y también reflejan
cambios inmediatos en el estado nutricional ya que disminuyen, poco después del comienzo

del ayuno (Becker y col., 1995).

La leptina ejerce sus acciones bioldgicas uniéndose a sus receptores. Estos son
codificados por el gen diabetes (db) y pertenecen a la superfamilia de receptores de citoquina
clase 1. El splicing alternativo del gen db da origen a las 6 isoformas de los receptores: la
forma soluble Ob-Re, la cual carece de dominio citoplasmatico; cuatro formas con cortos
dominios citoplasmaticos (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd y Ob-Rf), y la forma Ob-Rb, la cual se
encuentra en casi todos los tejidos y parece ser la unica forma capaz de transducir la sefial de

la leptina (Lago y col., 2007). La principal ruta por la cual el receptor Ob-Rb transmite la
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sefial extracelular parece ser la via JAK-STAT (Friihbeck, 2006), la cual involucra la

fosforilacion de tirosinas de JAK2 en el dominio citoplasmatico del receptor.

Figura 2. Factores secretados por el tejido adiposo.'
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Otros factores secretados:

Reactantes de la fase aguda: ASP, CRP, SAA, haptoglobina
Moléculas quimiotacticas: MCP-1, MIP-1a, MIF, NGF
Factores RAS: Angiotensinogeno, Angiotensina II
Factores de coagulacion: PAI-1, TF
Factores lipidicos: LPL, CETP, Apo E

" En la figura se observan los factores més importantes generados por el tejido adiposo:

adipocitoquinas, citoquinas proinflamatorias, AGNE (4cidos grasos no esterificados) y otros factores,
descriptos en detalle en las paginas 10 a 18 del texto. ASP: proteina estimuladora de acilacion, CRP:
proteina C reactiva, CETP: proteina transportadora de ésteres de colesterol, IL: interleuquina, LPL:
lipoproteina lipasa, MCP-1: proteina quimiotactica de monocitos-1, MIF: factor inhibidor de la
migracion macrofagica, MIP-1a: proteina inflamatoria de macrofago 1o, NGF: factor de crecimiento
neuronal, PAI-1: inhibidor del activador plasmindgeno, RAS: sistema renina angiotensina, SAA: suero
amiloide A, TGFp: factor de crecimiento transformante 3, TF: factor tisular (Modificado de Sharma y

Staels, 2007).
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Se ha observado que la expresion y secrecion de leptina estd modulada por numerosos
factores, por ejemplo: incrementa por la insulina, glucocorticoides, factor de necrosis tumoral
o (TNF-a), estrogenos; y disminuye por actividad -adrenérgica, androgenos y agonistas del
receptor activador de la proliferacion peroxisomal y (PPAR-y) (Vettor y col., 2005).

La respuesta de la insulina a la ingesta es el principal mediador de los cambios en la
produccion de leptina observadas durante el ayuno/restriccion de energia y realimentacion y
de la variacion diurna de los niveles circulantes de leptina (Havel, 2001). Trabajos realizados
en adipocitos aislados y en estudios clinicos en seres humanos apoyan la idea de que la
insulina aumenta indirectamente la produccidon de leptina a nivel transcripcional, a través de
sus efectos estimulatorios sobre la utilizacion y el metabolismo oxidativo de la glucosa en
adipocitos (Havel, 2004).

La leptina juega un rol importante en la ingesta dietaria, el gasto energético y la
adiposidad, asi como en los sistemas inmune y endocrino (Maury y Brichard, 2010). Ademas,
tiene acciones en el cerebro (el hipotdlamo, la corteza y zonas limbicas) y en varios de los
tejidos periféricos (células a y B del pancreas, higado y sistema inmunoldgico), sin embargo,
la accion central de la leptina en el cerebro y, en particular, el hipotdlamo ha sido mejor
caracterizada en lo que respecta a la homeostasis de la energia (Badman y Flier, 2007).

La leptina de la periferia es transportada al cerebro, se une a su receptor en el
hipotdlamo, y activa JAK-STATS3, llevando a la supresion de "péptidos orexigenos" y el
aumento de "péptidos anorexigenos", en consecuencia, afectando la ingesta de alimentos. La
disminucién de la leptina que se produce con rapidez en respuesta al ayuno también evoca
profundos cambios en el balance energético y hormonal a través del hipotdlamo. Niveles
bajos de leptina inducen sobrealimentacion y suprimen el gasto de energia, las hormonas
tiroideas y reproductivas y la inmunidad. Las adaptaciones mediadas por los bajos niveles
leptina pueden haber evolucionado como una proteccidon contra la carencia de alimentos, al
limitar el uso de energia y mejorar su almacenamiento (Ahima, 2008).

La leptina limita el depdsito graso en el tejido adiposo protegiendo de la lipotoxicidad
(Kahn y col., 2005; Unger, 2002). La leptina estimula la oxidacion de los acidos grasos
(Muoio y col., 1997; Minokoshi y col., 2002) y la captacion de glucosa (Haque y col., 1999;
Kamohara y col., 1997). Estos efectos metabdlicos de la leptina se encuentran en parte
mediados por la activacion del eje hipotdlamo-sistema nervioso simpatico (Buettner y col.,

2008; Minokoshi y col., 2002). Muchos de estos efectos metabolicos tienen lugar demasiado
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rapido para ser atribuido a los cambios transcripcionales (sefializacion JAK-STAT) e
involucran la activacion de la sefializacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK)
como fue descripto en el musculo/higado por Kahn y col. (2005). La leptina puede tener
efectos autdcrinos y paracrinos en el metabolismo del adipocito: la incubacion de adipocitos
de raton con leptina estimula la lipdlisis de triglicéridos intracelulares, dicho efecto no fue
observado en ratones db/db carentes de receptores de leptina y la sobreexpresion de leptina en
adipocitos reduce la expresion de la acetil-CoA carboxilasa. La leptina también reduce la
expresion de la proteina de unidn al elemento de respuesta a los esteroles 1¢ (SREBP1c) en
tejido adiposo, lo que contribuye a inhibir la lipogénesis en este tejido (Yu y Ginsberg, 2005).

Consistente con el rol pleiotropico de la leptina, su participacion en algunas de las
principales vias de sefalizacion ha sido observada, incluyendo aquellas que involucran los
sustratos receptores de insulina, fosfoinositidos 3-quinasa, la proteina quinasa B, la proteina
quinasa C, la quinasa regulada por sefiales extracelulares, las proteinas quinasas activadas por

mitogenos, la fosfodiesterasa, la fosfolipasa C y el 6xido nitrico (Frithbeck, 2006).

2.2. Adiponectina

La adiponectina es una proteina de 30 kDa producida abundantemente por el tejido
adiposo (Maeda y col., 1996; Scherer y col., 1995). Esta presente en el flujo sanguineo en tres
formas principales: trimero, hexdmero y como adiponectina de alto peso molecular (HMW)
(12 a 18 subunidades) (Kadowaki y col., 2006). En contraste con la mayoria de las
adipocitoquinas, la adiponectina circulante se correlaciona negativamente con el indice de
masa corporal (Brichard y col., 2003) y disminuye en las personas obesas, en pacientes con
diabetes tipo 2 o con enfermedades cardiovasculares (Ouchi y Walsh, 2007). La disminucién
de los niveles de adiponectina plasmatica en la diabetes y obesidad se relaciona con el
desarrollo de RI (Statnick y col., 2000). Mas atn, Yamauchi y col. (2001) observaron que un
decrecimiento de la expresion de adiponectina se correlaciona con RI en roedores. Los
mecanismos subyacentes que inducen un decrecimiento de la produccién de adiponectina
involucran un entorno hormonal anormal (Delporte y col., 2002; Halleux y col., 2001.), estrés
oxidativo (Furukawa y col., 2004) y un estado pro-inflamatorio (Bruun y col., 2003),

condiciones que prevalecen en la obesidad y el Sindrome metabolico.
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Los principales receptores de la adiponectina in vivo son AdipoR1 y AdipoR2. Ellos
pertenecen a la familia de receptores que contienen siete dominios transmembrana, pero son
estructural y funcionalmente distintos del grupo de los receptores acoplados a proteinas G.
AdipoR1 se expresa abundantemente en el musculo y esta estrechamente vinculado a la
activacion de la via AMPK que regula la inhibiciéon de la gluconeogénesis junto con una
mayor oxidacioén de acidos grasos. AdipoR2 se expresa en musculo y en higado (Yamauchi y
col., 2003), y parece asociarse con la activacion de la via del activador de la proliferacion

peroxisomal alfa (PPAR-q), la inhibicién de la inflamacion y el estrés oxidativo (Capeau,

2007; Yamauchi y col., 2007).

Aunque el mecanismo que regula la produccion de adiponectina no ha sido
completamente caracterizado, se sabe que el TNF-oq, la interleuquina 6 (IL-6) y los agonistas
B adrenérgicos reprimen su sintesis (Havel, 2004). Por otro lado, la expresion celular parece
encontrarse bajo el control del PPAR-y y esto se relacionaria con la sensibilidad insulinica
(Pellmé y col., 2003). Mas atn, la adiponectina es estimulada por tiazolidinedionas, agonistas
de los PPAR-y, contribuyendo al incremento de la sensibilidad insulinica (Havel, 2004).

En humanos con diabetes y severa resistencia a la insulina como consecuencia de
mutaciones dominante-negativas que inactivan los receptores del PPAR-y se observan muy
bajos niveles circulantes de adiponectina (Barroso y col., 1999; Combs y col., 2002). La
expresion génica de la adiponectina es reducida por el TNF-a, IL-6, agonistas [ adrenérgicos
o glucocorticoides. Los efectos de estas adipocitoquinas, catecolaminas y glucocorticoides en
inducir resistencia a la insulina podrian estar mediados, en parte, por sus efectos en disminuir

la produccién de adiponectina (para revision ver Havel, 2004).

Entre las funciones mas importantes, la adiponectina tiene propiedades
antiinflamatorias y antiaterogénicas ya que disminuye la sintesis de moléculas de adhesion
endoteliales e inhibe la respuesta inflamatoria, exhibiendo efectos beneficiosos sobre los
trastornos cardiovasculares y metabdlicos como la aterosclerosis y la resistencia a la insulina.
Esta adipocitoquina se encuentra involucrada en el metabolismo de hidratos de carbono y de
lipidos sensibilizando los tejidos a la accion de la insulina (Maury y Brichard, 2010). Al
respecto, la adiponectina tiene la capacidad de aumentar la accidon de la insulina sobre

hepatocitos aislados, lo que favorece la disminucion de la produccion hepatica de glucosa
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(Scherer, 2003), y por otro lado, estimula la oxidacién de los &cidos grasos en el musculo
esquelético disminuyendo la glucemia y los niveles plasmaticos de dacidos grasos y
triglicéridos (Havel, 2004). Ademas, los niveles de adiponectina se correlacionan
negativamente con el incremento de la lipdlisis y la liberacion de acidos grasos (Fasshauer y
col., 2001).

Recientemente se ha postulado que la adiponectina de HMW en lugar de la
adiponectina total podria ser el biomarcador mas importante del Sindrome metabdlico.
Ademas, se ha demostrado que la adiponectina reduce la produccion y actividad del TNF-a e
inhibe la produccién de IL-6, acompafiado por una induccion de las citoquinas anti-
inflamatorias IL-10 y antagonista del receptor de IL-1. La inhibicion del factor nuclear-xB

(NF-«B) por la adiponectina podria explicar al menos en parte estos efectos (Fantuzzi, 2005).

2.3. Factor de necrosis tumoral o (TNF-a)

El TNF-a es sintetizado como una proteina transmembrana de 26 kDa que sufre la
degradacion por una metaloproteinasa que libera a la circulacion la molécula soluble de TNF-
a de 17 kDa (Kriegler y col., 1988). Los adipocitos aislados y diferenciados son capaces de
producir TNF-a y aunque el tejido adiposo estd compuesto de una variedad de tipos celulares
incluyendo adipocitos, células del estroma, células inmunes y células endoteliales vasculares,
todas capaces de producir citoquinas, los adipocitos son la fuente predominante de TNF-a
(Ruan y col., 2003).

La mayoria de los efectos del TNF-a en el tejido adiposo estdn mediados por el
receptor de TNF-a 1 (TNFR1) y la subsecuente activacion de varias vias de transduccion
(Cawthorn y Sethi, 2008). Dos vias de sefializacion de factores de transcripcion han sido
vinculadas a los efectos pro-inflamatorios de la obesidad y RI: el NF-«B y la via de c-Jun
NH2-terminal quinasa (JNK). Estas vias se activan por muchos de los mismos estimulos pro-
inflamatorios incluyendo citoquinas como el TNF-a, que ademés de activar al NF-xB

también regula los productos de NF-kB (Shoelson y col., 2007).

Al presente, el TNF-a es reconocido como una citoquina reguladora multifuncional,

implicada en: inflamacién, supervivencia y apoptosis celular, citotoxicidad, induccion de la
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produccion de otras citoquinas tales como IL-1 e IL-6, y RI. Con respecto a esta ultima, Sabio
y col. (2008) y Shoelson y col. (2007) demostraron en modelos animales que los mecanismos
moleculares que subyacen a la RI inducida por el TNF-a involucran la fosforilacion de la
serina mediada por JNK del receptor sustrato de insulina (IRS-1), el cual inhibe la normal
fosforilacion de la tirosina del IRS-1 y la sefializacion en la cadena de sefiales de la insulina.
El TNF-¢ es un marcador inflamatorio asociado con adiposidad y factores de riesgo
cardiovasculares, producido por los macréfagos dentro del tejido adiposo y por los adipocitos
mismos; es estimulado por el estrés del reticulo endoplasmatico y la respuesta a proteinas mal
plegadas (Ferranti y Mozaffarian, 2008). Debido a que el TNF-g es secretado por los
adipocitos, se piensa que proporciona un enlace molecular clave entre obesidad y un estado
inflamatorio cronico que en ultima instancia conduce a la patofisiologia del tejido adiposo
(Kim y col., 2006). El TNF-g ha sido también implicado como un importante factor
autdcrino/paracrino que estimula la lip6lisis induciendo la liberacion de acidos grasos libres
desde el tejido adiposo (Ruan y col., 2003). Sethi y Hotamisligil (1999) han demostrado que
el TNF-q disminuye la expresion de los transportadores de acidos grasos en adipocitos
decreciendo la captacion de los mismos desde la circulacion y contribuyendo a la dislipemia.
El efecto neto del TNF-q seria el de disminuir la lipogénesis (captacion de acidos grasos
libres y sintesis de triglicéridos) e incrementar la lipolisis. También se ha observado que

regula la sintesis de leptina, el inhibidor del activador de plasminégeno —1 (PAI-1), la aP2 y el

GLUT4 (Arner, 2003).

Dentro de otras adipocitoquinas que cumplen funciones en el tejido adiposo podemos
mencionar la interleuquina 6 (IL-6), la cual es una citoquina proinflamatoria de 22 a 27 kDa
con varios grados de glicosilacion. En contraste con el TNF-qa, la IL-6 circula a niveles
relativamente elevados y un tercio de su concentracion plasmatica es originada en el tejido
adiposo. Sin embargo, la mayor parte de la IL-6 derivada del tejido adiposo proviene de las
células de la fraccion del estroma vascular (Galic y col., 2010).

La IL-6 incrementa los niveles de proteina C reactiva y de moléculas de adhesion que
median los procesos inflamatorios, y se la ha relacionado con las alteraciones presentes en el
Sindrome metabolico (Das, 2002), debido a que los niveles plasmaticos como su expresion en
tejido adiposo blanco se encuentran elevados en obesidad y RI (Mohamed-Ali y col., 1997;

Bastard y col., 2000; Vozarova y col., 2001). Su produccién y su concentracion en plasma han
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sido correlacionadas positivamente con los depositos grasos. Se ha observado que un
incremento en plasma estimula la secrecion de triglicéridos por el higado y por lo tanto
contribuye con la hipertrigliceridemia asociada a obesidad visceral. E1 TNF-a, los corticoides,
la leptina y las catecolaminas inducen la expresion de IL-6 en los adipocitos (Frithbeck y col.,
2001).

La IL-6 inhibe la produccion de adiponectina (Yu y Ginsberg, 2005); regula
positivamente la produccion del factor de crecimiento endotelial vascular en los adipocitos
viscerales y subcutaneos in vitro y en el raton, apoyando asi la angiogénesis durante el
crecimiento del tejido adiposo (Hajer y col., 2008).

Otras citoquinas proinflamatorias secretadas por el tejido adiposo incluyen la IL-8, la

IL-10, la IL-17D, la IL-18, la IL-1B y el factor de crecimiento transformante 3 (TGFp).

Entre los reactantes de la fase aguda secretados por el tejido adiposo se encuentra la
proteina estimuladora de la acilacion (ASP), la cual es la tinica hormona producida a partir
del factor C del complemento por medio de una interaccion que requiere el factor B y la
adipsina (factor D) lo que resulta en la formacion del derivado C3 (C3adesArg) también
conocido como ASP. La ASP secretada por el adipocito puede tener un rol importante en la
regulacion del metabolismo de los lipidos en dicho tejido. La ASP actia localmente en el
tejido adiposo, donde estimula la captacion de glucosa, incrementa la actividad de la
diacilglicerol aciltransferasa, e inhibe la actividad de la HSL. Estas acciones de ASP
incrementan la eficiencia de la sintesis de triglicéridos y su almacenamiento en los adipocitos
(Havel, 2004).

Los niveles plasmaticos de ASP estan elevados en sujetos obesos en proporcion a la
adiposidad y sus concentraciones plasmaticas disminuyen durante el ayuno y después de la
pérdida de peso (Havel, 2004).

Otros reactantes de la fase aguda liberados por el tejido adiposo son: la proteina C

reactiva (CRP), el suero amiloide A (SAA) y la haptoglobina.

El inhibidor del activador de plasminégeno —1 (PAI-1) es producido por varios

tejidos, incluyendo el tejido adiposo. En la grasa humana, las células del estroma en lugar de
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los adipocitos contribuyen a la produccion de PAI-1 e in vitro el tejido adiposo visceral
secreta mas PAI-1 que el tejido adiposo subcutdneo. Este inhibidor de serina proteasas
(serpinas) es un factor importante en el mantenimiento de la homeostasis vascular dado que
inhibe la activacion del plasminogeno y su incremento lleva a una hipofibrinolisis y a un
estado pro-trombdtico (Maury y Brichard, 2010). El trabajo de Alessi y col. (2007) sugiere
que el PAI-1 podria contribuir directamente a las complicaciones de la obesidad, incluyendo
la RI, aterotrombosis y diabetes tipo 2, y posiblemente a la hipertrofia del tejido adiposo.
También se ha observado una correlacion positiva de sus niveles plasmaticos con la
distribucion abdominal del tejido adiposo en hombres y mujeres y con la RI (Frithbeck y col.,
2001).

La sintesis y los niveles circulantes de PAI-1 se encuentran incrementados en la
obesidad (Trayhurn y Wood, 2004). La insulina, el TGF-B y el TNF-a estimulan su secrecion
(Frithbeck y col., 2001). Otro factor de coagulacion liberado por el tejido adiposo es el factor
tisular (TF).

El angiotensindgeno es el precursor de la angiotensina II y se sintetiza primariamente
en el higado aunque se expresa también en varios tejidos, incluyendo el adiposo. Este tltimo
es considerado como la mayor fuente extrahepatica de angiotensindgeno. Se ha sugerido que
tiene influencia en la diferenciacion adipocitaria induciendo a las células grasas a producir
prostaciclinas. La expresion de angiotensindgeno en tejido adiposo estd incrementada en
obesidad y es regulada por el estado nutricional. La expresion génica y la secrecion de esta
adipocitoquina disminuyen durante el ayuno. El angiotensindgeno podria jugar un papel en el
incremento del flujo sanguineo local del tejido adiposo y por lo tanto aumentar la
disponibilidad de sustratos para la reesterificacion de acidos grasos. Asi, afectando el flujo
sanguineo y promoviendo la diferenciacion preadipocitaria, esta capacitado para regular el

tamano del adipocito en respuesta a sefiales nutricionales (Friithbeck y col., 2001).

Ademas el tejido adiposo secreta distintos factores lipidicos que son importantes
reguladores del metabolismo de lipoproteinas como son la lipoproteina lipasa (LPL),

apolipoproteina E (apo E) y proteina transportadora de esteres de colesterol (CETP).
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3. RECEPTOR ACTIVADOR DE LA PROLIFERACION
PEROXISOMAL (PPARs):

Se han descripto tres isoformas de PPAR: PPAR-a, PPAR-B y PPAR-y, que
pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares (Ferré, 2004). El PPAR-a se expresa
mayoritariamente en el higado y regula genes implicados en la oxidacion mitocondrial,
peroxisomal y microsomal de los acidos grasos (Desvergne y col., 2006). El PPAR-f se
expresa principalmente en el cerebro, tejido adiposo y piel, y regula genes involucrados en la
funcion cerebral, la diferenciacion epidérmica y la implantacion uterina entre otros, y el
PPAR-y (isoformas PPAR-yl y PPAR-y2) es requerido para la normal diferenciacion del
adipocito involucrado en funciones fisioldgicas criticas tales como: adipogénesis y el
metabolismo de lipidos y glucosa.

El PPAR-y estimula la captacion de los acidos grasos, la proteina transportadora de
acidos grasos, la LPL, la proteina ligadora de acidos grasos (FABP) y la acil-CoA sintasa, y la
esterificacion de los triglicéridos en una accion concertada con otro factor de transcripcion
SREBP -isoforma SREBP-1c- que regula la lipogénesis para el llenado de las gotas lipidicas
(Evans y col., 2004).

Luego de la diferenciacion terminal, el gen del PPAR-y se expresa de manera
constitutiva para mantener el fenotipo de adipocito maduro. Mds aln, Torre-Villalvazo y col.
(2008) demostraron una significativa reduccion de la expresion génica del PPAR-y en tejido
adiposo epididimal de ratas alimentadas con dieta rica en grasa comparado con ratas
alimentadas con dieta control. En consecuencia, los adipocitos, aunque incrementan su
contenido lipidico tienen una capacidad significativamente reducida para esterificar 4cidos
grasos en triglicéridos, incrementando asi la liberacion de acidos grasos a la circulacion y la
captacion de los mismos por tejidos no adiposos tales como el higado y pancreas.

Ademas, el PPAR-y del tejido adiposo parece ser un mediador esencial para el
mantenimiento de la sensibilidad insulinica global; protegiendo al tejido no adiposo de la
sobrecarga de lipidos y garantizando la apropiada produccion de adipocitoquinas por los
adipocitos, como son la leptina y adiponectina (Sharma y Staels, 2007).

Se ha sugerido que el PPAR-y podria modular directamente la via de transduccion de
la sefial de la insulina en el tejido adiposo (via PI3K). Una segunda via, la cual involucra el

producto del proto-oncogén c-CBL y CAP (proteina asociada a c-CBL), actian en conjunto
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para incrementar este proceso. Varios grupos han demostrado que la activacion del PPAR-y
en el tejido adiposo puede influenciar la sefializacion de la insulina a distintos niveles de este
camino (por ejemplo, a través de la regulacion positiva del IRS-1 y IRS-2, la subunidad p85
de la PI3K y la CAP) lo cual en su conjunto podria predecir el aumento de la actividad del

GLUT4 (para revision ver Gurnell, 2007).

4. PROTEINA DESACOPLANTE (UCPs):

Las proteinas desacoplantes que se encuentran en la membrana mitocondrial interna
son capaces de desacoplar la oxidacion de los combustibles energéticos por medio de la
cadena transportadora de electrones de la sintesis de ATP, disipando la energia como calor e
influenciando la eficiencia metabolica. Existen distintas proteinas desacoplantes, la UCP1 se
expresa casi exclusivamente en el tejido adiposo marrén y juega un rol importante en la
termogénesis inducida por el frio y cambios nutricionales (Boss y col., 2000). La UCP2 que
se expresa en diferentes tejidos incluyendo el adiposo y la UCP3 mayoritariamente expresada
en el musculo esquelético cumple un rol potencial en la regulacion del gasto energético
relacionandose con la obesidad y a la diabetes tipo 2 (Fleury y col., 1997; Vidal-Puig, 1997).

La UCP2 esta codificada por un gen nuclear, pero es expresada exclusivamente en la
mitocondria (Ostrowski y col., 2004). Estudios recientes han implicado a la UCP2 en la
regulacion del transporte y metabolismo de 4cidos grasos libres, control de la formacion de
los intermediarios reactivos del oxigeno e inhibicion de la secrecion de insulina (De Souza y
col., 2007).

En el tejido adiposo, las propiedades de la UCP2 parece que se adaptan a la regulacion
del metabolismo energético. Se ha sugerido que la UCP2 podria regular la homeostasis
energética particularmente bajo condiciones donde los AGNE se hallan incrementados como
en el caso de la diabetes y el ayuno (Saleh y col., 2002). Una caracteristica importante de la
UCP2 es que su expresion es modulada por la dieta y no es regulada por el sistema nervioso
simpatico. Especificamente, la expresion génica de la UCP2 incrementa por el consumo de

grasa dietaria (Surwit y col., 1998).
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5. TEJIDO ADIPOSO Y ESTRES OXIDATIVO:

La obesidad se asocia con estrés oxidativo a nivel mitrocondrial. El estrés oxidativo
puede ser definido como un desbalance entre los niveles de las especies reactivas del oxigeno
y la reduccion de sustancias que protegen contra el dafio de los radicales libres y los
perdxidos. En presencia de adiposidad, hiperglucemia y elevados niveles de acidos grasos el
procesamiento del exceso de acidos grasos por las mitocondrias causa desacoplamiento

mitocondrial y liberacion de especies reactivas del oxigeno (Ferranti y Mozaffarian, 2008).

Especies reactivas del oxigeno (ROS)

Los ROS son el producto de muchos procesos oxidativos: bioquimicos y fisiolégicos,
ellos pueden ser producidos por la accidon de las enzimas xantino oxidasa, NADPH oxidasa,
lipooxigenasas, dasacoplamiento de la sintasa de oxido nitrico y la cadena respiratoria
mitocondrial. Los ROS son moléculas altamente reactivas que, aunque ellas puedan dafiar
quimicamente componentes celulares, participan en el mantenimiento de la homeostasis redox
celular y en las vias de transduccion de senales (Drogue, 2002). Las células poseen sistemas
de destoxificacion que las protegen de los efectos nocivos de los ROS, tanto en el citoplasma
como en la mitocondria (Matés y col., 1999; Nordberg y Arner, 2001).

El anion superoxido es formado por la reduccion univalente del oxigeno molecular en
estado triplete. Este proceso es mediado por enzimas tales como la NADPH oxidasa y la
xantino oxidasa o no enzimaticamente por compuestos redox reactivos tales como la semi-
ubiquinona de la cadena transportadora de electrones mitocondrial (Figura 3) (Drogue, 2002).

En el tejido adiposo el incremento en la produccién de ROS se puede deber en gran
medida a la accion de la xantino oxidoreductasa (XOR), cuya expresion es mucho mas
elevada en comparacion con otros tejidos (Cheung y col., 2007). Esta enzima cataliza los 2
ultimos pasos en la degradacion de las purinas llevando a la producciéon de acido urico como
producto final. En mamiferos esta enzima tiene dos formas que varian en su selectividad al
substrato oxidativo; la xantina deshidrogenada, la cual es NAD" dependiente y la xantina
oxidasa (XO) la cual posee un oxigeno como aceptor electrénico y libera un gran nimero de
ROS (H;0,, ‘-OH y ‘O;) como productos de su accion catalitica (Marti y col., 2001).
Numerosas ROS y especies reactivas del nitrogeno son sintetizadas con ambas formas de la

enzima, pero particularmente con la forma XO. Ademas, la sintesis de un antioxidante (el
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acido trico) y numerosos radicales libres (ROS y especies reactivas del nitrogeno) hacen a la
XOR un importante regulador protector del potencial redox celular.

Numerosos patogenos, citoquinas, asi como muchas formas de dafio tisular, pueden
rapidamente inducir la expresion adicional de la XOR. Aunque la xantino deshidrogenasa es
la forma predominante de XOR encontrada en células y tejidos normales, la XO parece tener
un rol mas importante en las células y tejidos dafados. Varios estimulos inducen la
conversion de la xantino deshidrogenasa a la forma XO, resultando en una sintesis intensiva
de ROS y especies reactivas del nitrégeno (Vorbach y col., 2003). Al respecto, se ha visto que
la actividad de la XO se encuentra incrementada en el plasma e higado de animales diabéticos
y ha sido implicada en la produccion de radicales libres durante la diabetes, basado en la
disminucion observada en el estrés oxidativo de pacientes diabéticos durante el tratamiento de
los mismos con un inhibidor de la XO, el allopurinol (Desco y col., 2002).

Por otro lado, en diabetes el elevado flujo de 4acidos grasos libres incrementa la
produccion mitocondrial de ROS, las cuales interfieren con la sefalizacion de la insulina
(Subauste y Burant, 2007). Ademas, la produccion de ROS se incrementa selectivamente en el
tejido adiposo del raton obeso, acompaniado por una incrementada expresion de la NADPH
oxidasa (otra enzima importante en la produccion de estas sustancias reactivas del oxigeno) y
una disminuida expresion de las enzimas antioxidantes. En adipocitos cultivados, los elevados
niveles de acidos grasos incrementan el estrés oxidativo por medio de la activacion de
NADPH oxidasa, la cual causa una desregulada produccion de adipocitoquinas. En el raton
obeso, el tratamiento con un inhibidor de la NADPH oxidasa reduce la produccion de ROS en
el tejido adiposo, atenuando la desregulada produccién de adipocitoquinas y mejorando la
diabetes, dislipemia y esteatosis hepatica (Furukawa y col., 2004). Subauste y Burant (2007)
demostraron en los adipocitos 3T3-L1 que los acidos grasos reducen los niveles de FoxO1 (un
factor de transcripcion relacionado con el envejecimiento y la generacion de ROS) de manera
dosis dependiente. Este efecto es seguido por un incremento en la generacion de ROS y una

desregulada produccion de adipocitoquinas (Figura 3).
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Figura 3. Vias de produccion y eliminacién de los intermediarios reactivos del oxigeno.'
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oxidoreductasa, NAD(P)H oxidasas y compuestos redox reactivos tales como la semi-ubiquinona de la
cadena transportadora de electrones mitocondrial), las enzimas antioxidantes capaces de eliminar los
ROS (SOD: superoxido dismutasa, catalasa, GPx: glutation peroxidasa) y el principal antioxidante
enddgeno no enzimatico constituido por el ciclo redox del glutation. Més detalles se describen en las
paginas 21 a 24 del texto. Glc-6P DH: glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, GR: glutation reductasa,
GSH: glutation reducido, GSSG: glutation oxidado (Modificado de Drogue, 2002). (*): La XOR
también es capaz de reducir trigliceril trinitrito y nitrato (Godber y col., 2000; Millar y col., 1998).

El sistema antioxidante enzimatico constituye la primera y mejor linea de defensa
contra los ROS. Estd integrado por tres enzimas principales que trabajan en cadena para
desactivar selectivamente radicales libres: la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT)
y la glutation peroxidasa (GPx). Esta terna catalitica es el sistema anti-oxidante que remueve

los aniones superoxido (Lee y col., 2008). La SOD convierte enzimaticamente el superdxido a
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peroxido de hidrogeno. El peroxido de hidrogeno puede ser convertido en agua por las
enzimas catalasa y GPx (Chang y Chuang, 2010). La obesidad disminuye las defensas anti-
oxidantes disminuyendo los niveles de las enzimas catalasa, GPx y glutation reductasa (GR)
(Hsu y col., 2009). En la reaccion de la glutation peroxidasa el glutation es oxidado a
glutation disulfuro, el cual puede ser convertido nuevamente a glutation por la GR en un
proceso que consume NADPH. La GR no es estrictamente una enzima antioxidante, sin
embargo colabora indirectamente con la GPx y contribuye a regular el pool intracelular de
glutation reducido (GSH), uno de los principales antioxidantes celulares no enzimaticos. Es
decir, la GR regenera los depositos intracelulares de GSH, a partir de glutation oxidado
(GSSG) y NADPH.

El glutatiéon es el tiol no proteico mds abundante en las células de mamiferos.
Constituye el principal antioxidante endégeno de cardcter no enzimatico. Puede encontrarse
en dos formas segun su estado de oxidorreduccion: como GSH o GSSG. El GSH desempefia
numerosas ¢ importantes funciones metabolicas, entre ellas, mantiene el balance redox en la
célula y la protege del estrés oxidativo, nitrosativo y de los reactivos electrofilicos
(Sarrasague y col., 2006). El sistema GSH es cuantitativamente la defensa antioxidante
endogena mdas importante (Abilés y col., 2008), y por lo tanto una primera barrera de
proteccion frente al estrés oxidativo. El Ciclo redox del glutation es el mecanismo central para
reducir el H,O, y eliminar una variedad de peroxidos toxicos adicionales. Su deficiencia
contribuye al estrés oxidativo, y las células normales mantienen una alta relacion intracelular

de GSH/GSSG para asegurar la disponibilidad de GSH (Figura 3) (Mercier y col., 2008).

Por otro lado, elevados niveles de ROS son capaces de reaccionar con macro
moléculas biologicas y producir inactivacion de proteinas, peroxidacion de lipidos de
membrana -aumentando su fluidez y permeabilidad con pérdida de su integridad (Marjani y
col., 2010)- y dafios al ADN. El estrés oxidativo genera H,O, y malondialdehido (MDA). Los
productos de la peroxidacion lipidica son formados por substraccion de un atomo de
hidrogeno desde un acido graso insaturado. Los dobles enlaces se reacondicionan para formar
dienos. El ataque por un oxigeno molecular produce un peroxiradical lipidico que puede
substraer un atomo de hidrogeno de un lipido adyacente para formar un hidroperdxido

lipidico. Algunos de estos son transitorios mientras que otros se acumulan, tales como el
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MDA (Mercier, 2008). El MDA es una molécula altamente toxica y sus productos
secundarios tales como las especies reactivas del &acido tiobarbitirico (TBARS), son

comunmente utilizados para evaluar la peroxidacion lipidica (Marjani y col., 2010).

6. MODELOS EXPERIMENTALES:

A nivel experimental existen distintos modelos (genéticos o inducidos
nutricionalmente) de dislipemia, resistencia insulinica, diabetes tipo 2, adiposidad visceral,
obesidad, etc; que analizan la desregulacion funcional del tejido adiposo. Entre los modelos
de origen genético se encuentran: la rata obesa Zucker (ZDF), la rata OLETF (Otsuka Long
Evans Tokushina Fatty), la rata JCR LA cp (corpulenta), el ratobn ob/ob, etc; y entre los
nutricionales se encuentran: los inducidos por administracion crénica de una dieta rica en
grasa o azucares simples (sacarosa, fructosa).

A continuacion describimos el modelo experimental de dislipemia, RI, anormal
homeostasis de la glucosa y adiposidad visceral inducido por una ingesta cronica de una dieta
rica en sacarosa. Esta descripcion focaliza con mayor énfasis los aspectos relacionados a la
funcionalidad del tejido adiposo ya que el mismo es el eje central de los estudios realizados en

la presente tesis.

La administracion de una dieta rica en hidratos de carbono simples (sacarosa, fructosa)
en forma cronica, a ratas normales, induce hipertrigliceridemia e incremento de los AGNE
plasmaticos, alterada homeostasis de la glucosa e insensibilidad insulinica periférica global
dependiendo de la cantidad de sacarosa/fructosa dietaria y del tiempo de administracion de la
dieta (Gutman y col., 1987; Lombardo y col., 1996; Chicco y col., 1999). Estas alteraciones
evolucionan en presencia de dislipemia desde normoglucemia e hiperinsulinemia luego de un
corto periodo de ingesta de dieta rica en sacarosa (DRS) (3-5 semanas) a moderada
hiperglucemia, normoinsulinemia y pronunciada resistencia insulinica periférica global a
partir de las 15 semanas. Las anormalidades metabdlicas mencionadas se profundizan cuando
la dieta se extiende por periodos mas prolongados de tiempo (30-40 semanas). Esto se
acompana de un alterado patron de secrecion de insulina frente al estimulo de la glucosa
(perifusion de islotes aislados) con ausencia del primer pico de secrecion y una segunda fase

hipersecretora de liberacion de la hormona. Los animales alimentados cronicamente con DRS
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presentan también un moderado sobrepeso y un sustancial incremento de la adiposidad
visceral. Se observa una marcada hipertrofia de los adipocitos del tejido epididimal con un
incremento del volumen celular medio asociado a una mayor actividad de las enzimas
involucradas en la sintesis de novo y del contenido lipidico y una clara alteracion de la
distribucion del tamafio celular (Reaven y col., 1979; Lombardo y col., 1983; Pagliassoti y
col., 1996; Chicco y col., 2003; Rossi y col., 2005; Rossi y col., 2010).

Blakely y col. (1982) y Cohen y col. (1972) observaron también en tejido adiposo un
incremento significativo en las actividades enzimadticas glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y
enzima NADP-malica deshidrogenasa en ratas alimentadas con dieta rica en fructosa o
sacarosa durante largos periodos de tiempo (9-12 meses) acompanado de adiposidad visceral.
La actividad glucosa 6-fosfato deshidrogenasa también incrementd en este tejido en otros
modelos de obesidad incluyendo el raton db/db, ob/ob o inducidos por dietas (Park y col.,
2005). El mayor contenido de triglicéridos en los adipocitos de los animales alimentados con
DRS se acompaiia de un incremento de la lipdlisis basal. Estos adipocitos son incapaces de
suprimir completamente las actividades coordinadas HSL y ATGL debido a la Rl y, excedida
la capacidad buffer, el adipocito no puede almacenar todos los acidos grasos liberados por las
actividades de estas enzimas. Esto da como resultado una excesiva disponibilidad de AGNEs
circulantes y / o acumulo en los tejidos no adiposos facilitando atin mas el desarrollo de RI,
promoviendo la lipotoxicidad (Pighin y col., 2003). La masa expandida del tejido adiposo es
mas resistente a la accion insulinica (Holm y col., 2000) y muestra ademas alteraciones en el
inventario de las adipocitoquinas que enfatizan la progresion a la RI (Hotamisligil y col.,
1995). En este contexto estudios de Rossi y col. (2005) demostraron que en animales
alimentados cronicamente con DRS, los niveles plasmaticos de leptina y adiponectina son
significativamente menores aunque sin modificaciones en la expresion génica de ambas
adipocitoquinas cuando se las compara con animales de igual sexo y edad alimentados con
dieta control. En estos animales la actividad antilipolitica de la insulina y la captacion de
glucosa bajo el estimulo de la hormona fueron significativamente menores (Soria y col., 2002;
Rossi y col., 2010).

Diferentes factores pueden relacionarse con el decrecimiento de los niveles de leptina
plasmatica en presencia de adiposidad en los animales alimentados crénicamente con DRS.
Entre ellos es posible que un incremento en el contenido intracelular de 4cidos grasos - como

consecuencia de una mayor lip6lisis- asi como a una continua exposicion del tejido adiposo a
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niveles elevados de AGNE plasmaticos, podrian ser algunos de los mecanismos involucrados
en la menor leptinemia. Al respecto, Shintani y col. (2000) y Cammisotto y col. (2003)
demostraron que los niveles de la masa proteica y el ARNm de la leptina disminuian en
presencia de triacina y de acidos grasos de cadena larga mono y polinosaturados en cultivo de

adipocitos de ratas normales.

Elevados niveles de TNF-a se asocian también con obesidad donde la expresion del
TNF-a, masa proteica y niveles plasmaticos se incrementan siendo un factor importante en la
RI por modificacion de la activacion del receptor de insulina, la fosforilacion del IRS-1 y el
decrecimiento de la sintesis y translocacion del transportador GLUT4 (Qi y Pekala, 2000;
Hotamisligil y col., 1993). Al respecto un estudio de Aguilera y col. (2004) demostré un
incremento en los niveles de TNF-a plasmaticos en ratas alimentadas cronicamente con DRS
(30% en agua de bebida). En estos animales el aumento de los niveles plasmaticos de TNF-a
se acompafia de adiposidad abdominal, sobrepeso, dislipidemia e intolerancia a la glucosa.
Ademas, Liang y col. (2008) observaron un incremento significativo en el contenido de TNF-
a en el tejido adiposo epididimal de ratas alimentadas con una dieta rica en sacarosa y grasa
por un periodo similar (veinte semanas) y Nara y col. (1999) demostraron que el contenido de

TNF-a en el tejido adiposo incrementa ya a las cuatro semanas de la administracion de DRS.

Se ha sugerido que la proteina desacoplante UCP2 podria jugar un rol importante en la
homeostasis energética en situaciones de elevados niveles de acidos grasos libres circulantes
(Saleh y col., 2002). Al respecto, Murase y col. (2001) demostraron un incremento en la
expresion del ARNm de la UCP2 en el tejido adiposo de ratones C57BL/6J alimentados por 5
meses con una dieta rica en triacilglicerol (30%). En ratas Wistar, se ha observado que una
dieta rica en grasa y sacarosa administrada durante 4 semanas también incrementa los niveles

del ARNm de la UCP2 en tejido adiposo (Wang y col., 2007).

Algunas evidencias sugieren que dislipemia o dietas ricas en carbohidratos simples o
grasas que favorecen la generacion de ROS inducen estrés oxidativo. En roedores normales
alimentados con dietas ricas en fructosa/sacarosa los resultados son en algunos casos
contradictorios. Girard y col. (2005) demostraron que dietas que combinan fructosa (18%) y

acidos grasos (11%) administradas a ratas Wistar normales durante 8 semanas desarrollan
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hipertrigliceridemia y un incremento en la capacidad total antioxidante en tejido adiposo y
otros tejidos. Roberts y col. (2000) en cambio, administrando dietas ricas en sacarosa por
periodos de 12 y 18 meses observaron hipertension, disfuncién endotelial y stress oxidativo.
Mas aun, Rebolledo y col. (2008) han demostrado en el tejido adiposo de ratas Wistar a las
que se les suministr6 fructosa (10%) en agua de bebida durante 3 semanas, un incremento en
los TBARS y en las actividades enzimaticas catalasa, glutation transferasa y glutation
reductasa junto con una disminucién en las actividades de la superdxido dismutasa y glutation
peroxidasa. Las diferentes respuestas podrian deberse al tiempo de administracion, tipo y

cantidad de carbohidratos presentes en las dietas.

Numerosos estudios experimentales y epidemioldgicos han demostrado que la
composicion de los macronutrientes de la dieta son determinantes ambientales importantes en
la prevencion y/o mejoramiento de numerosos desérdenes metabolicos incluidos en el
Sindrome metabdlico. En este sentido los acidos grasos de cadena larga, n-3 PUFAs,
especialmente el acido eicosapentaenoico (EPA 20:5, n-3) y docosahexaenoico (DHA 22:6, n-
3) los cuales son abundantes en fitoplancton, peces, ostras y animales marinos y escasean o
estan ausentes en animales y plantas terrestres (Din y col., 2004), parecen jugar un rol
importante sobre los efectos adversos de este Sindrome (Lombardo y Chicco, 2006; Clarke,
2001; Carpentier y col., 2006). Entre otras acciones, estos acidos grasos regulan funciones
cardiovasculares e inmunes asi como la accion insulinica (Harris y col., 1997; Kelley y col.,
1999; Mori y col., 2000; Benatti y col., 2004; Kris-Etherton y col., 2002; Connor, 2000). Los
PUFAs son importantes mediadores de eventos nucleares regulando la expresion de genes
especificos involucrados en el metabolismo de los lipidos y de la glucosa y en la adipogénesis
(los n-3 PUFAs regulan dos grupos de factores de transcripcion tales como SREBPs y
PPARs) (Jump y col., 2005). Ademas de los efectos hipolipemiantes, los &cidos grasos
dietarios de origen marino pueden inducir cambios en la composicion de los dcidos grasos de
los fosfolipidos de membrana, lo cual modifica procesos mediados por membrana tales como:
sefales de traduccion de insulina, actividades de lipasas y biosintesis de eicosanoides. Asi por
ejemplo el DHA representa un componente vital de los fosfolipidos de las membranas
celulares (especialmente en cerebro y retina), y resulta necesario para el Optimo

funcionamiento de estos tejidos (Connor, 2000; Storlien y col., 1998). Mas atn los acidos
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grasos n-3 tienen propiedades antiinflamatorias, antitromboéticas, antiarritmicas y
vasodilatadoras, siendo algunos de estos efectos modulados a través del metabolismo de las
prostaglandinas y los leucotrienos (Benatti y col., 2004).

Como se ha mencionado anteriormente el tejido adiposo juega un rol importante en el
desarrollo del Sindrome metabdlico. Diferentes estudios han observado el efecto beneficioso
de los n-3 PUFAs dietarios en modular algunos aspectos del metabolismo y de las funciones
secretoras del tejido adiposo (Lombardo y Chicco, 2006). Al respecto, Soria y col. (2002) y
Rossi y col. (2010) demostraron que la presencia de los n-3 PUFAs (aceite de higado de
bacalao) en animales alimentados cronicamente con DRS (6-8 meses) disminuye la hipertrofia
celular (mejorando las actividades de las enzimas lipogénicas), la adiposidad visceral y el
moderado incremento de peso corporal. La presencia de los n-3 en la DRS normalizé los
elevados niveles de AGNE plasmaticos, la resistencia insulinica periférica global y la
captacion de glucosa por el tejido adiposo (Rossi y col., 2010). En esta linea, Raclot y col.
(1997) y Haug y Hostmark (1987) demostraron que la ingesta de n-3 PUFAs, principalmente
22:6 n-3, disminuye los niveles de ARNm de las enzimas sintetasa de acidos grasos y
lipoproteina lipasa en el tejido adiposo retroperitoneal de ratas alimentadas con dieta rica en
grasa. Benhizia y col. (1994) demostraron que el aceite de pescado comparado con la grasa de
cerdo o aceite de maiz es mas efectivo en disminuir la actividad y los niveles de¢ ARNm de la
sintetasa de acidos grasos en el tejido adiposo blanco de ratas. Peyron-Caso y col. (2002a)
demostraron que cuando el aceite de pescado fue administrado en la DRS como fuente grasa
durante 3 semanas, se increment6 el transporte de la glucosa estimulada por insulina y su
oxidacion e incorporacion a lipidos en adipocitos aislados. Estos autores también observaron
un incremento de los niveles de ARNm y de la proteina del transportador GLUT4 utilizando
el mismo disefio experimental. Mds aun, Vrdna y col. (1988) demostraron el efecto
beneficioso de los dcidos grasos n-3 sobre la accidn insulinica en adipocitos aislados de ratas
alimentadas durante 3 semanas con DRS. La ingesta de n-3 PUFAs modifica la composicion
de 4cidos grasos de los fosfolipidos de membrana (Hein y col., 2010; Lombardo y col., 2007).
Al respecto, Luo y col. (1996) demostraron que la accién insulinica se correlaciona
positivamente con el grado de insaturacion de los acidos grasos de los fosfolipidos de
membrana de los adipocitos de ratas cuando los n-3 PUFAs representan la fuente principal de
lipidos en la DRS; este podria ser uno de los mecanismos involucrados en la normalizacion de

la sensibilidad insulinica periférica global y del tejido adiposo en particular observado en
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animales alimentados con esta dieta. La adicion de n-3 PUFAs a la DRS normaliza los
disminuidos niveles plasmaticos de leptina y adiponectina sin cambios en la expresion génica
de ambas adipocitoquinas (Rossi y col., 2005).

El / los mecanismos involucrados en la hipoleptinemia en presencia de una importante
adiposidad visceral e incremento de AGNEs plasmaticos y su normalizacion por los n-3
PUFAs dietarios no estan bien dilucidados. Al respecto, Murata y col. (2000) reportaron que
el EPA estimula la secrecion y la expresion génica de leptina en adipocitos 3T3-L1 en cultivo,
mientras que Resseland y col. (2001) observaron que los n-3 PUFAs dietarios decrecen la

expresion de la leptina in vivo e in vitro.

Los n-3 PUFASs pueden influenciar los niveles del TNF-a.. Al respecto, Aguilera y col.
(2004) demostraron que la administracion de n-3 PUFAs como fuente de grasa dietaria
durante 6 semanas a ratas alimentadas con una DRS (30%) por 27 semanas no modificé los
elevados niveles plasmaticos de esta adipocitoquina cuando se los compard con animales de
igual sexo y edad en los cuales la fuente de grasa dietaria de la DRS fue el aceite de maiz.

Otro posible mecanismo que incluye a los n-3 (especialmente el EPA) o sus
metabolitos, ligando natural de los PPARs, es activando la expresion del PPAR-y en el tejido
adiposo blanco, induciendo el incremento coordinado de un gran numero de genes
involucrados en el metabolismo lipidico (Jump y col., 2005) los cuales también podrian estar

implicados en el conjunto de los cambios descriptos anteriormente.
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OBJETIVOS:

De todo lo expuesto se observa un rol central del tejido adiposo en el desarrollo de las
anomalias metabolicas que semejan a las descriptas en el Sindrome metabolico. En este
contexto el modelo experimental “no genético” de dislipemia, insulino resistencia y
adiposidad visceral inducido por una ingesta crénica (6 - 8 meses) de dieta rica en sacarosa
anteriormente descripto, fue utilizado en el transcurso de esta tesis para desarrollar los

siguientes objetivos generales:

1. Evaluar aspectos bioquimicos y funcionales del tejido adiposo que podrian jugar un
rol clave en la dislipemia e insulino resistencia inducida por administracion cronica (8
meses) de una dieta rica en sacarosa: mecanismos que relacionan AGNE,
adipocitoquinas, receptor activador de la proliferacion peroxisomal vy, adiposidad

visceral y algunos aspectos del estrés oxidativo.

2. Si el disturbio del metabolismo lipidico a nivel plasmatico (incremento de AGNE y
triglicéridos) y tisulares es uno de los factores mas importantes involucrados en las
alteraciones antes mencionadas, evaluamos la posibilidad de mejorar y/o revertir
dichas anomalias utilizando cambios nutricionales adecuados: acidos grasos n-3 de

origen marino.

De acuerdo a los objetivos generales propuestos y a las consideraciones globales y
fundamentos sobre la importancia del tema a analizar se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

» Evaluar los mecanismos involucrados en la secrecion de leptina en adipocitos aislados
del tejido adiposo epididimal. Analizar la accion de los acidos grasos y la insulina
sobre la secrecion de leptina. Determinar los niveles de adiponectina plasmaticos y su
relacion con los niveles de AGNE vy resistencia insulinica. Evaluar en el tejido adiposo
epididimal el contenido de leptina, TNF-a y la expresion de la masa proteica del

PPAR-y y la UCP2.
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» Evaluar diferentes marcadores del estrés oxidativo en tejido adiposo epididimal:
actividad de la xantino oxidoreductasa, enzimas antioxidantes: glutation peroxidasa,

catalasa y glutation reductasa, contenido de glutation y TBARS.

» Determinar el efecto de la sustitucion dietaria parcial del aceite de maiz (rico en acidos
grasos n-6) por aceite de higado de bacalao (rico en acidos grasos n-3) en los dos

ultimos meses de ingesta sobre los aspectos antes mencionados.

Selenscig Dante 32



MATERIALES Y METODOS



Fac. de Bioquimica y Cs. Biologicas Doctorado en Ciencias Biologicas

MATERIALES Y METODOS:

1. Animales y dietas

Se utilizaron ratas macho Wistar C.F. provenientes de la Comision Nacional de
Energia Atémica (CNEA), Buenos Aires, Argentina; con un peso inicial de 180-200g (adultos
jovenes). Los animales tuvieron libre acceso al agua y a una dieta estandar comercial de
laboratorio (Ralston, Purina, St Louis, MO, USA) y fueron mantenidos en un ambiente
climatizado (22 £+ 1°C) con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas (7-19 hs). Transcurrida una
semana desde su arribo al laboratorio (periodo de aclimatacion), los animales fueron divididos
al azar en dos grupos: a) Control y b) Experimental.

El grupo control recibié una dieta semisintética cuya fuente de hidratos de carbono
fue almidon (62,5% p/p) (DC).

El grupo experimental fue alimentado con la misma dieta semisintética con la tnica
modificacion en la fuente de hidratos de carbono, la sacarosa reemplazo6 al almidén (62,5%
p/p) (DRS). Luego de 6 meses de ingesta el grupo experimental DRS se dividié
aleatoriamente en dos subgrupos: un subgrupo continué con DRS hasta el final de la
experiencia (8 meses), mientras que en el otro subgrupo se sustituyd la fuente de grasa
dietaria, 8% aceite de maiz (AM) por 7% aceite de higado de bacalao (AHB: rico en 4cidos
grasos polinosaturados n-3) mas 1% de AM (DRS + AHB).

Los animales del grupo control continuaron con la DC hasta alcanzar los 8 meses de

ingesta, de acuerdo a lo descripto en el esquema experimental (Figura 4).

Las dietas DC y DRS fueron balanceadas en colesterol y vitamina A presentes en el
AHB durante los tltimos 2 meses de experiencia.

Ambas dietas fueron preparadas semanalmente siguiendo las recomendaciones de la
dieta AIN-93 M del Instituto Americano de Nutricién (Final Report of the American Institute
of Nutrition Ad Hoc Writting Committee on the Reformulation of the AIN-76 A Rodent Diet)

y se conservaron a 4°C (Reeves y col., 1993).
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Figura 4. Disefio experimental.’

0 meses 6 8

' La figura muestra el disefio experimental de la administracion de las diferentes dietas a lo largo del
periodo de ingesta. DC: dieta control; DRS: dieta rica en sacarosa; DRS + AHB: dieta rica en sacarosa

mas aceite de higado de bacalao.

En la Tabla 1 se describe la composicion (% en peso y % en energia) de las dietas
administradas. Las dietas son isocaloricas, proveen aproximadamente 16,24 Kjoule/100g de
comida y fueron administradas ad [libitum durante el periodo experimental. El AHB fue
separado en alicuotas bajo corriente de nitrogeno, guardado a -20°C e incorporado
diariamente a la dieta descongelando las alicuotas necesarias de acuerdo al tamafo del lote de
animales en experimentacion.

Mas detalles sobre la preparacion, contenido y manejo de las dietas se han descripto
previamente por nuestro grupo (Rossi y col., 2005).

Durante el transcurso de la experiencia el peso de cada animal fue registrado dos veces
por semana. Se determinaron las ingestas energéticas y las ganancias de peso individuales de
las ratas pertenecientes a los distintos grupos dietarios.

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Investigacion Humana y

Animal de la Facultad de Bioquimica, Universidad Nacional del Litoral (Santa Fe, Argentina).
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Tabla 1. Composicion de las dietas experimentales (% en peso y % en kJ).!

DIETA DC DRS DRS + AHB

(% en (% en (% en
peso) (% enkJ) peso) (% enkJ) peso) (% enkJ)

Almidon 62,5 64,1 - -
Sacarosa - 62,5 64,1 62,5 64,1
Aceite de maiz 8 18,5 8 18,5 1 23
AHB - - 7 16,2
Caseina libre de vitaminas 17 17,4 17 17,4 17 17,4
Celulosa 7,5 7,5 7,5
Mezcla de sales * 3.5 3.5 3,5
Mezcla de vitaminas * 1 1 1
Metionina 0,3 0,3 0,3
Cloruro de colina 0,2 0,2 0,2

'Las dietas estan basadas en las recomendaciones realizadas por el Instituto Nacional de la Nutricién,
USA (dieta AIN-93 M).

’Mezcla de sales basadas en la mezcla AIN-93 M-MX (en g/Kg de mezcla). Carbonato de calcio,
357,0; fosfato monobasico de potasio, 250,0; cloruro de sodio, 74,0; sulfato de potasio, 46,6; citrato de
potasio monohidrato, 28,0; 6xido de magnesio, 24,0; citrato férrico, 6,06; carbonato de zinc, 1,65;
carbonato de manganeso, 0,63; carbonato cuprico, 0,30; yodato de potasio, 0,01; selenato de sodio,
0,01025; para-molibdato de amonio, 0,00795; cromato de potasio, 0,275.

*Mezcla de vitaminas basadas en la mezcla de AIN-93 M-VX (en g/Kg de mezcla). Niacina, 3,000;
pantotenato de calcio, 1,600; piridoxina HCL, 0,700; tiamina HCL, 0,600; riboflavina, 0,600; acido
folico, 0,200; D-biotina, 0,020; vitamina B12, 2,500; vitamina E (500 Ul/g), 15,00; vitamina A
(500.000 UI/g), 0,800; vitamina D5 (400.000 Ul/g), 0,250; vitamina K, 0,075.
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La composicion centesimal de los acidos grasos de los aceites de maiz e higado de
bacalao y la respectiva mezcla utilizada fueron analizados por cromatografia gaseosa con
columna D.E.G.S. (Dietilen glicol succinato) 15% sobre Chromosorbw AW 80/100 (detector
de ionizacion de llama —Hewlett Packard HP 5890 A-). La misma puede observarse en la
Tabla 2. Las muestras fueron previamente derivatizadas (transesterificadas a ésteres metilicos
mediante calentamiento a reflujo durante 8 horas en una solucion de 5% de HCl 4 en metanol
anhidro). Los acidos grasos fueron identificados por el tiempo de retencidon en comparacion
con estandares conocidos.

En la Tabla 3 se expresa la composicion de los acidos grasos (% p/p) de las diferentes

dietas que recibieron los animales durante todo el periodo experimental.
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Tabla 2. Composicion de acidos grasos (% del total de acidos grasos) de las diferentes

fuentes de grasa.'

ACIDOS GRASOS * AM* AM + AHB *

14:0 trazas 4.1
16:0 10,4 12,8

16:1 n-7 - 9,5

18:0 2,6 2,8
18:1 n-9 32,1 26,0

18:2 n-6 51,5 9,0

18:3 n-3 0.4 -

20:0 0,4 0,9
20:1 n-9 1,6 12,0

20:4 n-3 - 3,1

20:5 n-3 - 9.0
22:5n-3 - 0,5

22:6 n-3 - 8,1

Total

Saturados 13,4 20,6
Monoinsaturados 33,7 47,5
Polinosaturados n-6 51,5 9,0
Polinosaturados n-3 0,4 20,7
Relacion Polinosat./Saturados 3,87 1,44
Relacion n-3/n-6 0,008 2,30

! Composicion de acidos grasos del aceite de higado de bacalao (% total de acidos grasos): 14:0 4,7;
16:0 12,8; 16:1 n-7 10,8; 18:0 3,0; 18:1 n-9 25,0; 18:2 n-6 2,6; 18:3 n-3 trazas; 20:0 0,9; 20:1 n-9 13,7;
20:4 n-3 3,5; 20:5 n-3 10,3; 22:5 n-3 0,6; 22:6 n-3 9,3. Relacion Polinosaturados/Saturados: 1,23.
Relacion n-3/n-6: 9,11.

? Otros 4cidos grasos menores se han excluido.

3 Aceite de maiz (AM) Mazola (Best Foods, Canada, Starch, Montreal, Que., Canada).

* Incluye 1% p/p AM y 7% p/p aceite de higado de bacalao (AHB) (MP Biomedicals, Inc. Ohio,
USA).
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Tabla 3. Composicion de acidos grasos (% p/p) de las diferentes dietas administradas a los

animales durante todo el periodo experimental.

ACIDOS GRASOS DC y DRS DRS+AHB
14:0 Trazas 4,1
16:0 10,4 12,8

16:1 n-7 - 9,5
18:0 2,2 2,8
18:1 n-9 32,3 26,0
18:2 n-6 51,5 9,0
18:3 n-3 0,4 -
20:0 0,4 -
20:1 n-9 1,6 12,0
20:4 n-3 - 3,1
20:5n-3 - 9,0
22:5n-3 - 0,5
22:6 n-3 - 8,1
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2. Obtencion de muestras de sangre y tejidos

Finalizado el periodo experimental, los animales fueron pesados y anestesiados en
forma intraperitoneal con pentobarbital sédico (60 mg/Kg de peso corporal) y las
experiencias se llevaron a cabo entre las 8 y 10 hs, a excepcion de aquellas destinadas a la
experiencia de la clamp euglucémica-hiperinsulinémica en los cuales se procedié como se
detalla mas adelante.

»  Muestras de sangre fueron extraidas de la vena cava inferior, colocadas en
tubos de centrifuga (con o sin anticoagulante, segin el ensayo) previamente
enfriadas y centrifugadas a 3500 x g durante 15 minutos en centrifuga refrigerada a
4°C. El plasma o suero obtenido se procesod en el momento o se conservd a -20°C
hasta su procesamiento (dentro de los tres dias siguientes o no mayor a una semana).
Estas muestras se utilizaron para cuantificar los niveles de glucosa, triglicéridos,
acidos grasos no esterificados e insulina. Las muestras utilizadas para cuantificar los

niveles de leptina y adiponectina se conservaron a -80°C hasta su procesamiento.

»  Los tejidos adiposos fueron obtenidos inmediatamente después de la extraccion
de sangre y de acuerdo a la técnica a realizarse, se utilizaron de inmediato
(aislamiento de adipocitos, determinacion del contenido de leptina y tumor necrosis
factor-a (TNF-a)) o fueron congelados a la temperatura de nieve carbonica
utilizando una pinza de Wollemberger previamente enfriada a dicha temperatura y

conservados a -80°C hasta su procesamiento.
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3. Procedimientos experimentales: Métodos analiticos

3.1. Determinaciones séricas

3.1.1. Glucosa
La glucosa presente en el suero de ratas fue dosada por el método espectrofotométrico
basado en el sistema enzimatico glucosa oxidasa-peroxidasa de acuerdo a Bergmeyer (1974).

Los resultados se expresaron como mM.

3.1.2. Triglicéridos
Los triglicéridos presentes en el suero de ratas, se cuantificaron utilizando el kit
enzimatico comercial Wiener (Wiener Laboratorios S.A.I.C., Rosario, Argentina) basado en

un método enzimatico colorimétrico. Los resultados se expresaron como mM.

3.1.3. Acidos grasos no esterificados (AGNE)

Se cuantificaron utilizando el método espectrofotométrico que emplea acil-CoA
sintetasa en presencia de ATP, Mg”" y CoA para transformarlos, en una primera etapa, en
acil-CoA. En una segunda etapa, éste es oxidado por la acil-CoA oxidasa con produccion de
peréxido de hidrogeno. El mismo en presencia de peroxidasa permite la formacion de un
producto de condensacion oxidativa con un maximo de absorciéon a 550 nm cuya intensidad
de color resulta proporcional a la cantidad de acidos grasos presentes en la muestra. Se utilizo
para esta determinacion el kit enzimatico comercial WACO NEFA-C (Wako Chemicals USA

Inc., Richmond, Virginia, USA). Los resultados se expresaron como pM.

3.1.4. Colesterol total
El colesterol total (suma del colesterol libre y esterificado) presente en el suero de
ratas, se cuantifico espectrofotometricamente utilizando el kit enzimatico comercial Wiener

(Wiener Laboratorios S.A.I.C., Rosario, Argentina). Los resultados se expresaron en mM.
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3.1.5. Insulina

La insulina inmunorreactiva fue dosada por el método propuesto por Herbert y col.
(1965) utilizando como estandar insulina de rata (Novo Nordisk Denmark). La sensibilidad
fue de 0,5 pU/ml, con un coeficiente de variaciéon (CV) intra-ensayo de 8,7%, 6,2% y 5,1%
para los rangos de determinacion de 1-5, 5-10 y 10-50 pU de insulina/ml respectivamente y
coeficientes de variacion inter-ensayo de 6,6%, 5,0% y 5,2% para dichos rangos. Los

resultados se expresaron como pM.

3.1.6. Adiponectina y leptina

Los niveles de adiponectina y leptina en el suero de ratas se cuantificaron utilizando
un kit de ELISA sandwich para rata (EZRADP-62K, Rat adiponectin ELISA kit, sensibilidad:
0,155 ng/ml y EZRL-83K Rat leptin ELISA kit, sensibilidad: 0,04 ng/ml; Linco Research
Inc., St. Charles, MO, USA). Las muestras, los estandares y los controles de calidad se
cuantificaron por triplicado. Los resultados de adiponectina y leptina se expresaron como

pg/ml y ng/ml, respectivamente.

3.2. Estudios in vivo

3.2.1. Capacidad de utilizacion de la glucosa por los tejidos in vivo. Clamp

euglucémica-hiperinsulinémica

Esta técnica fue utilizada con el fin de determinar la sensibilidad insulinica periférica
global como una medida de la resistencia insulinica.

La misma consiste en una infusion simultdnea por via endovenosa de insulina a una
velocidad constante y glucosa a velocidad variable con objeto de mantener la euglucemia.
Bajo estas condiciones de hiperinsulinemia la produccion hepatica de glucosa se encuentra
inhibida y la secrecion basal de insulina no se modifica bajo la infusion de insulina exdgena.

La clamp euglucémica-hiperinsulinémica fue realizada de acuerdo a la metodologia
propuesta por De Fronzo y col. (1979) y utilizada en distintos trabajos del grupo (Chicco y
col., 2003; D’ Alessandro y col., 2000).

Brevemente, las ratas ayunadas durante un periodo de 5 horas fueron anestesiadas y se

les colocd una cénula en la vena yugular derecha, a través de la cual se extrajeron muestras de
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sangre para la determinacion de los niveles de glucosa e insulina durante el transcurso de la
experiencia. La vena yugular izquierda se canaliz6 con canula de doble entrada, infundiéndole
por una de ellas insulina (0,8 U/Kg x hora™) a velocidad constante durante dos horas, por
medio de una jeringa de infusion. En toda la experiencia la glucemia fue mantenida en su
nivel basal (5,5-6,0 mM, euglucemia) por medio de una infusién de una solucién de glucosa
20% (p/v) a velocidad variable usando una bomba peristéltica (Sage Instruments model 355)
conectada a la segunda entrada de la canula. La infusién de glucosa comenzo a los 5 minutos
posteriores a la iniciacion de la infusioén de insulina.

Previo a comenzar la infusion se extrajo sangre de la vena yugular derecha (tiempo
cero), continuando con extracciones a intervalos de 3-5 minutos durante la primer hora y entre
5-7 minutos en la segunda hora de experiencia, determindndose la glucemia utilizando el
equipo Accu-Chek Sensor Confort (Roche).

La velocidad de infusion de glucosa (VIG) en el estado estacionario (durante la
segunda hora de la clamp) fue considerada como la velocidad de captacion periférica global
de glucosa y fue expresada como mg glucosa/Kg x minuto”. El hematocrito medido al

comienzo y al final de la experiencia se mantuvo constante.
3.3. Determinaciones en tejido adiposo epididimal

3.3.1. Aislamiento de adipocitos

Una vez extraido el tejido adiposo epididimal, se lavo rapidamente en solucion salina
tibia (NaCl 0,9 g % a 37°C), se seco con papel absorbente y se pes6. Las porciones distales de
cada epididimo se cortaron en trozos. En aproximadamente 0,2 gramos de tejido, se determino
el contenido lipidico total de acuerdo a la técnica propuesta por Folch y col. (1957).

Para el aislamiento de adipocitos se utilizd6 la metodologia indicada por Rodbell
(1964). Brevemente, alrededor de un gramo de tejido epididimal se colocd en un erlenmeyer
de 25 ml conteniendo 3 ml de buffer Krebs-Henseleit fosfato (pH=7,4) adicionado de: Ca™
1,25 mM, glucosa 5,5 mM, albumina sérica bovina esencialmente libre de acidos grasos
(fraccion V) 40 mg/ml y colagenasa aislada del Clostridium histolyticum (especifica para el
aislamiento de adipocitos) 1 mg/ml, a 37°C. La digestion se realizd en un agitador metabolico
tipo Dubnoff a 37°C durante 1 hora, con una agitacion de 60-80 giros/minuto. La liberacion

de células se puso de manifiesto con un incremento en la turbidez del medio de incubacion.
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Finalizado el tiempo de incubacion, las células grasas se separaron del estroma y de los vasos
sanguineos por filtracion a través de una malla de nylon, presionando suavemente sobre una
varilla de vidrio. La suspension de células obtenidas se centrifugé durante un minuto a 400 x
g, de esta manera los adipocitos flotan en la superficie mientras que las células vasculares y
del estroma (capilares, macrofagos, mastocitos y células epiteliales) sedimentan.

Finalizada la centrifugacion, los adipocitos fueron removidos cuidadosamente por
aspiracion y lavados por resuspension en aproximadamente 6 ml del buffer descripto
anteriormente, a 37°C y sin adicion de colagenasa, con posterior centrifugacion (1 minuto a
400 x g). Este procedimiento de lavado se repiti6 dos veces.

Las gotas de grasa provenientes de la rotura de los adipocitos, que se dirigen mas
rapidamente hacia la superficie que las células grasas, se eliminaron por aspiracion luego de
una suave agitacion de la suspension celular.

Una vez concluidos los lavados correspondientes, las células grasas se resuspendieron
en un volumen adecuado de buffer Krebs-Henseleit fosfato (pH = 7,4) con Ca™ 1,25 mM,
glucosa 5,5 mM y albumina sérica bovina (fraccion V) esencialmente libre de 4cidos grasos

40 mg/ml a 37°C, para obtener una suspension final de aproximadamente 1 x 10° células/ml.

3.3.2. Determinacion del diametro, area y volumen promedio de los adipocitos

aislados

Se utilizd el método de examen microscopico de preparaciones frescas de células
aisladas por digestion con colagenasa, propuesto por Di Girolamo y col. (1971) y utilizado
previamente por nuestro grupo de trabajo (Soria y col., 2001).

Brevemente, a 1 ml de la suspension celular (obtenido segin lo descripto en el item
anterior) se le agregaron 2-3 gotas de una solucién acuosa de azul de metileno al 1%. Una
alicuota de esta suspension de células grasas tefiidas se ubicd en un portaobjetos y se examind
al microscopio. Los didmetros de los adipocitos aislados se midieron con un aumento de 40X,
utilizando un ocular graduado provisto con una escala con intervalos regulares de 2,5 um cada
uno.

Un unico observador midié de 100 a 300 células grasas correspondientes a cada
epididimo analizado. A partir de estos datos se calcul6 el diametro celular medio (DCM) y su

varianza (S?).
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Cuando los didmetros obtenidos se dispusieron segin una distribucion normal, se

empled para el calculo del volumen celular medio (VCM) la formula propuesta por Goldrick
(1967):

VCM == x (38> + DCM %) x DCM
6
donde: =n=3,1416
DCM = diametro celular medio

S? = varianza del diametro celular medio

Estas formulas consideran al sesgo que se produce cuando se grafica el cuadrado y el
cubo de una variable normalmente distribuida y proveen, en cada caso, una mejor estimacion
que el cuadrado y el cubo del diametro medio.

Si los diametros obtenidos no se disponen segiin una distribuciéon normal, el VCM se
obtiene promediando los volumenes correspondientes a los distintos diametros mediante las

férmulas:

VCM =X ni Vi
n

donde: Vi = volumen correspondiente al didmetro Xi
ni = frecuencia correspondiente al didmetro Xi

n = namero total de diametros medidos (n=100)

3.3.3. Determinacion del contenido lipidico celular medio
Se realizé la estimacion del contenido lipidico celular medio (CLCM) en base a las
siguientes suposiciones:
e Las gotas de lipido asumen una configuracion esférica en las células grasas, de manera
tal que la determinacion del didmetro transversal de la célula representa esencialmente
el diametro de la gota lipidica (Di Girolamo y col., 1971); y
e La densidad lipidica intracelular es similar a la de la trioleina: 0,915 (Di Girolamo y

col., 1971, Sinnett-Smith y Waddington, 1992).
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De esta manera:
CLCM = VCM x 810

donde: dr1o = es la densidad de la trioleina.

3.3.4. Determinacion de la celularidad del tejido adiposo epididimal

Si bien en distintos tejidos, la celularidad puede ser determinada por su contenido de
ADN, esto no es del todo conveniente en el tejido adiposo debido a que, atn cuando los
adipocitos son los constituyentes principales del tejido, las células del estroma representan la
fuente mas importante de material nuclear extractable.

Por esto, la estimacion del nimero de células grasas en el epididimo se obtuvo
dividiendo el contenido lipidico total del tejido (CLT) por el contenido lipidico celular medio
(CLCM), presumiendo que todo o casi todo el lipido contenido en el tejido adiposo es
intracelular (Di Girolamo y col., 1971).

Para determinar el CLT del tejido adiposo se realizé una extraccion de los lipidos
totales homogeneizando una porcidn del tejido con una mezcla cloroformo/metanol (2/1 v/v)
en un homogeneizador del tipo Potter-Elvenhjen, procediendo de acuerdo al método
propuesto por Folch y col. (1957). Considerando que los triglicéridos son la fraccion
constitutiva mas importante de los lipidos adipocitarios, se determin6 su concentracion en el

extracto lipidico, dosando el glicerol liberado luego de la saponificacion de los mismos.

Aunque la metodologia empleada en los items 3.3.2, 3.3.3 y 3.3.4 esta sujeta a las
limitaciones impuestas por el uso de ciertas suposiciones, es importante destacar algunos
aspectos valiosos de la misma:

a) La estimacion del niamero total de células grasas presenta limites de confianza en el

nivel 95% de + 5-10%.
b) El muestreo es representativo de la poblacion celular original en el tejido debido a
que se emplea un gran niamero de células aisladas cuidadosamente homogeneizadas.
c¢) Permite cuantificar el grado de dispersion del tamafio celular en una poblacion
determinada y, dado que la heterogeneidad es un atributo natural importante de la

poblacion celular, posibilita incorporar un elemento mas al analisis de la misma.
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3.3.5. Determinacion del nimero de adipocitos en la suspension celular

Se utiliz6é una metodologia similar a la detallada para la determinacién del numero de
células grasas en el tejido adiposo descripta en el item anterior. En una primera etapa se
procedi6 a cuantificar el contenido lipidico por ml de suspension celular (CL/ml SC), para lo
cual se extrajeron y purificaron los lipidos totales de una alicuota de la suspension, de acuerdo
con lo descripto por Folch y col. (1957), y se determind finalmente la concentracién de
triglicéridos por ml de suspension.

La estimacion del numero de células por ml de suspension se obtuvo dividiendo el
CL/ml SC por el CLCM.

Fue necesaria una manipulacion cuidadosa en cada uno de los pasos involucrados
tanto en la preparacion como en la utilizacion de la suspension celular a fin de que los
triglicéridos dosados en la misma reflejen solamente los triglicéridos celulares de adipocitos
intactos, y por ende, fisioldgicamente activos, y no sea significativo el aporte de triglicéridos

provenientes de la rotura de los mismos.

3.3.6. Determinacion del glicerol liberado en adipocitos aislados

Los adipocitos (aproximadamente 1 x 10° células/ml), obtenidos de acuerdo a lo
descripto anteriormente, fueron incubados en buffer Krebs-Henseleit fosfato (pH=7,4)
adicionado de Ca™ 1,25 mM, glucosa 5,5 mM y albimina sérica bovina esencialmente libre
de 4cidos grasos (fraccion V) 4%. La incubacién se realizd durante una hora a 37°C, en un
agitador metabolico tipo Dubnoff (60 ciclos/minuto), bajo una atmésfera de 0,:CO;
(95%:5%).

Finalizado el tiempo de incubacidn, se extrajo una alicuota del medio infranadante
libre de células grasas y se procedid inmediatamente a su desproteinizacion, con &acido
perclérico 1 N. La mezcla se agité vigorosamente y luego se centrifugd 15 minutos a 2000 x
g. El sobrenadante neutralizado (pH=7,0-8,0) con KOH 1N, se mantuvo en bafio de hielo por
10 minutos para asegurar la completa precipitacion del perclorato de potasio y fue
centrifugado posteriormente. En el sobrenadante obtenido, se determind la cantidad de
glicerol liberado por la suspension celular al medio de incubacion utilizando el método
fluorométrico de Davidson y Karjala (1970). Este método se basa en la medida fluorométrica
del NADH,; que se forma cuando el glicerol es oxidado por la enzima glicerol dehidrogenasa.

Brevemente, el sobrenadante (por duplicado) o los estandares (glicerol) ya desproteinizados,
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se incubaron a temperatura ambiente por 90 minutos con una mezcla de reaccién conteniendo
6 mg de NAD" y 0,1 U de glicerol dehidrogenasa (1 unidad de glicerol dehidrogenasa oxida 1
umol de glicerol a dehidroxiacetona por minuto a 25°C a pH=10,0) en buffer glicina 0,05 M,
pH=9,5 (Davidson y Karjala, 1970). Se midi6 la fluorescencia producida por el NADH, con
filtros de excitacion a 350 nm y de emision a 465 nm. Los resultados se expresaron como

nmol/10° cel x h™.

3.3.7. Determinacion de la secrecion de leptina en adipocitos aislados

Otra fraccion de las células adiposas aisladas de acuerdo al método descripto
previamente en el item 3.3.1 fueron preincubadas a 37°C por 15 minutos en un agitador
metabolico tipo Dubnoff con una agitacion de 60 ciclos/minuto en buffer Krebs-Ringer
bicarbonato (KRB) (NaCl 120 mM, KC1 4,75 mM, CaCl, 2,5 mM, KH,PO4 1,2 mM, MgSO4
1,2 mM, NaHCO; 25 mM, glucosa 5,5 mM y HEPES 20 mM pH=7,4) adicionado de
albumina sérica bovina esencialmente libre de acidos grasos (fraccion V) 1%. Luego, los
adipocitos fueron lavados 2 veces por resuspension en el buffer KRB, a 37°C y con la adicién
de albimina sérica bovina esencialmente libre de 4cidos grasos (fraccion V) 0,1% (debido a
que la albimina se une a los acidos grasos extracelulares) acorde a lo descripto previamente
por Cammisotto y col. (2003). Finalmente, los adipocitos aislados fueron incubados en buffer
KRB con la adicion de 0,1% de albumina sérica bovina esencialmente libre de acidos grasos
(fraccion V), a 37°C, en un incubador tipo Dubnoff (60 ciclos/min) durante 2 horas bajo
corriente de O,:CO; (95:5) y en presencia o ausencia de los siguientes efectores: insulina 10
nM, isoproterenol 10 pM o 4cido palmitico 1 mM a una concentracién de 3-5 x 10°
células/ml. Finalizada la incubacion se recolecto el infranadante -posterior a la flotacion de las
células grasas-, que se conservd a —80°C para la determinacion de la leptina secretada. La
concentracion de leptina en los distintos infranadantes fue determinada por triplicado
utilizando un kit de ELISA sandwich para rata (EZRL-83K, Rat leptin ELISA kit, Linco
Research Inc., St. Charles, MO. Sensibilidad: 0.04 ng/ml) segun lo descripto previamente en
el item 3.1.6. La leptina liberada fue expresada como nanogramos por 10° células por 2 horas.
Debido a la mayor variabilidad en la secrecion de leptina basal entre los adipocitos cultivados
de diferentes ratas, los resultados experimentales de cada suspension de adipocitos preparados

de un solo animal fueron analizados en relacidon al animal control.
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3.3.8. Determinacion del contenido de leptina

Muestras de tejido adiposo epididimal frescas fueron homogenizadas en buffer TES
pH=7,4 [Tris-HClI 20 mM, EDTA 1 mM, sacarosa 225 mM, PMSF (fluoruro de
fenilmetilsulfonilo) 0,1 mM, pepstatin 0,036 mM, Triton X-100 1%], usando un
homogenizador de vidrio seglin lo previamente descripto por Peyron-Caso y col. (2002b) y
Russell y col. (2001). Los homogenatos fueron centrifugados a 12000 x g por 10 minutos a
4°C y el contenido de leptina en la fase citosolica fue determinada por triplicado utilizando un
kit de ELISA sandwich para rata como se mencion6 previamente (item 3.1.6). Los resultados
son expresados como la concentracion de leptina en nanogramos por gramo de tejido himedo

(TH) o ajustados al peso total del tejido adiposo epididimal.

3.3.9. Determinacion del contenido del factor de necrosis tumoral a (TNF-a)

Muestras de tejido adiposo epididimal frescas fueron homogenizadas en buffer TES
pH=7,4 segin lo descripto en el item 3.3.8. El contenido de TNF-a en la fase citosolica se
cuantifico por triplicado utilizando un kit de ELISA sandwich para rata (ER3TNFA, Termo
Scientific Pierce rat TNF-a ELISA kit, Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL, USA). El
rango del ensayo fue de 31,3-2500 pg/ml y la sensibilidad de 15 pg/ml. La muestra incognita
se calculo por interpolacion a partir de la curva de referencia generada en el mismo ensayo
con estandares de TNF-a de rata de concentraciones conocidas. Los resultados se expresaron
como la concentracion de TNF-a en picogramos por gramo de tejido humedo (TH) o

ajustados al peso total del tejido adiposo epididimal.

3.3.10. Analisis de masa proteica por la técnica de Western blot

3.3.10.1. Receptor activador de la proliferacion peroxisomal y (PPAR-y)

Extraccion de proteinas totales:

El tejido adiposo congelado fue homogenizado en 1,66 vol. de buffer de lisis (Tris-
HCl 20 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, pH=7,4) conteniendo 2,4 pul de coctel
inhibidor de proteasas (Sigma, St Louis, USA) por cada 100 mg de tejido. Después de 2 horas

de solubilizacion a 4°C, el material insoluble fue separado de las proteinas solubles por
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centrifugacion de las muestras a 8000 x g durante 45 min a 4°C (Federici y col., 2001). Las

proteinas de los extractos se cuantificaron con el ensayo de Bio-Rad.

Andalisis por Western blot:

Las muestras, conteniendo 40 ug de proteinas por calle, se resolvieron por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% con SDS (SDS-PAGE) de acuerdo a lo
descripto por Laemmli (1970). Las proteinas se electro-transfirieron (400 mA constantes) a
una membrana de PVDF durante toda la noche empleando un buffer de transferencia (pH=
8,8) que contenia Tris 20 mM, glicina 150 mM, SDS 0,01% y metanol 20%. Las membranas
fueron bloqueadas con agitacion en buffer Tris (Tris 24,7 mM, NaCl 0,136 mM, KCI 2,683
mM, pH=7,4) conteniendo Tween-20 0,1% y leche descremada 5% durante 8 horas a 4°C.
Para el inmunobloting, las membranas se expusieron al anticuerpo primario especifico
policlonal: anti-PPAR-y (dilucion: 1/400) (H-100, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA, USA) a 4°C con agitacion durante toda la noche. Luego se incubaron con el
anticuerpo secundario (dilucién: 1/2000) (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
USA) conjugado con horseradish-peroxidasa durante 2 horas a temperatura ambiente y se
procedi6 a la deteccidon por quimioluminiscencia, de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Pierce Biotechnology, Inc., Rockford,
IL, USA).

La expresion de la masa proteica del PPAR-y fue normalizada con la expresion de la
masa proteica del marcador B-actina (C-4, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
USA). La intensidad de las bandas se cuantificé utilizando el software del National Institute
of Health (Bethesda, MD, USA). Estudios preliminares demostraron una linealidad en el
ensayo de Western blot entre 25 y 100 ug de proteinas. El coeficiente de correlacion entre la
cantidad de proteina y la intensidad de la sefial observada fue de 0,985. Se empleo extracto de

musculo esquelético como control positivo del PPAR-y.

3.3.10.2. Proteina desacoplante 2 (UCP2)

Aislamiento de mitocondrias:

El aislamiento de las mitocondrias fue realizado segiin el método descripto por

Pecqueur y col. (2001). Brevemente, el tejido adiposo congelado fue homogenizado en 1,33
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vol. de buffer TES (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, sacarosa 250 mM, pH=7,5) conteniendo 2,4 ul
de coctel inhibidor de proteasas (Sigma, St Louis, USA) por cada 100 mg de tejido. Los restos
celulares fueron removidos del homogenato por centrifugacion a 750 x g por 10 minutos y el
sobrenadante obtenido fue centrifugado a 10000 x g por 20 minutos, para obtener el pellet
mitocondrial, el cual fue resuspendido en buffer TES y sometido nuevamente a una
centrifugacion de 10000 x g por 10 minutos, resuspendiéndose el pellet en el minimo

volumen de dicho buffer. Las proteinas obtenidas se cuantificaron con el ensayo de Bio-Rad.

Analisis por Western blot:

Las muestras, conteniendo 50 pg proteina por calle, se resolvieron por electroforesis
en gel de poliacrilamida al 14% con SDS (SDS-PAGE) de acuerdo a lo descripto por
Laemmli (1970). Las proteinas se electro-transfirieron (130 mA constantes) a una membrana
de nitrocelulosa Hybond-ECL (Amersham Bioscience, Little Chaifont, UK) toda la noche
empleando un buffer de transferencia (pH= 8,8) que contenia Tris 20 mM, glicina 150 mM,
SDS 0,1% y metanol 20%. Las membranas fueron bloqueadas con agitacion en buffer Tris
(Tris 24,7 mM, NaCl 0,1368 mM, KCI 2,683 mM, pH=7,4) conteniendo Tween-20 0,1% y
leche descremada 5% durante 8 horas a 4°C. Para el inmunobloting, las membranas se
expusieron al anticuerpo primario especifico policlonal: anti-UCP2 (dilucién: 1/400) (N-19,
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) a 4°C con agitacién durante toda la
noche. Luego se incubaron con el anticuerpo secundario (diluciéon: 1/2000) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) conjugado con horseradish-peroxidasa durante 2
horas a temperatura ambiente y se procedid a la deteccion por quimioluminiscencia, de
acuerdo a lo mencionado para la determinacion de la masa proteica del PPAR-y.

La expresion de la masa proteica de la UCP2 fue normalizada con la expresion de la
masa proteica del marcador B-actina (C-4, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
USA). La intensidad de las bandas se cuantificé utilizando el software del National Institute
of Health (Bethesda, MD, USA).

Estudios preliminares demostraron una linealidad en el ensayo de Western blot entre
20 y 80 pg de proteinas. El coeficiente de correlacion entre la cantidad de proteina y la

intensidad de sefial observada fue de 0,977.
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3.3.11. Determinacion de actividades enzimaticas

3.3.11.1. Xantino oxidoreductasa

La Xantina oxidoreductasa existe en formas separadas pero interconvertibles: la
xantina oxidasa (XO, o xantina-oxigeno oxidoreductasa) y la xantina deshidrogenasa (XD, o
xantina-NAD oxidoreductasa). La XO utiliza xantina o hipoxantina como substrato y oxigeno

como cofactor para producir -O;" y 4cido Urico:

X0
Hipoxantina / Xantina + O, —pp -, + acido trico

Mientras que la XD actfia con los mismos substratos pero utiliza NAD como cofactor,

produciendo NADH en vez de O, y acido trico:

XD
Hipoxantina / Xantina + NAD = NADH + Acido rico

El aislamiento de la xantino oxidoreductasa se realiz6 acorde al método de Maia y
Mira (2002), con algunas modificaciones. Brevemente, el tejido adiposo fue homogenizado en
3 vol de buffer fosfato 50 mM, EDTA 0,4 mM, PMSF 100 mM, pH=7,8. El homogenato
obtenido fue rapidamente calentado a 55°C con agitacion en un bafio termostatizado durante
10 minutos, enfriado por debajo de los 10°C en un bafio de hielo con agitacion y centrifugado
a 15000 x g durante 45 minutos a 4°C. El precipitado fue descartado y al sobrenadante se le
agregd sulfato de amonio so6lido hasta lograr un 60% de saturacion. La solucion se agitd
durante 30 minutos y el precipitado colectado por centrifugacion fue disuelto en buffer fosfato
50 mM, pH=7,8. Se determino la concentracion de proteinas de la muestra por el método de

Lowry (Lowry y col., 1951).

Determinacion de la actividad de la xantino oxidasa:

La actividad de la xantino oxidasa fue medida adicionando a la muestra, buffer fosfato
50 mM (pH=7,8) y xantina 0,5 mM y monitoreando la produccion de ureato a 295 nm (g =
12.2 mM™" x cm™) a 37°C, acorde al método de McManaman y col. (1996) con algunas
modificaciones. Una unidad de actividad catalitica es define como la cantidad de enzima que
cataliza la oxidacion de 1 pmol/min de substrato bajo las condiciones experimentales. Las

muestras se ensayaron por duplicado y los resultados se expresaron como mU/mg proteina.
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Determinacion de la actividad de la xantino oxidoreductasa:

La actividad de la xantino oxidoreductasa (xantino oxidasa + xantino deshidrogenada)
fue determinada en la misma mezcla de ensayo que la utilizada para la determinacion de la
xantino oxidasa, con el agregado de NAD" 0,6 mM y monitoreando la produccion de ureato a
295 nm (¢ = 12.2 mM™ x em™) a 37°C, acorde al método de McManaman y col. (1996) con
algunas modificaciones. Una unidad de actividad catalitica es definida como la cantidad de
enzima que cataliza la oxidacion de 1 pmol/min de substrato bajo las condiciones
experimentales. Las muestras se ensayaron por duplicado y los resultados se expresaron como

mU/mg proteina.

3.3.11.2. Catalasa
Los niveles de catalasa se determinaron espectrofotometricamente mediante el método

propuesto por Liick (1974). La enzima cataliza las siguientes reacciones:

2 H,0, —» 2H,0 + O,

ROOH + AH, —» H,0 + ROH + A

La descomposicion del H,O; debido a la accion de la catalasa disminuye su absorcion
en funcion del tiempo, y a partir de esta disminucion la actividad de la enzima puede ser
calculada. La absorcion ultravioleta del H,O, es facilmente medida entre los 230 y 250 nm.

El tejido adiposo fue homogenizado en 2 volimenes de buffer de homogenizacion
(KCI1 154 mM, EDTA 3 mM, pH=7,4). El homogenato fue sonicado y centrifugado a 8000 x g
durante 10 minutos a 4°C de acuerdo a Galinier y col. (2006a). En la fraccion infranadante se
determiné la concentracion de proteinas por el método de Lowry (Lowry y col., 1951) y la
actividad de la catalasa por el método espectrofotométrico antes mencionado. Brevemente, 1
vol. de muestra se mezcld con 6,5 vol. de buffer fosfato (pH=7,0) conteniendo H,O, 0,0125
M previamente titulada y la disminucion en la absorbancia fue monitoreada en un
espectrofotometro a 240 nm contra un blanco por 2-3 minutos. Una unidad enzimatica se
define como la cantidad de enzima que libera la mitad del oxigeno-peroxido de la solucion de
peroxido de hidrégeno en 100 segundos a 25 °C. Las muestras se ensayaron por duplicado y

los resultados se expresaron en U/mg de proteina.
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3.3.11.3. Glutation peroxidasa

El glutation reducido (GSH) es utilizado por la glutation peroxidasa (GPx) para la
reduccion del peroxido de hidrogeno (H»O,) y de lipoperoxidos (L-OOH), los cuales son
elementos toxicos. Por lo tanto, la enzima cataliza con alta especificidad la detoxificacion in

vitro del perdxido de hidrégeno segun la siguiente reaccion:

GPx
2 GSH + H,0, —> GSSG + 2 H,0

Los niveles de glutation peroxidasa se determinaron espectrofotometricamente
mediante el método propuesto por Paglia y Valentine (1967), en el cual, la adicién exdgena de
glutation reductasa y NADPH convierten inmediatamente el glutation oxidado producido a la

forma reducida, seglin la reaccion:

GR

GSSG 7‘ 2 GSH

NADPH NADP

Por lo tanto la formacion de glutation oxidado fue determinada siguiendo Ia
disminucion de absorbancia en la mezcla de reaccion a 340 nm.

Para este ensayo, el tejido adiposo fue homogenizado en 2 volumenes de buffer de
homogenizacion (KCI 154 mM, EDTA 3 mM, pH=7,4). El homogenato fue sonicado y
centrifugado a 8000 x g durante 10 minutos a 4°C. El infranadante fue posteriormente
centrifugado a 105000 x g por 45 minutos a 4°C de acuerdo a Galinier y col. (2006a). En el
sobrenadante post-mitocondrial se determind: la concentracion de proteinas por el método de
Lowry (Lowry y col., 1951) y la actividad de la GPx por el método espectrofotometrico antes
mencionado. Brevemente, al sobrenadante post mitocondrial se le adicioné un buffer fosfato
50 mM pH=7,0 conteniendo EDTA 5 mM, glutation reductasa 0,33 U/ml, NaN; 3,75 mM,
glutation 5 mM y NADPH 0,28 mM. La mezcla de reaccion fue equilibrada a 20 °C por 5
minutos y la reaccion se inicié por el agregado de H>O, 0,073 mM, cuya concentracion fue
obtenida por titulacion. La conversion de NADPH a NADP se registré cada 15 segundos a
340 nm por 3 a 5 minutos. Una unidad enzimatica se define como el nimero de umoles de
NADPH oxidados por minuto. Las muestras se ensayaron por duplicado y los resultados se

expresaron en mU/mg de proteina.
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3.3.11.4. Glutation reductasa
La glutation reductasa (GR) es una flavoenzima dependiente de NADPH que cataliza
la reduccion del glutation oxidado (GSSG) a glutatién reducido (GSH), segun la siguiente

reaccion:

GR
GSSG + NADPH —» 2 GSH + NADP*

En el sobrenadante post-mitocondrial de tejido adiposo obtenido como describimos
previamente en el item 3.3.11.3, se determino la concentracion de proteinas por el método de
Lowry (Lowry y col., 1951) y los niveles de glutation reductasa mediante el método
propuesto por Horn (1974). Brevemente, la muestra se adicion6 a un buffer fosfato 0,067 M
pH=6,6 conteniendo NADPH 0,1 mM y glutatiéon oxidado 0,5 mM, y se procedi6 a leer
inmediatamente la absorbancia a 340 nm, a 25°C, al tiempo 1, 2 y 3 minutos exactos. Para
cada una de las muestras se prepar6 un control conteniendo buffer que reemplazo a la
solucion de glutation oxidado y se procedid a realizar las determinaciones de la misma
manera. Bajo estas condiciones experimentales la reduccion del glutation dependiente de
NADPH es lineal en funcion del tiempo.

Una unidad de glutation reductasa se define como la cantidad de enzima que reduce 1
umol de GSSG por minuto a 25°C. Las muestras se ensayaron por duplicado y los resultados

se expresaron como mU / mg de proteina.

3.3.12. Determinacion de la peroxidacion de lipidos

La cuantificacion de las especies reactivas del acido tiobarbitirico (TBARS) en tejido
adiposo se realizé por el método descripto por Lee y Csallany (1987). El tejido adiposo fue
homogenizado en 4 vol de buffer fosfato de sodio 0,01 M pH=7,0. Al homogenato adicionado
de 6 vol. de H;PO4 1% y 2 vol. de 4acido tiobarbiturico (TBA) 0,6%, se lo calentdé por 45
minutos en un bafio a ebullicién en tubo tapado y luego se lo llevo a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion fue extraida con 8 vol. de n-butanol. La fase butanol fue separada por
centrifugacion a 2000 x g durante 10 minutos y la absorbancia de esta fase fue medida
espectrofotometricamente a 535 y 520 nm. La diferencia de absorbancia fue utilizada para
calcular la cantidad de TBARS. Diferentes concentraciones de malondialdehido (MDA), uno

de los productos de la peroxidacion lipidica preparado por hidrélisis del 1,1,3,3-
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tetraetoxipropano, se sometieron al mismo procedimiento, y se prepard una curva estandar
para el complejo MDA-TBA. El contenido de TBARS en el tejido adiposo se calculdé como
equivalente de MDA a partir de dicha curva estdndar. Las muestras y estdndares se realizaron

por duplicado y los resultados se expresaron como nmol/(mg proteina x 6érgano total).

3.3.13. Determinacion del contenido de glutation

Para la determinacion de glutation total y oxidado se utilizé el método colorimétrico
originalmente descripto por Griffith (1980), en el cual el GSH es oxidado por el &cido 5,5-
ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) y reducido por el NADPH en presencia de glutation
reductasa. La mezcla de reaccion adquiere coloracion amarilla debido a la formacién de acido

2-nitro-5-tiobenzoico (TNB), que puede ser monitoreada a 412 nm.

DTNB TNB

GSH GSSG

GR
NADP NADPH

Para la obtencion del homogenato se empleo la técnica descripta por May (1980) con
algunas modificaciones. Brevemente, el tejido adiposo fue homogenizado en 2 vol de buffer
de homogenizacion (buffer fosfato 0,1 M, EDTA 5 mM, pH=7,5) y centrifugado a 18000 x g
durante 5 minutos a 4°C. Del infranadante obtenido se separaron 100 pl para la determinacion
de proteinas por el método de Lowry y col. (1951), mientras que el resto fue desproteinizado
con acido sulfosalisilico (concentracion final 3,75 %). Las proteinas precipitadas fueron
removidas por centrifugacion a 3000 x g durante 15 minutos a 4°C y en el sobrenadante se

determino el contenido de glutation total y glutation oxidado.

Glutation total (GSSG + GSH):

Para la valoracion de glutation total 0,1 vol. de muestra fue mezclado con 0,89 vol. de
buffer de homogenizacion conteniendo NADPH 0,21 mM y DTNB 0,6 mM. Luego de

incubar por 5 minutos a 30 °C en oscuridad, se adicion6 0,01 vol. de glutation reductasa (50
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U/ml) y el incremento de absorbancia a 412 nm fue registrado durante 3 a 5 minutos en un
espectrofotometro (Griffith, 1980).

El contenido total de glutatiéon en la muestra fu¢ determinado por comparacion del
valor observado con una curva estandar generada a partir de concentraciones conocidas de
glutation reducido. 0,5; 1; 2; 4 y 6 nmol/tubo fueron utilizados para la construccion de la
curva de calibrado.

Las muestras y estandares se realizaron por duplicado y los resultados se expresaron

como nmol/mg de proteina.

Glutation oxidado (GSSG):

Para la determinacion del glutation oxidado, 0,02 vol. de 2-vinilpiridina 54 mM y 0,06
vol. de trietanolamina (TEA) pura se adicionaron a 1 vol. de muestra y se agitd vigorosamente
durante 1 minuto. La 2-vinilpiridina es utilizada en las muestras para acomplejar todo el
glutation reducido impidiendo su reaccion con el DTNB, dejando solo la forma oxidada del
glutation como Unico sustrato del ensayo. Dependiendo del pH final, el glutatién reducido es
totalmente acomplejado despues de 20-60 minutos a 25°C (Griffith 1980).

La valoracion de glutation oxidado se realizé de igual manera que la de glutation total
y su concentracion se calculd a partir de una curva estandard realizada con glutation oxidado
que recibio el mismo tratamiento que la muestra. 0,5; 1; 1,5; 2 y 4 nmol/tubo fueron utilizados
para la construccion de la curva de calibrado.

Las muestras y estandares se realizaron por duplicado y los resultados se expresaron

como nmol/mg de proteina.

4. Reactivos utilizados

El aceite de higado de bacalao fue provisto de ICN (Costa Mesa, CA, USA). Los
anticuerpos primarios y secundarios para las determinaciones de las masas proteicas fueron
provistos por Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Enzimas, sustratos y
coenzimas utilizados en las técnicas previamente detalladas fueron provistos por SIGMA (St.
Louis, Mo., USA). Los demas reactivos quimicos son de grado analitico (méxima pureza

disponible comercialmente).
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5. Analisis estadistico de los datos experimentales

El tamafio de las muestras fue calculado en la base de medidas hechas previamente en
nuestro laboratorio con ratas alimentadas con DC y DRS (Gutman y col., 1987; Lombardo y
col., 1996; Soria y col., 2002; Rossi y col., 2005), considerando un poder del 80%.

Los resultados experimentales se expresan como media + SEM. Las diferencias
estadisticas entre los grupos se determinaron por ANOVA (andlisis de varianza), seguidas de
la inspeccion de las diferencias entre pares de medias por el test de Newman Keuls (Snedecor
y Cochran, 1967). Valores de p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos. En

todos los casos, los coeficientes de correlacion intraclase fueron de al menos 0,73.
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RESULTADOS EXPERIMENTALES:

PARTE 1. CARACTERIZACION DEL MODELO:

En primer lugar analizamos algunos aspectos generales que caracterizan el modelo
DRS y la accion del AHB dietario sobre parametros plasmaticos, incremento de peso y
resistencia insulinica periférica global, con el fin de corroborar los resultados previamente
demostrados. Ademas en el tejido adiposo epididimal determinamos el nimero y volumen

celular como asi también el contenido de triglicéridos y la distribucion de los adipocitos.

1.1. Incremento de peso corporal e ingesta calorica

El peso corporal y la ingesta caldrica fueron cuidadosamente monitoreados en los tres
grupos dietarios a lo largo del periodo experimental. La Tabla 4 muestra el peso corporal (en
gramos) al inicio y al final de la experiencia, y la ingesta calorica (kJ/dia) de las ratas
alimentadas con las distintas dietas experimentales. Como puede observarse, las diferentes
dietas fueron aceptadas y asimiladas por los animales en forma adecuada.

Los cambios en el peso corporal generalmente se correlacionan con la ingesta caldrica.
Los animales alimentados con DRS mostraron un incremento de peso corporal al cabo de los
6 meses de ingesta que se correlacionaron con una mayor ingesta caldrica. Estos cambios se
mantuvieron hasta finalizar el tiempo de ingesta (8 meses), y corroboran datos anteriormente
publicados (Chicco y col., 2000; Soria y col., 2001; Chicco y col., 2003; Pighin y col., 2003).

Durante los ultimos 2 meses de experimentacion el grupo DRS + AHB present6 una
moderada reduccion en el peso corporal respecto al lote alimentado con DRS sin llegar a ser
significativa. Sin embargo la ganancia del peso corporal a partir de los 6 meses en el lote
DRS+AHB fue significativamente menor que la observada en los otros dos grupos dietarios.

La ingesta caldrica fue similar en el lote DRS y DRS+AHB.
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Tabla 4. Peso corporal, ingesta caldrica y ganancia de peso de ratas alimentadas con dieta

control (DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de higado de bacalao (AHB).!

Dieta DC (n=8) DRS (n=16)
Peso corporal inicial 195,8 + 6,3° 192,3 + 5,8
(2
Peso corporal 6 meses 439,1 + 16,1" 484,9 + 13,4
(2
Ingesta calorica b a
(0 a 6 meses) (kJ/dia) 279,1£16,2 3448 £19,3
Dieta DC (n=8) DRS (n=8) DRS+AHB (n=8)

Peso corporal 8 meses

(2

Ganancia Peso
(6 a 8 meses) (g)

469,1 £ 13,9 527,8+12,8" 506,2 +10,1°

31,5+5,6" 38,7 +4,1° 18,5+3,9"

Ingesta calorica

b A X
(628 meses) (Kl/dia) 2987 E17.2°  367.8+£20,7°  332,5+12.8

! Los valores se expresan como media + SEM. Los numeros entre paréntesis indican el numero de
animales utilizados en cada grupo experimental. Los valores en cada fila que no comparten la misma
letra superescrita son estadisticamente diferentes (p<0,05) cuando cada variable es comparada con el
test de Newman Keuls.

El grupo DRS + AHB consumié DRS durante 6 meses (fuente grasa aceite de maiz AM),

sustituyéndose parcialmente AM por AHB durante los ultimos 2 meses de experimentacion.
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1.2. Metabolitos, niveles de insulina y leptina plasmaticos y sensibilidad

insulinica periférica global

En la Tabla 5 se observa, al final del periodo experimental, un incremento
significativo (p<0,05) en los niveles plasmaticos de triglicéridos, acidos grasos no
esterificados (AGNE), colesterol total y glucosa, y un decrecimiento de los niveles de leptina
sin modificaciones de la insulinemia en ratas alimentadas cronicamente con DRS comparadas
con las del grupo DC. Ademas, la velocidad de infusion de glucosa (VIG) como medida de la
sensibilidad insulinica periférica global es significativamente menor (p<0,05) en el grupo
alimentado con DRS. La sustitucion parcial de AM por AHB normaliz6 todos los parametros
antes mencionados (Tabla 5). Estos resultados corroboran los obtenidos por trabajos previos
del grupo (Pighin y col., 2003; Rossi y col., 2005; D’Alessandro y col., 2008; Hein y col.,
2010).

1.3. Peso del tejido adiposo, volumen, nimero de células y contenido

de triglicéridos

El aumento del peso corporal y de la ingesta energética constatado en los animales
alimentados con DRS, se acompana al final del periodo experimental con un incremento
(p<0,05) del peso de los tejidos adiposo epididimal y retroperitoneal tanto absoluto como
relativo (Tabla 6). La administracion de AHB disminuy6 sensiblemente (p<0,05) el peso de
ambos tejidos sin alcanzar atin los valores obtenidos en el grupo control.

Ademas, en la Tabla 6 se observa que el volumen de los adipocitos del tejido adiposo
epididimal asi como su contenido en triglicéridos es significativamente superior en el grupo
DRS respecto al grupo control (DC). El nimero de células adiposas expresadas por gramo de
tejido en el grupo DRS es significativamente menor (p<0,05), pero sin cambios en el nimero
total de células cuando se expresa como 6rgano total [media = SEM (n=6): DC: 34,02 + 1,85;
DRS: 35,82 + 2,07]. Estos resultados demuestran una hipertrofia de las células adiposas en
este grupo experimental.

La presencia del AHB en la dieta disminuy6 significativamente el tamafio de los

adipocitos observandose un menor volumen celular y un menor contenido de triglicéridos sin
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cambios en el nimero total de células [media £+ SEM (n=6): DRS+AHB: 32,86 + 2,11]. El
peso total del tejido adiposo epididimal se redujo respecto al grupo DRS. Sin embargo, todos
los parametros analizados fueron aun significativamente mayores a los observados en el lote

alimentado con DC.

Tabla 5. Niveles de metabolitos, insulina y leptina plasmatica y sensibilidad insulinica
periférica global (VIG) en ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa

(DRS) y DRS + aceite de higado de bacalao (AHB).!

DC DRS DRS+AHB
Glucosa (mM) 6,4+0,1° 8,2+0,1° 6,6 +0,3"
Colesterol total (mM) 2,02 +0,07° 3,65 + 0,03* 2,15+0,13°
Triglicéridos (mM) 1,0 +0,1° 2.3+0,2° 1,1+0,1°
AGNE (uM) 294 +17° 887 + 20" 280 + 38"
Leptina (ng/ml) 14,6 +1,2° 8,0 +0,7° 13,7 +0,5°
Insulina (pM) 375 + 30 369 + 33 370 £27*
VIG (mg/Kg x min™)> 12,0 + 0,5 5,1+0,4° 12,3 +0,8"

' Los valores se expresan como media + SEM, al menos 6 animales fueron utilizados en cada grupo
experimental. Los valores en cada fila que no comparten la misma letra superescrita son
estadisticamente diferentes (p<0,05) cuando cada variable es comparada con el test de Newman Keuls.

2 VIG: velocidad de infusion de glucosa.
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Tabla 6. Peso del tejido adiposo, volumen, numero de células y contenido de triglicéridos en

ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de

higado de bacalao (AHB).!

DC DRS DRS + AHB
Grasa epididimal
PeSE)gt)Otal 9.8 +0,4° 18,3 £1,0° 13,3+0,7"
Peso relativo 2.1+ 02° 3.2 +0.1° 28+0.1"
(g/100g peso corporal) ’ ’ ’ s , R
Volum(el:)ri)celular 274 4 15¢ 562 4 30° 376 £ 20"
(x Illog/eghtlel:?iiio) 3,5+ 0,11" 2,0 +0,15° 2,5+0,10
Triglicéridos c . .
(umol/célula) 0,29 + 0,02 0,84 + 0,03 0,41 £ 0,08
Grasa retroperitoneal
Pes?ggotal 8,2 + O,SC 16,9 + 0’9a 10,4 + 0,9b
Peso relativo 1.8 4 0.1¢ 504010 224 0.1
(g/100g peso corporal) ’ ’ ’ s , R

1 . . J
Los valores se expresan como media + SEM, al menos 6 animales fueron utilizados en cada grupo

experimental. Los valores en cada fila que no comparten la misma letra superescrita son

estadisticamente diferentes (p<0,05), cuando cada variable es comparada con el test de Newman

Keuls.
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1.4. Histograma de distribucion de diametros celulares

La Figura 5 muestra el histograma de frecuencia de los diametros celulares del tejido
adiposo epididimal (con intervalos de 2,5 pm) en los distintos grupos experimentales al final
del periodo de ingesta.

Los diametros de los adipocitos se distribuyen en forma gaussiana en los tres grupos
dietarios estudiados, aunque se observaron poblaciones diferentes para cada uno de ellos. En
el grupo DRS existe un claro desplazamiento de los didmetros celulares hacia la derecha con
un incremento significativo del didmetro celular medio y una mayor heterogeneidad de la
poblacion celular comparado con los animales que recibieron la dieta DC. La administracion
de AHB como fuente principal de grasa dietaria condujo a una significativa reduccion del
diametro celular medio, con un histograma de distribucién celular que se aproxima al del

grupo DC.

Figura 5. Histograma de distribucién promedio de los didmetros de adipocitos epididimales
aislados de ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS +

aceite de higado de bacalao (AHB).!
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! Las columnas representan el porcentaje promedio de células medidas que corresponden al intervalo

de clase indicado. Se procesaron al menos 6 animales en cada uno de los grupos experimentales.
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Estos resultados, sumado a los observados en trabajos previos (Chicco y col., 2003;
Lombardo y col.,, 2007) corroboran que la administracién cronica de una DRS induce
dislipemia, moderada hiperglucemia, normoinsulinemia y resistencia insulinica periférica
global. Estas alteraciones se acompafian de un moderado incremento del peso corporal que se
correlaciona con adiposidad visceral, hipertrofia de los adipocitos (tejido epididimal) y
alterada distribucion celular. Una significativa disminuciéon de los niveles plasmaticos de
leptina acompafian estas alteraciones.

Sustituyéndose isocaloricamente la fuente de grasa dietaria (aceite de maiz por aceite
de higado de bacalao) durante los ultimos 2 meses de experimentacion se normaliza el perfil
lipidico, la moderada hiperglucemia y la resistencia insulinica periférica global, sin
experimentar cambios en los niveles plasmaticos de insulina. La adiposidad visceral mejora
acompafiada de niveles plasmaticos de leptina semejantes a los observados en los animales

controles.
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PARTE II A. ADIPOCITOQUINAS Y ADIPOSIDAD VISCERAL:

Como observamos anteriormente (Parte I, caracterizacion del modelo) en los animales
alimentados con DRS la adiposidad visceral se acompafia de hipoleptinemia, resistencia
insulinica y elevados niveles de AGNE vy triglicéridos plasmaticos. En este contexto es
posible que un incremento del contenido intracelular de acidos grasos (mayor lipdlisis) asi
como la continua exposicion del tejido adiposo a elevados niveles de AGNE pudieran ser
algunos de los mecanismos relacionados con la alterada secrecion de leptina. Los AGNE
también estan involucrados en la resistencia insulinica y esta ultima se correlaciona con los
niveles de adiponectina y del TNF-a (otras adipocitoquinas) que juegan un rol importante en
la adiposidad visceral y obesidad. De lo expuesto consideramos importante extender los

conocimientos previos analizando en animales alimentados cronicamente (8 meses) con DRS:

1) En adipocitos aislados del tejido adiposo epididimal: a)- la secrecion de leptina
basal y frente al estimulo de la insulina; b)- el rol del isoproterenol (un (-agonista) y
palmitato sobre la secrecion de leptina estimulada por la insulina; c)- la correlacion

entre niveles de leptina basal liberada y el glicerol liberado (como indice de lipdlisis).

2) La relacion entre el contenido de leptina en el tejido adiposo epididimal, lo cual

refleja la cantidad de leptina preformada almacenada, y el tamafio de dicho tejido.

3) Relacion de los niveles plasmaticos de adiponectina, AGNE y resistencia insulinica

periférica global (VIG).

4) Contenido de TNF-a en tejido adiposo epididimal y su relacion con la adiposidad

visceral y resistencia insulinica.
Considerando la accion hipolipemiante de AHB previamente descripta analizamos el

efecto de la sustitucion parcial de la grasa dietaria (AM por AHB) en los animales

alimentados con DRS sobre los parametros antes mencionados.
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Para lograr estos objetivos se utilizaron tres grupos experimentales: DC, DRS y DRS +
AHB. Mas detalles de los grupos de animales y componentes de las dietas fueron descriptos

en “Materiales y métodos”.

Los resultados alcanzados fueron los siguientes:

2.1. Efecto de la insulina, isoprotenerol y acido palmitico en la secrecion

de leptina en adipocitos aislados

La Figura 6 muestra que, en ausencia de insulina, la cantidad de leptina liberada en
los adipocitos aislados de las ratas alimentadas con DRS es significativamente menor
(p<0,05) comparada con la de las ratas alimentadas con DC. Como era de esperar la adicion
de insulina (10 nM) al medio de incubacion estimula significativamente la secrecion de
leptina (p<0,05) en el grupo de ratas alimentadas con DC. Los adipocitos de las ratas
alimentadas con DRS también fueron sensibles al efecto estimulatorio de la insulina. Sin
embargo, aunque la cantidad de leptina expresada como valor absoluto fue significativamente
menor en este grupo dietario (DRS), el incremento de leptina liberada sobre el valor basal
ante el estimulo de la hormona fue similar al observado en los animales alimentados con DC
(aproximadamente un 60%). El agregado de AHB en los animales alimentados con DRS
incrementa los valores de leptina liberada, tanto en presencia como en ausencia de la
hormona, llegando a valores similares a los observados para el grupo control (DC) (Figura 6).

En las ratas alimentadas con DRS, la menor secrecion de leptina observada podria
estar metabolicamente asociada a la elevada lipdlisis. En consecuencia, los adipocitos fueron
incubados con insulina en presencia de 10 uM de isoproterenol (B-agonista) o 1 mM de acido
palmitico. El isoproterenol disminuye significativamente la secrecion de leptina en todos los
grupos dietarios. Los valores absolutos de leptina liberada fueron similares en todos los
grupos experimentales. Sin embargo, el porcentaje de inhibicion en la secrecion de leptina fue
diferente si cada grupo dietario es comparado con el valor obtenido luego del estimulo con
insulina. Asi, la liberacion de leptina se reduce en casi 3 y poco mas de 2 veces en los
adipocitos de ratas alimentadas con DC y DRS+AHB, respectivamente. Mientras que estos

valores se redujeron solo a la mitad en las ratas alimentadas con DRS. Por otro lado, el
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palmitato mimetiza el efecto inhibitorio del isoproterenol sobre la liberacion de leptina frente

al estimulo con insulina (Figura 6).

Figura 6. Efectos de la insulina, isoproterenol y acido palmitico sobre la liberacion de leptina
en adipocitos aislados de ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa
(DRS) y DRS + aceite de higado de bacalao (AHB).!

® pC

@ DRS
@ DRS + AHB

Liberacién de leptina
(ng/10° cel x 2h™)

Insulina - + + +
(10nM)

Isoprotenerol - - + -
(10 pM)

1
1
1
+

Palmitato
(ImM)

" Los valores se expresan como media + SEM (n=6). Los adipocitos fueron incubados en presencia o
ausencia de insulina (10 nM), isoproterenol (10 uM) y palmitato (I mM) como se describe en
Materiales y métodos. 6 p<0,05 DRS vs DC y DRS+AHB. ® p<0,05 DC, DRS y DRS+AHB en
presencia de insulina e isoproterenol vs DC, DRS y DRS+AHB respectivamente incubado solamente
con insulina. ¥ p<0,05 DC, DRS y DRS+AHB en presencia de insulina y palmitato vs DC, DRS y

DRS+AHB respectivamente incubado solamente con insulina.
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2.2. Correlacion entre el glicerol basal liberado y la leptina liberada

La Figura 7 muestra la elevada correlacion negativa (r=0,775; p<0,01) entre el
glicerol liberado basal (como un indice de lipdlisis) y la leptina liberada. En los adipocitos
hipertrofiados de las ratas alimentadas con DRS, el glicerol liberado bajo condiciones basales
es significativamente mayor comparado con el glicerol liberado de los animales alimentados
con DC, mientras que la leptina liberada es significativamente menor. Cuando la fuente de
grasa (aceite de maiz) es reemplazada por AHB en el grupo DRS durante los 2 Gltimos meses
del periodo experimental, tanto el glicerol basal liberado como la leptina basal liberada

alcanzan valores similares a los encontrados en los animales alimentados con DC.

Figura 7. Correlacion entre leptina basal liberada y glicerol basal liberado en adipocitos
aislados de ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS +

aceite de higado de bacalao (AHB).!
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' Se incluyeron 6 animales en cada grupo experimental. La leptina liberada se correlaciona

negativamente con la lip6lisis basal (glicerol liberado) en la célula adiposa (n=18, r’= 0,775; p<0,01).
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2.3. Correlacion entre el contenido de leptina y el peso del tejido

adiposo epididimal

La Figura 8 describe la elevada correlacion positiva (r°=0.948, p<0,001) entre el
contenido de leptina total en tejido adiposo y el peso del tejido adiposo epididimal en los 3
grupos dietarios. Los resultados muestran que, en las ratas alimentadas con DRS, el
incremento de la concentracion de leptina en el tejido adiposo epididimal se correlaciona con
el incremento de la masa grasa. La administracion de AHB en el grupo DRS reduce
significativamente el peso del tejido adiposo asi como también el contenido de leptina,
aunque los valores obtenidos estan todavia por encima de aquellos encontrados en el grupo
que recibio DC.

Las Figuras insertas A y B describen la media + SEM del contenido de leptina por
gramo de tejido himedo y el peso del tejido adiposo epididimal en los tres grupos dietarios

respectivamente.
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Figura 8. Correlacion entre el contenido de leptina en tejido adiposo epididimal y el peso del
tejido adiposo epididimal de ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa

(DRS) y DRS + aceite de higado de bacalao (AHB).!
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' Se incluyeron 6 animales en cada grupo experimental. La leptina liberada se correlaciona
positivamente con el peso del tejido adiposo epididimal (n=18, *=0,948, p<0,001). El contenido de
leptina en el tejido adiposo (A) y el peso del tejido adiposo epididimal (B) de ratas alimentadas con
DC, DRS y DRS+AHB se expresan como media + SEM. Los valores que no comparten la misma letra
superescrita son estadisticamente diferentes (p<0,05) cuando cada variable es comparada con el test de

Newman Keuls.
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2.4. Correlacion entre los niveles de adiponectina plasmatica y sensibilidad

insulinica periférica global

Resultados previos demostraron una significativa disminucién de los niveles
plasmaticos de adiponectina en los animales alimentados con DRS que se normalizaron con la
administracion de AHB. Los presentes datos corroboran e incrementan estos hallazgos
observandose una elevada correlacién positiva (r2=0,774 n=18; p<0,01) entre los niveles
plasmaticos de adiponectina y la sensibilidad insulinica periférica global (VIG) (clamp

euglucémica-hiperinsulinémica) en los 3 grupos experimentales (Figura 9).

Figura 9. Correlacion entre los niveles plasmaticos de adiponectina y la sensibilidad
insulinica periférica global de ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa

(DRS) y DRS + aceite de higado de bacalao (AHB).!
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" Los valores se expresan como media + SEM, donde 6 animales se incluyeron en cada grupo

experimental. La adiponectina plasmatica se correlaciona positivamente con la sensibilidad insulinica

periférica global (n=18, r2=0,774; p<0,01).

Selenscig Dante A. 71



Fac. de Bioquimica y Cs. Biologicas Doctorado en Ciencias Biologicas

2.5. Correlacion entre los niveles plasmaticos de AGNE y adiponectina

La Figura 10 muestra la elevada correlacion negativa (1°=0,759; p<0,01) que existe
entre los niveles de adiponectina y los AGNEs plasmaticos en los tres grupos dietarios. En las
ratas alimentadas con DRS la disminucion en los niveles plasmaticos de adiponectina se
correlaciona con un incremento de los AGNEs plasmaticos. La sustitucion parcial de AM por

AHB normaliza los niveles plasmaticos de adiponectina y AGNE:s.

Figura 10. Correlacion entre los niveles plasmaticos de adiponectina y los AGNEs de ratas
alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de higado de
bacalao (AHB).!
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" Los valores se expresan como media + SEM, donde 6 animales se incluyeron en cada grupo
experimental. La adiponectina plasmatica se correlaciona negativamente con los AGNEs (n=18,

1’=0,759, p<0,01).
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2.6. Contenido del factor de necrosis tumoral o (TNF-a) en tejido adiposo

epididimal

La Figura 11 muestra el contenido de TNF-a en el tejido adiposo epididimal al final
del periodo de ingesta en los tres grupos experimentales. Se puede observar que el contenido
de TNF-a en dicho tejido se incrementa significativamente (p<0,05) en el grupo alimentado
con DRS respecto del grupo que recibiéo DC. La sustitucion parcial de AM por AHB dietario
en el grupo DRS durante los ultimos 2 meses del periodo experimental disminuye
significativamente (p<0,05) el contenido de TNF-o alcanzando niveles similares a los
observados en el grupo DC (Figura 11). Resultados similares se observan cuando el
contenido de TNF-a es expresado en ng/organo total (los valores se expresan como media +

SEM, n=6): DC: 34,0 + 3,4; DRS: 72,6 + 10,0; DRS+AHB: 40,4 + 3,8.

Figura 11. Contenido de TNF-a en el tejido adiposo epididimal de ratas alimentadas con
dieta control (DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de higado de bacalao
(AHB).!
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' Los valores se expresan como la media = SEM (n = 6). Los valores que no comparten la misma letra
superescrita son estadisticamente diferentes (p<0,05) cuando la variable es comparada con el test de

Newman Keuls.
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2.7. Correlacion entre el contenido de TNF-a en tejido adiposo epididimal

y el volumen celular de adipocitos aislados

La Figura 12 describe la elevada correlacion positiva (1°=0,9324, p<0,001) entre el
contenido de TNF-a en tejido adiposo y el volumen celular de los adipocitos aislados en los 3
grupos dietarios. Los resultados muestran que, en las ratas alimentadas con DRS, el
incremento de la concentracion de TNF-a en el tejido adiposo epididimal se correlaciona con
el incremento del volumen celular. La administracion de AHB en el grupo DRS reduce

significativamente el volumen celular asi como también el contenido de TNF-o..

Figura 12. Correlacién entre el contenido de TNF-a en tejido adiposo epididimal y el

volumen celular de los adipocitos de ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en

sacarosa (DRS) y DRS + aceite de higado de bacalao (AHB).!
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' Se incluyeron 6 animales en cada grupo experimental. El contenido de TNF-o. se correlaciona

positivamente con el volumen celular de los adipocitos aislados (n=18, ’=0,9324, p<0,001).
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PARTE II B.

2.8. Determinacion de la expresion de la masa proteica del receptor activador

de la proliferacion peroxisosomal y (PPAR-y) en tejido adiposo epididimal

Se ha sugerido que el PPAR-y en el tejido adiposo seria un mediador importante en el
mantenimiento de la sensibilidad insulinica periférica global protegiendo a los tejidos no
adiposos de la lipotoxicidad y regulando la produccion de adipocitoquinas tales como la
leptina y adiponectina.

De acuerdo a los resultados obtenidos hasta el presente, nos interesé analizar el efecto
que tiene la DRS y la sustitucion parcial en la misma de la fuente de grasa dietaria AM por
AHB sobre la expresion de la masa proteica del PPAR-y.

El inmunoblot del tejido adiposo revela una sola banda de 67 kDa consistente con el
PPAR-y. Luego del analisis densitométrico el contenido de PPAR-y del grupo DC fue
normalizado a 100% y los valores de DRS y DRS+AHB fueron expresados como el
porcentaje relativo a DC. Cualitativa y cuantitativamente el analisis de Western blot muestra
que la abundancia relativa del PPAR-y es significativamente menor en los animales
alimentados con DRS respecto al grupo que recibié DC. La abundancia relativa de la masa
proteica del PPAR-y en el grupo que recibi6 DRS+AHB se incrementd significativamente

cuando se lo compar6 tanto con el grupo DC como con el DRS (Figura 13).
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Figura 13. Expresion de la masa proteica del PPAR-y en el tejido adiposo epididimal de ratas
alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de higado de

bacalao (AHB).!

1 2 3 4

PPAR
7 KDy T - R s G

. —-— - - -
43 kDa ;

140-
120-
100-

80+

60+

PPAR-y

(unid. densitometricas relativas a DC)

404

20+

0-

DC DRS DRS+AHB

' Panel superior: Inmunoblot del PPAR-y y B-actina del tejido adiposo de ratas alimentadas con DC,
DRS y DRS+AHB. El marcador molecular se indica a la izquierda; Linea I: extracto de musculo
esquelético, utilizado como control positivo; Linea 2: DC; Linea 3: DRS; Linea 4: DRS+AHB.

Panel inferior: Analisis densitométrico de la expresion de la masa proteica del PPAR-y en el tejido
adiposo. Los valores se expresan como la media = SEM (n = 6) relativos a DC. Los valores de masa
proteica del PPAR-y fueron corregidos por los niveles de P-actina presentes en cada una de las
muestras. Los valores que no comparten la misma letra superescrita son estadisticamente diferentes

(p<0,05) cuando la variable es comparada con el test de Newman Keuls.
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2.9. Determinacion de la expresion de la masa proteica de la proteina

desacoplante 2 (UCP2) en tejido adiposo epididimal

La UCP2 juega un rol potencial en regular el gasto energético contribuyendo a la
obesidad y a la diabetes tipo 2. La presencia de adiposidad y los altos niveles de lipidos
plasmaticos inducidos por la DRS podrian modificar la expresion de esta proteina
desacoplante. Por lo tanto nos intereséd analizar la expresion de la masa proteica de la UCP2
en los animales alimentados con DRS y el efecto de la administracion de n-3 PUFAs dietarios
sobre dicho parametro.

El inmunoblot del tejido adiposo revela una sola banda de 33 kDa consistente con la
UCP2. Luego del andlisis densitométrico el contenido de UCP2 del grupo DC fue
normalizado a 100% y los valores de DRS y DRS+AHB fueron expresados como el
porcentaje relativo a DC. Cualitativa y cuantitativamente el analisis de Western blot muestra
que la abundancia relativa de la UCP2 incrementa significativamente en los animales
alimentados con DRS respecto al grupo que recibié6 DC. La abundancia relativa de la misma
en el grupo que recibi6 DRS+AHB disminuy6 significativamente cuando se la comparé tanto

con el grupo DC como con el DRS (Figura 14).
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Figura 14. Expresion de la masa proteica de la UCP2 en el tejido adiposo epididimal de ratas
alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de higado de
bacalao (AHB).!
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' Panel superior: Inmunoblot de la UCP2 y B-actina del tejido adiposo de ratas alimentadas con DC,
DRS y DRS+AHB. El marcador molecular se indica a la izquierda; Linea 1: DC; Linea 2: DRS; Linea
3: DRS+AHB.

Panel inferior: Analisis densitométrico de la expresion de la masa proteica de la UCP2 en el tejido
adiposo. Los valores se expresan como la media £ SEM (n = 6) relativos a DC. Los valores de masa
proteica de la UCP2 fueron corregidos por los niveles de [B-actina presentes en cada una de las
muestras. Los valores que no comparten la misma letra superescrita son estadisticamente diferentes

(p<0,05) cuando la variable es comparada con el test de Newman Keuls.
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PARTE II C. MARCADORES DEL ESTRES OXIDATIVO:

Los resultados obtenidos al presente sugieren una desregulacion funcional del
adipocito en los animales alimentados con DRS observado por: incremento de la lipolisis
basal, alterada produccion de adipocitoquinas y cambios en la expresion de la masa proteica
del PPAR-y y de la proteina desacoplante UCP2. Entre otros factores implicados en esta
desregulacion funcional del tejido adiposo hipertrofiado, el estrés oxidativo podria jugar un

rol importante. De acuerdo a lo expuesto analizamos:

1) a)- Actividad de la enzima oxidante xantino oxidoreductasa; b)- actividades de las
enzimas antioxidantes (catalasa, glutation peroxidasa y glutation reductasa); c)-

contenido de glutation y especies reactivas del 4cido tiobarbittrico (TBA)

2) Los posibles efectos de la sustitucion parcial del aceite de maiz por aceite de

higado de bacalao, como fuente de grasa dietaria, sobre los parametros anteriormente

mencionados

Para lograr estos objetivos se utilizaron tres grupos experimentales: DC, DRS y DRS +
AHB. Mas detalles de los grupos de animales y componentes de las dietas fueron descriptos

en el capitulo “Materiales y métodos”.

Los resultados alcanzados fueron los siguientes:
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2.10. Enzima oxidante xantino oxidoreductasa

La actividad de la enzima xantina oxidoreductasa en el tejido adiposo epididimal se
incrementd significativamente (p<0,05) en el grupo alimentado con DRS respecto del grupo
que recibié DC. La sustitucion parcial de AM por AHB dietario en el grupo DRS durante los
ultimos 2 meses del periodo experimental disminuy¢ significativamente (p<0,05) la actividad
de dicha enzima, sin alcanzar los valores observados en el grupo DC (Figura 15 A).

El comportamiento de la actividad de la enzima xantino oxidasa es similar al

observado para la actividad de la enzima xantino oxidoreductasa (Figura 15 B).

Figura 15. Actividad enzimatica de la xantino oxidoreductasa (A) y xantino oxidasa (B) en
tejido adiposo epididimal de de ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en

sacarosa (DRS) y DRS + aceite de higado de bacalao (AHB).!
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' Los valores se expresan como la media = SEM (n = 6). Los valores que no comparten la misma letra
superescrita son estadisticamente diferentes (p<0,05) cuando cada variable es comparada con el test de

Newman Keuls.
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2.11. Determinacion de las actividades enzimaticas de la catalasa, glutation

peroxidasa y glutation reductasa

En la Figura 16 se observan las actividades de las enzimas catalasa (A), glutation
peroxidasa (B) y glutation reductasa (C) en el tejido adiposo epididimal de los tres grupos
experimentales. En los animales que recibieron DRS se observa que la actividad de dichas
enzimas se redujo significativamente (p<0,05) respecto al grupo que recibié DC. Cuando el
AHB sustituyd parcialmente al AM durante los 2 ultimos meses de ingesta las actividades de
la catalasa y glutation peroxidasa incrementaron significativamente (p<0,05) respeto del
grupo que recibid6 DRS alcanzando valores que no difieren a los observados en los animales
que recibieron DC (Figura 16 A y B). Por otro lado, en el grupo DRS+AHB la actividad de la
glutation reductasa también incremento significativamente (p<0,05) respecto del grupo DRS,
sin alcanzar los valores observados en los animales de igual sexo y edad alimentados con DC

(Figura 16 C).
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Figura 16. Actividades enzimadticas de la catalasa (A), glutation peroxidasa (B) y glutation
reductasa (C) en tejido adiposo epididimal de ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta

rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de higado de bacalao (AHB).!
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" Los valores se expresan como la media + SEM (n = 6). Los valores que no comparten la misma letra
superescrita son estadisticamente diferentes (p<0,05) cuando cada variable es comparada con el test de

Newman Keuls.
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2.12. Correlacion entre el contenido de glutation total y el estado redox del

glutation

La Figura 17 muestra la correlacion negativa (r’=0.7746, p<0,01) que existe entre el
estado redox del glutation y el contenido de glutation total en tejido adiposo en los 3 grupos
dietarios. El estado redox del glutation fue calculado como el cociente entre la concentracion
de la forma oxidada y la concentracion total de glutation por 100, de acuerdo a Galinier y col.
(2006a). El glutation total es la concentracion de la forma oxidada mas la forma reducida. En
las ratas alimentadas con DRS el incremento de la concentracion de glutation total en el tejido
adiposo epididimal se correlaciona negativamente con la disminucion del estado redox del
glutation. La administracion de AHB en el grupo DRS reduce significativamente el contenido
de glutation total e incrementa el estado redox del glutation, aunque sin alcanzar los valores
observados en el grupo que recibié DC.

La Figura inserta muestra la media + SEM del contenido de glutation total en el tejido

adiposo epididimal en los tres grupos dietarios.
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Figura 17. Correlacion entre el contenido de glutation total y el estado redox del glutation en
tejido adiposo epididimal de ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa

(DRS) y DRS + aceite de higado de bacalao (AHB).!
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" Se incluyeron 6 animales en cada grupo experimental. El estado redox del glutation se correlaciona
negativamente con el contenido de glutation total (n=18, r’=0,7746, p<0,01). La figura inserta muestra
el contenido de glutation total (media = SEM) en el tejido adiposo de ratas alimentadas con DC, DRS
y DRS+AHB. Los valores que no comparten la misma letra superescrita son estadisticamente

diferentes (p<0,05) cuando la variable es comparada con el test de Newman Keuls
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2.13. Determinacion de la peroxidacion de lipidos en tejido adiposo (TBARS)

La concentracion de especies reactivas del acido tiobarbittrico en el tejido adiposo
epididimal en los animales alimentados con DRS por un periodo de 8 meses muestra una
mayor peroxidacién lipidica respecto de los animales de igual sexo y edad que recibieron DC
(p<0,05). La sustitucion parcial de AM por AHB en la DRS no modifica los niveles de
TBARS respecto a los valores observados en el grupo DRS. Los resultados obtenidos fueron
los siguientes (media = SEM, n = 6): nmol MDA/(mg proteina x 6rgano total): DC: 20,8 +
2,9; DRS: 38,8 + 1,4; DRS+AHB: 42,8 + 3,4; p<0,05 DC vs DRS y DRS+AHB.
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DISCUSION:

En la primer parte de la presente tesis (Parte I) corroboramos que ratas Wistar
alimentadas cronicamente con una dieta rica en sacarosa (DRS) desarrollan dislipemia
(niveles elevados de triglicéridos y AGNE) y resistencia insulinica (RI), acompafiado de una
disminuciéon de los niveles plasmaticos de leptina, adiposidad visceral y una alterada
distribucion celular. Los mecanismos involucrados en la hipoleptinemia en presencia de una
importante adiposidad visceral no estan aun bien dilucidados. Sin embargo, un exceso de
AGNE plasmaticos y tisulares (tejido adiposo) podrian ser participes importantes de este
mecanismo. Los AGNE también estan involucrados en la RI y esta Glltima se correlaciona con
los niveles de adiponectina y TNF-a.. Con el objeto de analizar estos aspectos examinamos el
efecto de la administracion cronica de una DRS sobre la modulacion de la secrecion de leptina
del adipocito y del deposito intracelular de esta adipocitoquina en el tejido adiposo. La
relacion entre los niveles de adiponectina, velocidad de infusién de glucosa (sensibilidad
insulinica periférica global) (VIG) y AGNE plasmaticos. El contenido de TNF-a en tejido
adiposo y su correlacion con la adiposidad visceral. Ademas, considerando que los n-3
PUFAs normalizan la dislipemia y la sensibilidad insulinica analizamos el efecto de la
administracion dietaria de los mismos sobre los aspectos antes mencionados.

Los mayores hallazgos de la presente tesis en su Parte I A fueron:

1. En los adipocitos aislados de ratas Wistar alimentadas cronicamente 8 meses con
DRS se observa una menor liberacion de leptina expresada como valor absoluto, tanto basal
como bajo el estimulo de la insulina comparada con la de los animales que recibieron dieta
control (DC). Sin embargo la relacion entre la leptina liberada luego del estimulo con insulina
y los niveles basales de leptina fueron similares en los tres grupos dietarios. La administracion
de AHB normaliz6 tanto la liberacion de leptina basal como bajo el estimulo de la insulina. El
isoproterenol inhibe significativamente la secrecion de leptina bajo el estimulo de la insulina
en todos los grupos dietarios, pero el porcentaje de inhibicion es menor en los animales que
recibieron DRS. Por su parte el palmitato mimetiza los efectos inhibitorios del isoproterenol.

2. Los adipocitos aislados de las ratas alimentadas con DRS en condiciones basales
muestran una fuerte correlacion negativa entre el glicerol liberado (como un indice de
lipdlisis) y la leptina liberada. Ambos pardmetros alcanzan valores similares a los observados

en el grupo control luego de la administracion de AHB dietario.
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3. El contenido de leptina incrementa significativamente en el tejido adiposo
epididimal de las ratas alimentadas con DRS y este incremento se correlaciona positivamente
con el aumento del peso de dicho tejido. E1 AHB dietario administrado durante los tltimos 2
meses de experimentacion redujo el contenido de leptina y el peso del tejido adiposo
epididimal, aunque los valores alcanzados todavia son superiores a aquellos encontrados en
los animales alimentados con DC.

4. En los animales alimentados con DRS+AHB los niveles de glucemia basal asi como
la sensibilidad insulinica periférica global alcanzaron valores semejantes a los observados en
el grupo DC, sin cambios en los niveles de insulina circulante. Los niveles de adiponectina se
correlacionaron positivamente con la VIG y negativamente con los niveles plasmaticos de
AGNE.

5. El contenido de TNF-a se incrementa significativamente en el tejido adiposo
epididimal de las ratas alimentadas con DRS y este incremento se correlaciona positivamente
con el aumento del volumen celular de los adipocitos. El AHB dietario administrado durante
los ultimos 2 meses de experimentacion redujo el contenido de TNF-a y el volumen celular
de los adipocitos, aunque los valores alcanzados todavia son superiores a aquellos

encontrados en los animales alimentados con DC.

Los niveles plasmaticos de leptina y acidos grasos libres se modifican reciprocamente
con las condiciones nutricionales y fisiologicas. Estudios in vitro usando adipocitos aislados
de ratas normales han demostrado que la insulina estimula la secrecion de leptina, mientras
que los B-agonistas y otros agentes activadores de la adenilato ciclasa ejercen un fuerte efecto
inhibitorio sobre la secrecion de leptina estimulada por insulina y de manera concomitante
estimulan la lip6lisis y la liberacion de acidos grasos (Cammisotto y Bukowiecki, 2002). Los
presentes hallazgos demuestran que el efecto agudo de la insulina, sola y en presencia de
isoproterenol o palmitato, sobre la liberacion de leptina en adipocitos aislados de ratas
alimentadas con DC esta en concordancia con el estudio de Cammisotto y Bukowiecki (2002)
antes mencionado. Una situacion diferente surge de los adipocitos aislados de ratas
alimentadas con DRS. En estos animales la cantidad total de leptina liberada, tanto basal
como bajo el estimulo de insulina, fue significativamente menor. La mayor liberacion del

glicerol bajo las condiciones basales indica una lip6lisis incrementada. Mas aun, en un trabajo
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previo de nuestro grupo (Soria y col., 2002) observamos un incremento significativo del
glicerol liberado en la lipolisis estimulada por el isoproterenol en adipocitos de ratas
alimentadas cronicamente con DRS cuando se las compara con controles de igual edad
alimentados con DC. Asi, la fuerte correlacion negativa que existe entre los niveles de glicerol
y leptina liberados en condiciones basales, observados en este grupo dietario, sugiere que un
aumento intracelular de 4cidos grasos generados como consecuencia de la elevada lipolisis
podria jugar un rol clave en la modulacion de la secrecion de leptina. Ademas, la adicion de
palmitato disminuye significativamente la liberacion de leptina estimulada por insulina. En
concordancia con nuestros resultados, Cammisotto y col. (2003) demostraron in vitro en
adipocitos de ratas normales que acidos grasos de cadena larga y media, independiente del
grado de insaturacion, suprimen el efecto estimulatorio de la insulina en la secrecion de

leptina.

Ademas del metabolismo de los lipidos, el transporte y metabolismo de la glucosa son
factores importantes en la regulacion de la expresion y secrecion de leptina. Cammisotto y
col. (2005) observaron que substratos glicoliticos son necesarios para mantener la secrecion
de leptina tanto basal como estimulada por insulina. Mueller y col. (1998) demostraron que el
incremento en la secrecion de leptina estimulada por insulina se relaciona mas estrechamente
a la cantidad de glucosa captada por los adipocitos que a la concentracion de insulina per se.
Mas aun, la inhibicién del transporte de glucosa o la fosforilacion y la glicélisis causan una
supresion en la liberacion de leptina en los adipocitos de ratas en cultivo. En adipocitos de
ratas alimentadas con DRS hemos demostrado recientemente una reduccion substancial de la
captacion de glucosa bajo el estimulo de la insulina (Rossi y col., 2010). Ademas,
demostramos una disminuida accion antilipolitica de la insulina en los animales alimentados
con DRS (Soria y col., 2002). Como mencionaramos anteriormente, la leptina liberada bajo el
estimulo de insulina, expresada como valor absoluto, fue significativamente menor en las
ratas alimentadas con DRS. Sin embargo, la relacion de leptina liberada luego de la
estimulaciéon hormonal fue similar a la obtenida en los grupos DC y DRS+AHB. En
consecuencia, nuestros datos sugieren que la sensibilidad a la insulina de la via secretoria de
la leptina podria estar involucrada en la disminuida secrecion de leptina bajo el estimulo de la

insulina en los adipocitos de ratas alimentadas con DRS.
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Por otro lado, se han reportado resultados controvertidos (estimulacidn - inhibicion) en
relacion con los efectos del acido eicosapentaenoico (EPA) in vitro sobre la expresion génica
y secrecion de leptina (Murata y col., 2000; Reseland y col., 2001). Se ha demostrado que el
EPA estimula la expresion del ARNm y la secrecion de la leptina en adipocitos 3T3-L1
(Murata y col., 2000). El incremento de la secrecion de leptina basal inducida por el EPA se
relaciona estrechamente con la elevada utilizacion de glucosa e inversamente con el
metabolismo anaerdbico de la glucosa a lactato (Perez-Matute y col., 2005). Sin embargo,
otros estudios han demostrado efectos inhibitorios de los acidos grasos polinosaturados n-3
sobre la expresion y secrecion de leptina en diferentes lineas celulares (3T3-L1 y trofoblastos
de la placenta humana) (Reseland y col., 2001; Cammisotto y col., 2003). Los presentes datos
muestran un incremento de la cantidad de leptina total liberada tanto en la ausencia o
presencia de insulina en los adipocitos aislados de ratas alimentadas con DRS+AHB que
alcanzaron valores que se encuentran dentro del rango fisioldgico. Esto fue acompafniado con
una disminuida lip6lisis intracelular (el glicerol liberado fue similar al observado en el grupo
DC). Hemos demostrado previamente (Rossi y col, 2010; Soria y col., 2002) una
normalizacion de la captacion de glucosa estimulada por insulina y de la accion antilipolitica
de la hormona en el tejido adiposo de ratas alimentadas con DRS+AHB. Asi, la adicion de
AHB dietario, el cual disminuye la lipolisis intracelular e incrementa la captacion de glucosa
en el adipocito, podria contribuir a normalizar la secrecion de leptina en ratas alimentadas con

DRS.

Parish y col. (1997) demostraron que el AHB dietario modifica la estructura de los
fosfolipidos de la membrana plasmatica de los adipocitos de ratas con un mayor contenido de
acidos grasos n-3 PUFAs, los cuales incrementarian la fluidez de la membrana. Aunque en
este trabajo de tesis no analizamos la composicion de acidos grasos de la membrana
plasmatica del tejido adiposo, se ha demostrado previamente un incremento en los acidos n-3
docosahexaenoico y eicosapentaenoico asi como en la relacion n-3/n-6 en el musculo
esquelético y en la membrana microsomal del higado de ratas alimentadas con DRS luego de
la administraciéon de AHB (Lombardo y col., 2007; Brenner y col., 2008). En consecuencia,
estos cambios podrian estar involucrados en los mecanismos relacionados a los efectos de los
AGNE:s dietarios mejorando en el tejido adiposo la sensibilidad insulinica y la disminuida

lipdlisis.
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La leptina sintetizada de novo puede ser almacenada, secretada o degradada
intracelularmente antes de ser secretada (Roh y col., 2000). El estado nutricional o el estimulo
hormonal podrian afectar cualquiera de estos procesos que regulan la liberacion de leptina
(Lee y Fried, 2006). Adipocitos hipertrofiados contienen una mayor cantidad de leptina
comparados con los adipocitos mas pequefos, tanto en ratas como en humanos (Lee y Fried,
2006; Lee y col., 2007). En concordancia con lo antedicho, los resultados obtenidos muestran,
en las voluminosas células adiposas de las ratas alimentadas cronicamente con DRS, un
significativo incremento de la concentracion de leptina que se correlaciona positivamente con
el incremento en la masa del tejido adiposo. Estos hallazgos demuestran que la produccion de
leptina es proporcional al tamafo de la célula adiposa y que la misma no se halla alterada en
las ratas alimentadas con DRS; lo que sugiere que en este grupo experimental se reduce
exclusivamente la secrecion de leptina. En este sentido, la adicion de AHB, que disminuye la
hipertrofia celular sin cambios en el nimero de células adiposas redujo significativamente el
contenido de leptina en el tejido adiposo de las ratas alimentadas con DRS. Es importante
recalcar que todos los cambios mencionados anteriormente en los animales alimentados con
DRS, en presencia o en ausencia de AHB, se observan sin modificacion de la expresion del
ARNmMm del gen 0b en el tejido adiposo epididimal (Rossi y col., 2005).

Estudios que analizan el contenido de leptina en el tejido adiposo, particularmente en
el modelo de DRS insulino resistente, son pocos. Peyron-Caso y col. (2002b) observaron que
en animales alimentados durante 3 y 6 semanas con una dieta rica en sacarosa se induce un
incremento paralelo en los niveles de leptina plasmatica y en la adiposidad. Mas aun cuando
el tiempo de administracion de la dieta se extiende de 3 a 6 semanas, se incrementd el
contenido de leptina en el tejido adiposo cuando se lo compard con ratas alimentadas con DC.
Estas observaciones y los datos presentados sugieren que la disociacion entre el incremento de
peso y el contenido de leptina del tejido adiposo y la disminucidén plasmatica de dicha
adipocitoquina, se inicia luego de 6 semanas de administracion de DRS y se expresa
completamente luego de una administracion prolongada de la misma.

Por otro lado, un comportamiento completamente distinto se observa en los niveles
plasmaticos de leptina en las ratas alimentadas crénicamente con una dieta rica en grasa. En
estos animales la obesidad, con una concomitante RI del tejido adiposo y elevada lipdlisis, se
correlaciona positivamente con la incrementada leptinemia. Sin embargo, Ainslie y col.

(2000) demostraron una disminucion en los niveles plasmaticos de leptina con un incremento
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del peso del tejido adiposo en ratas alimentadas con una dieta rica en grasa por un corto
periodo de tiempo (4 semanas), sugiriendo que el efecto de la grasa dietaria en la leptinemia
podria depender del tiempo de administracion de la dieta y del tipo de grasa consumida, que
puede tener efectos diferentes sobre la lipolisis y la captacion de glucosa en el tejido adiposo.
En consecuencia, es posible que diferentes factores y/o mecanismos puedan participar en la
regulacion de la liberacion de leptina cuando la RI y la adiposidad son inducidas en ratas con

una dieta rica en sacarosa o una dieta rica en grasa.

El efecto hipolipemiante del AHB que normalizé los niveles de AGNE vy triglicéridos
plasmaticos se vio también reflejado en la normalizacion de la adiponectina circulante y de la
VIG. El incremento de adiponectina se correlaciond positivamente con la sensibilidad
insulinica y negativamente con los niveles de acidos grasos circulantes. Estos resultados estan

en concordancia con las observaciones de los estudios de Delporte y col. (2002).

Desde hace algunos afios se ha constatado que un primer nexo molecular entre
obesidad e inflamacion se relaciona con los niveles de TNF-o. Esta adipocitoquina se
sobreexpresa en el tejido adiposo de todos los modelos de obesidad en roedores y en los
humanos obesos (Wellen y Hotamisligil, 2005; Hotamisligil y col., 1995).

Nuestros datos demuestran un incremento significativo del contenido de TNF-a en el
tejido adiposo epididimal de las ratas alimentadas cronicamente con DRS. Coincidiendo con
nuestros hallazgos Liang y col. (2008) hallaron un significativo incremento del contenido de
TNF-a en el tejido adiposo epididimal de ratas Wistar alimentadas con una dieta rica en grasa
(33 % y sacarosa 20% de energia respectivamente) durante 20 semanas. Ademads, Borst y
Conover (2005) demostraron en el tejido adiposo retroperitoneal de ratas Wistar alimentadas
con una dieta rica en grasa (50 % calorias) un significativo incremento de TNF-ca.. Nara y col.
(1999) observaron un significativo incremento de los niveles de TNF-o en la grasa
mesentérica de ratas Wistar alimentadas durante 3 meses con dieta rica en sacarosa
comparada con sus controles etarios. Mientras que un estudio de Aguilera y col. (2004)
demostr6 un aumento de los niveles de TNF-a plasmadticos en ratas alimentadas con DRS
(30% en agua de bebida) por 27 semanas.

El TNF-a jugaria un rol clave en el metabolismo lipidico del adipocito. El tratamiento

con TNF-a decrece la expresion y actividad de la LPL e incrementa la lipolisis, reduciendo la
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acumulacion de lipidos en el adipocito (Laurencikiene y col., 2007; Landstrom y col., 2000).
Ademas, la activacion de la PKA por el TNF-a conduce a un incremento de la fosforilacion
de las perilipinas incrementando la lip6lisis (Zhang y col., 2002).

Elevados niveles de AGNEs plasmaticos se relacionan estrechamente con la RI. Un
incremento de la expresion, masa proteica y niveles plasmaticos de TNF-a es un factor
importante de la RI en el adipocito por modificacion de la activacion del receptor de insulina,
la fosforilacion del IRS-1 y el decrecimiento de la sintesis y translocacion del GLUT4 (Ruan
y Lodish, 2003). También se ha demostrado que el TNF-a disminuye la expresion de los
transportadores de acidos grasos libres (tales como FATP y FAT) en el tejido adiposo
(Memon y col., 1998). Estas acciones del TNF-o podrian contribuir a la dislipemia e

insensibilidad insulinica observada en los animales alimentados con DRS.

Numerosos estudios se han focalizado en el efecto de los 4cidos grasos
polinosaturados n-3 sobre la produccion de citoquinas inflamatorias (Chapkin y col., 2009).
En los animales alimentados con DRS la administracion de n-3 PUFAs fue capaz de
normalizar los niveles incrementados de TNF-a que alcanzaron valores similares al grupo
DC. Al respecto Muurling y col. (2003) encontraron una disminucién en la expresion de la
masa proteica del TNF-a en tejido adiposo blanco de ratones E3L alimentados con dieta rica
en grasa con 3 % de aceite de pescado respecto al grupo que no recibio los n-3 PUFAs. Perez-
Matute y col. (2007) constataron en ratas Wistar alimentadas durante 5 semanas con una dieta
rica en grasa (dieta de cafeteria) un incremento significativo de la expresion génica de TNF-a;
mientras que cuando los animales recibieron simultdneamente EPA etil ester (1g/Kg) por via
oral durante el mismo periodo de tiempo fue posible prevenir el incremento de esta citoquina
inflamatoria. Sin embargo, Aguilera y col. (2004) observaron que la administracién de aceite
de pescado durante las ultimas 6 semanas de dieta no modifica los niveles plasmaticos de
TNF-a en ratas alimentadas cronicamente (27 semanas) con DRS.

Estudios con cultivos de células muestran que el EPA y DHA pueden inhibir la
produccion de TNF-a por los monocitos. El aceite de pescado en la dieta disminuye la
produccion de TNF-a ex vivo por los macréfagos de roedores. También se ha observado en
personas sanas que la administracion de 2 g de EPA+DHA por dia disminuy¢ la produccion
de TNF-a por las células mononucleares (Calder, 2006). Més atin, Winkler y col. (2003) han

demostrado que los niveles de ARNm y masa proteica de TNF-a se correlacionan
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positivamente con adiposidad y volumen celular del tejido adiposo. En esta linea, nuestros
resultados sefialan que la administracion de AHB disminuyo el peso del tejido epididimal y el
volumen celular en los animales alimentados con DRS, correlaciondndose positivamente con

la disminucion del contenido de TNF-a en dicho tejido.

Algunas de las alteraciones metabolicas relacionadas con la hipertrofia y disfuncion de
las células grasas se asocian con la expresion del receptor activador de la proliferacion
peroxisomal y (PPAR-y). En el tejido adiposo el PPAR-y ademds de regular la adipogénesis
regula positivamente la expresion de genes implicados en el metabolismo de lipidos entre
ellos aP2, FABP4, acil-CoA sintetasa, proteina transportadora de 4cidos grasos, LPL. Mas
aun, el PPAR-y reprime la expresion de genes implicados en la lipdlisis y la liberacion de
acidos grasos tales como el receptor B3-adrenérgico y de adipocitoquinas como leptina y
TNF-a. El PPAR-y también regula efectivamente la expresion de genes implicados en la
respuesta a la insulina, entre otras funciones (Sandoval y col., 2009). Brun y col. (1997)
demostraron en adipocitos de ratas y humanos obesos una significativa disminucion del
contenido del ARNm del PPAR-y. Mas aun en los animales alimentados cronicamente con
DRS la reduccion de los niveles plasmaticos de leptina y su normalizacion bajo la
administracion de AHB podrian estar relacionados con cambios en la expresion génica y la
masa proteica del PPAR-y. Esto nos condujo a analizar si cambios en la masa proteica del
PPAR-y podrian contribuir a la disfuncion del tejido adiposo en los animales alimentados con
DRS. En relacion a lo expuesto nuestros resultados (Parte II B) muestran una significativa
reduccion de la expresion de la masa proteica del PPAR-y en el tejido adiposo de los animales
alimentados con DRS. Esto podria contribuir a la alterada capacidad de dichos adipocitos para
esterificar acidos grasos a triglicéridos lo que conduce a un incremento de la liberacion de
acidos grasos a la circulacion como pudo ser observado en los niveles circulantes de AGNEs
y en la mayor lipolisis basal in vitro.

Los ligandos del PPAR-y (agonistas) promueven la restauracion a niveles normales de
sustancias derivadas del tejido adiposo, incluyendo AGNEs, TNF-a, leptina, adiponectina y
PAI-1 (Sharma y Staels, 2007). El acido eicosapentaenoico 22:5, un acido graso n-3 presente
en el AHB dietario es uno de los ligandos naturales del PPAR-y. La mayor expresion de la
masa proteica del PPAR-y observada en el grupo DRS + AHB podria ser un posible

mecanismo responsable de la marcada reduccion de: la masa del tejido adiposo, la hipertrofia
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de las células grasas y la alterada distribucion del tamafio celular en este grupo dietario,
conduciendo a adipocitos mas pequefios y mas sensibles a la accion insulinica. Ademas en
este contexto Iwata y col. (2001) y Smith y col. (2001) demostraron que el PPAR-y regula los
substratos receptores de insulina (IRS-1, IRS-2), los cuales son necesarios para activar la
captacion de glucosa estimulada por la insulina y mediada por el transportador de glucosa
GLUT4. Nuestros datos demuestran que la captacion de glucosa bajo el estimulo de la
insulina se normaliz6 por la administracion de n-3 PUFAs dietarios. Ademas la incorporacion
de los 4cidos n-3 dietarios podrian también estar involucrados en el incremento de
adiponectina plasmadtica a través de la activacion selectiva del PPAR-y en el tejido adiposo.
Gustafson y col. (2003) observaron que el PPAR-y regula la sintesis y secrecion de la

adiponectina.

En la adiposidad el procesamiento del exceso de acidos grasos por la mitocondria
causa desacoplamiento mitocondrial (Ferranti y Mozaffarian, 2008). Se ha observado que el
incremento de los acidos grasos circulantes resultantes de un ayuno, diabetes o una dieta rica
en grasa lleva a una estimulacion en la expresion de la proteina desacoplante 2 (UCP2) en
tejido adiposo (Thompson y Kim, 2004). También se ha constatado un aumento de la
expresion génica de la UCP2 en tejido adiposo de ratones genéticamente obesos. Asi por
ejemplo en el tejido adiposo blanco de ratones ob/ob el ARNm de la UCP2 se encuentra
incrementado 3,9 veces y en ratones db/db 3,5 veces comparado con sus respectivos
controles. La mayor expresion génica de la UCP2 en el tejido adiposo de ratones 0b/ob podria
ser una respuesta adaptativa a la elevada acumulacion de lipidos para disponer el exceso de
energia desacoplando la respiracion mitocondrial de la fosforilacion oxidativa, resultando en
una disminuida produccion de energia (Memon y col., 2000).

Nuestros resultados (Parte II B) muestran que la expresion de la masa proteica de la
UCP2 se increment6 significativamente en el tejido adiposo epididimal hipertrofiado de los
animales dislipémicos que recibieron crénicamente DRS respecto del grupo que recibiéo DC.
Ademas, Chicco y col. (2005) demostraron en ratas Wistar alimentadas con DRS por un
periodo corto de tiempo (3 semanas) un significativo incremento en la expresion génica de la
UCP2 en el tejido adiposo epididimal que se correlaciona con los niveles elevados de AGNE

plasmaticos. Es interesente destacar que en estos animales -a diferencia de los alimentados
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cronicamente (8 meses) con DRS- no se observd adiposidad visceral. Wang y col. (2007)
observaron que el ARNm de la UCP2 se incrementé significativamente en el tejido adiposo
de ratas Wistar alimentadas durante 4 semanas con dieta control a la que se le adiciond 20%
de sacarosa y 10% de manteca de cerdo cuando se la compar6 con el grupo que recibid dieta

control.

La ingesta de n-3 PUFAs previene la acumulacion selectiva de grasa (Hill y col., 1993;
Peyron-Caso y col., 2002b; Rossi y col., 2005), pero poco se conoce del efecto de los n-3
PUFAs sobre la regulacion de las UCPs, en especial la UCP2 en ratas alimentadas
cronicamente con DRS. En el presente trabajo de tesis demostramos que la administracion de
aceite de pescado a los animales alimentados con DRS, disminuy¢ los niveles de la expresion
de la masa proteica de la UCP2, alcanzando valores significativamente inferiores a los
observados en los animales controles. Esto se correlaciond con una significativa disminucion
de la adiposidad visceral y normalizacion de la dislipemia. En esta direcciéon Chicco y col.
(2005) observaron que la utilizacion de aceite de pescado como fuente de grasa dietaria en la
DRS (administrada por 3 semanas) previno el incremento de la expresion génica de la UCP2.

Flachs y col. (2005) hallaron en el tejido adiposo epididimal de ratones C57BL/6J de 4
meses de edad alimentados por 5 semanas con una dieta rica en grasa [donde el 15% de los
lipidos fueron reemplazados con un concentrado de n-3 PUFAs (6% de EPA y 51% de DHA)]
una disminuida expresion génica de la UCP2 cuando se la compard con la de aquellos
alimentados con una dieta rica en grasa sin adicion de n-3 PUFAs. Por otro lado, Hun y col.
(1999) reportaron que el reemplazo parcial (30%) de aceite de perilla por aceite de pescado
durante 3 meses incrementd la expresion del ARNm de la UCP2 en el tejido adiposo
epididimal de ratones KKAy, mientras que el reemplazo parcial (30%) de aceite de soja o
manteca de cerdo por aceite de pescado durante el mismo periodo de tiempo no indujo
cambios en la expresion del ARNm de la UCP2 en el tejido adiposo de dichos ratones.

Una clara conexion entre los niveles de acidos grasos y la expresion de la UCP2 en
tejido adiposo epididimal también ha sido demostrada en preadipocitos 3T3-L1 cultivados in
vitro con acidos grasos de cadena larga saturados e insaturados (Reilly y Thompson, 2000).
La accion de los acidos grasos fue dependiente de la dosis y del tiempo de incubacion. Todos
los 4cidos grasos analizados afectaron la expresion de la UCP2 de manera diferente. Los n-6 y

n-3 polinosaturados y los n-9 monoinsaturados incrementaron de manera similar la expresion
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de la UCP2, mientras que el acido graso saturado (18:0) fue mucho menos efectivo. Esto
sugiere que los &cidos grasos insaturados utilizan una via comun, probablemente debido a un
incremento en la transcripcion antes que a un efecto directo de la naturaleza de los 4cidos

grasos (Reilly y Thompson, 2000).

Por otro lado, Kelly y col. (1998) observaron en adipocitos de ratones db/db tratados
durante 2 semanas con un agonista del PPAR-y (tiazolinediona) un incremento de la expresion
del PPAR-y sin cambios en la expresion génica de la UCP2. Los acidos grasos n-3 PUFAs o
sus metabolitos son agonistas del PPAR-y y nuestros resultados demostraron un incremento
en la expresion de la masa proteica de dicho factor de transcripcion en los animales
alimentados con DRS+AHB y un decrecimiento de la masa proteica de la UCP2. Nosotros no
cuantificamos la expresion génica de la UCP2 pero es bien aceptado en general que ambos

parametros pueden o no mostrar el mismo comportamiento

Masaki y col. (1999) demostraron que una dosis intraperitoneal de TNF-o incrementa
la expresion del ARNm de la UCP2 en el tejido adiposo epididimal de ratas Wistar,
alcanzando valores maximos en funcién del tiempo de administracion. Otros autores
observaron también una correlacion entre niveles del TNF-a y de la expresion génica de la
UCP2 en diferentes tejidos tales como higado y musculo esquelético (Busquets y col., 1998;
Cortez-Pinto y col., 1998; Lee y col., 1999). Nuestros resultados ex vivo demuestran una
correlacion positiva entre el contenido de TNF-o y la expresion de la masa proteica de la
UCP2 en tejido adiposo epididimal en los animales tratados con DRS y DRS+AHB. De lo
expuesto, el TNF-o podria estar involucrado en la regulacion de la masa proteica de la UCP2,

al menos en el tejido adiposo en este modelo experimental.

Los resultados precedentes nos demuestran que la adiposidad visceral presente en las
ratas alimentadas con DRS indujo un desacoplamiento mitocondrial (incremento de la masa
proteica de la UCP2) y una desregulacion de adipocitoquinas que fueron mejoradas luego de
la administraciéon de AHB. La adiposidad se asocia con estrés oxidativo pudiendo producir un
desbalance entre los niveles de las especies reactivas del oxigeno (ROS). Los acidos grasos
también estan implicados en la activacion del estrés oxidativo, no solo por desacoplar la

fosforilacién oxidativa e incrementar la generacion de ROS sino también por deteriorar las
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defensas antioxidantes (Subauste y Burant, 2007). Dentro de este contexto nos propusimos
analizar algunas enzimas antioxidantes y oxidantes (Parte II C) (productoras de ROS)
involucradas en el estrés oxidativo.

Al respecto, en el tejido adiposo epididimal de ratas Wistar alimentadas cronicamente
(8 meses) con DRS, en ausencia o presencia de AHB, los hallazgos mas importantes de esta
tesis fueron:

1. Un incremento significativo de la actividad enzimatica xantino oxidoreductasa
(XOR) (xantino oxidasa y xantino deshidrogenasa) y xantino oxidasa. La actividad de estas
enzimas mejord luego de la administracion de AHB dietario pero sin alcanzar los valores de
los animales controles alimentados con DC.

2. El incremento en el contenido de TBARS no se modifico en presencia de AHB.

3. Una disminucién significativa de las actividades de las enzimas antioxidantes
(catalasa, glutation peroxidasa y glutation reductasa) que se normalizaron o mejoraron en
presencia de AHB dietario.

4. Un incremento del contenido de glutation total que mejor6 con la adicion de AHB

dietario.

La enzima xantino oxidoreductasa se encuentra estrechamente vinculada con la
generacion de ROS. Es una enzima especifica que produce especies reactivas del oxigeno y
subsecuentemente estrés oxidativo. Hemos observado un incremento en la actividad xantino
oxidoreductasa (XOR) y xantino oxidasa (XO) en el tejido adiposo epididimal de los animales
alimentados con DRS. Cheung y col. (2007) demostraron que la expresion génica y la
actividad enzimadtica de la XO y su producto metabolico, el acido tUrico, se encuentran
significativamente elevados en el tejido adiposo de ratones ob/ob de 2 meses de edad respecto
a sus controles etarios. En estos animales la expresion de la XO es mas elevada en tejido
adiposo cuando se la compara con otros tejidos (higado, misculo, pancreas e hipotalamo).
Desco y col. (2002) observaron un incremento en la actividad de la xantino oxidasa y xantino
deshidrogenasa en el higado de ratas Wistar adultas con diabetes experimental (inducida por
administracion de una unica dosis de streptozotocina) comparada con sus respectivos
controles. De manera similar la actividad XO plasmatica de los animales diabéticos

increment6 un 30% sobre el nivel de los animales controles.
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Nuestros resultados mostraron que la sustitucion parcial de aceite de maiz por AHB
durante 2 meses de experimentacion disminuy6 significativamente las actividades XOR y XO
en los animales alimentados con DRS. Al presente no conocemos el efecto del AHB sobre la
actividad XOR o XO en tejido adiposo epididimal de otros modelos experimentales. Sin
embargo, en higado Kim y col. (2005) constataron que el incremento en la actividad de la XO
observado con el cambio de edad (periodo de 4 a 9 meses) en los ratones controles en los
cuales el aceite de maiz se utilizd6 como fuente de grasa dietaria, fue suprimido cuando se
administr6é aceite de pescado (5%); y Erdogan y col. (2004) no hallaron diferencias en la
actividad de la XO plasmatica en ratas Wistar alimentadas con 0,4 g/Kg de aceite de pescado

durante 1 mes comparadas con sus respectivos controles.

Los productos aldehidicos secundarios de la peroxidacion lipidica son marcadores
aceptados de estrés oxidativo. En la presente tesis observamos un incremento significativo del
contenido de TBARS en el tejido adiposo epididimal de los animales alimentados
cronicamente con DRS respecto a los que recibieron DC. Un incremento similar fue
observado a nivel plasmatico (datos no mostrados). Los resultados de la peroxidacion lipidica
en tejido adiposo son contradictorios. Al respecto, Robolledo y col. (2008) hallaron que la
administracion de una dieta rica en fructosa (10% en el agua de bebida) durante 3 semanas a
ratas Wistar induce un incremento en el contenido de TBARS en el tejido adiposo. Sin
embargo, Sohet y col. (2009) reportaron que ratones C57BL6/J alimentados durante 60 dias
con una dieta rica en grasa mas 21% de fructosa en el agua de bebida no produce cambios en
el contenido de TBARS en el tejido adiposo epididimal.

En otros tejidos asi como en orina y plasma también se ha visto un incremento en la
peroxidacion lipidica en animales alimentados con dietas ricas en azucares, por ejemplo,
Busserolles y col. (2002) utilizando ratas Wistar hallaron un aumento en el contenido de
TBARS en plasma, orina, corazon, timo y pancreas luego de la administracién de una DRS
por 2 semanas cuando se los compar6 con animales alimentados con dieta control. Ademas,
Thirunavukkarasu y col. (2003) demostraron un incremento en los TBARS en higado y rifién
de ratas Wistar adultas alimentadas durante 20 dias con una dieta rica en fructosa (61 %)

cuando se las comparo con los animales que recibieron DC.
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Algunos estudios han evaluado el contenido de TBARS en diferentes tejidos. Al
respecto, Kubo y col. (1998), Saito y Kubo (2003) y Sekine y col. (2003) en higado y rifiéon de
ratas observaron un incremento de los mismos luego de la administracion de aceite de
pescado o de DHA, mientras que en testiculo no encontraron un incremento en los niveles de
peroxidacion lipidica. Nuestros hallazgos no muestran cambios en los niveles de TBARS en
tejido adiposo de los animales alimentados con DRS+AHB cuando se las compara con el

grupo que recibio DRS.

Dentro de la bateria enzimatica y no enzimatica que protegen al tejido adiposo de una
excesiva produccion de ROS, analizamos en primer lugar la actividad enzimdtica de la
catalasa. Una significativa disminucion de la actividad catalasa en el tejido adiposo epididimal
hipertrofiado de los animales alimentados cronicamente con DRS, que se normalizé bajo la
administracion de AHB fue observado en el presente trabajo. Furukawa y col. (2004)
observaron en ratones obesos KKAy una reducida expresion génica de la catalasa en el tejido
adiposo blanco sin cambios en higado o musculo esquelético, lo que conduciria a una elevada
produccion de ROS en el tejido adiposo de estos ratones. La administracion de una dieta rica
en fructosa por un periodo de 20 dias disminuy6 la actividad de la catalasa en higado y rifién
de ratas Wistar comparadas con sus controles etarios (Thirunavukkarasu y col., 2003).
Ademés, en musculo, Adéchian y col. (2009) demostraron que la administracion de una dieta
rica en grasa y sacarosa por 5 semanas redujo la actividad catalasa, y Valls y col. (2003)
encontraron una disminuida actividad catalasa en el tejido adiposo de ratas Wistar
alimentadas con una dieta hiperlipidica comparada con los animales que recibieron DC. Otros
autores han observado ademas una disminucion de la expresion génica y actividad de dicha
enzima en diferentes tejidos de ratas o ratones alimentados con dietas ricas en grasa (Amin y

col., 2009; Thomas-Moya y col., 2008; Colbert-Coate y Huggins, 2010).

Okuno y col. (2008) demostraron que la expresion del ARNm de la catalasa disminuye
en paralelo con la expresion génica del PPAR-y frente a la administracion de cantidades
crecientes del TNF-a en cultivo de células 3T3-L1. Por otro lado, cuando las células 3T3-L1
son cultivadas en presencia de un agonista del PPAR-y (pioglitazona) se observa un
incremento en la expresion génica y actividad de la catalasa. Estos datos sugieren que el

PPAR-y jugaria un rol crucial en la regulacion transcripcional de la catalasa, ya que se ha
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identificado una region del gen de la catalasa que contiene elementos de respuesta al PPAR-y.
De lo expuesto, la administracion de una DRS, la cual disminuye la masa proteica del PPAR-
Y, € incrementa los niveles intracelulares del TNF-a en el tejido adiposo, podria estar
involucrada en la disminucién de la actividad de la catalasa. E1 AHB es un agonista natural
del PPAR-y y nuestros resultados demostraron un incremento de la expresion de la masa
proteica del PPAR-y acompainada de una normalizacion de la actividad catalasa y del TNF-a
en el tejido adiposo de los animales que recibieron DRS+AHB. Al respecto, otros autores han
sefalado un incremento de la actividad de esta enzima en higado y corazon de ratas donde se
administré aceite de pescado dietario (De Craemer y col., 1994; Chapman y col., 2000;

Yamazaki y col., 1987; Neat y col., 1981).

La actividad de la glutation peroxidasa (GPx) es importante para predecir el estado
redox de un tejido, una disminucion en la actividad de la misma podria relacionarse con el
bajo poder reductor NADPH/NADP" inducido por un incremento en la susceptibilidad al
estrés oxidativo (Mercier y col., 2008).

La disminucién de la actividad de la GPx observada en el tejido adiposo epididimal de
los animales cronicamente alimentados con DRS, esta en concordancia con los resultados
encontrados por distintos autores en diferentes modelos experimentales. Al respecto,
Rebolledo y col. (2008) encontraron una disminuida actividad GPx en el tejido adiposo de
ratas Wistar alimentadas con una dieta rica en fructosa (10% en el agua de bebida) durante 3
semanas; y Girard y col. (2005) encontraron una disminucién, aunque sin llegar a ser
significativa, en la actividad de la GPx en el tejido adiposo de ratas Wistar alimentadas con
una dieta enriquecida en fructosa y acidos grasos saturados al compararla con el grupo que
recibio dieta control. Furukawa y col. (2004) observaron una disminucion en la actividad de la
GPx en el tejido adiposo blanco de ratones KKAy a las 7 y 13 semanas de vida comparados
con ratones de la cepa C57BL/6 de igual edad. Sin embargo, una disminucién en la expresion
génica de la GPx solo fue observada a las 7 semanas. Un decrecimiento en la actividad de la
GPx fue también observado en tejido adiposo epididimal de ratas Zucker obesas y ratones
ob/ob (Galinier y col., 2006b; Kobayashi y col., 2009). Ademas, Kobayashi y col. (2009)
demostraron una disminucion en la expresion del ARNm de la GPx en adipocitos 3T3-L1

cultivados en presencia de TNF-a. El incremento en el contenido de TNF-a observado en el
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tejido adiposo de ratas alimentadas con DRS podria estar involucrado en la reduccion de la

actividad de esta enzima.

Otra enzima clave en el sistema antioxidante que protege a las células de los radicales
libres es la glutation reductasa (GR). Como mencionamos anteriormente dicha enzima
cataliza la reduccion de GSSG a GSH por un mecanismo NADPH dependiente. Nuestros
resultados demostraron que en el tejido adiposo de ratas Wistar alimentadas cronicamente con
DRS la actividad GR disminuy¢ significativamente respecto del grupo que recibiéo DC. Otros
estudios utilizando ratas Wistar alimentadas durante 3 semanas con dietas ricas en fructosa
(10% en agua de bebida) o 2 meses con dietas compuestas por 18% fructosa y 11% de 4cidos
grasos saturados observaron un incremento en la actividad de la GR en tejido graso abdominal
(Rebolledo y col., 2008; Girard y col., 2005). Por otro lado, Thirunavukkarasu y col. (2003)
alimentando ratas Wistar durante 20 dias con una dieta rica en fructosa (61% p/p)
demostraron un significativo decrecimiento de la actividad de la GR en tejido hepatico y rifion
cuando se las compara con los animales alimentados con dieta control. Los resultados
mencionados sugieren que el tiempo, tipo de azicares simples en la dieta y forma de
administracion de la misma participarian en los cambios observados en los tejidos, incluyendo

el adiposo, sobre la actividad GR.

La administracion de AHB durante los ultimos 2 meses de experimentacion en las
ratas alimentadas con DRS normaliz6 la actividad de la GPx e increment6 la actividad de la
GR aunque en esta ultima sin llegar a alcanzar los niveles observados en los animales con DC.
Al respecto, Chow y col. (1973) observaron una mayor actividad GPx y GR en el tejido
adiposo perirenal de ratas Sprague-Dawley alimentadas durante 7 meses con una dieta cuya
fuente grasa fue aceite de higado de bacalao (15,7%) comparada con las ratas alimentadas

isocaloricamente con aceite de maiz (15,7%) por el mismo periodo de tiempo.

El glutation es el tiol no proteico predominante en las células. Durante el estrés
oxidativo y deficiencia de GR, el GSSG intracelular se acumula y la pérdida de balance redox
de tioles puede tener consecuencias deletéreas en la regulacion metabolica, la integridad

celular y la homeostasis de los tejidos (Tandogan y Ulusu, 2006).
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Los resultados obtenidos en el tejido adiposo epididimal hipertrofiado de ratas
alimentadas cronicamente con DRS demuestran un incremento del contenido de glutation
total (reducido y oxidado) cuando se lo compara con lo observado en los animales
alimentados con DC. En un trabajo reciente Galinier y col. (2006a) demostraron en el tejido
adiposo inguinal y epididimal de ratas Zucker obesas un incremento del contenido total de
glutation y una disminucién significativa del estado redox del glutation (calculado como el
cociente entre la concentracion de glutation oxidado y glutation total) comparado con los
controles delgados. Un estado redox del glutation similar también fue constatado en la
presente tesis en las ratas alimentadas cronicamente con DRS. Por otro lado, Rebolledo y col.
(2008) observaron una disminucién del contenido de glutation total en el tejido adiposo
blanco de ratas Wistar que recibieron durante 3 semanas una dieta comercial estandar

adicionada de 10% de fructosa en el agua de bebida.

La sustitucion parcial de aceite de maiz por AHB en el grupo alimentado con DRS
redujo el contenido de glutation total incrementando el estado redox del glutation aunque sin
alcanzar los niveles observados en los animales controles alimentados con DC. Una
disminucién en los niveles plasmaticos de glutation reducido fue observado en ratas Sprague-
Dawley alimentadas durante 10 semanas con aceite de pescado (menhaden) comparadas con

las que recibieron aceite de soja dietario (Meté y col., 1999).

De los resultados expuestos en esta ultima parte de la tesis constatamos en el tejido
adiposo de los animales alimentados cronicamente con DRS un importante incremento del
estrés oxidativo. Ademas nuestros datos sugieren que la administracion de AHB, el cual
induce un incremento de las actividades de las enzimas antioxidantes y una disminucion de la

actividad xantino oxidasa, contribuiria a proteger al tejido adiposo de la generacién de ROS.
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CONCLUSIONES:

El estilo de vida moderno (sedentarismo) y la composiciéon de la dieta (excesivo
consumo de bebidas conteniendo sacarosa y alimentos ricos en carbohidratos simples y grasas
saturadas), junto a los factores genéticos, contribuyen a una mayor incidencia del Sindrome
metabolico, en el cual la dislipemia, insulino resistencia, adiposidad visceral entre otras
juegan un papel fundamental.

En este trabajo de tesis utilizamos un modelo nutricional de dislipemia, adiposidad
visceral y resistencia insulinica en presencia de alterados niveles de adipocitoquinas (leptina y
adiponectina) inducido por la administracion cronica de una dieta rica en sacarosa. Los
resultados obtenidos sugieren: la mayor disponibilidad de AGNEs (plasmaticos y tisulares) y
la insensibilidad insulinica conducen a una menor secrecién de leptina y acumulo de esta
adipocitoquina en el tejido adiposo. La elevada lipolisis observada en este tejido entre otros
factores también estaria involucrada en el incremento del contenido de TNF-o y menor
expresion de la masa proteica del PPAR-y. Ademas, el procesamiento del exceso de acidos
grasos en el tejido adiposo podria causar desacoplamiento mitocondrial, debido al incremento
de la expresion de la masa proteica de la UCP2, incrementar la generacion de especies
reactivas del oxigeno a través de un aumento en la actividad oxidante y disminucion de las
defensas antioxidantes, conduciendo a estrés oxidativo. Sin perjuicio de otros factores que
podrian también estar involucrados, todos los hallazgos aqui descriptos contribuirian a la
desregulacion funcional del tejido adiposo. Los resultados obtenidos son consistentes con lo
antedicho ya que la administracion de AHB dietario que normaliza la dislipemia e

insensibilidad insulinica logra mejorar significativamente la disfuncion del tejido adiposo.
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