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I. Introduccion

La Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) es una enfermedad crénica grave cuyo
aumento creciente se relaciona estrechamente con la adopcion de estilos de vida
no saludables tales como planes de alimentacién inadecuados, sedentarismo y
estrés crénico. Diversos estudios han demostrado que el crecimiento de su
prevalencia es mayor en paises en desarrollo como el nuestro (Fall CH 2001;
Ferrante D y Virgolini M 2007; Ferrante D y col. 2011; Mokdad AH y col. 2003;
Must A y col. 1999). La DMT2 se asocia frecuentemente con otros factores de
riesgo cardiovascular tales como obesidad de tipo central, hipertension arterial y
dislipidemia, constituyendo el Sindrome Metabdlico (SM) (Bellomo Ay col. 2007).
En la dltima clasificacion de la Federacion Internacional de Diabetes el
componente primordial del SM es el aumento del perimetro de cintura
condicionado por el depésito de grasa abdominal. Numerosos estudios han
demostrado la importancia de la distribucion corporal del tejido adiposo (TA) en el
desarrollo de los desérdenes metabdlicos tales como la tolerancia a la glucosa
alterada (TGA), dislipemia y enfermedad cardiovascular (Bellomo Ay col. 2007).

Aungue la aparicion de la DMT2 implica una falla de la funcion de las
células B productoras de insulina (Poitout V y Robertson RP, 2002) su patogenia
es compleja, por lo que la busqueda de estrategias de control y tratamiento
eficaces requieren de un enfoque multiple con la inclusion de otros érganos claves
para explicar la disfuncion metabdlica existente. Tal es el caso del tejido adiposo
abdominal (TAA). Esta grasa no es tan sélo un depdsito de sustratos de alto valor
energético, sino también un productor de adipocitoquinas (interleuquinas (IL),
leptina, factor de necrosis tumoral a (TNF-a), resistina, angiotensindgeno,
adiponectina, etc), que participan en la regulacion de la homeostasis metabdlica y
energética (Schaffler A y col. 2006). Alteraciones en su masa y funcion endocrina
promueven la ruptura de dicha homeostasis y el desarrollo de insulinorresistencia
(IR) (Poitout V & Robinson RP 2002). La IR afecta entre otras a la funcion
hepatica, aumentando la liberacion inapropiada de glucosa vy triglicéridos (TG)
(Bezzerra RM y col. 2000; Catena C y col. 2003; Thorburn AW y col. 1989). La
asociacion de IR, hiperglucemia e hiperlipidemia aumentan la demanda de
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insulina con la consiguiente sobrecarga funcional de las células B pancreaticas,
favoreciendo el desarrollo de DMT2 en personas genéticamente predispuestas.

Estas alteraciones se acomparfan de disfuncion endotelial con aumento de
la actividad de la NADPH-oxidasa (Carey RM & Siragy EHM 2003) -que aumenta
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)- y produccién inapropiada
de endotelinas, que afectan la contractilidad vascular (Marrachelli VG y col. 2006).
Este complejo conjunto de alteraciones endocrino/paracrinas aumenta tanto la
produccion local (p.ej. en el TAA) de ROS como la sistémica (Hainault | y col.
2002).

Buscando unificar la patogenia de todas estas alteraciones, Brownlee MJ
(2003) ha sugerido que ellas se originarian a partir del aumento en la produccion
de ROS, inducida por un aporte exagerado de sustratos y ulterior alteracién de
diversas vias metabdlicas. Diversos autores postulan que este proceso
comenzaria en el tejido adiposo abdominal (TAA) con un aumento de la actividad
de su NADPH-oxidasa (Furukawa S y col. 2004) con el subsecuente incremento
de la produccién de ROS y una deficiencia concomitante de su neutralizacion por
los sistemas antioxidantes que llevarian al establecimiento de una condicién de

estrés oxidativo.

I.1 Estrés oxidativo

La evolucion de la vida en la tierra dio origen a organismos aerdbicos cuya
supervivencia depende de la presencia del oxigeno para realizar sus procesos
metabdlicos (Touyz RM, 2012) Paraddjicamente este oxigeno vital para las
células puede resultar toxico por su contribucion a la produccion de radicales
libres. Se denomina radical libre a cualquier especie (atomo, molécula o i6n) que
contenga al menos un electron desapareado en su 6rbita mas externa y que sea
capaz de existir de forma independiente.

Las ROS, comprenden todas aquellas especies reactivas que siendo o0 no

radicales libres centran su reactividad en un atomo de oxigeno. También a

-
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menudo bajo la denominacién de ROS se incluyen otras especies quimicas no
derivadas del oxigeno como nitrégeno, azufre o cloro.

Bajo ciertas condiciones, la velocidad de generacion de ROS en el
organismo supera a la capacidad del sistema de defensa antioxidante,
provocando un desequilibrio redox que se conoce como estrés oxidativo (EO)
(Dean P & Young-Mi Go 2010). Cuando el EO afecta a sustratos bioldgicos, el
desequilibrio redox afecta a macromoléculas lo que produce un dafio oxidativo.
Segun su intensidad y duracién los estados patolégicos generados afectan a
multiples tejidos del organismo y conducen al deterioro progresivo de funciones
vitales, en nuestro caso, la aparicion de DMT2. Actualmente disponemos de
varios biomarcadores de estrés oxidativo y del dafio inducido por él, la mayoria de

los cuales posee una potencial utilidad clinica.

I. 1. 1. Vias de produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

El fendmeno de la toxicidad del oxigeno, referido como la paradoja de la
aerobiosis, es inherente a su estructura atomica. El oxigeno molecular es un
biradical que genera agua tras la adicién secuencial de cuatro electrones y cuatro
protones en la cadena de transporte electrénico mitocondrial. En este proceso, en
el que se produce gran cantidad de energia en forma de ATP, pueden también
generarse moléculas parcialmente reducidas con uno, dos y tres electrones. Estas

moléculas son:

v' Radical superoéxido: puede formarse por dos vias una enzimatica y otra no
enzimatica. En la via enzimatica, las enzimas que participan son la xantina-

oxidasa, la citocromo P-450 y la NADPH-oxidasa

O ———» 0"

le- X
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v' Per6xido de hidrégeno: puede generarse por reduccion enzimatica del
oxigeno (a) o por dismutacién del superoxido ya sea espontdneamente o

catalizada por la superéxido dismutasa (SOD) (b)

a) O+ 2e +2H" — H,0,
b) 2 02._+ 2H — H,O, + O,

v" Radical hidroxilo: ésta es la especie mas oxidante que puede afectar acidos
nucleicos, proteinas, lipidos, principalmente uniéndose a los dobles enlaces
de los &cidos grasos insaturados. Puede formarse mediante dos reacciones,
una es la de Haber-Weiss (a) y la otra la de Fenton (b) de mayor relevancia

bioldgica.

a) 02"+ H,0, — HO*+ HO + 0O,

b) 2H" +2 0,"— H,0, + 2e complejo-Fe*? 0,

HO®+ HO" complejo-Fe*? 0,

v' Radicales organicos: (Re, ROe, ROOQe): se producen cuando las ROS
atacan a moléculas orgéanicas, particularmente lipidos insaturados, generando
especies reactivas de estas moléculas que a su vez dafian a moléculas

vecinas produciendo una reaccion en cadena.

R- H Re —»RQOe ROOH ROs
I AN AN A2 Ty

OHe H,O'! O, RH Re Fe™ Fe™ + OH"

Todas estas formas de ROS (Figura 1) causan lesiones oxidativas a las

macromoléculas celulares (lipidos, proteinas y ADN). Las lesiones se manifiestan

)
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como peroxidacion de los lipidos insaturados de las membranas, modificaciones
en el ADN (alteracion de bases, roturas de las cadenas, intercambios entre las
cromatidas hermanas, etc.), cruzamientos entre las proteinas y el ADN,

carbonilacion proteica y pérdida de los grupos SH- de las proteinas, etc.

10 Oxigeno singlete

P

0, OxigD

W

O;o- Radical Superoxido

e+ 2H¢) [

~

HZVO2 Peroxido de hidrogeno

e +H*
H,O 4
HOe Radical Hidroxilo
e + H“q[
H,0 Agua

Figura 1: esquema general de produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS).

La produccion de ROS esta presente en reacciones catalizadas por la
xantina-oxidasa (XO), la oxido-nitrico sintasa (NOS), enzimas de la cadena
respiratoria mitocondrial y la fosfato nicotinamida-adenina dinucledtido-oxidasa
(NADPH-oxidasa). Tanto la XO como la xantina-deshidrogenasa (XDH) son

formas interconvertibles de la misma enzima, que participan en diversas
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reacciones biologicas, principalmente en la degradacion de purinas oxidando al
NADH para formar 0, y H20..

En condiciones fisiologicas, en presencia del cofactor tetrahidrobiopterina
(BH4) y del sustrato enddgeno L-arginina, la NOS produce 6xido nitrico (NO). Sus
tres isoformas son capaces de producir 0,

I. 1. 2. Generacion mitocondrial de ROS

La mitocondria se encuentra particularmente involucrada en el metabolismo
de la célula mediante sefiales de transduccion y la regulacion de la formacién de
ROS. Mas del 95% del O, consumido por la célula es reducido por el complejo IV
formando dos moléculas de agua. En condiciones normales, solo el 1-2% del flujo
de electrones convierte el O,en O,° .

La produccion de ROS en la mitocondria esta modulada por varios factores
tales como la cadena de transporte de electrones, el contenido de antioxidantes
liposolubles (a-tocoferol o vitamina E, B-carotenoides, licopenos y retinol o
vitamina A), hidrosolubles (glutatiéon reducido o GSH), la concentracion de O, y
NO, la disponibilidad de dadores de electrones y la actividad de la proteina
desacoplante UCP (del inglés uncoupling protein).

Cuando se producen alteraciones bioldgicas en la mitocondria, éstas se
asocian con disfuncién y EO (Ungvary Z y col. en el 2008). En enfermedades
cardiovasculares y neuroldgicas hay una disfuncion (aumento o disminucion) de la

actividad de los complejos I, lll y IV de la cadena transportadora de electrones.

I. 1. 3. Generacion extra mitocondrial de ROS: actividad de la NADPH-
oxidasa

Hasta no hace mucho tiempo se consideraba a la mitocondria la fuente
principal de ROS, sin embargo, ahora hay evidencia suficiente que indica que las
NADPH-oxidasas, denominadas NOX, también cumplen un rol muy importante.

La familia NOX comprende siete miembros caracterizados por poseer una
subunidad catalitica como sitio activo. Estas incluyen la NOX1, NOX2 (antes gp91
phox), NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 y DUOX2. (Miller AA y col. 2006). La

.



I. Introduccion

NADPH-oxidasa se encontrd inicialmente en fagocitos y esta compuesta por cinco
subunidades: p47phox, p67phox, p40phox, p22phox y la subunidad catalitica
gp91phox. Esta familia de NOX, se expresa en muchos tejidos y acttan como
mediadores de diversas funciones biologicas. Todas son proteinas
transmembrana, que transportan electrones para reducir al oxigeno.

La NOX1 se encuentra principalmente en células epiteliales del colon y
también en células endoteliales, vasos y musculo liso; participan en mecanismos
de defensa y crecimiento celular.

La NOX2 se expresa en fagocitos, vasos, musculo cardiaco, rifion y células
neuronales.

La NOX3 se encuentra en tejidos fetales y en oido interno del adulto;
participa en regulacién de la funcién vestibular.

La NOX4, también llamada “Renox” (renal oxidasa) por su abundancia a
nivel renal, también se encuentra en células vasculares, fibroblastos vy
osteoclastos. Produce principalmente H,O,, mientras que la NOX1 genera 0,*
que luego es convertido a H,O,. La diferencia entre los productos generados por
NOX1 y 4 seria la de cumplir distintos roles en la sefializacion intracelular.

La NOX5 que es la Unica dependiente de la presencia Ca?*, se encuentra
en testiculo y tejido linfoide.

Todas las NOX excepto la 5 necesitan la presencia de p22phox (Griendling
KK 2006). Su activacién involucra la translocacion, fosforilacion de p47phox y la
asociacion de esta ultima con la p67phox y el citocromo b558. El aumento en la
expresion de ARNm de NOX se observa en respuesta a estimulos fisicos (estrés,
presion), factores de crecimiento (factor de crecimiento derivado de plaquetas,
factor de crecimiento epidérmico), citoquinas (TNFa, IL-1), factores metabolicos
(hiperglucemia, hiperinsulinemia, acidos grasos libres (AGL)) y receptores

agonistas acoplados a proteina G (serotonina, trombina, endotelina).

I. 2. Sistema de defensa antioxidante
Dada la alta reactividad de los ROS, los seres vivos hemos desarrollado

diversos mecanismos eficientes que permiten la estabilizacion, eliminacion y
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proteccion contra sus efectos deletéreos. Entre estos mecanismos se destacan
enzimas antioxidantes, como la superéxido dismutasa (SOD) con dos isoformas,
una de ellas se encuentra en el citosol y requiere de cobre y zinc como cofactores
para su activacion (SOD-1), la otra esta presente en las mitocondrias y en este
caso el cofactor es el manganeso (SOD-2). La catalasa (CAT) cataliza la
descomposicion del peroxido de hidrogeno en oxigeno y agua y la glutation
peroxidasa (GPX) que cataliza la oxidacién del glutation en presencia de perdxido
de hidrégeno requiriendo el selenio como cofactor (Betteridge D 2000; Romero E
y col. 1998). Los resultados experimentales sustentan la hipétesis de una relacion
directa entre el nivel de esos minerales y la actividad de las enzimas antioxidantes
(Podracka L y col. 1999).

Particularmente la SOD requiere de cobre (Cu) y zinc (Zn) como
cofactores, los cuales, ademas de su capacidad antioxidante, desempefian otras
importantes funciones a nivel celular relacionados con la inmunidad, maduracién
sexual, expresion de informacion genética, y producciéon de energia (Czajka-
Narins D 1998).

El sistema no enzimatico incluye a los tocoferoles, carotenoides, licopenos
retinol, glutatién, bilirrubina y &cido urico.

En el sistema enzimatico, la SOD cataliza la dismutacion del radical
superoxido a peroxido de hidrégeno y oxigeno.

La GPX reduce el peroxido de hidrogeno y lipoperoxidos a agua y
alcoholes, formandose glutation oxidado (GSSG); éste a su vez puede ser
reciclado por la glutation reductasa (GR) a glutation reducido (GSH) utilizando
NADPH como sustrato.

La CAT esta localizada principalmente en los peroxisomas y cataliza la
reaccion de transformacion de perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno. Es muy
efectiva en presencia de niveles muy altos de EO y protege a las células del H,0;

generado intracelularmente. (Figura 2).
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Figura 2: Vias de accién del sistema antioxidante celular. OxHb: oxihemoglobina,

MetHb: metahemoglobina

Ademas del sistema enzimatico, las células son capaces de defenderse
contra los dafos de las ROS mediante el uso de antioxidantes celulares como el
acido ascorbico (vitamina C), acido urico y GSH. Del mismo modo, los polifenoles
colaboran en la prevencion de dafios causados por las ROS eliminando radicales
libres. Por el contrario, la capacidad antioxidante del espacio extracelular es
relativamente escasa: el antioxidante plasméatico mas importante es el acido Urico.

Los efectos de las ROS sobre el metabolismo celular incluyen no soélo la
muerte celular programada y la necrosis, sino también efectos positivos tales
como la induccion de genes de defensa y la movilizacion de los sistemas de
transporte de iones. También se los involucra en funciones de sefializacion redox
0 sefalizaciobn oxidativa. En particular, las plaquetas que participan en la
reparacion de heridas y en la hemostasia, liberan ROS que permiten reclutar mas
plaquetas en los sitios de lesion. Estas también proporcionan un enlace a la

adaptacion del sistema inmune a través del reclutamiento de glébulos blancos.
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Las ROS también estan implicadas en una gran variedad de respuestas
inflamatorias incluyendo las enfermedades cardiovasculares. Asimismo participan
en la patogenia del dafio coclear inducido por niveles de sonido elevados,
toxicidad de drogas como el cisplatino y en la sordera congénita en animales y
humanos. La sefializacion redox también participa en el mecanismo de las
lesiones isquémicas tales como los accidentes cerebrovasculares y el infarto
agudo de miocardio.

En la figura 3 se resumen las interrelaciones entre la produccion de las
ROS y la accion del sistema de enzimas antioxidantes a nivel mitocondrial y

extramitocondrial.
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Figura 3: Mecanismos de produccion de ROS en el citosol y la mitocondria. Sitios de

accion de las distintas enzimas antioxidantes.
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I. 3. Tejido adiposo

I. 3. 1. Morfologia

El tejido adiposo se encuentra depositado en distintas localizaciones del
organismo. Se distinguen dos grandes tipos de tejido adiposo, el blanco y el pardo
o marron. Ambos difieren no solamente en su coloracion sino también en cuanto a

la morfologia, distribucion, genes y funcion.

Figura 4: microfotografia electrénica de tejido adiposo (100x) obtenida de Kota Ichikawa
y otros, 2005.

El tejido adiposo estd formado por células adiposas, denominadas
adipocitos (Figura 4) y un componente estroma-vascular en el que residen los
preadipocitos. Los adipocitos, con un tamafio de 10 a 200 micras, son células
redondeadas que contienen una vacuola lipidica que representa el 95% del peso
celular y que desplaza al resto de las organelas hacia la periferia (Moreno MJ &
Martinez JA, 2002).

El tejido adiposo blanco esta formado por adipocitos uniloculares con
mitocondrias muy distintas a las del tejido pardo. Es el mas abundante del
organismo humano adulto y por lo tanto el mayor reservorio energético. La




I. Introduccion

energia es almacenada en las células adiposas en forma de TG. La principal
fuente de TG procede de los quilomicrones y las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) circulantes. Este tejido también es considerado un liberador de
acidos grasos durante el ayuno para proporcionar combustible a otros tejidos
(Figura 5).

Nucleo

’4&5\\ -

Vacuolallipidica

Figura 5: estructura del adipocito que forma el tejido adiposo blanco.

El tejido adiposo pardo posee adipocitos multiloculares y es el encargado
de la termogénesis. Su color se debe a la gran cantidad de mitocondrias que
posee, las cuales expresan cantidades elevadas de UCP, que produce un
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa promoviendo asi la disipacién de

energia en forma de calor (Figura 6).

Figura 6: estructura del adipocito que forma el tejido adiposo pardo.
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En condiciones normales el 80% del tejido adiposo esta localizado en el
tejido celular subcutaneo, mientras que el del 20% restante corresponde al tejido
adiposo visceral. Este esta constituido por adipocitos de un tamafio mas reducido,
con menor capacidad de almacenamiento, mas vascularizado, con mayor
inervacion simpatica y gran numero de receptores B-adrenérgicos, hecho que
facilita su mayor actividad metabdlica.

El aumento de la masa de tejido adiposo se debe a la participacion de dos
procesos; a) el aumento de tamafio de los adipocitos (hipertrofia) y b) el
incremento de su nuamero (hiperplasia), a partir de los preadipocitos
mesenquimaticos. Este Ultimo proceso supone un conjunto de pasos de
diferenciacion en el que participa una cascada de factores de trascripcion
especificos, uno de los cuales es el receptor activador de la proliferacion de los

peroxisomas gamma (PPARY).

I. 3.2. Tejido adiposo como 6rgano endocrino

¢, Qué ocurre a nivel de tejido adiposo, en especial el TAA?

El TAA produce y libera diversas adipocitoquinas que afectan procesos
tales como el apetito, la secrecidn de insulina, la respuesta de los tejidos
periféricos a esta hormona, la respuesta inflamatoria e inmune vy
consecuentemente la homeostasis calérica y metabdlica (Kershaw EE & Flier JS,
2004; Scherer PE 2006). La administracién de dietas desbalanceadas como por
ejemplo, una rica en grasas, produce un aumento de la produccion y liberacién de
ROS por el TAA y una marcada alteracion del patron de produccion y liberacion
de sus adipocitoquinas (Bellomo A y col. 2007), con la consecuente alteracion de
la homeostasis mencionada. Se ha sugerido que esta alteracion funcional del TAA
contribuiria de manera importante al desarrollo de IR, obesidad y SM (Bellomo Ay
col. 2007). Dando sustento a la importancia de las dietas desbalanceadas como
promotoras de EO, Busserolles y colaboradores en el 2002 demostraron que la
administracion de una dieta rica en sacarosa (DRS) durante dos semanas

produce un aumento en la concentracién plasmatica y urinaria de sustancias
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reductoras del &cido tiobarbittrico (TBARS) (Busserolles J y col. 2002, Dai S y col.
1994, Girard A y col. 2005, Gutman RA y col. 1987, Massa ML y col. 2001,
Rebolledo OR y col. 2007). Por otra parte, varios estudios han demostrado la
aparicion de IR en el tejido adiposo y el aumento en la liberacion de acidos grasos
por parte del mismo en animales alimentados con una dieta rica en fructosa (DRF)
o DRS (Massa ML y col. 2001).

Numerosos estudios experimentales demostraron que el efecto de la
administracion de determinados nutrientes en la dieta es capaz de modificar la
respuesta de los tejidos periféricos a la insulina (Harris RBS & Kor H 1992;
Lombardo YB y col. 1996; Lombardo YB y col. 1996; McDonald RB 1995; Storlien
LH y col. 1988;). Thorburn y colaboradores (1989) demostraron que la molécula
de D-fructosa per se o formando parte de la molécula de sacarosa, es la
responsable de la aparicion de IR en animales normales. En base a estos
estudios, actualmente se emplea esta dieta para producir el modelo de IR donde
la homeostasis de la glucosa esta alterada asi como también el metabolismo
lipidico y de hidratos de carbono, generando un aumento del EO y de TG.

Desde hace unos afios se conoce que el tejido adiposo blanco tiene otras
funciones fisioldgicas importantes tales como secretar numerosas proteinas que
participan en la regulacion autocrina y paracrina y afectar el funcionamiento de
otros Organos, tales como el musculo, pancreas, higado y cerebro entre otros
(Pérez Mayorga M 2007). Estas proteinas secretadas, las cuales fueron
denominadas bajo el término comdn de citoquinas o adipoquinas se hallan

implicadas en los siguientes procesos:

Desarrollo de la resistencia a la insulina (resistina)
Funcion vascular (angiotensina e inhibidor del plasminogeno tipo 1),
Regulacion del peso corporal (leptina, CRP30/adipoQ)

Funcion del sistema inmune (TNFa, IL-1, IL-6)

YV V V V VY

Funcion reproductiva (estrégenos).

Q



I. Introduccion

Por lo tanto, se reconoce que el tejido adiposo blanco, especialmente el
visceral funciona como un 6rgano endocrino. Estos nuevos conocimientos son
importantes para comprender la relacion fisiopatologica entre el exceso de grasa
del cuerpo y estados patoldgicos, tales como la resistencia a la insulina y DMT2,
sélo por nombrar alguna de ellas (Scherer PE 2006).

I. 3. 3. Adipoquinas especificas del tejido adiposo

I. 3. 3. 1. Adiponectina

Es una proteina de 244 aminodacidos, con un peso de 30 kDa, que
pertenece a la super familia del coldgeno y una estructura homéloga con los
colagenos VIl y Xy con el factor de complemento Cla-like.

En sangre se observan la forma intacta denominada “f’ y la globular “g”.
Es sintetizada por el adipocito del tejido visceral e inducida durante su
diferenciacion. Se ha demostrado que las variaciones del nivel plasmatico de
adiponectina dependen mas del tejido adiposo visceral que del tejido adiposo
subcutaneo.

La adiponectina actla a través de 2 tipos de receptores denominados adipo
R, que se hallan ampliamente distribuidos incluyendo el cerebro. El Adipo R1 esta
expresado primariamente en musculo esquelético, con alta afinidad por la forma
globular y baja afinidad por la intacta. El receptor R2 esta expresado mayormente
en higado con una afinidad intermedia para ambas formas circulantes. Por lo
tanto su actividad bilégica depende no sélo de los niveles circulantes sino también
de las propiedades de las isoformas y de la expresion en los distintos tejidos.

Su secrecién es estimulada por insulina, IGF-1(insulin growth factor 1),
PPARy y LRH-1 (liver receptor homolog-1). Los dos ultimos activan la trascripcion
del gen de adiponectina mientras que el TNF-a, la resistina, la leptina, los
glucocorticoides y la ghrelina la inhiben. La adiponectina aumenta la produccion
de Oxido nitrico en células endoteliales y estimula la angiogénesis.

Estos efectos son mediados por la fosforilacion del receptor de insulina, via

activacion de la AMP-quinasa (AMPK), enzima que aumenta la sensibilidad a la
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insulina. La AMPK es un sensor de la energia intracelular que es activada, en

forma fisioldgica, por la adiponectina y el ejercicio (Kamariy col., 2007 ).

En el masculo esquelético:

v" Aumenta la fosforilacion de residuos tirosina del receptor de insulina y del
sustrato del receptor de insulina-1 (IRS-1) lo que favorece la insulino-
sensibilidad.

v" Aumenta la captacion de glucosa, por estimulo de GLUT-4, y la produccién
de lactato.

v Inhibe a la acetil-CoA carboxilasa favoreciendo la B-oxidacion de AGL.

v Incrementa la actividad del PPAR-y induciendo aun mas la oxidacion de los
AGL.

En higado:
v' Inhibe dos enzimas clave para la gluconeogénesis como lo son la
fosfoenol-piruvato-carboxiquinasa y la glucosa-6-fosfatasa, por lo que

disminuye los niveles de glucemia.

En tejido adiposo:
v" Regula positivamente la accion de la lipoproteina lipasa 1 (LPL-1), por lo
que aumenta el catabolismo de lipoproteinas ricas en TG.

En endotelio vascular:

v Inhibe la expresion de moléculas de adhesién (VCAM e ICAM).

v Activa la enzima NOS, aumentando la formacion de NO.

v Inhibe la induccion del factor nuclear kappa beta (NFkB) por el TNF-a.

v' Suprime la expresion de diferentes factores de crecimiento, impidiendo asi
la proliferacion y migracion de células del musculo liso vascular.

v Inhibe la expresién del receptor scavenger y consecuentemente la

transformacién de macrofagos en células espumosas.
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I. 3.3. 2. Resistina

Es una proteina de 108 aminoacidos con un peso de 12 kDa y una
estructura similar a proteinas involucradas en procesos inflamatorios. Conocida
también como FIZZ3 (anélogo 3 de la familia de moléculas FIZZ -found in
inflammatory zone) posee accion hiperglucemiante). Su expresion es especifica
del tejido adiposo siendo 15 veces mayor en el visceral, (Banerjee R y Lazar M,
2003; Banerjee R y col., 2004). Se la identific6é como un producto secretado por
adipocitos de ratdn, es inhibida por tiazolidindionas y se la encuentra elevada
en modelos de obesidad. Hay controversia respecto a su papel en humanos,
debido a que su homologia con la murina no alcanza al 60%. Aunque se
desconocen los mecanismos de sefializacién, participaria en estados
inflamatorios debido a su predominante produccibn en monocitos y su

correlacion con IL-6 (Reilly y col., 2005).

I. 3.3.3.Leptina

Es una hormona descubierta en 1994 como producto del gen Ob en el
ratbn genéticamente obeso (Ob/Ob). Es un polipéptido de 146 aminoacidos,
producido a partir de un precursor de 167 aminoacidos, con una secuencia de
21 aminoacidos que se separan antes que la leptina pase a la sangre. Es
estructuralmente similar a la IL-1 y secretada por los adipocitos en proporcion
directa a la masa de tejido adiposo, el contenido de TG y el estado nutricional
(Fain JL y col., Friedman JM, 2002, 2004, Halaas J, 1995, Pelleymounter M,
1995).

La insulina, los glucocorticoides, el TNF-a y los estrégenos aumentan su
expresion y secrecion, en tanto que los andrégenos, los AGL, la actividad -
adrenérgica, la hormona de crecimiento y los agonistas del receptor nuclear
PPARYy atenuan su expresion.

Su receptor es denominado Ob R y pertenece a la familia de los receptores
de citoquinas. La unién de la leptina al receptor induce su dimerizacion. Existen
varias isoformas del receptor de leptina (ObRa; ObRc) que estan distribuidos en

tejidos tales como hipotalamo, cerebro, riflones, pulmones, tejido adiposo, higado,
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pancreas, endotelio y corazén (Bjorbaek C, Kahn BB, 2004). La leptina aumenta
la actividad de la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI-3K) desencadenando sefiales
importantes en la modulacion de los efectos de la leptina sobre la insulina (Cohen
B y col., 1996; Krempler F y col., 1998; Marroqui L y col., 2012). Se ha propuesto
que también activa la via de la proteina kinasa A (PKA) de forma directa e
interviene en la homeostasis energética, evitando un incremento excesivo de
depdsitos grasos. En un estado de deficiencia de leptina, la menor activacion del
receptor en el hipotdlamo, causa una creciente produccién del neuropéptido Y
(NPY), que seria el responsable de la hiperfagia, la obesidad y los cambios
neuroenddcrinos registrados en dicho estado (Argente J y col., 2006). A nivel
hepatico activa la acetil-CoA oxidasa y citrato-sintetasa e inhibe a la acetil-CoA
carboxilasa (disminuye la lipogénesis en higado y tejido graso, aumenta la (3-
oxidacion y el catabolismo de los AGL via ciclo de Krebs) y disminuye su
concentracion intracelular. A nivel del metabolismo hidrocarbonado estimula la
utilizacién de glucosa por el musculo y promueve su transporte a través del
intestino delgado. Sobre el metabolismo de los lipidos, estimula la lipdlisis en el
adipocito. También inhibe la secrecion de insulina.

Aumenta la actividad fagocitica y también la produccién de citoquinas
proinflamatorias, la proliferacion de células hematopoyéticas y la activacion de
células T. Promueve la angiogénesis mediante la estimulacion de la proliferacion
de células endoteliales. Puede mejorar el flujo sanguineo y facilitar la disipacion

de calor y la oxidacion lipidica.

I. 3. 3. 4. Adipsinay proteina estimulante de acetilacion (ASP)

Es una serina proteasa secretada junto con el factor D del complemento.
De su interaccion con los factores C3 y B del complemento se origina la ASP,
proteina que regula el metabolismo lipidico y glucémico. Ambas proteinas se
correlacionan positivamente con adiposidad, IR, dislipidemia y enfermedad
cardiovascular. La ASP promueve la captacion de acidos grasos por aumento de
la actividad de lipoproteina lipasa (LPL), la sintesis de TG por aumento de la

diacilglicerol-acil-transferasa, disminuye la lipdlisis y la liberacion de AGL,
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aumenta el transporte de glucosa en adipocitos y potencia la secrecion de insulina

estimulada por glucosa.

I. 3. 4. Adipoquinas no especificas del tejido adiposo
Las IL forman parte de la familia de las citoquinas. Son péptidos sefial y
mediadores quimicos, que producen inflamacién en respuesta a la agresion de

un tejido.

.3.4.1.1L-6

Es una citoquina proinflamatoria multifuncional asociada con la obesidad y
la IR. Tiene un peso que oscila entra 22 y 27 kDa. Regula la respuesta humoral y
celular durante el proceso inflamatorio y la injuria tisular (Sprague AH & Khalil RA,
2009). Es producida por macréfagos, linfocitos T, células del mdsculo liso
vascular, células endoteliales y adipocitos. Su receptor (IL-6R) es homélogo al de
leptina y se lo encuentra en dos formas, una unida a la membrana (80 kDa) y otra
soluble (50 kDa). El TNF-a es capaz de aumentar su produccion hasta 60 veces.
En condiciones de reposo, del 15 al 35% de la IL-6 proviene del tejido adiposo,
especialmente del tejido adiposo visceral. Sus niveles circulantes son elevados y
se correlacionan positivamente con la obesidad, la intolerancia a la glucosa y la
IR. Disminuye la sefializacibn de insulina en tejidos periféricos, inhibe la

adipogénesis y disminuye la secrecion de adiponectina.

I.3.4.2. TNFa

Es una proteina de 17 kDa, producida principalmente por monocitos,
linfocitos T, NK (natural killer), tejido adiposo subcutaneo, musculo liso, células
endoteliales y algunas células tumorales. Su efecto biologico es consecuencia de
Su union a receptores de membrana tipo 1 y 2 expresados en el adipocito.

La concentracion de ARNm del TNFa en el tejido adiposo se correlaciona
con el indice de masa corporal, con el porcentaje de grasa corporal y con la
hiperinsulinemia. Su efecto endocrino directo parece menor que los efectos

indirectos que se producen por modulacion tanto paracrina como autocrina via
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disminucién de la capatacién de AGL por el TA, asi como la expresion de IL-6 y
adiponectina. En el TA, el TNFa no sélo inhibe la captacion de AGL sino también
la de glucosa y suprime la expresion génica de factores de transcripcion
relacionados con la adipogénesis y lipogénesis.

I. 3. 4. 3. Inhibidor del activador del plasmin6geno (PAI-1)

Es una proteina inhibidora de la formacion de trombos por inhibicion del
activador del plasminégeno. Pertenece a la familia de inhibidores de serina
proteasa y esta implicado en diversos procesos biologicos tales como la
angiogénesis y la aterogénesis. Su gen se localiza en el cromosoma 7, se
expresa en multiples tipos celulares. A nivel del tejido adiposo su expresion y
secrecion son mayores en el visceral que en el subcutaneo. En la obesidad y en
la IR sus niveles estan elevados y se correlacionan positivamente con el SM.

Numerosas sustancias regulan su sintesis a nivel endotelial: endotoxina, IL-
1, TNF, trombina y diversos factores de crecimiento la aumentan, mientras que la

insulina seria el principal inhibidor de su sintesis a nivel del hepatocito.

I. 4. Insulinorresistencia en el tejido adiposo abdominal

En la fisiopatologia del SM, la IR en el TAA cumple un rol muy importante
ya que promueve un aumento de la lipdlisis y de la liberacién de AGL (Eckel RH 'y
col. 2005, Kahn BB & Flier JS 2000). (Figura 7).

En condiciones normales, la insulina inhibe la lipdlisis en el TA - efecto que
disminuye en presencia de IR - lo que resulta en aumento de la liberacién y la
concentracion de AGL circulantes. La lipdlisis es un proceso regulado por una
enzima denominada lipasa sensible a hormonas (HSL), (Kraemer FB & Shen WJ
2002) y por la triglicérido lipasa del TA (TGTA); ambas enzimas son responsables
del 95% de la hidrdlisis de TG (Schweiger M y col. 2006).

En la obesidad, la IR y la hiperinsulinemia estan fuertemente asociadas con
una disminuciéon de la actividad de TGTA, HSL, mARN y expresion proteica.
También se demostrd una asociacion entre la predisposicion genética para la IR y
DMT2 con el gen de HSL. (Klannemark My col. 1998).
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Figura 7: Fisiopatologia del SM e IR. Adaptado de RH Eckel y col. Lancet 365:1415-
1428, 2005.

Numerosa evidencia sugiere que los depdsitos de TA visceral contribuyen
al aumento de AGL e IR. Estos depdsitos son mas sensibles a la lipdlisis
estimulada por catecolaminas. Dado que el drenaje venoso de los depésitos de
tejido adiposo visceral se vierte directamente en el sistema portal, se ha postulado
gue en la obesidad visceral, el higado esta “bafiado” con acidos grasos hecho que
favorece el desarrollo de IR (Bergman RN y col. 2007).

Como mencionaramos previamente, en condiciones patolégicas el TA
libera una cantidad excesiva de citoquinas proinflamatorias, existiendo
controversia si ellas provienen de los adipocitos o de macréfagos derivados de
monocitos (De Luca C & Olefsky JM 2008). En el 2003 Weisberg SP vy
colaboradores describieron la presencia de macréfagos derivados de monocitos
en el TA, (Weisberg SP y col. 2003) y actualmente se conoce que un aumento

de la masa de adipocitos produce mayor cantidad de citoquinas, que afectan la
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accion de la insulina no sélo en el TA sino también en otros tejidos como higado y
musculo.

En el higado, los AGL aumentan la liberacién de glucosa y TG juntamente
con la secrecidén de VLDL, asociada a una disminucion de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y un aumento de las lipoproteinas de baja densidad (LDL).
(Bezzerra RM y col. 2000; Catena C y col. 2003; Thorburn AW y col. 1989).

Los AGL reducen la sensibilidad a la insulina en el muasculo con la
consecuente inhibicién de la captacién de glucosa mediada por insulina.

Todos estos efectos asociados incluyen una reduccion de la conversiéon de

glucosa en glucdgeno y una acumulacion de lipidos.

é ¥ HOL colestercl
Trighoéndo TLDL

VLDL

Proteina C
reactiva

Figura 8: Fisiopatologia del sindrome metabdlico e insulinorresistencia. Adaptado de RH
Eckel y col. Lancet 365: 1415-1428, 2005.

Tanto los niveles elevados de glucosa como de los AGL aumentan la

secrecion de insulina produciendo un estado de hiperinsulinemia, la que a su vez
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aumenta la reabsorcién de sodio y la actividad del sistema nervioso simpatico,
que contribuiria al desarrollo de hipertension arterial asociada a niveles elevados
de AGL.

La sumatoria del estado de IR, del exceso de AGL vy el efecto paracrino y
endocrino, resulta en un estado proinflamatorio (Figura 8).

La IL-6 y el TNFa, secretados por el TA junto con otros factores, potencian
la IR y el aumento de AGL provenientes de los TG almacenados. La IL-6 y otras
citoquinas, también aumentan en circulacion y por lo tanto aumentan la
produccion de glucosa, de VLDL en higado y la IR en el masculo. Las citoquinas y
los AGL incrementan la produccion de fibrinogeno y de PAI-1 en el higado, que se
complementa con una sobreproduccién de PAI-1 en el TA, combinacién que
resulta en un estado protrombético.

En definitiva, la produccion de ROS y la secrecidon anormal de adipocitoquinas del
TAA, afectaria al resto de los tejidos incluyendo al islote de Langerhans debido a

su bajo poder de neutralizar un aumento del EO (Araujo E y col., 2004; Grankvist

Ky col 1981; Robertson RP, 2004; Tiedge M y col. 1998).

=



Il. Hipdtesis y objetivos

En nuestro grupo de trabajo se demostré que la administracion de una
dieta rica en fructosa a ratas adultas normales induce multiples alteraciones
morfologicas, metabdlicas y endocrinas tales como aumento de la masa de tejido
adiposo abdominal, disminucion de la masa de células B pancreaticas,
hipertrigliceridemia, aumento de la glicosilacion de proteinas plasméticas,
tolerancia a la glucosa alterada, hiperinsulinemia, insulinorresistencia,
hiperleptinemia y un aumento del estrés oxidativo representado por el aumento de
TBARS plasmaticos. Esta disfuncion multiple afecta a tejidos, tales como el
pancreas endocrino, el higado y el tejido adiposo, particularmente el abdominal.

La hipdtesis del presente trabajo propone que esta serie de eventos se
desencadenan a partir de un aumento del estrés oxidativo a nivel del tejido
adiposo abdominal, con activa participacion de la NADPH-oxidasa. Dicho estrés
oxidativo estaria generando alteraciones en la composicion y funcién del tejido
adiposo abdominal. En consecuencia se necesita obtener evidencia experimental
gue de soporte a esta hipétesis por lo que se proponen los siguientes objetivos

para responder a los interrogantes previamente expuestos.

Objetivo general
Determinar si los cambios inducidos por la administracion de una dieta rica
en fructosa son secuencialmente desencadenados por un aumento del estrés

oxidativo a nivel del tejido adiposo abdominal.

Objetivos particulares

1.- Obtener animales con insulinorresistencia inducida por la alimentacion con
fructosa.
2.- Obtener animales normales y con insulinorresistencia tratados con un

inhibidor de la NADPHoxidasa como es la apocinina.

3.- Obtener animales normales y con insulinorresistencia tratados con un

potente antioxidante como el acido a-lipoico.
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4.-  Verificar el estado de insulinorresistencia por medio de la valoracion de

distintos parametros bioquimicos (glucemia, trigliceridemia, insulinemia, perfil

lipidico) y obtencién del indice de insulinorresistencia (HOMA-IR).

5.- Comparar en el tejido adiposo abdominal de los distintos grupos

experimentales los puntos siguientes:

Masa

Composicion de acidos grasos de los triglicéridos y su liberacion al
medio de incubacion

Cambios en el estado redox midiendo la peroxidacion lipidica
Contenido de antioxidantes liposolubles

Actividad de enzimas antioxidantes

Cambios en la expresion génica de las distintas enzimas

Cambios en la expresion proteica de las enzimas antioxidantes

X
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lll. 1. Reactivos y drogas empleados

Acido a-lipoico

Acrilamida (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)

Agarosa (Seakem, USA)

Agua DEPC (Invitrogen Argentina S.A.)

Albumina sérica bobina (BSA) (Fraccion V, Sigma - Aldrich Chemical Co., USA)
Albumina sérica bobina (BSA) libre de acidos grasos (Sigma — Aldrich Chemical
Co., USA)

Anticuerpo anti-insulina (Linko Research, USA)

Anticuerpos primarios para la deteccidén de: catalasa, superéxido dismutasa | y |l
(SOD-1y SOD II), glutatién reductasa, (Santa Cruz Biotechnology, USA)
Anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo (Vector, USA)

Apocinina (acetovanillone 98+%) (Sigma - Aldrich Chemical Co., USA)
Bis-acrilamida (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)

Bromuro de etidio (Invitrogen, Argentina)

Colagenasa tipo | (Worthington, USA)

2’, 7’-Dichlorofluorescein diacetate (DCFA) (Fluka BioCemika, Germany)
Diaminobenzidina (DAB) (Sigma - Aldrich Chemical Co., USA)
Diphenyleneiodonium chloride (DPI) (Sigma - Aldrich Chemical Co., USA)
Fructosa en polvo (Cicarelli, Argentina)

Kit adiponectina (Linko Research, USA)

Kit colesterol (Sera Pack-Bayer, Argentina.

Kit fructosamina (Sera Pack-Bayer, Argentina)

Kit triglicéridos (Sera Pack-Bayer, Argentina)

Kit glucemia GOD-PAP (Roche, Mannheim, Alemania)

Membrana de PVDF (Sequi-Blot PVYDF Membrana, Bio-Rad)

Nitro blue tetrazolium (NBT) (Sigma - Aldrich Chemical Co., USA)

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma - Aldrich Chemical Co., USA)
Platinum tag DNA Polimerasa (Invitrogen, Argentina)

Reactivo para determinacion de proteinas (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)

Super Script Il transcriptasa reversa (Invitrogen, Argentina)
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Tiras reactivas para determinar glucemia (One touch Ultra, Lifescan, Milpitas CA,
USA, Laboratorios Johnson & Johnson)

Trasylol (aprotinina) (Bayer, Argentina)

Trizol (Gibco, Invitrogen, Argentina)

Reactivos PCR y RT (Invitrogen, Argentina)

Otras drogas Yy reactivos no mencionados fueron de calidad pro-analisis y

adquiridos de fuentes comerciales reconocidas.

lll. 2. Animales

Se utilizaron ratas macho adultas de la especie Rattus norvegicus, variedad
Wistars. Los animales fueron provistos por la Comision Nacional de Energia
Atomica (CONEA), Centro Atomico Ezeiza U.A. Aplicaciones Tecnoldgicas. Se
mantuvieron en el bioterio del Centro de Endocrinologia Experimental y Aplicada
(CENEXA) de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de La
Plata respetando las normas internacionales de tratamiento de animales para

experimentacion cientifica.

[ll. 2. 1. Mantenimiento de los animales

Los animales fueron mantenidos en un ambiente con temperatura y ciclos de
luz/oscuridad controlados, condicion importante para la obtencién de resultados
confiables y reproducibles. Se alojaron en una habitacién con 24°C + 1°C, 50% de
humedad y ciclos de 12 horas de luz: 12 horas de oscuridad.

Una vez ingresados los animales al bioterio se esperé aproximadamente una
semana antes de iniciar el tratamiento para permitir su adaptacion a las nuevas

condiciones ambientales.

l11.2. 2. Grupos experimentales
Se utilizaron animales con un peso corporal aproximado de 180-200 gramos los

que fueron divididos en los siguientes grupos:

=
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> Control (C): este grupo tuvo libre acceso a la comida, la que consistié en
alimento comercial estandar (alimento extrusado rata-raton GANAVE, Santa Fé,
Argentina) y agua corriente.

» Tratado con fructosa (DRF): estos animales recibieron la misma dieta
comercial que el grupo C mas el agregado de fructosa al 10% en el agua de
bebida. El tratamiento se mantuvo durante 21 dias. La solucion de fructosa se
renovo de los bebederos diariamente.

> Control tratado con apocinina (C-APO): este grupo recibié la misma dieta
que el grupo C mas un inhibidor de NADPH-oxidasa (apocinina o acetovanillona)
en una concentracion de 5mmol/L en el agua de bebida.

» Tratado con fructosa mas apocinina (DRF-APO): se repite el mismo

tratamiento que en DRF més el agregado de apocinina 5mmol/L en el agua de
bebida.
Finalizada esta parte del trabajo se quiso evaluar el efecto del acido a-lipoico, (1,
2, dithiolano-3-pentanoico) otro antioxidante ampliamente conocido que actia
sobre el EO mejorando la IR, la glicosilacion de proteinas y que actia como un
atenuador de la produccion de ROS a nivel mitocondrial. Es por ello que se
ampliaron los grupos de animales realizando dos mas tratados con este acido.

> Control tratado con acido a-lipoico (C-AL): este grupo recibié la misma
dieta que el grupo C mas acido a-lipoico en una dosis de 35mg /Kg de peso
corporal durante los ultimos 5 dias de tratamiento.

> Tratado con fructosa mas acido a-lipoico (DRF-AL): se repitié el mismo
tratamiento que en DRF mas el agregado de &cido a-lipoico en la misma dosis
que para el grupo C-AL.

Durante los 21 dias de tratamiento, se registr6 diariamente el consumo de
alimento y agua. El control de peso corporal se realizé dos veces por semana en

todos los grupos experimentales.

lll. 2. 3. Obtencién de sangre y plasma
Finalizado el periodo de tratamiento, los animales se anestesiaron con isofluorano

para la recoleccibn de muestras de sangre del plexo retroorbitario utilizando

9
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capilares heparinizados. La sangre se recolectd en tubos con heparina y se
centrifugd a 2000 xg durante 15 minutos a 4° C para obtener el plasma que se

conservo a -20° C para la posterior determinacion de distintos parametros.

I1l. 3. PARAMETROS SERICOS

lll. 3. 1. Glucemia: se determin6 por el método de glucosa-oxidasa GOD-PAP
(Roche, Mannheim, Alemania) empleando tiras reactivas (One touch Ultra,
Lifescan, Milpitas CA, USA, Laboratorios Johnson & Johnson).

lll. 3. 2. Insulinemia: se midi6 por radioinmunoanalisis (RIA), utilizando un
anticuerpo anti-insulina de rata y un estandar de insulina de rata (Linco Research
Inc., IN, USA) e insulina porcina altamente purificada marcada con yodo 125
(Herbert V y col. 1965; Linde S y col. 1980).

lll. 3. 3. Triglicéridos: se determinaron mediante un método enziméatico (kit
triglicéridos Sera Pack-Bayer, Argentina) utilizando un analizador automético
marca Technicon RA1000.

lll. 3. 4. Fructosamina (proteinas séricas glicosiladas): se midieron por el
método colorimétrico de Johnson utilizando un analizador automético marca
Technicon RA1000 y el kit fructosamina Sera Pack-Bayer, Argentina (Johnson RN
y col. 1983).

lll. 3. 5. Leptina: se doso por RIA (curva estandar 0.04 — 15 ng/mL) (Walder Ky
col. 1997, Giovambatista A y col. 2000).

lll. 3. 6. Adiponectina: se dosé por RIA empleando un kit de Linco Research, cat.
#EZRADP-62 K; curva estandar 3 — 100 ng/mL).
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ll. 3. 7. indice de insulinorresistencia (HOMA-IR): se calcul6 empleando los
valores obtenidos de glucemia e insulinemia, aplicando la siguiente férmula:
(insulinemia (LU/mL) x glucemia (mmol/L))/22,5. (Matthews DR y col. 1985).

lll. 3. 8. Colesterol total (CT) y en fracciones lipoproteicas (C-HDL, C-LDL y
C-VLDL): el CT se determin6 mediante un método enzimatico (CHOD-PAP)
utilizando un analizador automatico marca Technicon RA1000 y el kit colesterol
Sera Pack-Bayer, Argentina.
Las fracciones de lipoproteinas se prepararon tratando los plasmas con dextran-
sulfato (PM 50000) y MgCl,. La suspension permanecié 15 minutos a 4°C y se
centrifugd a 5000 xg durante 20 minutos a 4°C. En el sobrenadante se valor6 el
C-HDL vy el precipitado se redisolvié en buffer fosfato con tritbn X-100, EGTA y
guanidina para obtener la fraccién VLDL + LDL para el analisis de la composicion
lipidica. EI C-HDL y C-VLDL se calcularon mediante la formula:

C-VLDL = Triglicéridos / 5

C- LDL = CT- (C-VLDL + C-HDL)

lll. 3. 9. Tolerancia a la glucosa intraperitoneal (TGIP): el estudio de tolerancia
a la glucosa se realizé con animales ayunados. Se les administr6 una dosis de
glucosa intraperitoneal de 1g/Kg en solucibn salina. Previa anestesia con
pentobarbital (48mg/Kg), se obtuvieron muestras de sangre del plexo retro-
orbitario en distintos tiempos (0’, 15’, 30, 60" y 120’). Los resultados se

expresaron como el area bajo la curva en mmol/L/min.

lll. 4. PROCESAMIENTO DEL TEJIDO ADIPOSO

Luego de la extraccion de sangre, los animales se sacrificaron por dislocacion
cervical. Se accedié al abdomen realizando una incisién primero en piel, luego en
musculo para finalmente extraer el TAA. Las muestras se sumergieron en buffer
Krebs Ringer-MOPS (KR-MOPS), cuya composicion en mmol/L fue la siguiente:
NaCl 118,7; KCI 4,74; CaCl, 2,54; MgSO,4 1,18: KH,PO4 1,19; MOPS 25; glucosa

3,3; albumina sérica bovina (BSA) 4%. El pH del buffer se ajust6 a 7,4. Se peso el




lll. Materiales y métodos

TAA extraido y posteriormente se lo emple6 para el desarrollo de distintos

experimentos.

[ll. 4. 1. Obtencion de células adiposas (adipocitos)

Una vez obtenido el tejido adiposo, se cortd en trozos pequefios, colocandolos en
KR-MOPS con el agregado de colagenasa Worthington tipo | (Img/mL y a razén
de 4mL/g de tejido), se lo incub6é a 37° C con agitacion suave durante 45 — 60
minutos. La suspension obtenida se filtré a través de una malla de nylon, se
aspiré el infranadante y las células se lavaron 3 veces con el mismo buffer.
Finalmente se diluyeron para obtener aproximadamente 100.000 células por cada
mililitro de medio, lo que fue corroborado mediante el conteo en una camara de
Newbauer (Rodbell M, 1964) Figura 9.

adipocitos aislados (10X).

o o F.igura 9: imagen obtenida luego de realizar la
8 digestion del TAA donde pueden observarse los

lll. 4. 2. Incubacién de adipocitos aislados

Se emplearon 100.000 células/mL en un tubo con 1,2 mL de Krebs Ringer
Bicarbonato (KRB) cuya composicion en mmol/L fue la siguiente: NaCl 118; KCI
4,74; CaCl, 2,54; MgSO,4 1,18: KH,PO,4 1,19; glucosa 3,3; BSA libre de acidos
grasos 1%. Los tubos se incubaron durante 1 hora a 37° C con agitacion
constante. Al finalizar la incubacién se separ6 el medio, guardandolo para la
posterior determinacion de AGL (NEFA) por el método espectrofotométrico
(Duncombe WG, 1963; Itaya K y Ul M, 1965), NO (nitritos + nitratos) (Miles AM,
1996) y/o glicerol (Free Glycerol Determination Kit, Sigma-Aldrich, Inc.).
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[ll. 4. 3. Determinacién de la composicion de 4cidos grasos mayoritarios y de
triglicéridos

En homogenados de tejido adiposo y alicuotas del medio de incubacién se
extrajeron los lipidos totales mediante el método de Folch Jy col. 1957. El andlisis
de los ésteres metilicos de los &cidos grasos (EMAGSs) obtenidos luego de
transmetilacion con trifluoruro de boro al 10 % en atmésfera de nitrégeno (75 °
C/45 min, seguidos de re-extraccion) se realizd por medio de una columna capilar
(Supelco, Avondale, PA, EEUU) montada en un equipo Hewlett Packard HP 6890
Series GC System Plus (Avondale, PA) y un sistema integral computarizado.

Los EMAGs se identificaron comparando los tiempos relativos de retencién con
estandares altamente purificados (Sigma Co, USA y Avanti-Polar Lipis, Canada) y
la distribucién de la masa se calcul6 automaticamente cuantificando el area

debajo de los picos.

[ll. 4. 4. Determinacion de sustancias reductoras del acido tiobarbiturico
(TBARS)

El TAA se coloco en una solucién de buffer fosfato salino (PBS) cuya
concentracion en mmol/L fue la siguiente: NaCl 137; NaHPO,4 10; KH,PO4 10; KCI
2,7, pH 7,4 a 4°C. Se cortd en pequefios trozos y se homogeneizdé por medio de
un Ultra Turrax . (JANKE & KUNKEL KG, IKA-WERK, modelo D 7813, TP 18/10,
Staufen) a maxima velocidad en frio durante 2 minutos. El homogenado resultante
se filtr6 por gasa y se ultracongel6 en atmadsfera de nitrogeno a -70 °C en un
ultrafreezer Revco, Ultima Il, (USA) hasta su determinacién. Se emplearon 150uL
de plasma y del homogenado de TAA a los cuales se les agregdé 350uL de agua
bidestilada. A ésto se le adicionaron 4mL de acido sulfarico 0,08N y 0,5mL de
acido fosfotungstico al 10%. La mezcla se agitdé y se dejo reposar a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Luego se centrifugd a 2000 xg 10 minutos. Se
descartd el sobrenadante y el precipitado se resuspendid con 4mL de agua
bidestilada, se agregd 1mL de acido tiobarbiturico al 0,70% en acido acético al
50%. Las muestras se calentaron a 95°C durante 1 hora. Luego de enfriarlas en

bafio de hielo, se agregaron 3mL de butanol, se agitaron y centrifugaron a 2000
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xg 10 minutos. Se transfirio la fase organica a placas de 96 pocillos y se leyo la
DO en un espectrofluorometro marca BioTek, modelo Synergy HT con emision a
553nm y exitacion a 515nm. La peroxidacion se expres6 como picomoles de

malondialdehido/mg de proteina. (Yagi K, 1976).

lll. 4. 5. Determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes y contenido
de antioxidantes no enziméaticos

Algunos trozos de TAA se pesaron y sonicaron en un buffer cuya composicién fue
la siguiente: 50 mmol/L Tris-HCI; 1,15% KCI; 1 mmol/L N-etilmaleimida; 0,1% p/v
buil-hidroxitolueno (BHT); pH 7,4. Luego se centrifugaron a 600 xg a 4° C para
separar los sobrenadantes que se conservaron a -70° C en atmésfera de argon o
nitrégeno hasta la medicion correspondiente.

Se determind la actividad de SOD total y sus isoformas Cu-Zn (SOD-Cu/Zn) y Mn
(SOD-Mn), (Flohé L y Otting F, 1984), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GSH-
Px), -reductasa (GSH-R) y -transferasa (GSH-Tr), (Habig WH, 1984; Carlberg J y
Mannervick B., 1985), glutation total (GSH total) y antioxidantes liposolubles. El
contenido de glutatién oxidado (GSSG), glutation reducido (GSH), a- tocoferol, 3
caroteno y retinol se analizaron por HPLC (.Asensi M y col., 1994; Bagnati M y
col.,1998; Buttriss JL., Diplock AT,1984). Para medir GSSG las muestras se
obtuvieron en presencia de N-etilmaleimida como capturador de grupos -SH y se
desproteinizaron con acido tricloroacético al 15%, seguido de centrifugacion a
5000 xg por 20 min a 4 °C. En todos los casos la calibracion de los métodos
recurrié a estandares internos obtenidos a la firma Sigma Chem. Co. (CA, USA) o

Merck (Darmstadt, Alemania).

lll. 4. 6. Determinacién de la actividad de NADPH-oxidasa

Se emplearon adipocitos aislados de los distintos grupos experimentales para
medir la actividad de la NADPHoxidasa.

Las células se incubaron en presencia de KRB en condiciones basales. En
algunas muestras se coloco di-fenil-iodonium (DPI) que es un inhibidor especifico

de la actividad de la enzima.
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La medicion se realiz6 por colorimetria y se expreso6 en unidades arbitrarias (UA),
utilizando la reduccion de azul de nitrotetrazolio (NBT) por el radical superoxido
generado por el sistema enzimatico (Oliveira HR y col. 2003). Para ello se empleo
un espectrofotdmetro con lector de placas marca Beckman Coulter, Inc.modelo
DTX 800/880, realizando la medicién a una longitud de onda de 560nm.

lll. 4. 7. Determinacion de la produccién in situ de especies reactivas de
oxigeno (ROS)

La producciéon de ROS intracelular se determind utilizando diacetato de 2’, 7’-
diclorofluoresceina (DCFA). Los adipocitos aislados de los distintos grupos
experimentales se incubaron durante una hora a 37° C en presencia y/o ausencia
de distintos promotores de EO. Luego se incubaron con DCFA durante 30
minutos a 37° C y se lavaron dos veces con el buffer de ensayo. Las células se
resuspendieron y colocaron en placas de 96 pocillos a razén de 100.000 células
por cada 250 pL. La intensidad de fluorescencia se midié en un lector de placas
marca Beckman Coulter, Inc.modelo DTX 800/880 con excitacibn 488 nm y
emisién 530 nm (Moini H y col. 2002).

lll. 5. EVALUACION DEL PATRON DE EXPRESION PROTEICA DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES

[ll. 5. 1. Western blot

Se utilizaron adipocitos aislados y homogeneizados en buffer fosfato salino, pH
7,4 para realizar la inmunodeteccion de las enzimas antioxidantes. La
concentracion proteica de cada muestra se cuantifico empleando el método de
Bradford (Bio-Rad protein assay). La cantidad de proteina de los homogenados
vario en un rango de 20 pg a 100 pg segun el anticuerpo empleado.

A las muestras se les agrego ditiotreitol y azul de bromofenol a una concentracion
final de 100 mmol/L y 0,1%, respectivamente, y se desnaturalizaron por

calentamiento a 95°C durante 5 minutos.
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Las proteinas se separaron por electroforesis vertical en geles de poliacrilamida
(Laemmli UK, 1970). El gel de acrilamida-bisacrilamida contuvo dos fracciones de
diferente densidad: una en la cual se sembraron las muestras (loadding slab, 4%
de acrilamida) y la otra en la que se separaron las proteinas (running slab, 10%
de acrilamida). La electroforesis se realizd a 20mA (constante) hasta que el frente
de corrida llegdé a 1 cm del borde inferior. La composicion del buffer de corrida en
mmol/L fue la siguiente: glicina 0,192; tris base 0,025 y SDS 0,1%.

lll. 5. 2. Transferencia

Las distintas fracciones proteicas obtenidas se transfirieron por electroblotting a
membranas de PVDF (Sequi-Blot, 0,2um, Bio Rad). Para ello se empleé la técnica
de transferencia semi-himeda utilizando una cuba de transferencia (Trans-blot
SD, Semi-Dry Transfer Cell, Bio Rad) con un sistema de dos buffers (anodico y
catddico) cuya composicion en mmol/L fue la siguiente:

Anddico: tris base 60, CAPS 40 y metanol 15%.

Catadico: tris base 60, CAPS 40y SDS (10%) 0.01%.

La trasferencia se hizo a 88mA durante 30 minutos.

[ll. 5. 3. Inmunotincion

Luego de la transferencia, las membranas se incubaron con una solucién de
blogueo (leche descremada 10% en buffer tris-HCl-salino, pH 7,5) (TBS) con
agitaciéon constante durante toda la noche a 4°C. Finalizado el bloqueo, las
membranas se lavaron 3 veces con TBS + tween 20 (0,1%) durante 10 minutos.
Posteriormente se determind la presencia de las distintas enzimas empleando
anticuerpos especificos para cada una de ellas previa optimizacion de la
concentracion y del tiempo de incubacion.

Luego las membranas se lavaron 2 veces durante 5 minutos con TBS + 0,05%
(v/v) tween 20y 1 vez con TBS.

Se incubaron con el segundo anticuerpo (biotinilado) durante 30 minutos y

finalmente se incubaron con estreptavidina durante otros 30 minutos.

9
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El revelado se hizo empleando diaminobenzidina (DAB, Sigma Co., St Louis, MO;
EE.UU) y las bandas obtenidas se cuantificaron por densitometria usando un

software especifico para electroforesis (Gel-Pro Analyser, USA).

ll. 6. REACCION EN CADENA DE POLIMERASA.
PUNTO FINAL Y TIEMPO REAL: IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE
GENES DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

[ll. 6. 1. Aislamiento de ARN total

El ARN total de las muestras de adipocitos provenientes de los distintos grupos se
obtuvo empleando el método de Chomczynsky y Scacchi modificado,
(Chomczynsky P y Scacchi N 1987) utlizando Trizol Reagent (Gibco-BRL,
Rockville, MD, USA). ElI ARN obtenido se resuspendié en 50 pL de agua tratada
con dietilpirocarbamato (DEPC). La integridad del ARN aislado se verificé por
electroforesis en gel de agarosa-formaldehido 1% (Sambrook J y col. 1989),
verificando la presencia de las bandas caracteristicas de ARNr 28s y 18s (Figura
10). La posible contaminacion con proteinas o fenol se determiné midiendo el
cociente de absorbancia 260/280 nm en un espectrofotbmetro marca Shimadzu.
La eventual contaminacion con restos de ADN se evito tratando las muestras con

DNAasa | (Gibco-BRL) 1U/uL antes de realizar la transcripcion reversa.

28S

188

Figura 10. Integridad del ARN: ejemplo de una electroforesis en gel de agarosa-

formaldehido donde se observan las dos bandas de 28S y 18S.
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[ll. 6. 2. Sintesis de ADN complementario (ADNc)

Para obtener ADNc se realizo la transcripcion reversa (RT) a partir de 1ug de ARN
total en presencia de la enzima transcriptasa reversa de virus de leucemia murina
Moloney (SuperScript Ill, Gibco-BRL) 200U/uL, desoxi-nucleétidos trifosfatados
(dNTPs mix) 10 mmol/L, 5X buffer, ditiotreitol (DTT) 0.1 mol/L, RNAsa out, enzima
inhibidora de ribonucleasas (Invitrogen) y oligo-dT (200-500ng) como cebadores.
La inclusién de estos cebadores asegura que la reaccion de RT se efectlie
exclusivamente sobre los ARNm debido a que poseen una cola poli-adenilada. La
RT se realizé con el siguiente protocolo: 60 minutos a 50° C y luego 15 minutos a
70° C. La posible contaminacion con ADN gendémico se determind realizando un
control negativo, es decir omitiendo el agregado de la enzima transcriptasa
reversa. La eficiencia de este proceso se verificO realizando una PCR
convencional, en un termociclador marca Biometra Personal Cycler (Biometra
biomedizinische Analytik Gmbh, Goéttingen) con un cebador para [ actina
(amplicon de 328 pb). La visualizacion del producto se realizé por medio de una
corrida electroforética en gel de agarosa al 1,5% con bromuro de etidio como

revelador.

Figura 11: PCR de punto final con B actina como cebador para verificar la eficiencia de la
RT. Se visualizé6 mediante electroforesis en gel de agarosa en presencia de bromuro de
ethidio.
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lll. 6. 3. Disefo de cebadores

El disefio de los cebadores (Tabla 1) se baso en las secuencias complementarias
del ADNc de rata que se obtuvieron del banco de genes. Para llevar a cabo dicho
disefio se empled el programa Primer3 v.0.4.0 (Rozen S y Skaletsky H, 2000;
http://frodo.wi.mit.edu/).

Para verificar la especificidad de los cebadores éstos se compararon con el

genoma de rata utilizando Blast: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi.

La calidad tedrica de los cebadores disefiados (posibilidad de formar
horquillas, homo o hetero-dimeros) se comprobé con el programa IDTDNA
(Integrated DNA Technologies — SciTools — Oligo Analyzer 3.1) que considera la
temperatura de fusién de ambos cebadores.

(IDTDNA: http://www.idtdna.com/analyzer/Aplications/OligoAnalyzer/.

Todos los cebadores los sintetizd Invitrogen Argentina y fueron probados
realizando una PCR convencional utilizando una mezcla de ADNc de adipocitos de
ratas como molde de la enzima Platinum Taq ADN polimerasa (Invitrogen), en
presencia de dNTPs (10mmol/L) y Mg®" (1,5mmol/L). El perfil de termociclos
utilizados fue el siguiente: 3 minutos a 94°C seguido de 39 ciclos de tres pasos
cada uno: 30 segundos a 94°C, (desnaturalizacién), 30 segundos a 65°Cy 45
segundos a 72°C, finalizando con un ultimo paso de 10 minutos a 72°C. Los
productos de reaccion de amplificacion fueron sometidos a una electroforesis en
gel de agarosa al 1,5% en presencia de bromuro de etidio y posteriormente

fotografiados con un equipo de fotografia digital Kodak con filtro UV.



http://frodo.wi.mit.edu/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.idtdna.com/analyzer/Aplications/OligoAnalyzer/
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Tabla 1: Secuencia de los cebadores donde se incluye el nombre y la longitud en pares

de bases o0 amplicon (pb) de los fragmentos amplificados.

Nombre

Catalasa

Glutation

reductasa

SOD-1

SOD-2

Actina

IRS1

IRS2

Leptina

Ill. 6. 4. Reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (qPCR)

up

down

up
down
up
down
up
down
up
down
up
down
up

down

up

Secuencia
5'CCAGCGACCAGATGAAGCAG3’
5'CCACTCTCTCAGGAATCCGC3

5’CAACATCCCTACCGTGGTCT3’
5CATTTCGTCTTCCTCGTGGT3’
5GGAGAGCATTCCATCATTGG3’
5’ CAATCACACCACAAGCCAAG3’
5’ACCGAGGAGAAGTACCACGAZ
5TAGGGCTCAGGTTTGTCCAGY
5 CGTAAAGACCTCTATGCCAAZ
5’AGCCATGCCAAATGTCTCAT3’
5" TGTGCCAAGCAACAAGAAAGT
5 ACGGTTTCAGAGCAGAGGAAZ’
5"CTACCCACTGAGCCCAAGAGY

5"CCAGGGATGAAGCAGGACTA3’

5"GAGACCTCCTCCATCTGCTG3

Amplicén (pb)

198

156

127

130

328

176

151

176

Se llevé a cabo en 25 pL de volumen final de reaccién conteniendo: 5 ng de ADNc
como molde equivalente a 1 ug/uL de ARN, 10X PCR buffer (Tris-HCI 200 mmol/L

pH 8,4; KCI 500 mmol/L), 50 pmol/uL de cada cebador, enzima Platinum Taq

Polimerasa 2,5 U, iniciadores de oligonucledtidos dNTPs mix 10 mmol/L, MgCl;

1,5 mmol/L, sybergreen con un termociclador marca Bio-Rad modelo MJ mini (Bio-

Rad Lab. Inc. USA). El perfil de ciclos térmicos fue el siguiente: un Unico paso de

3 minutos a 94°C seguido de 39 ciclos de tres pasos: 30 segundos a 94°C,

(desnaturalizacion), 30 segundos a 65°C y 45 segundos a 72°C, finalizando con
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un ultimo paso de 10 minutos a 72°C. En cada ciclo se registré la fluorescencia
emitida por cada uno de los tubos. (Magocsi My col., 1992). (Figura 12).

Unidades relativas de fiuorescencia
B
g E
g

v 0
0 2468 WNRNMUHIEVLR2VDBBIZASBLVRNTESH

Ciclos (Ct)

Figura 12: Ejemplo de una gPCR donde puede observarse la emisién de fluorescencia en
los distintos ciclos y para cada tubo.

Al término de los ciclos de amplificacién y para verificar la especificidad de los
cebadores se efectudé una curva de fusion (melting) en la que se aumenté la
temperatura desde 55 a 90°C, tomando el registro de la fluorescencia cada medio
grado de temperatura. El incremento de temperatura genera la ruptura o
desnaturalizacion de la estructura de doble hebra del ADN y en esas condiciones
varia la intensidad de la fluorescencia emitida por el fluoréforo SYBR Green |. Si
se grafica la variacion de intensidad en funcion de la temperatura obtenemos un
registro donde la presencia de un pico corresponde a la temperatura de fusion del
fragmento. La presencia de mas de un pico indica que existe mas de un producto
de amplificacion y por lo tanto ese cebador no tiene buena especificidad.

Se evaluo la eficiencia (E) individual para cada par de cebadores calculada con
una curva estandar y el parametro conocido como ciclo umbral o Ct (proveniente
del vocablo inglés cycle threshold). La curva estandar se efectud con diluciones
seriadas de una mezcla de muestras de ADNc obtenidas del TAA de varios
animales de cada grupo. El método de cuantificacion elegido fue descripto por

Pfaffl (2001), en el que se evallan los niveles de cada producto de amplificacién
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en relacion a los del estandar interno (B-actina) y entre los diferentes grupos
experimentales.

La identidad y pureza de los productos obtenidos se determind por electroforesis
en gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE (Tris base 40 mmol/L, &cido acético
glacial 40 mmol/L, EDTA 1 mmol/L pH 8,0) en presencia de bromuro de etidio
como revelador y con posterior exposicion a luz ultravioleta. Las imagenes

obtenidas se capturaron empleando un equipo Kodak.

lll. 7. Andlisis estadistico de los resultados

El andlisis estadistico de los resultados se realiz6 empleando el test de t de
Student para muestras independientes. Los resultados fueron expresados como la
media + el error estandar de la media (EEM). Las diferencias se consideraron

significativas cuando la probabilidad (p) fuera menor a 0,05.

¢



V. Resultados

IV. 1. Modelo experimental de dismetabolismo y estrés oxidativo inducido

por la administracion de dieta rica en fructosa

IV. 1. 1. Composicién de la dieta, consumo diario de masa y calorias

Dado que el agregado de fructosa en el agua de bebida de los animales
tratados cambia la composicion de la dieta se midi6 el consumo de alimento y
agua diariamente para de determinar el total de calorias ingeridas a lo largo del
tratamiento.

En la tabla 2 se puede observar que los animales controles consumieron
mayor cantidad de alimento solido que los tratados (C: 18,3 + 2,02 vs DRF: 10,7
0,67 g/animal/dia; p< 0,004); en cambio, los animales del grupo tratado con
fructosa bebieron mayor volumen de liquido que los del grupo control (C: 34,5 +
3,3 vs DRF: 55,4 + 3,6 mL/animal/dia; p< 0,005), lo que implica un mayor consumo
de fructosa, por lo que estos animales consumieron un promedio de 5,54 gramos
de hidratos de carbono mas que los animales del grupo C.

En la dieta estdndar que ingirieron ambos grupos, los hidratos de carbono,
proteinas y lipidos representaron el 62,8% del peso del alimento, mientras que el
porcentaje restante estuvo compuesto por cenizas y fibras que no aportaron valor
calorico. La relacién de hidratos de carbono, proteinas y lipidos de esta dieta
comercial fue: 45: 43:12 % respectivamente. El aporte agregado de fructosa en
los animales DRF modificd esta relacion de nutrientes produciendo un aumento
en la proporciébn de hidratos de carbono a expensas de la disminucion de
proteinas y lipidos. Finalmente, la relacion resultante con este tratamiento fue: 64:
28: 8 % respectivamente.

A pesar de este cambio en la proporcion de nutrientes, la ingesta caldrica
diaria fue similar en ambos grupos debido a que los animales DRF consumieron
menor cantidad de alimento sélido que los del grupo C.

El tratamiento con apocinina no produjo ningun cambio en la ingesta de
nutrientes con lo cual tampoco cambio el aporte calorico (resultados no

mostrados).
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Tabla 2: Consumo y composicién diaria de alimento.

Alimento
consumido
(g/animal/dia) Hidratos de
Carbono
c 18,3+ 2,02 45
DRF 10,7 + 0,67 64

Proporcién de nutrientes (%)

Protei L inid Calorias
roteinas | Lipidos (Kcal)

43 12 52,6 £5,8

28 8 48,3+ 2,6

En la tabla 2 se muestra el promedio de alimento ingerido, la composicion de nutrientes y
calorias consumidas por animal y por dia para ambos grupos. Los datos expresan la
media + EEM de 30 animales por grupo. Las diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

IV. 1. 2. Efecto de la dietarica en fructosa sobre el peso corporal

Los animales de todos los grupos experimentales comenzaron y finalizaron

el tratamiento con pesos similares sin tener diferencias estadisticamente

significativas entre ellos (Tabla 3).

Tabla 3. Peso corporal

Peso (g) C DRF
Inicial 1924 +1,7 190,4+1,2
Final 282,4 +6,1 295,1+4,8

C-APO DRF-APO
192,7+2,2 193,7+1,6
2745 +6,9 2796 +6,4

En la tabla 3 se colocaron los pesos iniciales y finales de los cuatro grupos no
observandose diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. El peso inicial
y final est4 expresado en gramos. Los resultados expresan la media + el EEM de 30
animales por grupo. Las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

e
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IV. 2. Marcadores plasmaticos del dismetabolismo inducido por la dieta rica

en fructosa

Para comprobar la presencia del estado de alteracion del metabolismo en los

distintos grupos experimentales al cabo de los 21 dias de tratamiento, se

determinaron los valores de glucosa, TG, insulina, NEFA, fructosamina, leptina,

TBARS y TGIP.

Tabla 4: Marcadores metabdlicos, endocrinos y de estrés oxidativo

Parametro

Glucosa
(mmol/L)
Triglicéridos
(mmol/L)
Insulina
(LU/mL)
NEFA
(mmol/L)
Fructosamina
(umol/L)
Leptina
(ng/ml)
TBARS
(nmol/mg)
TGIP
(mmol/L/min)

HOMA - IR

Los resultados corresponden a la media + EEM. (n= 30 animales por grupo).

C

6,29 + 0,09

0,87 £ 0,05

23,1+ 3,44

0,59 + 0,04

146,2 £ 5,60

4,90 £ 0,34

58,72 + 4,45

1,34 +0,15

6,53 =+ 0,99

DRF

6,30 + 0,20
1,72+ 0,06 2
43,89 +4,14°
0,77 + 0,05 ¢
162,6 + 3,30 ©
6,43+ 0,51 °¢

73,71 +551 ¢

2,25+0,28 °

12,32 +1,27 2

C-APO

5,69+0,15

0,94 + 0,09

22,91 + 3,44

0,58 + 0,08

134,1 £ 12,20

4,20 £ 0,57

68,97 + 4,45

1,26 £+ 0,11

5,88+0,91

DRF-APO

6,06 + 0,19
1,43 +0,13°
28,74 + 5,24 ¢
0,43 +0,05°
105,4 + 18,4 °
4,15+0,83°

67,10 £5,51

2,03+0,33

7,96+ 1,541

C vs DRF, DRF vs DRF-APO: #p< 0,001; ® p< 0,005; ° p< 0,02; ¢ p< 0,05; © p< 0,01.

Pudo observarse que hay un importante aumento de los parametros

estudiados en los animales DRF asi como también en el indice HOMA de

insulinorresistencia (HOMA-IR). Todos estos parametros fueron mejorados con el
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tratamiento con apocinina, alcanzando en algunos casos el valor del control.

(Tabla 4).

IV. 3. Perfil lipidico sérico en los distintos grupos

Continuando con el estudio en plasma, se estudié el colesterol total

plasmético (CT) encontrdndose que fue similar en todos los grupos. En el analisis

de las sub fracciones de lipoproteinas, las fracciones de colesterol HDL (C-HDL) y

colesterol LDL (C-LDL) disminuyeron mientras que la del colesterol-VLDL (C-

VLDL) fue mayor en ratas DRF asi como también la relacion entre CT/C-HDL y

triglicéridos (TG)/ (TG/C-HDL). EIl tratamiento con apocinina produjo cambios en
algunas de las fracciones (C-HDL, C-LDL, C-VLDL, CT/C-HDL y TG/C-HDL)

aproximandolas al correspondiente valor control (Tabla 5).

Tabla 5: Distribucién del colesterol en las distintas fracciones de lipoproteinas

C
CT (mmol/L) 2,06 + 0,07
C-HDL (mmol/L) 0,80 + 0,04
C-LDL (mmol/L) 0,83 +0,09
C-vLDL (mmol/L) 0,44 +0,05
CT/C-HDL 2,64 +0,16

TG/C-HDL 1,23+0,17

DRF
1,91+0,11
0,58 + 0,04 2
0,50 + 0,12 ¢
0,83 +0,06°
3,30+0,11°

3,20+ 0,342

C-APO
2,07+0,11
0,86 + 0,07
1,04 + 0,07

0,17 £0,02 ©
2,47 +0,15

1,04 +0,14

Los valores representan la media £ EEM (n= 8 animales por grupo).
C »s DRF: # p< 0,005; ® p< 0,01; ¢ p< 0,025; ¢ p< 0.05; © p< 0.001.

DRF-APO
2,24 +0,11
0,84+ 0,07 °
1,09 + 0,09 2
0,31+0,04°
2,76 + 0,22

1,88+ 0,26 ©
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IV. 3. 1. Composicion de acidos grasos de triglicéridos y fosfolipidos de las

fracciones de HDL y VLDL+LDL plasmaticas

En el grupo DRF, los acidos grasos saturados palmitico (16:0) y estearico
(18:0) se encontraron aumentados mientras que los monoinsaturados y los
poliinsaturados (PUFA) disminuyeron con respecto al grupo C. Las relaciones de
saturados/monoinsaturados y saturados/PUFA estuvieron aumentadas en DRF,
mientras que la relacién eicosatrienoico/araquidénico (20:3/20:4) se encontro
significativamente disminuida con respecto al grupo C (Tabla 6)

En las ratas DRF se encontré disminuido el contenido de &cido linoleico
(18:2 n-6) en la fraccion VLDL + LDL. En estos animales el analisis de relaciones
entre componentes analiticos demostr6 un cambio significativo similar a la
fraccibon  C-HDL, especialmente en la relacion &cidos  grasos

saturados/monoinsaturados y saturados/PUFA (Tabla 7).

=
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Tabla 6: Composicién de &cidos grasos de la fraccion HDL

Acido graso C DRF
14:0 0,10+0,02 | 0,20+0,01°2
16:0 10,0+2,00 | 17,5+0,90°
16:1 2,20+0,20 | 1,50+0,10°
18:0 10,30+ 0,30 | 18,1+0,60°
18:1 19,90+ 0,50 | 13,2+0,10°
18:2 n-6 24,20 +1,00 = 21,9+0,90
18:3n-3 0,20+0,02 | 0,10+0,01°
20:3 n-6 1,10+0,03 | 0,40+0,012
20:4 n-6 32,0+3,00 | 27,1+1,80
Y Sat/Y Mon | 0,93+0,10 | 2,40+0,15°2
18:2/20:4 0,76 +0,05 | 0,80+0,04
20:3/20:4 0,03 + 0,001 | 0,01+ 0,002 2
S PUFAs 57,5+3,80 | 495+ 3,00
Y Sat/y PUFA = 0,35+0,04 @ 0,72+0,03°

Los valores representan la media £ EEM (n= 14 animales por grupo).
C »sDRF: 2, p< 0,001; °, p< 0,05.
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Tabla 7: Composicién de acidos grasos de la fraccion VLDL + LDL

Acido graso C DRF
14:0 0,2+0,03 0,2+0,01
16:0 253272 29,8+2,0
16:1 1,7+0,1 1,5+0,1
18:0 16,5+0,9 19,111
18:1 15,8 +0,7 14,2 +1,3
18:2 n-6 13,6 £0,5 11,4+0,8°
18:3n-3 0,1+0,01 0,1+0,01
20:3 n-6 0,3 +0,02 0,4+0,02°
20:4 n-6 26,5+3,1 23,3+272
> Sat/> Mon 2,4+0,12 3,12+0,11°2
18:2/20:4 0,51 + 0,04 0,49 + 0,05
20:3/20:4 0,01 = 0,002 0,02 = 0,003
> PUFAs 405+ 34 35229

Y Sat/y PUFA | 1,04+0,03% 1,39+0,04°

Los valores representan la media £ EEM (n= 14 animales por grupo).
C vs DRF: @ p< 0,001; ® p< 0,005, © p< 0,05.
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IV. 4. Tejido Adiposo Abdominal.
Marcadores metabdlicos y de estrés oxidativo inducidos por la dieta rica en

fructosa

IV. 4. 1. Contenido de TBARS en TAA

La concentracion de TBARS medidos en el TAA presentd un aumento
significativo en los animales DRF con respecto al grupo C (50,5 + 7,99 vs 22,13 +
3,51). El tratamiento con apocinina no modificd los valores de C-APO mientras
qgue los de DRF-APO disminuyeron significativamente con respecto a su control
(C-APO, 20,31 + 5,80; DRF-APO 10,35 + 1,33 (Figura 13).
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Figura 13: Produccién de TBARS expresado como nmoles de malondialdehido (MDA)
por miligramo de proteina. Los resultados representan la media + EEM de 8 animales por
grupo. C uvs DRF * p< 0,02, DRF vs DRF-APO *** p< 0,005.

IV. 4. 2. Expresién del gen de leptinay de los receptores de insulinaly 2

En homogenados de TAA se estudido la expresion del gen de leptina,
encontrandose aumentado en los animales DRF con respecto al grupo
experimental C. En el grupo DRF-APO disminuyo la expresion del gen
aproximando los valores al del grupo control (Figura 14).
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2 - ## Figura 14. Expresion del gen de
leptina. Las barras representan la
@ 45 concentracion de ARNm del TAA
Ta de los distintos grupos.
EE : 4 % Los datos corresponden a 5
35 1 = animales por grupo y fueron
g-g expresados  como  unidades
Z 05 arbitrarias.
C vs DRF, DRF vs DRF-APO ##
0. . ' p< 0,05

c ODRF C-APO  DRF-APO

Con respecto a la expresion de los receptores de insulina, tanto el IRS-1
como el IRS-2, en DRF se encuentran significativamente disminuidos con
respecto a los controles, en tanto que el tratamiento con apocinina recuperd su
expresion hasta alcanzar valores intermedios entre el grupo control y

suplementado. (Figura 15).
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RNAm IRS-1
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Figura 15. Expresion del gen de IRS-1 e IRS-2: Las barras representan la concentracion
de ARNm del TAA de los distintos grupos. Los datos fueron expresados como unidades
arbitrarias y corresponden a 5 animales por grupo. C vs DRF, DRF vs DRF-APO ## p<

0,05.
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IV. 4. 3. Determinacion de la composicién de acidos grasos mayoritarios de
triglicéridos del tejido adiposo abdominal

Los animales DRF aumentaron los acidos grasos saturados palmitico (16:0)
y esteérico (18:0) (Tabla 8).

Tabla 8: Composicién de &cidos grasos del TAA

Acido graso C DRF C-APO DRF-APO
14:0 2,2+0,1 2,6+0,2 2,0+0,1 20+0,12
16:0 30,3+1,5 353+14°% 29,6 +1,1 31,6 +1,2
16:1 1,8+0,1 1,5 + 0,06 2 1,5+0,1 20+0,1°
18:0 22,2+1,0 26,3+0,8° 233+1,1 235+0,6°
18:1 12,0 £ 0,7 10,2 + 0,5 11,9+ 0,5 12,3+0,2°
18:2 n-6 18,0 + 0,7 16,6 + 0,8 17,3+0,8 17,8 +0,4
18:3 n-3 0,9 + 0,03 0,5+0,05° 0,8 + 0,03 0,8+0,1°
20:3 n-6 0,8+ 0,01 0,8+ 0,03 0,7+0,02° 0,9 0,05
20:4 n-6 235+1,1 17,3+0,9°© 243+1,0 248+0,8¢
Yy Sat. 54,7 +2,3 64,6+19° 54,9 + 2,0 57,1+19°2
S Mon. 13,8 +0,8 11,7+0,6° 13,4+0,8 14,3+0,9
Y Sat/y Mon 4,0+0,1 55+0,11 4,1 +0,05 4,0+0,01¢
18:2/20:4 0,8 + 0,05 1,0+0,1 0,7 + 0,05 0,7 +0,03
20:3/20:4 0,03 + 0,01 0,05 + 0,02 0,03 + 0,01 0,04 + 0,01
Y PUFA 25,2+ 0,6 18,6 +0,4 ¢ 25,8+ 0,8 26,5+0,9¢
Y Sat/y PUFA 2,2+0,1 35+0,1¢ 2,1+0,05 22+0,1¢

Los valores son expresados en pmoles/mg de tejido para cada acido graso y
corresponden a 8 animales por grupo. C »s DRF, C vs C-APO, DRF vs DRF-APO @ p<
0,05; °p< 0,01; ¢ p< 0,02; p< 0,001; ®p< 0,005

Los acidos grasos monoinsaturados, como el palmitoleico (16:1) y el oleico
(18:1) mostraron una reduccién del 15-16%. Dentro de los poliinsaturados (PUFA)

el acido y-linolénico (18:3) y el araquidonico (20:4) disminuyeron con respecto al
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grupo C. El tratamiento con apocinina de los animales DRF recuperoé los valores
del grupo control. La sumatoria de los acidos grasos monoinsaturados mostré una
disminucién en las ratas DRF, cuadro que fue revertido por la administracion de
apocinina. Los PUFA mostraron una disminucién significativa en los animales
DRF, mientras que la relacion saturados/monoinsaturados y los saturados/PUFA

fue mayor que en el grupo control.

IV. 4. 4. Actividad de enzimas antioxidantes y antioxidantes no enziméaticos
Cuando se midi6 la actividad de las enzimas que conforman el sistema
antioxidante presente en el TAA como la SOD total y las isoformas dependientes
de cobre-zinc y manganeso, CAT, GSH-Px y GSH-R (Tabla 9), encontramos que
en los animales DRF estaban todas aumentadas. Por otro lado, cuando se estudio
el sistema antioxidante no enzimético en las ratas DRF observamos una
disminucién en la concentracion de glutation reducido (GSH) y un incremento de
la del oxidado (GSSG). En consecuencia, la relacion entre ambos disminuyé en
las ratas DRF. Los antioxidantes liposolubles disminuyeron con respecto al grupo
C. El tratamiento con apocinina aproximé al grupo C todos los valores antes

mencionados.

>
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Tabla 9: Actividad de enzimas antioxidantes y antioxidantes no enzimaticos en el TAA

Parametro
SOD total
SOD-Cu/Zn
SOD-Mn
Catalasa
GSH-Px
GSH-Tr
GSH-R
GSH total
GSH

GSSG
GSH/GSSG

Retinol

B carotenoides

a tocoferol

Licopenos

Las enzimas antioxidantes fueron expresadas en U/mg, el GSH total en nmol/g y los
antioxidantes no-enzimaticos en pg/g. Los resultados del TAA representaron la media +

C
4,56 + 0,05
3,78 £ 0,03
0,78 +0,01
0,55+ 0,02
3,3+0,05
8,6 +0,10
6,0 £ 0,15
35,6 £0,75
31,15+ 0,55
4,45 + 0,15
7,0+0,10
0,56 + 0,02
1,15+ 0,06
202,5+5,15
0,30 = 0,005

DRF
8,81+0,072
7,06 £ 0,06 2
1,75+ 0,03 °
1,72 +0,06 ©

54+0,10°
7,5+0,15°%
11,7+0,30 ¢
36,8 + 0,45

27,78+ 0,35 °

9,02+0,25°
3,1+0,05°
0,22 +0,02 *
0,78+ 0,03 °

174,4 + 2,95 °©

0,25 +0,03

C-APO
4,27 +0,04°
3,35+0,02°
0,92 +0,01°
0,51 + 0,05
3,56+0,02°
7,7+0,25¢
5,3 +0,25
34,2 + 0,60
30,10 +0,5
4,10 + 0,10
7,3+0,15
0,58 + 0,05
0,99 + 0,05

2222 +480°"

0,29 + 0,06

DRF-APO
6,12 + 0,032
4,88+0,03°
1,24 + 002 ©
0,70 + 0,02 ®
3,8+0,02°

8,1+0,25
8,4 +0,201
38,6 + 0,70

31,94 + 060 °

6,66 + 0,20 2
4,8 + 005 ?
0,35+0,02°
1,19 + 004 2
197,3+3,15°
0,36 + 0,04

EEM de 5 experimentos. C vs DRF, C vs C-APO, DRF vs DRF-APO p< 0,001; ® p< 0,05; ©
p< 0,01; p< 0,02; ¢ p< 0,005.

IV. 4. 5. Expresién de enzimas antioxidantes

La expresion de las distintas enzimas se determiné mediante Western blot

y la expresion de los genes por reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real

(gPCR). A continuacion se describen los resultados de ambas determinaciones

con cada una de las enzimas.
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IV.4.5. 1. Superoxido dismutasa 1 (SOD-1)
El contenido de proteina para SOD1 no fue estadisticamente significativo
entre C y DRF. El tratamiento con apocinina aumento el contenido por encima de

los valores de los respectivos controles (Figura 16).

Figura 16. Contenido de proteina para
j— S SOD-1. Las barras representan los
90 1 . resultados obtenidos en el TAA en
gaoo- presencia del anticuerpo especifico
8 I para SOD1. En la parte superior se
Y - muestra el ejemplo de una corrida
S 300 4 ..
3 electroforética.
§200 Las barras corresponden a la
§ cuantificacién realizada y representan
2 100 - i el promedio + EEM de 5 ensayos.
2
0 4 . . . v C vs C-APO *** p< 0,005; DRF ws
c DRF C-APO  DRF-APO DRF-APO * p< 0,02

Cuando se estudié la expresién génica de esta misma enzima, no se
encontraron cambios entre C y DRF, pero si una franca disminucién en los

animales tratados con apocinina (Figura 17).

0,7 -
Figural7. gqPCR. En la
o figura se observan los
B promedios * EEM de 5
© ensayos realizados por
hg 0,35 4 *;?* triplicado.
B *%
g C vs C-APO *** p< 0,005;
b DRF vs DRF-APO ** p<
0,001
0 L] L] L]
C DRF C-APO DRF-APO
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IV. 4.5. 2. Superoxido dismutasa 2 (SOD-2)
El contenido de proteina correspondiente a SOD2 no fue diferente entre C y

DRF mientras que el tratamiento con apocinina aumentd los valores
significativamente en el grupo C-APO, no habiendo cambios en DRF-APO con

respecto al control (Figura 18).

Figura 18. Contenido de proteina
para SOD-2. Las barras representan
los resultados obtenidos en el TAA
* en presencia del anticuerpo
I especifico para SOD2. En la parte
superior se muestra el ejemplo de
una corrida electoforética. Las barras
corresponden a la cuantificacion
realizada y representan el promedio
+ EEM de 5 ensayos.

R —

200 -

=

Gh

=]
L

Unidades arbitrarias (%)
@ =
=] =}

C vs C-APO * p< 0,02

(=]
L

C DRF C-APD DRF-APD

La expresion génica de SOD-2, estuvo disminuida en las ratas DRF con
respecto al grupo C. El tratamiento con apocinina elevo la expresién por encima

del valor control en ambos grupos tratados (Figura 19).

Figura 19. gPCR. En la figura se

0.9 ; ax observan los promedios + EEM
de 5 experimentos realizados por
triplicado.

3 0.6 - *k
lg C vs DRF * p< 0,02, C vs C-APO,
§ DRF vs DRF-APO ** p< 0,001
":;.n,a
= ¥
ol @ mmm i

c ORF C-APO DRF-APO

s
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IV. 4. 5. 3. Catalasa
La expresion proteica de catalasa no presentd cambios significativos entre C
y DRF. La apocinina aumento la expresion significativamente en ambos grupos

respecto al control (Figura 20).

Figura 20. Contenido de

— ~ — e proteina para catalasa. Las
250 - 4 barras representan los
= resultados obtenidos en el TAA
=200 - . en presencia del anticuerpo
& especifico para esta enzima.
E 150 - I En la parte superior se muestra
B el ejemplo de wuna corrida
% 100 - electoforética. Las  barras
2 representan la cuantificacion
.'g 50 - realizada y corresponden al
=] promedio +* EEM de 5
0 i i . experimentos.

c DRF C-APO  DRF-APO

C vs C-APO *** p< 0,005; DRF

vs DRF-APO # p< 0,01

La expresion del gen que codifica para CAT se mantuvo sin cambios entre C
y DRF, en cambio la apocinina disminuy6 significativamente su expresion (Figura
21).

0,008 -

Figura 21. gPCR. En la figura se
@ 0.006 observan los promedios + EEM
- de 5 experimentos realizados por
v triplicado.
§ 0,004
g 4 C vs C-APO ** p< 0,001; DRF s
& 0,002 A *I* DRF-APO # p< 0,01

0 - . i

c DRF C-APO DRF-APOD

)
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IV.4.5. 4. Glutation reductasa

En esta proteina se encontr6 que el grupo DRF presentd un aumento

altamente significativo con respecto a C retornando al valor control con apocinina.

En el grupo DRF-APO la disminucién fue aun mayor (Figura 22).

Unidadesarbitrarias (%)

500 -

&
=
o

w
=
o

N
[=3
(=]

-
(=3
(=}

- N - e~
sk
C DRF C-APO

##

i

DRF-APO

Figura 22. Contenido de
proteina para glutation
reductasa. Las barras
representan los resultados
obtenidos en el TAA en
presencia del anticuerpo
especifico para esta enzima.
En la parte superior se
muestra una corrida
electroforética. Los datos
representan el promedio =*
EEM de 5 experimentos.

C vs DRF ** p< 0,001, DRF vs
DRF-APO ## p< 0,05

La expresion del gen de glutatién reductasa no presenté cambios entre C y

DRF, mientras que la apocinina disminuyé los valores por debajo del control

(Figura 23).
0,08

= 0,06
=
ki
o
5 0,04 1 #
E T
B
4 p,02 I

0

c DRF C-APO  DRF-APO

Figura 23. gPCR. En la figura se
observan los promedios + EEM de 5
experimentos realizados por
triplicado.

C vs C-APO *** p< 0,005; DRF ws
DRF-APO # p< 0,01

s



V. Resultados

IV. 5. Estudios dinamicos in vitro: incubacion de TAA

IV.5. 1. Liberacién de acidos grasos libres (NEFAS)

La liberacion espontanea de AGL (NEFASs) al medio de incubacién por el
TAA obtenido de ratas DRF fue significativamente mayor que la de los animales C
(12,30 £ 0,27 vs 14,50 £ 0,20 pmoles/L, p< 0,001). La apocinina no modifico este
valor en el TAA de ratas C mientras que en el de ratas DRF-APO la liberacion
disminuy¢ significativamente alcanzando los valores del lote C (11,3 + 0,39, NS;
12,1 £ 0,34 umoles/L, p< 0,001).

Tabla 10. Composicion relativa de acidos grasos liberados al medio de incubacién

Acido graso C DRF C-APO DRF-APO
14:0 <0.10 <0.10 0,10+ 0,005 0,10+ 0,015
16:0 410+0,05 550+0,05% 3,20+0,10 3,90 + 0,05
16:1 <0.10 <0.10 <0.10 0,10 + 0,01
18:0 6,20+0,05 8,30+0,10° 5,80+0,10 6,20 + 0,15
18:1 <0.10 <0.10 0,20 + 0,01 0,1 +0,015
18:2 n-6 1,50+0,10 0,70+0,05° 1,30%0,10 1,30 + 0,05
18:3n-3 0,10 + 0,0015 <0.10 0,10 +0,005 0,10 + 0,02
20:3 n-6 <0.10 <0.10 0,10 + 0,015 <0.10
20:4 n-6 0,20 + 0,05 <0.10 0,30+£0,02 0,20 +0,015
Otros PUFAs 0,20 + 0,02 <0.10 0,20 £0,025 0,10 + 0,005
Y Sat 10,30 +0,10 13,80+0,15%  9,1+0,21 10,2 + 0,22 2
> PUFAs 2,00+£0,17 0,70+0,05° 2,2+0,18 1,9+0,12 ¢
ySat/y PUFAs  515+059 19, 70+3,00° 4,14+117 537+1,383°

Los valores son expresados en umoles/L de medio y corresponden a 4 animales por
grupo. Los resultados representan la media + EEM de 5 experimentos. C vs DRF @ p<
0,005; P p< 0,01; ¢ p< 0,025; DRFvs DRF-APO “p< 0,02




V. Resultados

Analizando la composicion de la fraccion de acidos grasos (Tabla 10) en
los animales DRF, se encontrdé una mayor proporcion de acidos grasos saturados
(palmitico y estearico) (16:0 y 18:0 respectivamente) con respecto a C (p< 0,005),
mientras que el acido miristico (14:0) practicamente no fue detectable.

Por el contrario, en la fraccién de acidos grasos insaturados se observaron
so6lo trazas en la mayoria de ellos. Los componentes de la familia n-6 (18:2 y 20:4
como los mas relevantes) disminuyeron significativamente en las ratas DRF
respecto de C (p< 0,02). En consecuencia, la cantidad total de PUFA liberados al
medio fue significativamente menor en DRF que en C (p< 0,01) y la relacion de
saturados/PUFA fue significativamente mayor. Notablemente el tratamiento con

apocinina produjo una reversion completa de estas alteraciones (Figura 24).

HC

® DRF
“C-APO

# DRF-APO

> Sat 2 PUFA 2 Sat/PUFA

Figura 24. Composicién de acidos grasos libres (NEFA) liberados por el TAA al medio de
incubacién. Las barras representan la media + EEM de 5 experimentos.

C vs DRF *** p< 0,005, # p< 0,01, ### p< 0,025; DRF vs DRF-APO *** p< 0,005, * p< 0,02,
# p< 0,01

<
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IV. 5. 2. Produccion in situ de especies reactivas del oxigeno (ROS) en

adipocitos aislados de TAA

IV.5.2.1. Produccion de ROS (método con diclorofluoresceina)

La produccién de ROS en los adipocitos incubados con DCFA aumento
significativamente en el grupo DRF con respecto al grupo C (657,4 + 86,6 wvs
234,3 + 29) (Figura 25). El tratamiento con apocinina no modificé este parametro
con respecto al control.

Cuando los adipocitos se incubaron en presencia del éster de forbol (PMA),
estimulador de la proteina quinasa C (PKC), se observé un aumento significativo
de la cantidad de ROS tanto en C como en DRF (939,6 + 224 vs 1643,2 + 363,4).
El tratamiento con apocinina en presencia del PMA disminuyo la produccion de
ROS en ambos grupos (C-APO PMA 306,7 + 22,2 vs DRF-APO PMA 826,4 + 55)

indicando un efecto protector del mismo.

2500 -
*
2000 -
0
o
© =
= & 1500 A
S s
[
Q =
2 & 1000 A
B [
X =
w "c__’ 500 - *%%
S -
N i ~ i
O l Ll Ll ' Ll
c DRF C-APO DRF-APO
“S/IPMA EC/PMA

Figura 25: Produccién de ROS en presencia de DCFA. Los valores se expresaron como
fluorescencia en unidades arbitrarias. Las barras representan el promedio + EEM de 5
experimentos realizados por triplicado.

C vs DRF ** p< 0,001, C vs PMA, C-APO vs PMA *** p< 0,005, DRF vs PMA * p< 0,02




V. Resultados

IV.5.2.2. Producciéon de formazan como medida de la actividad de NADPH-
oxidasa

En adipocitos aislados provenientes de TAA de animales DRF se observé un
incremento significativo en la actividad de la enzima con relacién al grupo C vy
también se encontr6 una disminucion en el grupo tratado con apocinina.

En adipocitos incubados en presencia de un inhibidor de la enzima como el
difeniliodonium (DPI), se pudo apreciar un efecto inhibitorio del compuesto en las
ratas DRF-APO, no encontrdndose diferencias significativas en adipocitos
provenientes del grupo C.

Cuando se expresoO el porcentaje de inhibicion en presencia de DPI se
observé que el grupo DRF presentd un porcentaje significativamente mayor que el
grupo C y que el tratamiento con apocinina bajé la actividad al valor del C (Figura
26).

200 - ##
/7]
= 150 -
(v
8
0
100 -
e H#
2
s I
= 50 -
=2
0 L] L] L] L]
c DRF C-APO  DRF-APO

Figura 26. Las barras representan la diferencia de la produccion de radical superoxido
medido en presencia y ausencia de DPI. Los resultados se expresaron en unidades
arbitrarias que indican la intensidad de la formacion de formazan a partir del NBT por el
radical superoéxido.

C vs DRF, DRF vs DRF-APO ## p< 0,05

<
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IV. 6. Efecto de &cido a-lipoico sobre marcadores plasméticos del

dismetabolismo inducido por la dietarica en fructosa

IV. 6. 1. Efecto de la dietarica en fructosa sobre el peso corporal

Una vez establecido el estado de dismetabolismo en los animales tratados
con fructosa durante 21 dias - y habiendo observado cambios en presencia de un
inhibidor de la NADPHoxidasa como es la apocinina - se quiso estudiar el efecto
de un antioxidante mas ampliamente conocido y ampliamente utilizado a nivel
clinico como lo es el acido a lipoico (AL) o tidctico.

Dado que este compuesto tiene efecto anorexigeno, en estos experimentos
controlamos la posible variacién de peso en todos los grupos. Los resultados

obtenidos no demostraron diferencias significativas entre grupos (Tabla 11).

Tabla 11. Peso corporal

Peso (g) C DRF C-AL DRF-AL
Inicial 1924 +1,7 1904 +1,2 192,7+22 193,7+1,6
Final 282,4+6,1 295,1+4,8 2775+7,9 285,7 £ 4,6

El peso inicial y final se expresaron en gramos. Los resultados representan la media + el

EEM de entre 10 y 30 animales por grupo.

IV. 6. 2. Marcadores plasmaticos del dismetabolismo inducido por la dieta
rica en fructosa

Cuando se determinaron los parametros sericos (Tabla 12), se observé que
las alteraciones encontradas en los animales DRF fueron reestablecidas al valor
control por el AL. Si bien los valores glucémicos no cambiaron en DRF, el
tratamiento con AL disminuyd en el grupo C-AL. Los TG aumentaron en DRF,

retornando a los valores de sus respectivos controles con el AL. Los niveles de

a3
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AGL se mantuvieron por debajo de los controles. Los TBARS del grupo DRF-AL

se encontraron mas bajos que en el grupo control. La adiponectina y leptina

aumentaron en el grupo DRF pero luego del tratamiento sus valores disminuyeron

en ambos grupos tratados. En la TGIP, el area bajo la curva de los animales DRF

fue significativamente mayor, anormalidad que fue corregida por el tratamiento

con AL.

Tabla 12. Marcadores séricos.

Parametro
Glucosa (mmol/L)

Insulina (LU/ml)

HOMA - IR

NEFA (mmol/L)
Triglicéridos (mmol/L)
TBARS (nmol/mg)
Leptina (ng/ml)
Adiponectina(ug/mL)

TGIP (mmol/L/min)

C vs DRF, C vs C-AL y DRF vs DRF-AL: ® p< 0,01; C vs DRF y DRF vs DRF-AL: ® p< 0,001;
DRF vs DRF-AL: © p< 0,05; DRF vs DRF-AL: ?p< 0,005: C vs DRF: © p< 0,02.

C

6,29 = 0,09
23,1+ 3,44

6,53 = 0,99
0,64 + 0,07
0,87 + 0,05
58,7+ 4,45
4,77 + 0,35
10,6 + 0,68

1,34 £ 0,15

DRF
6,30 £ 0,20
43,9 + 4,14°
12,3 +1,272
0,68 + 0,08
1,72 + 0,06%
73,7 £5,51°
6,67 + 0,62°
14,1+ 0,792

2,25+ 0,282

C-AL
5,69 +0,15
22,9+ 3,44
5,88 +0,91

0,40 + 0,05%
0,94 + 0,09
69,6 + 14,0
3,58 £ 0,46

6,87 + 0,58%

1,47 £ 0,09

DRF-AL

6,06 + 0,19
28,7 + 5,24°
7,96 + 1,54¢
0,53 + 0,14
1,43 +0,13"
46,5 + 9,30°
3,68 + 0,442
7,89 + 0,361

1,64 +£0,18
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IV.6. 3. Produccion de ROS en adipocitos
La produccion de ROS aument6 en los animales DRF. El tratamiento con
AL disminuy6 significativamente los valores en ambos grupos tratados y en el

grupo C-AL fueron practicamente no detectables (Figura 27).
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Figura 27. Produccion de ROS con DCFA en adipocitos aislados.

Los valores se expresaron como fluorescencia en unidades arbitrarias. Las barras
representan el promedio £+ EEM de 2 experimentos realizados por triplicado. C vs DRF, C
vs C-AL; DRF vs DRF-AL ** p< 0,001

|
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En el presente trabajo de Tesis Doctoral se traté de demostrar que el estrés
oxidativo inducido por la administracion de DRF precede y es responsable de la
disfuncion endocrino-metabdlica que acompafa a este tipo de dieta. También se
buscé probar que la actividad de la NADPH-oxidasa juega un papel importante en
la aparicién del estrés oxidativo.

Para probar esta hipotesis, luego de demostrar la aparicion de diferentes
marcadores de estrés oxidativo y de la mencionada disfuncion, verificamos el
efecto de la coadministracion de un inhibidor especifico de NADPH-oxidasa
(apocinina), (Cui C y col., 2007) y de un antioxidante (&cido a-lipoico) (Bilska A &
Wilodek L, 2005; Skibska B y col., 2006; Thrunavukkarasu V & Anuradha CV,
2004), que actua sobre la produccion de ROS tanto a nivel mitocondrial como
extramitocondrial.

Los valores de glucemia en las ratas DRF fueron similares a los del grupo
control pero con aumento de los niveles de fructosamina (marcador de
glucosilacion no enzimatica de proteinas plasméticas y sistémicas). Estas
alteraciones estuvieron asociadas al aumento de los niveles plasmaticos de
triglicéridos y de NEFA (indicadores de una disfuncion metabdlica del tejido
adiposo) que coincidieron con los reportados previamente por nuestro grupo
(Francini F y col., 2010; Garcia M y col., 2010; Rebolledo O y col., 2008). El
aumento registrado en los niveles plasmaticos de insulina y del indice HOMA-IR
demostraron el estado de insulinorresistencia (Reaven G, 1988; Rebolledo O y
col., 2008) y los de leptina la disfuncion endocrina del tejido adiposo (Alzamendi A
y col., 2009).

Estos resultados son también coincidentes con los publicados por varios
autores que utilizaron modelos similares de manipulacién alimentaria donde
qued6 probado que los animales alimentados con dietas ricas en hidratos de
carbono simples, desarrollan rapidamente intolerancia a la glucosa (3-5
semanas), altos niveles de insulina, dislipemia y mayor secrecion de insulina en
respuesta a la glucosa. (Catena y col., 2003; Chicco A y col., 2003; Dai S y col.,
1994; Del Zotto H y col., 2002; Gutman R y col., 1987; Lombardo Y y col., 1983;
Lombardo Y y col., 1996 a y b; Massa ML y col., 2001; Nandhini A y col., 2005;
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Pagliassotti MJ y col., 1996; Reaven GM, 1988; Storlien L y col., 1988; Thorburn
AW y col., 1989).

Se han postulado distintas hipoétesis sobre el mecanismo por el cual la
fructosa produce estas alteraciones. En primer lugar, estd demostrado que este
tratamiento induce la aparicién de estrés oxidativo (Faure P y col., 1997; Halliwel
B, 1996; Mc Donald RB, 1995; Nandhini A y col.,, 2005), por lo que se ha
propuesto que muchos de los cambios observados se deberian a los efectos
prooxidantes de la propia fructosa que afectaria simultdneamente el metabolismo
de lipidos y de hidratos de carbono (Dai S y col., 1994; Gutman R y col., 1987;
Lombardo Y y col., 1983; Pagliassotti MJ y col., 1996; Storlien L y col., 1988).

Por otra parte, en 1961, Ahrens y colaboradores postularon que en personas
no obesas el consumo de una dieta con alto porcentaje de carbohidratos induce
hipertrigliceridemia (Ahrens E y col., 1961). Luego otros autores confirmaron estos
hallazgos tanto en humanos (Accini R y col., 2006; Mancini M y col., 1973) como
en animales de experimentaciéon (Bar-on H y Stein Y, 1968; Bar-on H y col., 1976;
Chevalier MM y col., 1972; Eaton RP y Kipnis DM, 1969; Hill P, 1970; Nikkila EA 'y
Ojala K, 1966; Reaven GM y col., 1979; Sleder J y col., 1980; Waddell M y Fallon
HJ, 1973). En todos ellos, al igual que en nuestro caso, se encontraron valores de
triglicéridos plasmaticos elevados. Hoy se sabe que esta alteracion en la
homeostasis lipidica es un factor clave para el desarrollo de insulinorresistencia y
DMT2, ya que los depdsitos de grasa fuera del tejido adiposo juegan un rol muy
importante en la patogenia de la insulinorresistencia y en el dafo de la célula 8
pancreatica. Varios estudios mostraron una correlacion significativa entre los
depdsitos de grasa en el musculo y el desarrollo de insulinorresistencia (Pan DA 'y
col., 1997; Stein DT y col., 1997). Es por esta razén que actualmente se postula
que la DMT2, que tradicionalmente se ha tratado como una alteracion del
metabolismo de carbohidratos, en realidad deberia considerarse como un
trastorno plurimetabdlico asociado a un componente inflamatorio-degenerativo
cronico y progresivo (Mc Garry J, 2002).

Los valores de leptina y TBARS también estan indicando alteraciones

metabdlicas y de peroxidacion lipidica en estos animales lo que estaria en apoyo
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de la disfuncion enddcrina-metabolica del tejido adiposo y su rol en el modelo
propuesto (Alzamendi A y col., 2009; Basciano H y col., 2005; Miatello R y col.,
2005; Rebolledo O y col., 2008; Verma S y col., 1997).

El analisis de la composicion de lipidos plasmaticos de los animales DRF
mostré altos niveles circulantes de NEFA e hipertrigliceridemia, ambos
marcadores de insulinorresistencia (Abel ED y col., 2001; Borden G, 1997; Grundy
SM, 1999). El aumento de la biosintesis hepatica de acidos grasos inducida por la
DRF lleva al incremento de los triglicéridos de las VLDL (Actis Dato S, 2008;
Julius U, 2003; Zavaroni y col., 1988) y a la disminucién del colesterol de las HDL
(Figura 28). Tanto la alteracion en la composicion como en la funcion de ambas
lipoproteinas producen mayor riesgo aterogénico (Boizel R y col., 2000; Rabini y
col., 1999). La disminucion de las HDL en los animales DRF podria relacionarse
con procesos interdependientes que son responsables de su biosintesis y de su
metabolizacién. La disminucion de la hidrélisis de lipoproteinas ricas en
triglicéridos se puede deber, sobre todo en los periodos postprandiales, a una
disminucién en la actividad de la lipoproteinlipasa, enzima presente en los
endotelios vasculares y cuya actividad esta disminuida en dietas ricas en fructosa
(Picard y col., 2002). La disminucién del colesterol de las HDL como de las LDL
podrian deberse a un aumento de su transferencia a las VLDL y de triglicéridos en
sentido inverso, aumentando asi la sintesis de moléculas pequefias de LDL con
alto potencial aterogénico (Dallinga-Thie y col., 2007).

Si bien el tamafio de las particulas de lipoproteinas no fue medido, el
aumento en la relacion TG/C-HDL en DRF sugiere un incremento de las particulas
plasmaticas de LDL pequefias y densas en acuerdo con lo sugerido en trabajos
previos (Boizel y col., 2000).
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Figura 28. Sintesis hepatica de VLDL. Extraido de Actis Dato SM, 2008.

Los cambios observados en la composicion de é&cidos grasos en las
fracciones de HDL y en la de VLDL+LDL, caracterizados por un aumento
significativo de los acidos grasos saturados a expensas de los mono- y
poliinsaturados, coinciden con un estado pro-oxidativo producido por la
administracion de DRF. Con anterioridad, otros autores han descripto cambios
similares en los PUFAs y MUFAs de plasma, corazén, higado y tejido adiposo
abdominal de ratas tratadas con sacarosa y/o fructosa en modelos de diabetes
tipo 1 y 2, e insulinorresistencia (Comte C y col., 2004; Girard A y col., 2005;
Montanaro M y col., 2005; Rebolledo O y col., 2008). Podria aceptarse entonces,
qgue la DRF induce alteraciones en el metabolismo lipidico e hidrocarbonado
generando un perfil aterogénico temprano.

La administracion de DRF provocé un claro aumento del estrés oxidativo
demostrado por el incremento de los TBARS (biomarcador de peroxidacion de
lipidos), no sélo en el plasma sino también en el tejido adiposo abdominal. Esta
alteracion fue prevenida por la co-administraciéon de apocinina, asi como también

por el tratamiento con acido a-lipoico.
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La disfuncion endocrina del tejido adiposo también quedd demostrada por el
aumento de la expresion del gen de leptina, que concuerda con el aumento de
sus niveles plasmaticos, asi como también con la disminucién en la expresion de
los IRS-1y 2. Estos resultados coinciden con estudios previos donde se describio
un aumento en la liberacion de leptina por el tejido adiposo abdominal de ratas
tratadas con DRF asociado con el aumento del tamafio de los adipocitos.
(Alzamendi A y col., 2009). Podria entonces asumirse que la excesiva produccion
de leptina (producto/causa de una leptinorresistencia), disminuiria quizas la
respuesta a la insulina del tejido adiposo abdominal, afectando tanto la unién de la
hormona a su receptor (Walder K y col.,, 1997) como la cascada de sus
mediadores intracelulares (expresion de IRS-1 e IRS-2) (Cohen B y col., 1996;
Krempler F y col., 1998). Todos estos resultados refuerzan el concepto que la
disfuncién del tejido adiposo abdominal desempefia un rol muy importante en la
aparicion de la multiple disfuncion metabolica y enddcrina inducida por la DRF. La
prevencion de su desarrollo mediante la coadministracion de apocinina y acido a-
lipoico sugiere que el estrés oxidativo seria un elemento inicial en la secuencia de
eventos que llevan a dicha disfuncion, y se constituyen en importantes hitos con
potencialidad clinica que deberian ser mas intensamente investigados.

A nivel de la composicion de los &cidos grasos del tejido adiposo
abdominal, la administracion de DRF durante 21 dias provocO un aumento
significativo de la cantidad de acidos grasos saturados y una disminucién en los
mono- y poliinsaturados cambiando la relacion entre ellos. En este sentido, el
vinculo entre composiciéon de acidos grasos y sensibilidad a la insulina fue
estudiado por Borkman y colaboradores demostrandose que la disminucion de la
sensibilidad a la insulina se asocia a concentraciones menores de PUFA en los
fosfolipidos del musculo esquelético (Borkman My col., 1993). Este hecho sugiere
gue los cambios en la composicién de acidos grasos de este tejido modulan la
accion de la hormona. Lo anterior es asimismo coincidente con lo encontrado en
el tejido adiposo (Rebolledo O y col., 2008).

En otro modelo de administracion de dietas ricas en hidratos de carbono

simples, Montanaro y colaboradores en el 2005 demostraron que la
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administracion de sacarosa durante 6 meses a ratas normales no modificd la
actividad ni el contenido de ARNm de la desaturasa hepética, pero si alter6 la
composicion de los acidos grasos plasmaticos y hepaticos (Montanaro M y col.,
2005). Una explicacion plausible para este hallazgo la constituye el suponer que
la actividad de biosintesis enddégena de PUFAs en animales adultos es
insignificante, por lo que el perfil de acilacién de cadenas en los lipidos complejos
estaria modulado por otros factores metabdlicos tales como su captacion,
remodelado y tasa de excrecidén/oxidacion. No obstante ello la biosintesis de
PUFAs de cadena larga y muy larga esta regulada, en alguna medida, por las
desaturasas microsomales A5 y A6, cuyas actividades estan fuertemente
afectadas por nutrientes y hormonas (Brenner R, 2003; Montanaro A y col.,
2005). Se conoce fehacientemente que la insulina activa ambas enzimas (Brenner
R, 2003). Se podria decir entonces que ademas de otros factores metabdlicos aun
no identificados la disminucién de la sensibilidad a la insulina del tejido adiposo
abdominal de los animales DRF podria ayudar a explicar el aumento de la
relacion ) Sat/> PUFA. Por otra parte, estd demostrado que el estrés oxidativo
presente en ratas DRF provoca una disminucion de la masa de células 3 debido al
aumento de apoptosis, hecho que sumado a la insulinorresistencia contribuiria a
la disminucion de la actividad biolégica de la insulina (Maiztegui y col., 2011).

Si bien no hay una evidencia clara de que el estrés oxidativo modifica la
actividad de las desaturasas del tejido adiposo abdominal, los cambios ya
mencionados registrados en los cocientes sugieren un bloqueo en la utilizacion
del &cido linoleico por la via metabodlica n-6 que lleva a la biosintesis de
araquidonato. El estrés oxidativo podria favorecer selectivamente la destruccion
de ciertos PUFAs y asi indirectamente disminuir su bioconversion a través de las
actividades A5 y A6 desaturantes. Adicionalmente y aunque no sabemos con
certeza como el estrés oxidativo altera el complejo espectro de relaciones entre
miembros de las series esenciales n-6 y n-3, la conocida diferente sensibilidad
gue ambas series tienen frente al estrés oxidativo, podria cambiar la tasa de
conversion de los precursores en sus homélogos superiores. A todos estos

factores debemos agregar el enriquecimiento relativo que el estrés oxidativo
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desencadena sobre los acidos grasos saturados ya que ellos no son sensibles a
la fractura de cadena inducida por radicales libres.

Observamos también que la coadministracion de DRF con apocinina
previno efectivamente todos los cambios inducidos por la DRF.

El estrés oxidativo producido por un aporte excesivo de fructosa se podria
atribuir a varios mecanismos. A saber: dafio en el sistema antioxidante celular,
aumento en la produccion de ROS, autooxidacion de glucosa (Wolff S, Dean R,
1987), glicosilacién no enzimética y oxidativa (glicoxidacion) (Brownlee M, 2000;
Lyons T, Jenkins A, 1997) y consecuente oxidacion de lipidos. En los animales
DRF, se evidencid un aumento de la actividad del sistema de las enzimas
antioxidantes, acompafado por una disminucion de los antioxidantes lipo- e
hidrosolubles no enzimaticos (a-tocoferol, -carotenos, retinol, licopenos y GSH).
Parte de nuestros resultados son coincidentes con los de otros autores quienes
publicaron también una disminucién de la concentraciéon de a-tocoferol en rifién y
corazodn de ratas tratadas con fructosa durante 30 dias (Nandhini A., 2005).

En relacion a la expresion proteica y génica de las enzimas antioxidantes
no se encontraron diferencias significativas entre C y DRF. Por el contrario se
observé un aumento significativo en la actividad y expresion proteica de la GSH-R
en los animales DRF. Dicho incremento podria indicar la existencia de un
mecanismo compensatorio para reducir el glutatiéon oxidado (GSSG) formado por
el estrés oxidativo. De esta forma se regeneraria el glutation reducido,
considerado el mas efectivo antioxidante hidrosoluble del citosol (Rebolledo OR y
col., 2008). También se observé que la apocinina produjo una sobreexpresion de
la proteina de SOD-1, SOD-2 y catalasa, en cambio mantuvo el valor de los
controles para esta enzima.

Los resultados de la expresion de genes fueron similares a los encontrados
con las proteinas, salvo que la apocinina tuvo efectos variables.

El tejido adiposo abdominal liber6 mayor cantidad de NEFA en los animales
DRF, sugiriendo una mayor actividad de la lipasa. El tejido adiposo es la principal
fuente de provision de &cidos grasos al hepatocito (Reddy J y Rao M, 2006), de

modo que el aumento de los NEFAs junto con el estado de insulinorresistencia
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desarrollado en estos animales creemos que desempefiaria un papel importante
en el desarrollo de la esteatosis hepatica, idea coincidente con trabajos previos de
Ackerman Z y col. (2005).

Si se tiene en cuenta el efecto antilipolitico de la insulina se podria decir
entonces, que el aumento en la liberacion de acidos grasos encontrado en los
animales DRF se deberia al estado de insulinorresistencia del tejido adiposo
abdominal en estos animales. Estos datos concuerdan con otros obtenidos en
humanos y también con los provenientes de modelos de animales alimentados
con dietas ricas en sacarosa o fructosa durante tiempos variables (Smith U y col.,
1973; Soria Ay col., 2001; Vrana Ay col., 1974).

Los cambios en la composicion de los acidos grasos liberados al medio
concuerdan con los encontrados en el tejido adiposo de los animales C y DRF.
Resultados similares fueron descriptos por Girad y colaboradores en la
composicién de acidos grasos de VLDL — LDL de ratas SHR alimentadas con
fructosa durante 8 semanas (Girard Ay col., 2005).

La elevada produccién de ROS en las ratas DRF demostr6 el aumento del
estrés oxidativo en el tejido adiposo de estos animales. Este proceso daria lugar
simultaneamente a varias disfunciones: la disminucion del sistema de defensa
antioxidante no enzimatico, la disminucion de la sensibilidad a la insulina, un
aumento de los niveles de leptina, una mayor liberacién de acidos grasos y una
elevacion significativa de la relacion £Sat / ZPUFA que ya fuera reportada en un
trabajo previo por nuestro grupo (Rebolledo Oy col., 2008).

El aumento de NEFAs circulantes estimularia a la NADPH-oxidasa
(Furukawa S y col., 2004), estableciendo un mecanismo de retroalimentacion
positiva que mantendria una mayor produccion de ROS. El tratamiento durante 21
dias con fructosa provoco, a nivel del tejido adiposo un aumento de la actividad de
la NADPH-oxidasa con incremento paralelo de los niveles de TBARS plasmaticos
y de la produccion de ROS. La coadministracion de la DRF con apocinina previno
de manera significativa todas estas alteraciones.

Recientemente, Curtis y colaboradores sugirieron que la carbonilacion de

proteinas juega un rol muy importante en la disfuncién de la mitocondria y esto
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podria estar relacionado con la insulinorresistencia del tejido adiposo abdominal,
por lo que el estrés oxidativo y la insulinorresistencia podrian retroalimentarse
positivamente en los animales DRF (Curtis J y col., 2012).

Respecto al mecanismo molecular por el que el estrés oxidativo afectaria la
sensibilidad a la insulina, se observd que en individuos obesos con
insulinorresistencia presentan un significativo aumento de estrés oxidativo vy
simultdneamente disminucion de la actividad de AMPK en comparacion con
pacientes también obesos pero sensibles a la insulina (Xu X y col., 2012).
Ademas, los altos niveles de ROS en el tejido adiposo abdominal, los acidos

grasos libres plasmaticos, el factor nuclear kappa B (NF- kB), junto con otros

factores de transcripcion pro-inflamatorios (Alam S y col., 2012), acelerarian el
proceso de transicion de la tolerancia de glucosa alterada al de DMT2 en ratas
tratadas en forma cronica con una dieta enriquecida en hidratos de carbono
(Gutman Ry col., 1987).

Coincidiendo con lo observado con la coadministraciéon de apocinina, en el
estudio complementario realizado coadministrando  simultineamente a los
animales C y DRF con &cido a-lipoico, se observé que todos los cambios que
produjo la DRF fueron prevenidos por el acido a-lipoico. Cuando se estudi6 la
produccion de ROS del tejido adiposo abdominal de estos animales, se observo
que el tratamiento con A&cido a-lipoico los disminuyé a valores casi no
detectables. Estos resultados concuerdan con los encontrados por Jacob y col.
(1996) quienes demostraron que el tratamiento con &cido a-lipoico durante 10
dias (100mg/k) implementado en ratas Zucker (obesas), disminuy6 los niveles
séricos de insulina y triglicéridos. Otros autores describieron una disminucion de
estos parametros de manera dosis-dependiente suministrando 1 a 5g/k de acido
a-lipoico a ratas normales (Huong D e Ide T, 2008). Igualmente Thrunavukkarasu
V y col. (2004) observaron que la administracion simultanea de fructosa (61%) y
acido a-lipoico (35 o 70 mg/k) a ratas normales durante 20 dias modificé la
sensibilidad a la insulina demostrada por el aumento en los niveles de glucemia,

de insulinemia, de triglicéridos y del HOMA-IR. La administracion de &acido a-
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lipoico disminuyé todos esos parametros indicando un mejoramiento de la
respuesta metabolica a la insulina (Deiuliis, J.A. y col., 2011).

Cummings B y colaboradores (2010) demostraron que la DRF acelera la
aparicion de diabetes en un modelo de ratas derivadas del cruzamiento de
Sprague-Dawley obesas con Zucker delgadas (UCD-T2DM), efecto que fue
retrasado por el tratamiento con acido a-lipoico.

Creemos que nuestros resultados descriptos apoyan la verosimilitud de la
secuencia de eventos propuesta para explicar las multiples disfunciones inducidas
por la administracion de DRF a ratas normales, al menos en nuestro modelo
experimental. En sintesis, el estrés oxidativo seria el elemento inicial de dichos
cambios, seguido por la disfuncion metabdlica y endocrina del tejido adiposo
abdominal. Estos cambios también afectarian otros 6érganos como lo demostré
nuestro grupo (Alzamendi A y col., 2009; Francini F y col., 2010; Garcia M y col.,
2010; Rebolledo O y col., 2008; Rebolledo A y col., 2010). EI aumento de la
actividad de la NADPH-oxidasa del tejido adiposo abdominal y también de otros
organos (Castro MC y col., 2012), jugaria un papel importante en la aparicion del
estrés oxidativo aunque también participaria el aumento de la produccién
mitocondrial de radicales libres. El hecho de poder prevenir estos procesos
mediante la administracion de un agente antioxidante plurivalente como lo es el
lipoato y/o de farmacos que disminuyan la produccion de un estado prooxidativo
(apocinina), brinda una oportunidad valiosa para implementar su utilizacion en el
control y tratamiento de la tolerancia a la glucosa alterada y disminuir la velocidad

de su transicion hacia la diabetes tipo 2.

=



VI. Conclusiones

El aporte incrementado de un hidrato de carbono simple como la fructosa
durante un periodo de 3 semanas produjo los siguientes cambios:

»  Aumento de los niveles plasmaéticos de distintos marcadores
de estrés oxidativo, metabdlicos y endocrinos, tales como triglicéridos,
insulina, fructosamina, tolerancia a la glucosa intraperitoneal, leptina e
indice HOMA-IR demostrando una disfuncién plurimetabdlica-endocrina
de alcance sistémico.

» Aumento en los &cidos grasos libres plasmaéticos,
acompafiado de cambios en la composicion lipidica de las lipoproteinas
(HDL, VLDL+ LDL) y también de la relacion entre &cidos grasos
saturados e insaturados, indicando un estado prooxidativo y un
temprano perfil lipoproteico aterogénico.

»  Aumento de los TBARS y ROS en el tejido adiposo abdominal
(indicadores de peroxidacion de lipidos), confirmando que las
alteraciones plasmaticas tienen una correlacion con lo que sucede en el
tejido adiposo. Concomitantemente, el aumento de AGL circulantes que
estimula la actividad de la NADPH-oxidasa, contribuiria al aumento de
la produccion/acumulacion de ROS y favoreceria el desarrollo de un
circulo vicioso de retroalimentacion positiva AGL-ROS.

> Cambios en la expresién génica, concentracion proteica y
actividad de enzimas relacionadas con la capacidad antioxidante del
tejido adiposo abdominal.

»  Aumento de la actividad del sistema antioxidante enziméatico
junto con una disminucion de los antioxidantes no enzimaticos como un
fendmeno de respuesta adaptativa al aumento de ROS.

> Cambio en la composicibn de AG del tejido adiposo
abdominal con incremento de la proporcién de acidos grasos saturados
a expensas de los mono y poliinsaturados, demostrativo de la
disfuncion del metabolismo lipidico inducido en el tejido adiposo por la

suplementacién con fructosa.
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> Efecto preventivo de la co-administracion de un antioxidante
como el acido a-lipoico, que regularizé las alteraciones plasmaticas y

del tejido adiposo inducidas por la DRF.

Todas estas alteraciones inducidas por el aumento del consumo de fructosa
durante un periodo de 3 semanas, se previnieron con la administraciéon de
apocinina. Este hecho sugiere la posibilidad de su uso potencial como
herramienta terapéutica para prevenir la progresion desde la tolerancia a la
glucosa alterada a la DMT2. Por otra parte, indican que es recomendable el
consumo de una dieta con un balance adecuado de azUcares simples para evitar
o retrasar el desarrollo de un cuadro de insulinorresistencia periférica. La
evidencia experimental aqui reunida deberia sustentar las recomendaciones
dietéticas/nutricionales que se hagan llegar mediante protocolos ad-hoc a la

poblacién general.
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