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RESUMEN

El sindrome metabdlico (SM) prevalece en los paises desarrollados, es
influenciado en gran parte por factores ambientales que, asociados a la
predisposicidn genética, ocasionan trastornos a corto y a largo plazo, en érganos y
sistemas. La principal patologia que comprende el SM es la obesidad, que es
caracterizada por el exceso de tejido adiposo en el organismo. El tejido adiposo
puede responder con rapidez y de forma dinamica al exceso de nutrientes
ocasionando la hipertrofia del adipocito. La hipetrofia se define como el incremento
en el almacenamiento de lipidos intracelulares, aumentando el tamafo de
adipocito, sin aumento en el numero de células. El objetivo general fue evaluar la
participacion progresiva de las enzimas involucradas en la lipdlisis y lipogénesis,
gue conducen a la hipertrofia del adipocito intra-abdominal, en un modelo en rata
que desarrolla SM mediante el consumo de sacarosa al 30% en el agua de
bebida. Material y métodos: se utilizaron 100 ratas Wistar macho, estas se
dividieron en dos grupos SM y C, cada uno de estos se dividié en 5 subgrupos.
Antes del sacrificio se midio la presion arterial. Posterior al sacrificio, se diseco la
grasa intra-abdominal y se extrajeron los adipocitos, en estos se determinaron la
expresion de la lipasa lipoproteica (LPL), la perilipina A, la lipasa sensible a
hormonas (HSL) y la proteina cinasas A (PKA) por Western Blot. La actividad de
la LPL y la HSL fue determinada por espectrofotometria. También, se le realizaron
tinciones histologicas a muestras del tejido adiposo. Resultados: se obtuvieron
diferencias significativas (p=0.001) en presién arterial, HOMA-IR, leptina,
trigliceridos, insulina, grasa intra abdominal y numero de células por campo.
(p=0.01) en los productos de glucosilacion avanzada (AGEs), expresion de
perilipina, area de los adipocitos y actividad de LPL y HSL. (p<0,001) en expresion
de HSL y en expresion de (p=0.03) PKA en los grupos SM en comparacion con los
grupos C de manera progresiva a partir del tercer mes de tratamiento con
sacarosa. En conclusion los resultados sugieren que el consumo cronico de
sacarosa altera progresivamente las enzimas involucradas en la lipdlisis y

lipogénesis en el adipocito del tejido adiposo intra-abdominal. Aparentemente, la



lipdlisis esta aumentada por el incremento de la actividad de la LPL, pero al mismo
tiempo, la actividad y la expresion de la PKA y de la HSL asociados a la
hiperinsulinemia explican el incremento en la liberacion de los acidos grasos libres
(AGL) ocasionando un cuadro de retroalimentacion positiva, que se propone
contribuye al desarrollo de la hipertrofia del adipocito y que se asocia a la
progresion del SM.



SINDROME METABOLICO

El sindrome metabdlico (SM) prevalece en los paises desarrollados,
convirtiéndose en uno de los problemas de salud publica del siglo XXI y se espera
que sea mas prevalente en el futuro cercano. El SM es influenciado en gran parte
por factores ambientales (entre lo que destaca una dieta inadecuada rica en
hidratos de carbono y/o grasas saturadas, e inactividad fisica), que asociados a la
predisposicidn genética ocasionan trastornos a corto y a largo plazo en 6rganos y
sistemas (como diabetes tipo 2, enfermedad cardiovascular, enfermedad del
higado graso, alteraciones en el suefio y ovario poliquistico, entre otros) lo que

producira disminucion en la sobrevida de los pacientes (Locatelli, 2006).

Para dar el diagndstico del SM, de acuerdo a la organizacion Mundial de la Salud
(OMS), se deben mostrar mas de dos factores de riesgo adicional, los cuales
incluyen obesidad, hipertension, hipertrigliceridemia, disminucion de colesterol
(CT) de lipoproteinas de alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés, High
Densisty Lipoprotein) bajo y resistencia a la insulina (RI) (Pineda, 2008).

La Federacion Internacional de Diabetes (FID) pone como principal criterio a la
obesidad, para diagnosticar el SM, indicando que la mejor medida es el perimetro
abdominal, por su relacién con la Rl, ademas de sumar dos de los siguientes
criterios: hipertrigliceridemia, HDL bajo, presion arterial (PA) y glicemia elevada
(Pineda, 2008).

De acuerdo al Panel de Tratamiento del Adulto Il (APT-III por sus siglas en inglés)
del Programa Nacional de Educacion de Colesterol (PNEC); (Arbaiiil, 2011), el SM
se asocia con diferentes patologias, como obesidad (circunferencia de cintura
2102 cm en hombres y = 88 cm en mujeres), hipertrigliceridemia (=150 mg/dL),
niveles bajos de CT-HDL (<40 mg/dL en hombres y <60 mg/dL en mujeres), PA
elevada (presion sistélica 2130 mmHG y PA diastdlica = 85 mmHg) y diabetes o



glucosa en ayuno elevada (>100 mg/dL), las cuales pueden aparecer de forma

simultanea o secuencial en un individuo (Anderson, 1986).

De acuerdo a los tres criterios anteriores se requieren tres o0 mas factores de estas
patologias para diagnosticar al SM (Lorenzo, 2008). En los criterios anteriores del
SM dadas por el ATP-IIl, la OMS y la FID, el parametro constante en el SM para
su diagnostico es la obesidad (Garcia, 2008). En México, de acuerdo a la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) de 2016, la prevalencia
combinada de sobrepeso y obesidad en la poblacion mayor de 20 afios es de
72.5%, en comparacion con la encuesta del 2012 (71.2%). Aunado a lo anterior, la
obesidad abdominal alcanzé un registro de 76.6% donde la prevalencia es mayor
en mujeres (87.7%) en comparacion con hombres (65.4%). Estos datos son aun
mas altos en personas de 40 a 79 anos. A pesar de que la prevalencia conjunta de
sobrepeso y obesidad en los adultos mexicanos se ha mantenido en los ultimos
diez afios, debe destacarse que es de las mas altas a nivel mundial (ENSANUT,
2016).

OBESIDAD

La obesidad es el aumento del tejido adiposo en el organismo como consecuencia
de dieta hipercal6rica asociada a bajo gasto energético por la inactividad fisica. La
obesidad abdominal es la patologia mas relacionada con el SM (Carrillo, 2007).

La Norma Oficial Mexicana (NOM) define a la obesidad como: enfermedad
caracterizada por el exceso de tejido adiposo en el organismo, la cual se
determina en personas adultas cuando existe el indice de masa corporal (IMC)
igual o mayor a 30 kg/m? (para talla promedio) y con el IMC igual o mayor a 25
kg/m? en adultos de talla baja (NOM, 2010). Mientras que al sobrepeso lo define
como la condicion de riesgo para la obesidad, el cual es caracterizado por la
existencia de IMC igual o mayor a 25 kg/m? y menor a 29,9 kg/m? (para talla
promedio), y IMC igual o mayor a 23 kg/m? y menor a 25 kg/m? en adultos de talla



baja. Asimismo la OMS define al sobrepeso y la obesidad como acumulacion
anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud (NOM, 2016).

En la actualidad, la obesidad es considerada un problema de salud publica (NOM,
2010), de modo alarmante, México ocupa el segundo lugar en obesidad a nivel
mundial (NOM, 2016). En México, de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud
y Nutricion 2012, realizada por el Instituto Nacional de Salud Pdublica, se
demuestra que la incidencia, la prevalencia del sobrepeso y la obesidad han
aumentado de manera progresiva durante los ultimos 60 afios y de modo
alarmante en los ultimos 20 afos, hasta alcanzar cifras de 10 a 20% en la infancia,
30 a 40% en las adolescencia y 60 a 70% en los adultos. Se prevé que para el
2050, el 88% de los hombres y el 91% de las mujeres presenten sobrepeso y
obesidad (NOM, 2016).

ETIOLOGIA

La obesidad esta en especial crecimiento en paises desarrollados. Por lo tanto, no
existe razon unica que explique la pandemia de la obesidad, ya que es compleja y,
ademas, esta influenciada por la dieta, etapa de desarrollo, edad, actividad fisica,
carga genética y ambiente, principalmente (Xie, 2012).

COMPOSION DEL TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo se encuentra distribuido a nivel dérmico, subcutaneo,
mesentérico, perogionadal, perirrenal y retroperitoneal. Se distinguen dos tipos de
tejido adiposo, el tejido adiposo blanco y el tejido adiposo pardo o marrén. El tejido
adiposo pardo es el responsable de la actividad termogénica debido a que expresa
y acumula la proteina desacoplante | (Moreno, 2002). El tejido adiposo blanco esta
constituido por adipocitos maduros y la fraccidon estroma vascular (Suganami,
2012).



FISIOLOGIA DEL TEJIDO ADIPOSO BLANCO

Las funciones principales del tejido adiposo blanco son: estructural (aislante
térmico y protector de 6rganos), metabdlica (lipogénesis y lipdlisis) y endocrina
(responde a hormonas y secreta hormonas); (Sanchez, 2005; Pérez, 2007;
Weisberg, 2003) .

Las funciones metabdlicas del tejido adiposo blanco son: lipogénesis descrita
como la sintesis de acidos grados (AG) seguido del almacenamiento de estos en
forma de triglicéridos (TG) en el tejido adiposo (Kersten, 2001) y lipdlisis descrita
como la hidrélisis de TG almacenados en el adipocito hasta la circulacion
sistémica (Gil, 2002; Zechner, 2012). Durante los momentos de privacion de
energia, el tejido adiposo blanco experimenta aumento en la lipdlisis, llevandose a
cabo la hidrdlisis de TG y generando AG y glicerol libre, que son liberados a la
circulacion, para ser usados por otros érganos como sustrato energético (Duncan,
2007). Las enzimas clave en los procesos de lipogénesis y lipdlisis en el adipocito
son: la lipasa lipoproteica (LPL), la lipasa de triacilgliceroles (LTG), la perilipina, la
lipasas sensible a hormonas (HSL) y la lipasa de monoacilglicéridos (MG); (Frayn,
2003; Lass, 2011).

Ademas, los adipocitos secretan una variedad de moléculas biolégicamente
activas denominadas adipocinas. Por mencionar algunas: la adiponectina, la
leptina y la resistina; estas ultimas inducen la liberacion y expresion del factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a) y la interleucina-6 (IL-6); (Singa, 2010). En la
obesidad, se ha demostrado un incremento en las adipocinas proinflamatorias
(TNF-a, IL-6, resistina) y decremento de las adipocinas antiinflamatorias
(adiponectina), las cuales modifican la RI, desencadenando la arteriosclerosis y
otras complicaciones microvasculares (Fausto, 2005).

La leptina es una hormona que funciona como mediador del equilibrio energético y

transmite informacién sobre el agotamiento o la acumulacién de reservas de grasa



del cuerpo al cerebro. Aunque la leptina funge en el control en la homeostasis
energética, no queda claro si interviene en el proceso inflamatorio causado por la
obesidad abdominal. Se ha descrito que las concentraciones séricas de leptina
aumentan en proporcion a la cantidad de tejido adiposo corporal, por lo tanto, los
individuos obesos con SM generalmente tienen altas concentraciones circulantes
de leptina. Sin embargo, los individuos obesos, parecen ser resistentes a los
efectos hipotalamicos de esta hormona, por lo que, las vias catabdlicas disefiadas
para reducir el apetito y aumentar el gasto energético no se activan y se mantiene
el exceso de peso corporal. Otros estudios en roedores, sugieren que esta citosina
contribuye a la inflamacion crénica de bajo grado asociada con el SM (Brent,
2004).

Las moléculas proinflamatorias tienen efectos directos sobre el metabolismo
celular, siendo los macrofagos su principal fuente, por ejemplo, el TNF-a
antagoniza la sefalizacion de la insulina disminuyendo directamente la
sensibilidad de esta hormona y aumenta la lipdlisis en los adipocitos. Ademas, la
IL-6 regula la homeostasis energética y la inflamacion, por lo tanto, la relacion
entre cantidad de macrofagos en la grasa y la inflamacion pueden preceder al
desarrollo de RI, hipertrigliceridemia in vivo al estimular la lipdlisis, secrecién de
TG hepaticos y al aumento de los niveles séricos de acidos grasos libres (AGL)

asociados con la obesidad (Weisberg, 2003).

METABOLISMO DE LiPIDOS

Por otra parte, los principales lipidos en la dieta son triacilgliceroles (TAGs) que se
hidrolizan hasta monoacilgliceroles y AG en el intestino, después se vuelven a
esterificar en la mucosa intestinal. Ahi son encapsulados con lipoproteinas para
ser secretados al torrente sanguineo como quilomicrones y lipoproteinas de mayor

tamano, a través de la linfa intestinal (Harker, 2010).



Al pasar los quilomicrones a la circulacidn periférica, estos entran en contacto con
la LPL y son almacenandolos en el tejido adiposo y musculo esquelético. La
mayoria de los TAGs de los quilomicrones sufren hidrdlisis, sin embargo, las
particulas de lipoproteinas permanecen intactas y son devueltas a la circulacion en
forma de remanente de quilomicrones, estos conservan ésteres de CT y algunos
TG en su nucleo. Los cuales son captados directamente por el higado (Harper,
2010).

Ademas, el metabolismo de los TAGs esta intimamente relacionado con el de la
glucosa, de tal manera que, el exceso de carbohidratos en la alimentacion es
transformado por el organismo en TAGs. Esta situacion condiciona desequilibrio
entre la lipogénesis y la lipolisis a favor de la primera, llevando al desarrollo de la
obesidad (Garcia, 2007).

LIPOLISIS

Los TAGs del tejido adiposo son la principal reserva de combustible del cuerpo.
Estos al hidrolizarse liberan glicerol y AG hacia la circulacion. El glicerol libre es el
sustrato para la gluconeogénesis, mientras que los AG son transportados unidos a
albumina sérica y son captados por casi todos los tejidos excepto por el cerebro o
los eritrocitos (Harper, 2010).

De manera fisioldgica, la lipdlisis es llevada a cabo por la hidrdlisis inicial de los
TAGs por unién de la LTG del adipocito con la proteina desnutrina (Duncan, 2007).
En los adipocitos la proteina cinasa A (PKA) fosforila a la lipasa sensible a
hormonas (HSL) en respuesta a la estimulacion de los receptores (-adrenérgicos
por adrenalina, norepinefrina y glucagon, cuya sefalizacion es a través de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) asimismo también, la PKA regula la
fosforilacion de la perilipina, que en condiciones no fosforilada es la proteina
encargada de evitar la hidrélisis de TAGs en el depdsito graso del adipocito
(Romero, 2016). La perilipina, proteina comprendida en la formacién de gotas de



lipido en los adipocitos, inhibe la lipdlisis en condiciones basales al impedir el
acceso de las enzimas lipasas a los TAGs almacenados. Es decir, la perilipina
permite el almacenamiento y la desintegracién de TAGs, ademas es regulada de
acuerdo a las necesidades metabdlicas del cuerpo (Harper, 2010).

Sin embargo, la perilipina fosforilada permite la translocacion de la HSL del citosol
al deposito de TAGs para iniciar la hidrélisis por lo que a mayor fosforilacién,
mayor acceso de la HSL a los TAGs en la gota lipidica. Posteriormente, entran en
accion la lipasa de diacilglicerol y la monoacilglicerol que completan la hidrdlisis de
los TAGs en glicerol y AG (Romero, 2016). Los cuales son liberados a la
circulacion para ser utilizado como sustrato energético. La enzima mas importante
en el proceso de lipolisis es la HSL, ya que en estudios en animales
genéticamente modificados con ausencia de las otras lipasas, muestran que la

lipdlisis puede llevarse a cabo (Duncan, 2007).

BAR Control BAR Lipdlisis

ATGL HSL MGL
\TG-"DGTMGTGche 0
FA FA FA

Ac. Grasos  Glicerol
libres

llustraciéon 1. Mecanismo de la lipdlisis en cuerpos lipidicos. Mecanismo de la
lipolisis en cuerpos lipidicos. la PKA fosforila a la perilipina 1 y a la HSL en la
superficie del LD. Con las fosforilacion de la perilipina 1 se permite el acceso de la
lipasa a los TAG de los LDy la consecuente degradacion de los Ifipidos neutros
del nucleo. HSL, lipasa sensible a hormonas; MGL, monoacilglicerol lipasa; FA,
acido graso; AQP7, acuaporina 7; FABP, proteina de union a acidos grasos;
Fsp27, proteina especifica de grasa; CGI-58, gen comparativo de identificacion 58;
BAR, receptor adrenérgico de mamiferos; AC, adenilato cilasa; Gs, sub unidad de
la proteina G heterotrimérica que activa a la via dependiente de cAMP activando a
la adenilato ciclasa. (Romero, 2016).



LIPOGENESIS

En el higado, a partir de la lipogénesis, AG libres y remanentes de quilomicron se
secretan TAGs hacia la circulacion en forma de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), del inglés very low density lipoprotein, dichos TAGs tiene un
destino similar al de los quilomicrones, la oxidacion parcial de AG en el higado
conduce a la produccién de cuerpos cetdnicos (cetogénesis) que se transportan
hacia los tejidos extrahepaticos, donde actuan como combustible en el ayuno y la
inanicion prolongados (Pérez, 2007). Aunado a esto, la LPL presente en el
adipocito y en otros tejidos como musculo e higado, hidroliza los TAGs de los
quilomicrones y VLDL (Wai, 2009) presentes en la circulacion, generando AG

libres y glicerol, que son re-esterificados y almacenados en el adipocito.

La LPL tiene un papel central en el metabolismo global de las lipoproteinas, la
interaccidon sucesiva de VLDL con la LPL genera lipoproteinas de baja densidad
(LDL), que estan implicadas en el transporte reverso del CT. Ademas, las
particulas remanentes de lipoproteinas formadas a partir de la catalisis de la LPL
contribuye a la maduracion de los precursores de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL), implicados en el transporte reverso del CT (Wai, 2009).

Por otra parte, la insulina estimula la lipogénesis por medio de varios mecanismos.
Por ejemplo, al incrementar la actividad de acetil-CoA carboxilasa y el transporte
de glucosa en el adipocito, con lo que incrementa la disponibilidad tanto de
piruvato para la sintesis de AG, como de glicerol-3-fosfato para la esterificacion de
AG recién formados. Ademas, convierte la forma inactiva de la piruvato
deshidrogenasa en la forma activa en el tejido adiposo, no asi en el higado.
Asimismo, la insulina mediante su capacidad para deprimir la concentracion de
AMPc intracelular, inhibe la lipdlisis en el adipocito y reduce la concentracién de
AGL (Harper, 2010).

10



HSL Y LPL EN LA OBESIDAD Y RESISTENCIA A LA INSULINA

Alteraciones en la expresion y/o actividad de la LPL derivadas de Rl dan lugar a
consecuencias metabdlicas, como hipertrigliceridemia y obesidad presentes en el
SM (Wai, 2009). Durante el desarrollo de la obesidad, el balance energético
positivo favorece el almacenamiento de lipidos en el adipocito. Sin embargo, al
alcanzar el umbral critico de almacenamiento, se desarrollara la hipertrofia que
ocasionara disfuncion del adipocito, esto se asocia con hipertrigliceridemia con
almacenamiento ectopico de TG (Pérez, 2007). Ademas, se ha descrito que la
insulina tiene efecto regulador sobre la LPL, lo que puede modificar su actividad
(Lafontan, 2014). Mientras que alteraciones en la actividad lipolitica de HSL se
asocian con obesidad y RI, debido a que la insulina tiene efecto antilipolitico, lo
que genera aumento en la liberacién de AG (Zechner, 2012). Experimentalmente,
se ha demostrado que durante la Rl la expresiéon de HSL no se modifica, solo
aumenta su actividad; de igual manera, se ha descrito que el estrés del reticulo
endoplasmatico, presente en la obesidad, estimula la respuesta lipolitica cronica
de la HSL (Jingna, 2012), generando aumento de TAGs a la circulacion.

ACIDOS GRASOS TOTALES

Los TAGs estan formados por una molécula de glicerol y tres de AG. El aumento
de los AG totales en el adipocito se relaciona con la cantidad de TAGs
almacenados en la vacuola lipidica y la hipertrofia del adipocito contribuyendo al
desarrollo de hipertrigliceridemia, Rl e hiperinsulinemia (Ramirez, 2012., O’'Rourke,
2009., Tripathi, 2012). Ademas de alterar la expresion y/o actividad de las enzimas

responsables de la lipogénesis y lipdlisis.
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ANTECEDENTES EXPERIMENTALES DEL MODELO CON SiNDROME
METABOLICO

En el Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” se ha desarrollo un
modelo en rata con SM, este es una variante del modelo descrito por Reaven
(Reaven, 1991), en el cual las dietas con concentraciones altas de sacarosa
inducen hipertension, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, RI, ademas de
acumulacion de tejido graso intra-abdominal. Este cuadro patolégico es muy

frecuentemente en la clinica.

El modelo desarrollado, tiene anormalidades metabdlicas y funcionales que son
inducidos en ratas Wistar por la administracion de azucar comercial al 30% en el

agua de bebida por 24 semanas, los hallazgos mas relevantes son los siguientes:

1.- El azucar refinada comercial afiadido al agua (30%) de beber a ratas Wistar
produjo hipertrigliceridemia, hipertension, hiperinsulinemia y RI comparables a las
encontradas por otros autores que administraron los carbohidratos (al 60%) en el
alimento sdlido. En este modelo unicamente se prolongo el tiempo de tratamiento
a 20-24 semanas para obtener diferencias significativas con respecto a los
testigos (Reaven, 1991; Banos, 1997).

2.- La reactividad vascular de las ratas con SM revel6 dos tipos de anormalidades:
A) Alteracion en el tejido vascular (adrtico y mesentérico) manifestado por
hipercontractilidad a vasoconstrictores e hiporelajacién a vasodilatadores a
acetilcolina, dependientes de Oxido nitrico endotelial, que ocasiona dafo

endotelial (Bafios, 1997).

B) Un componente plasmatico, posiblemente los lipidos circulantes

alterados, que al ser adicionado a preparaciones de vasos in vitro indujo
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hipercontractilidad e hiporelajacion dependiente de acetilcolina y de oxido
nitrico (Bafos, 1997).

3.- Se encontraron diferencias significativas en el metabolismo de los AG y
peroxidacién con diferencias asociadas al género de los animales. Los machos
presentan mayor susceptibilidad a la peroxidacidon lipidica que las hembras
(Carrillo, 2007).

4.- El consumo crénico de sacarosa al 30% en la rata ocasioné obesidad,
caracterizada por acumulacién de grasa intra-abdominal e hipertrofia del adipocito
comparadas las ratas de los grupos control al término de 20-24 semanas (El
Hafidi, 2004).

Es importante notar que en los antecedentes antes mencionados no se ha podido

evaluar el desarrollo de la hipertrofia del adipocito en funciéon del tiempo, factor
clave en las patologias que comprenden el SM como la obesidad y la RI.
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

El aumento de grasa corporal en individuos, se manifiesta por sobrepeso y
obesidad, estos son uno de los problemas de salud publica teniendo cifras de
hasta el 72.5%. La obesidad en el SM traen consigo afectacion negativa en el
estilo y calidad de vida de quienes lo padecen, aunado a un impacto econémico y
social. Por lo tanto, es necesario comprender con claridad la accion de las
principales enzimas involucradas en el metabolismo de lipidos tanto de la lipdlisis
como de la lipogénesis y como estas enzimas se ven alteradas, con respecto al

tiempo, durante el SM.
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JUSTIFICACION

La obesidad abdominal es considerada como el principal parametro diagndstico
del SM y en México su prevalencia se ha incrementado de manera alarmante. Por
ello, es necesario comprender con claridad las alteraciones en el metabolismo de
las principales enzimas que participan en la lipdlisis y lipogénesis, las que se
asocian al desarrollo de la hipertrofia del adipocito y favorecen el desarrollo de

esta enfermedad cronica.
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HIPOTESIS

El consumo cronico de sacarosa ocasiona modificacion en la expresion y/o
actividad de las enzimas involucradas en la lipdlisis y lipogénesis en el adipocito
del tejido graso intra-abdominal que conducen a hipertrofia del adipocito, lo que
resulta en obesidad a largo plazo. Sin embargo, no se ha tipificado en especifico el

perfil alterado de dichas enzimas, a lo largo del tiempo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la participacion progresiva de las enzimas involucradas en la lipdlisis y
lipogénesis que conducen a la hipertrofia del adipocito en la grasa intra-abdominal,

en un modelo en rata con sindrome metabdlico.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Valorar la expresion de las enzimas: LPL, perilipina, HSL y PKA en el adipocito.
2.- Examinar la actividad de la LPL y la HSL en el adipocito.

3.- Demostrar el desarrollo progresivo de la hipertrofia del adipocito.

4.- Cuantificar los marcadores de obesidad (grasa intra-abdominal, triglicéridos,
glucosa, insulina y HOMA-IR).

5.- Cuantificar la leptina.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 100 ratas Wistar macho de 100 £+ 5 gramos, se dividieron en dos

grupos:

* Grupo 1: 50 ratas que consumieron sacarosa al 30% en el agua de bebida
(SM).

* Grupo 2: 50 ratas controles (C) que consumieron agua sin sacarosa.

Todos los animales recibieron alimento comercial para roedores. Cada grupo se
dividié en 5 subgrupos (subgrupo SM1, SM2, SM3, SM4, SM5 y C1, C2, C3, C4,
C5) cada subgrupo pareado fue sacrificado cada 4 semanas, de tal forma, que

entre el primero y el ultimo grupo presentd una diferencia de 20 semanas.

MEDICION DE LA PRESION ARTERIAL SISTOLICA

Al final del tratamiento se midid la presién arterial sistdlica (PAS) con un
pletismoégrafo que consistidé en un sistema que utiliza un sensor que se coloca en
la cola del animal, conectado a un transductor de presion, que envia las sefales a
una computadora equipada con un programa para la captura y procesamiento de
datos con el programa SIEVART 1.1.

SACRIFICIO
Antes de sacrificar a los animales, se pesaron luego de mantenerse en ayuno de
12 horas. El sacrificio de las ratas fue por decapitacion; después se realizé un

corte longitudinal en la zona abdominal de las ratas. Se localizo, disecd y peso el
total del tejido adiposo intra-abdominal.
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HISTOLOGIA DEL TEJIDO ADIPOSO

Se lavaron 250 mg de grasa intra-abdominal en cloruro de sodio 0.9% (NaCl) por
60 segundos, se decanto la solucion y se agregd amortiguador de fosfatos con
formalina al 10% por 24 horas, después el tejido se procesé de acuerdo a la
técnica histolégica convencional, se realizaron cortes histologicos y se tifieron
mediante la técnica de tricromica de Masson, los cortes histologicos fueron
analizados mediante un microscopio de luz marca Olympus BX51 equipada con
una camara digital CoolSNAP-Pro de 9 megapixeles y se realizd6 Ila
densitofotometria de las imagenes con el software SigmaScan Pro 5.5.

EXTRACCION DE ADIPOCITOS

La extraccion de adipocitos se realizé en base al método descrito por Robdell con
algunas modificaciones realizadas por Cambray Guerra R. (Rodbell M. Y col.,
1964). A 10 g de tejido adiposo, se agregaron 10 mg de colagenasa tipo Il disuelta
en 10 ml de amortiguador de Krebs que contiene albumina al 2% (ABS), 118 mM
de cloruro de sodio (NaCl), 24 mM de bicarbonato de sodio (NaHCO3), 1.2 mM de
fosfato de potasio monobasico (KH;PO4), 1.2 mM de sulfato de magnesio
(MgSOy4), 4.7 mM de cloruro de calcio (CaxCl) y 4.5 mM de D-glucosa a pH 7.35,
posteriormente, se procedido a cortar la grasa mecanicamente con tijeras y se
coloco en termo-agitacion suave a 37°C durante 90 minutos, después se filtré y
centrifugd durante 1 minuto a 1500 rpm, en una centrifuga marca Beckman Allegra
64R. Se recupero la capa densa superficial y se lavo con 10 ml de buffer de Krebs
sin albumina pH 7.35 y se centrifugdé durante 1 minuto a 1500 rpm, este proceso
se realiz6 dos veces mas y, posteriormente, se agregaron 900 pl de amortiguador
de sacarosa que contenia etilendinitrilo tetraacetato disodico (EDTA) 1 mM, 2-
amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol (TRIS) 10 mM y sacarosa 250 mM y 100 pl
de inhibidor de proteasa (1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 2 mM
pepstatina A, 2 mM leupeptina y 0.1% aprotinina), se agitdé vigorosamente,
homogenizo y centrifugd cinco minutos a 3500 rpm, se recupero el sobrenadante y
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congeld a -30°C, hasta su uso. La concentracion de proteina en el homogenizado
de adipocitos se determiné por el método descrito por Bradford (Bradford, 1976).

MEDICIONES BIOQUIMICAS EN SUERO

La sangre se recupero y centrifugdo a 3000 rpm por 20 minutos 4°C, en una
centrifugadora marca Beckman Allegra 64R, se recolecto el suero y, en este, se
midieron los TG, la glucosa, la insulina, la leptina, mediante kits comerciales y
siguiendo el método de rutina recomendada por el fabricante.

El indice de resistencia la insulina (HOMA-IR) se calcul6 mediante la siguiente

formula:

glucosa mM]

_ — |; . uu
HOMA — IR [Lnsulma ]*[ 578

ml

DETERMINACION DE LA EXPRESION DE: LA LPL, PERILIPINA, HSL Y PKA
POR INMUNODETECCION

Se mezclaron 100 pg de proteina de homogeneizado de adipocitos con
amortiguador de carga (glicerol 59% v/v, 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol
(Tris-HCI) a pH 6.5, dodecil sulfato de sodio (SDS) 1% p/v, azul de bromofenol
0.1% p/v, 2-mercaptoetanol). La mezcla se calent6 a 100°C por 1-2 minutos y las
proteinas se separaron en el gel de SDS/PAGE al 10% bajo condiciones
reductoras. Al término de la electroforesis el gel se transfirid a una membrana de
nitrocelulosa Hybond-C marca Millipore. La membrana se bloque6 durante dos
horas con amortiguador de TBS-GC (Tris 0.5 M, NaCl 0.15 M, 10% de leche
descremada y 15% glicina) pH 7.4. Después, la membrana se incub6 con una
dilucion 1/1000 de anticuerpo primarios policlonales de conejo, segun el caso,
contra LPL, perilipina y monoclonal de raton contra PKA y HSL marca Santa Cruz
Biotechnology, toda la noche, a 4°C, con agitacion constante.
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La membrana se enjuago tres veces con TBS y se incubd con una dilucién 1/1000
de anticuerpos secundarios policlonales de cabra, anti inmunoglobulina G (IgG) de
conejo o ratén, con TBS-TGC por tres horas, a temperatura ambiente, se revelo
con 3,3-diaminobenzidina y se analizd por densitofotometria, mediante el

programa Image Kodak version 3.5.

ACTIVIDAD DE LALPLY HSL

La actividad de la LPL fue determinada por la velocidad de hidrélisis del sustrato
emulsionado de trioleina por la LPL endogena. En paralelo se tuvieron dos

preparaciones de la misma muestra que contenian:

¢ Muestra A: 100pug de homogenado de adipocitos mas 100ul de 10 mM de
trioleina y 100pl de 0.2 M de Tris-HCI, pH 7.4.

« Muestra B: 100pug de homogenado de adipocitos mas 100ul de 0.2 M de
Tris-HCI, pH 7.4.

Las muestras se incubaron una hora a 37°C en bafio Maria con agitacion
constante. Al final del periodo de incubacion, se afiadieron 50ul de NaCl 1M frio
para detener la reaccion. La concentracién de glicerol libre en las muestras se
determiné mediante el uso de un kit colorimétrico comercial (reaccién de Trinder
para glicerol libre) y se leyd la absorbancia a 540 nm. El valor obtenido de la
muestra A menos el de la muestra B, indica la velocidad de liberacion de glicerol
por la LPL y representa su actividad. Los datos se expresaron como nmol de

glicerol libre por mg de proteina.

La actividad de la HSL fue determinada por la velocidad de hidrdlisis de los TG

endogenos del adipocito. 100 pg de tejido adiposo se incubaron en paralelo:
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* Muestra A: 100 pg de tejido adiposo mas 100 pl de isoproterenol 100nM y
900 pl amortiguador de Krebs, pH 7.35. Con agitacion constante, a 37°C,
por 60 min.

* Muestra B: 100 ug de tejido adiposo mas 1 ml amortiguador de Krebs, pH

7.35, con agitaciéon constante, a 37°C, por 60 min.

Al final del periodo de incubacion, se anadieron 50 pl de NaCl 1M frio para detener
la reaccion. La concentracion de glicerol libre en las muestras se determind
mediante el uso de un kit colorimétrico comercial (reaccion de Trinder para glicerol
libre) y se leyo la absorbencia a 540 nm. El valor obtenido de la muestra A menos
el de la muestra B, indica la velocidad de liberacion de glicerol por HSL y
representa su actividad. Los datos se expresaron como nmol de glicerol libre por g
de tejido.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico y las graficas se realizaron con el programa Sigma Plot
(Sigma Plot 11, Jamdel Corporation, 1986-2010). Los datos se presentan como la
media + error estandar. La significancia estadistica se determiné por ANOVA de
dos vias y con una prueba post Hoc de Tukey. Una p<0.05 se consideré como

significativa.
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RESULTADOS

CONSUMO DE AGUA Y ALIMENTO, MEDICION DE PESO Y PRESION
ARTERIAL EN RATAS CY SM

En la tabla 1 se muestran los resultados de peso, la cantidad de agua tomada,
alimento ingerido y la presion a cada una de las ratas de los grupos SM como de

C, teniendo los siguientes resultados:

Tabla 1. Caracteristicas generales en los grupos experimentales.

|

228.2 2282+ | 317.2 302.1+ 413.7 422.0 = 491.3 477.1 % 443.0 = 492.6 =

+11.1 17.1 +12.3 16.7 +16.3 17.2 22.4 21.5 23.6 13.4

275+ 15.7 + 24.7 + 13.2 + 21.7 + 29.0 = 17.2 + 114 +
29.8+0.8 19.1+1.6

1.0 0.4 1.6 1.2 1.8 1.5 4.8 1.7**

371+ 264 + 39.2 % 41.0 = 535+ 50.7 + 50.7 + 78.5
46.4+1.7 45.0 +4.2

1.4 1.4 1.7 1.1 4.4 2ol/ 4.5 6.4**

120.4 1259+ | 128.1 136.9 + 121.5 135.6 + 125.2 139.4+ | 1252+ 136.3 +

£29 1.3 +1.4 1.5%* +0.4 0.4** 0.2 0.5%* 0.8 0.2%*

Los valores se expresan como la media * error estandar, (n=7). Abreviaturas:

C= control, SM= sindrome metabdlico ** C vs. SM p=0.001

El peso en los grupos C de cada mes no presentd diferencia significativa en
comparacioén con el peso de los grupos de SM.

En cuanto a la toma de agua, no se presenté diferencia significativa entre los
grupos C y los grupos de SM para el primero, segundo, tercero y cuarto mes. En el
quinto mes el grupo C (19.1 + 1.6 ml) consumid significativamente mas agua
(p=0.001) en comparacion con el grupo SM (11.4 + 1.7 ml).

Para el alimento ingerido, no se presenté diferencia significativa entre los grupos C
y los grupos con SM para el primero, segundo, tercero y cuarto mes. Sin embargo,
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en el quinto mes el grupo C (45.0 £ 4.2 g) consumid significativamente menos
alimento (p=0.001) en comparacion con el grupo SM (78.5 £ 6.4 g).

La PA registrada en el primer mes no presenté diferencia significativa entre los
grupos C y SM. Al comparar la PA en el segundo, tercer, cuarto y quinto mes de
los grupos C (128.1 £ 1.4 mmHg, 121.5 + 0.4 mmHg, 125.2 + 0.2 mmHg y 125.2 +
0.8 mmHg respectivamente) con la PA de los grupos SM (136.9 £ 1.5 mmHg,
135.6 £ 0.4 mmHg, 139.4 £ 0.5 mmHg y 136.3 £ 0.2 mmHg respectivamente) se
observo aumento significativo (p=0.001).

En la figura 1, se observa que la grasa intra-abdominal del primer y segundo mes
no presenta diferencia significativa entre los grupos C y SM. Sin embargo, a partir
del tercer, cuarto y quinto mes se observa aumento significativo de grasa intra-

abdominal (p=0.001) entre los grupos SM en comparacién con sus grupos C.

16 1
—= Control
14 1 —— sm %
12 A %
@ 10 A
S 8
i
O ¢
4 A %‘
2 1 ﬁ H D p=0.001| |p=0.001| |p=0.001
0 E L] L] ]
1 2 3 4 5
Mes

Figura 1. Grasa intra-abdominal expresada en gramos, en los grupos
experimentales.
Los valores se expresan como la media * error estandar, (n=7).

Abreviaturas: C= control, SM= sindrome metabdlico.
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MEDICION SERICA DE GLUCOSA, TRIGLICERIDOS, INSULINA, HOMA-IR,
LEPTINAyY CT, EN RATAS CY SM

En la tabla 2 se muestran las variables bioquimicas que se midieron a las ratas y

que revelan lo siguiente:

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas en plasma en los grupos experimentales.

C SM C SM C SM C SM C SM
94.8 + 92.7 + 1078+ | 1023+ | 1073+ | 103.1#% 100.7 + 1071+ | 1016+ 97.5 +
2.6 9.2 4.5 7.2 24 21 24 2.5 71 2.6
51.7 1101 £ 55.5 127.2 £ 52.6 + 100.0 £ 44.8 £ 1143 ¢ 62.7 + 94.7 £
+2.1 16.6** 3.7 14.5* 2.0 9.6** 22 7.0** 4.4 14.5**
1.5+ 20 26+ 41 20 3.5% 1.7 + 4.0t

1.3+£0.3 3.0+04
0.1 0.3 0.1 0.2** 0.2 0.3** 0.3 0.5**
0.3+ 0.5+ 0.6 = 1.0+ 0.5+ 0.9 04+ 11¢%
0.3+0.1 0.6+0.1
0.04 0.06 0.05 0.06** 0.06 0.09** 0.08 0.2**
42+ 5.7+ 8.0t 4.4+ 8.8 39+ 9.7% 6.7 + 12.7
47+0.5
0.4 0.4 0.4** 0.6 1.1** 0.9 1.4** 1.5 2.0*
55.0 + 59.2 + 55.5 52.2 + 53.3 + 50.7 + 52.0 + 53.8 £2 56.0 + 475+
3.0 22 2.7 1.9 1.7 2.9 1.4 3 2.7 3.3
235.5 2824+ | 25695+ | 2625+ | 1855+ | 2278+ 1451+ | 2184 | 1624+ | 2627
5.0 26.4 22.3 741 11.3 18.1 13.3 30.4* 26.3 30.7*

Los valores se expresan como la media + error estandar, (n=7). Abreviaturas:
C= control, SM= sindrome metabdlico. **C vs. SM p=0.001, *C vs. SM p=0.01

No presentaron diferencias significativas en el contenido sérico de glucosa y CT

entre los grupos C y SM de cada mes.

Los niveles de TG séricos, en todos los grupos C, fueron significativamente

menores (p=0.001) en comparacion con sus grupos SM.

La concentracion de insulina en suero en el primer y segundo mes no presento
diferencia significativa entre los grupos C y SM. Sin embargo, en el tercer, cuarto y
quinto mes; la concentracion de insulina en suero present6 diferencia significativa
(p=0.001) entre los grupos C (2.6 £ 0.1 pU/mL, 2.0 £ 0.2 pU/mL, 1.7 £ 0.3 pU/mL
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respectivamente) en comparacion con los grupos SM (4.1 £ 0.2 yU/mL, 3.5 + 0.3
puU/mL, 4.0 £ 0.5 pU/mL, respectivamente).

El indice HOMA-IR en el primer y segundo mes no presento diferencia significativa
entre los grupos C y SM. Pero, en el tercer, cuarto y quinto mes se presento
diferencia significativa en el indice HOMA-IR (p=0.001) entre los grupos C (0.6
0.05, 0.5 £ 0.06, 0.4 + 0.08 respectivamente) y los grupos SM (1.0 £ 0.06, 0.9 +

0.09, 1.1 £ 0.2, respectivamente).

Con respecto a la concentracion de leptina medida en suero, no se observo
diferencia significativa entre el grupo C y grupo SM del primer mes. Sin embargo,
la concentracidon de leptina medida en suero en el segundo, tercer, cuarto y quinto
mes se presentd diferencia significativa (p=0.001) entre los C (5.7 £ 0.4 ng/mL, 4.4
+ 0.6 ng/mL, 3.9 £ 0.9 ng/mL, 6.7 £ 1.5 ng/mL, respectivamente) y los SM (8.0 +
0.4 ng/mL, 8.8 £ 1.1 ng/mL, 9.7 £ 1.4 ng/mL, 12.7 £ 2.0 ng/mL, respectivamente ).

Para los AGEs medidos en suero, no se observo diferencia significativa entre el
grupo C y el grupo SM en el primer, segundo y tercer mes. Sin embargo, en el
cuarto y quinto mes se present6 una diferencia significativa en los AGEs (p=0.01)
entre los C (145.1 £ 13.3 mU/mL, 162.4 £ 26.3 mU/mL, respectivamente) y los SM
(218.4 £ 30.4 mU/mL, 262.7 £ 30.7 mU/mL, respectivamente).
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MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LPL EN RATAS C Y SM

En la figura 2 se observa que la actividad de la LPL en el primer y segundo mes no
presento incremento significativo entre los grupos C y SM. Sin embargo, en el
tercer, cuarto y quinto mes hubo incremento en la actividad de la LPL en el grupo
SM en comparacion con el grupo C (p=0.05, p=0.03 y p=0.01, respectivamente).

Actividad LPL
© q1—= Control
c — SM
()
°
S IL WL Jr
()
o o -
(®)]
E %
[ |
Q T
[&]
= 11
()
©
E
c p=0.05| [p=0.03| [p=0.01
1 2 3 4 5
Mes

Figura 2. Actividad enzimatica de LPL en los grupos experimentales
Los valores se expresan como la media + error estandar, (n=7).

Abreviaturas: C= control, SM= sindrome metabdlico.
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MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA HSL EN RATAS C Y SM

En la figura 3 se puede observar que, tanto en el primer y segundo mes, no se

observa aumento significativo en la actividad de la HSL entre el grupo C y SM. Sin

embargo, en los grupos SM del tercer, cuarto y quinto mes se observa incremento

en la actividad de la HSL en comparacién con los grupos C (p=0.05, p=0.05,

p=0.01, respectivamente).

Actividad de HSL
o 250 == Control
c —a SM
Q
© 200 A
Q.
() 1
©
g’ 150 A
o
_g 100 A
)
3
5 50 -
e
c . Ii_l p=0.05| |p=0.05| |p=0.01
1 2 3 4 5
Mes

Figura 3. Actividad enzimatica de HSL en los grupos experimentales.

Los valores se expresan como la media * error estandar, (n=7).

Abreviaturas: C= control, SM= sindrome metabdlico.
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MEDICION DE LA EXPRESION DE HSL DEL TEJIDO GRASO EN RATAS C Y
SM

En la figura 4 se observa que no hay diferencia significativa entre el grupo SM y el
C del primer mes. No obstante al comparar la expresién de la HSL en los grupos
SM con los grupos C del segundo, tercer, cuarto y quinto mes, se observa
incremento significativo en la expresion de la HSL (p<0.001, p<0.001, p=0.01,

p=0.02, respectivamente).

1.4 1= Control
— SM
1.2

o]

N
0.8 T . T
0.6 1 !

A

HH
HH
HH

HSL / GAPDH
HH
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0.4 -

0.2 -

h<0.001 p<0.001| [p=0.01| [p=0.02

0.0

Mes

Control

SM

GAPDH [

Figura 4. Expresion enzimatica de HSL en los grupos experimentales.
Los valores se expresan como la media * error estandar, (n=7).
Abreviaturas: C= control, SM= sindrome metabdlico.
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MEDICION DE LA EXPRESION DE LPL DEL TEJIDO GRASO EN RATASC Y
SM

En la figura 5, puede observarse que no se presentaron diferencias significativa en

la expresion de la LPL en los cincos meses comparando los grupos SM con los

grupos C.

1.2 7== Control
—— SM
1.0 -
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|_

——
HH

HH
—H
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=

0.6 -

LPL / GAPDH

0.4 1

0.2 -

0.0

Control

SM

Figura 4. Expresion enzimatica de HSL en los grupos experimentales.
Los valores se expresan como la media * error estandar, (n=7).

Abreviaturas: C= control, SM= sindrome metabdlico.
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MEDICION DE LA EXPRESION DE LA PERILIPINA A DEL TEJIDO GRASO EN
RATAS CY SM

En la figura 6 se observa que no hay incremento significativo entre los grupos SM
y C del primer, segundo y cuarto mes en la expresion de la perilipina A. Sin
embargo, en el tercer y quinto mes, se puede apreciar que hay un incremento
significativo en la expresion de la perilipina A en el grupo C (p=0.03, p=0.01,
respectivamente) en comparacion con el grupo SM.
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Figura 6. Expresion enzimatica de perilipina A en los grupos experimentales.
Los valores se expresan como la media * error estandar, (n=7).

Abreviaturas: C= control, SM= sindrome metabdlico.
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MEDICION DE LA EXPRESION DE LA PKA DEL TEJIDO GRASO EN RATAS C
Y SM

La figura 7 muestra que en los grupos SM y C del primer mes no hay diferencia
significativa en la expresiéon de la PKA. Mientras que a partir del segundo, tercero,
cuarto y quinto mes se observa incremento significativo en los grupos SM (p=0.03,

p=0.03, p=0.03, p=0.05, respectivamente) en comparacion con sus grupos C.

1.6 == Control
— SM

1.4 1 '[

1.2

81'0'
Sosir . T I
$0.6 -
o

0.4 1

0.2 -

p=0.03| [p=0.03| |p=0.03| |p=0.05
0.0 I 1 l [

Figura 7. Actividad enzimatica de PKA en los grupos experimentales.
Los valores se expresan como la media * error estandar, (n=7).

Abreviaturas: C= control, SM= sindrome metabdlico.
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CONTEO DEL NUMERO DE CELULAS POR CAMPO DEL TEJIDO GRASO EN
RATAS CY SM

En la figura 8 se observa que no hay diferencia significativa entre los grupos SM y
C en el primer y segundo mes en el numero de células por campo y sin embargo,
se observa aumento significativo en el numero de células por campo entre los

grupos SM y grupos C del tercer, cuarto y quinto mes (p=0.001, p=0.002,

respectivamente).
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Figura 8. Numero de células por campo en los grupos experimentales.
Los valores se expresan como la media * error estandar, (n=7).

Abreviaturas: C= control, SM= sindrome metabdlico.
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AREA DE LOS ADIPOCITOS DEL TEJIDO GRASO EN RATAS C Y SM

En la figura 8 se observa que no hay diferencia significativa en el area de los
adipocitos entre los grupos SM y C en el primer y segundo mes. Sin embargo, hay
aumento en la significancia en el area de los adipocitos entre los grupos SM
(p=0.001, p=0.001, p=0.005, respectivamente) y grupos C del tercer, cuarto y
quinto mes en el area de los adipocitos.
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Figura 9. Area de los adipocitos expresado en pixeles en los grupos
experimentales.
Los valores se expresan como la media * error estandar, (n=7).

Abreviaturas: C= control, SM= sindrome metabdlico.

34



FOTOMICROGRAFIAS DE LOS ADIPOCITOS DEL TEJIDO GRASO EN RATAS
CYSM

En la figura 10 se muestran las fotomitografias del tejido adiposo, obtenidas de las

muestras de tejido graso en ratas C y SM:

Figura 10. Fotomicrografias representativas del tejido blanco de los grupos

experimentales que muestran el tamafo en la hipertrofia de los adipocitos.

35



Los tejidos se prepararon con procesos histolégicos convencionales y las
secciones histologicas se realizacidn mediante la técnica tricromica de Masson, a
40 x con miscrocopio Carl Zeiss, 40x. Abreviaturas: A = 1 mes control, B= 2 mes
control, C = 3 mes control, D= 4 mes control, E= 5 mes control, F= 1 mes SM, G=
2 mes SM, H= 3 mes SM, I= 4 mes SM, J=5 mes SM

En la figura 10, paneles A, B, C, D y E se muestran microfotografias
representativas de tejido adiposo intra-abdominal de los grupos C que
corresponden sucesivamente a los meses de tratamiento (por ejemplo; A= 1mes,
etc), en las que se puede apreciar que los adipocitos tienen citoplasma limitado
por la membrana celular, el nucleo se encuentra orientado a la periferia, las

células tienen forma cuasi hexagonal.

En la figura 10F, paneles G, H, | y J se muestran microfotografias representativas
de tejido adiposo intra-abdominal de los grupos SM en las que se observa que: los
adipocitos muestran el nucleo totalmente orientado a la periferia de forma oval e
incrementd en la circunferencia de las células conforme el paso de cada mes.
Ademas, en las figuras 10H, | y J, se observa con poca claridad el espacio del
citoplasma. Estos resultados histolégicos se asociaron con la hipertrofia del
adipocito ya que la medicion del area mostré aumento significativo a partir del
tercer mes entre los grupos SM en comparacién con los grupos C (Figura 9,
significancia p=0.001, 0.001, 0.005, respectivamente) y al decremento en el
numero de células por campo en los grupos SM en comparacion con los grupos C
(Figura 8, significancia p=0.001, 0.001, 0.002, respectivamente).
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DISCUSION

El objetivo de este estudio fue determinar como el consumo crénico de azucar
comercial al 30% ocasiona hipertrofia en los adipocitos en ratas Wistar macho a
través del tiempo, los resultados indican que el modelo de SM muestra incremento
en el peso, grasa abdominal, alimento ingerido y PA en los grupos SM de manera

progresiva a partir del tercer mes en comparacion con los grupos C.

Se ha descrito que después de generarse hipertrofia en los adipocitos, estos
experimentan espontaneamente necrosis al alcanzar su tamafo critico asociados
con la pérdida de almacenamiento y expansién (Kim, 2007) pudiendo generarse
cambios en la membrana celular a través de los AGEs, interfiriendo con la
accesibilidad de la insulina a su recepto y generando Rl (Pérez, 2013) ademas del
acumulamiento ectopico de lipidos, que desestabilizan la homeostasis del
adipocito (Kim, 2007).

Un estudio en animales mostré que la administracion de sacarosa al 30% en el
agua de bebida durante 21 semanas condujo al desarrollo de SM en ratas Wistar
macho con aumento de peso corporal, PAS, insulina, TAG, CT total, LDL y AGL
(Sok K. W. 2016, Aguilera, 2004). Esos resultados coinciden con los nuestros,
donde los TAGs, la insulina, los productos de glicosilacion avanzada (AGEs) y la
PA se ven incrementados paulatinamente mes con mes en los grupos SM en
comparacion con los grupos C. No asi el peso corporal, ya que hubo aumento en
el peso tanto en el grupo C como en el SM, pero sin diferencia significativa (Lee,
2012) entre ambos grupos de cinco meses. Sin embargo, se observo
progresivamente ganancia en el aumento en la grasa intra-abdominal en los
grupos SM a partir del tercer mes (Berger, 1999), lo que sugiere que este aumento
podria acompanarse de disminucién de la masa muscular en las ratas SM. Ello
posiblemente debido a que las ratas alimentadas con sacarosa consumen menos
alimentos solidos pero tienen mayor ingesta de calorias, lo que significa menos

ingesta de proteinas y minerales, probablemente desarrollandose sarcopenia, en
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la que hay mayor masa grasa total en el cuerpo y menor masa muscular (Rubio,

2014). Sin embargo, se requieren mas estudios para confirmar esta hipotesis.

Asi mismo, los grupos SM presentaron valores elevados de TG, insulina, HOMA-
IR y leptina en comparacion con los grupos C. En este respecto, se ha descrito
que el adipocito hipertréfico posee mayor sintesis y liberacion de adipocinas
(Carrillo, 2007) generando metabolitos activos, hormonas esteroides y péptidos
que regulan las funciones en diferentes 6rganos como cerebro, musculo, higado y
pancreas (O’Rahilly, 2007); que pueden deteriorar el metabolismo lipidico y
glucido, teniendo efectos pro-inflamatorios. Ademas, la resistencia a la leptina se
relaciona de manera directa con la RI (Carrillo, 2007) y obesidad (Garcia, 2015).
Hattori y col. (2011) han reportado que la cepa de ratas DS/obesas que son
similares a los humanos con SM a pesar de ser alimentadas con dieta normal
durante 18 semanas, tienen concentracion sérica elevada de leptina e insulina.
Lo cual muestra que la leptina suprime la secrecién de insulina a través de
acciones centrales y efectos directos sobre las células beta pancreaticas
oponiéndose a la RI, en parte, a través de la activacion de la fosforilacion de la
PKA, que da como resultado una reduccion en la deposicion de lipidos en los
tejidos sensibles a la insulina. Sin embargo, en la obesidad, esta sefializacion
esta alterada ocasionando resistencia a la leptina lo cual promueve obesidad,
hiperinsulinemia y Rl. De ésta manera, se ha descrito que los niveles circulantes
de leptina son proporcionales a la cantidad de grasa corporal, por lo que, en
sujetos obesos existe apetito exagerado (hiperfagia) a pesar de tener un exceso
de leptina, produciendo resistencia a la leptina (Morales, 2010). Huang y col.
(2004) obtuvieron aumento significativo en la leptina y los TG a la octava semana
de ingesta de dieta hipercal6rica en ratas Sprague-Dawley, lo cual se asemeja a
los resultados obtenidos aqui reportados y en los que la leptina se incrementé
significativamente al tercer mes, al igual que los TG.

Ademas, en sujetos obesos, se ha descrito que la RI provoca el incremento de la
hidrolisis intracelular de los TG y, por consiguiente, la disminucién de la

internalizacién de AG no esterificados (AGNES) por los adipocitos, por lo que los
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niveles de AGNES en plasma se encuentran elevados y esto se ha relacionado
con hipertension (Carrillo, 2007). Durante la RI, la accién de la insulina a nivel
celular esta reducida, lo que aumenta la secrecion de esta hormona por el
pancreas (Carrasco, 2013). En este sentido, el indice HOMA-IR ha sido utilizado
como indicador de IR. Por ejemplo, un estudio realizado en sujetos sanos sin
diferencias de sexo, edad o patologia, avalan el uso de HOMA-IR como indicador
de la sensibilidad a la insulina (Acosta, 2002). Ademas otro estudio, en el que se
administro fructosa (20-25%) en el agua de beber a ratas Wistar macho, mostré un
aumento significativo de HOMA-IR en el SM a partir de la novena semana (Dupas,
2017), lo cual concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo. Los cuales
revelaron un aumento significativo en el indice HOMA-IR a partir del tercer mes de
consumo de sacarosa por parte de las ratas con SM. Se ha demostrado que los
valores de HOMA-IR estan estrechamente relacionados con las concentraciones
de AGEs (Song, 2012), que aumentan por el consumo cronico hipercaldrico
asociados a la Rl que podrian estar mediados por el estrés oxidante (Mark, 2014),
ademas se ha demostrado que la glicacion de la albumina por los AGEs aumenta
la produccion de TNF-alfa, el cual se ha relacionado con la Rl mediante la
induccion de procesos proinflamatorios que suprimen la transduccion de la sefal
de insulina en el adipocito, ocasionando alteracion en la actividad de la LPL (Song,
2012).

Por otra parte, se ha descrito que la actividad de la LPL, controla la acumulacién
de TAGs en los adipocitos. En ratas Zucker de 12 dias con SM, la actividad de
esta enzima esta elevada, mucho antes de que los animales puedan ser
identificados visualmente como obesos. Este cambio podria preceder a otros
factores determinantes de la obesidad, como mayor lipogénesis hepatica e
hiperinsulinemia (Artifiano, 2009), en lo datos obtenidos, como se muestra en la
figura 2, la actividad de la LPL se incrementé significativamente a partir del tercer
mes en los grupos SM en comparacion con los grupos C. Sin embargo, la
expresion de la LPL permanece sin cambios a través del tiempo, puesto que su
expresion se relaciona inversamente con la actividad de esta (Martinez, 2003).
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Estos resultados fueron semejantes a los descritos por Cheng y col. (2017) donde
usaron ratas macho Sprague Dawley para inducir SM mediante dieta hipercal6rica
por ocho semanas. Lo que les genero a las ratas hipertrofia en el adipocito, desde
el destete y obesidad e hipertensiéon en adultos. Sin embargo, otro estudio por
Castillo y col. (2018) mostraron que: la LPL esta sobrexpresada en sujetos con
SM, en comparacion con sujetos sanos. Otros estudios en modelos animales y en
humanos, sugieren que la insulina puede estimular a las catecolaminas que
inhiben la LPL de forma especifica en diferentes tejidos, por ejemplo, la LPL del
musculo esquelético se regula negativamente en estado hiperinsulinémico,
mientras que en el tejido adiposo se regula positivamente. Esto, en comparacion
con los resultados obtenidos, en los que se muestra que las actividades de la HSL
y LPL (en la Figura 2 y 3) se incrementan de manera progresiva a través del
tiempo, lo cual sugiere que el insulto de consumo crénico del carbohidrato induce
una respuesta de elevacioén progresiva de la actividad de estas enzimas, lo que
favorece la hipertrofia del adipocito que se asocia con el incremento de grasa
intra-abdominal, hiperinsulinemia y RI. Es decir, en un estado hiperinsulinémico
agudo, en el adipocito se altera la HSL y aumentara la actividad de la LPL, lo que
favoreceria la deposicion neta de grasa en este, conduciendo al desarrollo de la
obesidad hipertrofica (Berger, 1999).

Tanto para la actividad de la LPL como de la HSL se tomaron en consideracion los
valores de concentracién del glicerol, debido a que ha sido demostrado que la
molécula de TAG en el tejido adiposo es completamente hidrolizada (Bortz, 1972).
Para ello, se recuperé el sobrenadante de glicerol enddégeno del adipocito, ya que
el tejido adiposo tiene nivel bajo de glicerol cinasa y solo una pequefa fraccion del
glicerol producido por hidrdlisis intracelular puede ser utilizado y convertido en
alfa-glicerofosfato para ser usado en la sintesis de TAG. (Berger, 1999). Los
resultados obtenidos sugieren que hay relacién entre la activad de la HSL y
expresion de la HSL y que ambas se incrementaron, en los grupos SM, a través
del tiempo. Se ha reportado que la expresion de HSL por su capacidad lipolitica en
las células de grasa proviene de mediciones directas de su actividad, esto sugiere
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que puede existir asociacion directa entre su expresion y actividad (Large V.,
1998). Berger y col. (1999) han descrito aumento significativo en la actividad de la
HSL en ratas Fischer hembras a los dos meses de consumo de dieta
hipercalorica, en comparacién con dieta baja en calorias, desarrollandose
Rl/hiperinsulinemia. Nuestros resultados concuerdan con lo anterior y sugieren
que la actividad de la HSL esta determinada por el tamafo del adipocito, ya que la
actividad basal va en aumento al ser estimulado por el insulto crénico hipercaldrico
de sacarosa asociandose progresivamente con el tamano del adipocito (Berger,
1999). Esto podria parecer paraddjico, porque se esperaria una disminucion en el
tamano del adipocito pero lo que ocurre es que la lipogénesis esta aumentada por
el incremento de la actividad de la LPL, pero al mismo tiempo la expresion y
actividad de la HSL asociados a la hiperinsulinemia incrementan la liberacion de
los AGL, ocasionando un cuadro de retroalimentacion positiva que contribuye
significativamente a la progresion del SM. Lo anterior es apoyado con los
resultados obtenidos aqui, los cuales mostraron asociacion con aumento
significativo en la actividad de la HSL y la expresion de la HSL en los grupos SM
en comparacion con los grupos C, en el area de adipocitos a partir del tercer mes
(Figura 9), lo cual condujo a la hipertrofia evidenciado por el aumento en el area
pero del decremento del numero de células por campo (Figura 10) con aumento
de la significancia progresiva en los dos meses posteriores a partir del tercer mes
(Figura 8); asi mismo, se observo ésta relacion en ratas Fischer hembras, pero al
segundo mes de ingesta caldrica alta (Berger, 1999). Por otro lado, la
hiperglucemia y la hiperinsulinemia son alteraciones presentes, frecuentemente,
en la obesidad y diabetes tipo 2 y se asocian también a mayores tasas de lipdlisis
(Botion, 1999). En linea con lo anterior, se ha encontrado que la exposicion a largo
plazo (216 h) de las células e islotes INS-1 de ratas a altas concentraciones de
glucosa (20-30mM) induce una mayor expresion de HSL, en forma dependiente de
la concentracion. Tal induccion es paralela al aumento de la lipdlisis y se
acompafa de un aumento de la actividad, la cantidad de proteina y el nivel de
mMRNA, lo que indica que el efecto estd mediado por transcripcion del gen que
codifica para la HSL (Winzell, 2001). Otro estudio mostré6 que la exposicion
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continua, por 16 horas, de adipocitos aislados a altas concentraciones de insulina
(25 ng/ml) y glucosa (20 mM) aumenta la tasa de lipdlisis y la expresion de la HSL
(Botion, 1999). En nuestro modelo de SM, se observo que el insulto cronico de
sacarosa mantuvo la glucosa sin diferencia significativa, pero si aumento
significativamente la concentracién de insulina plasmatica, a partir del segundo
mes asociado con la expresion de la HSL. Por otro lado, los valores de glucosa
obtenidos en los grupos SM fueron menores que los grupos C. Sin embargo, otro
estudio describié pacientes de SM con valores de glicemia sin alteraciones
(Carrasco, 2013).

En cuanto a la expresion de la perilipina, se ha descrito que esta disminuida en los
grupos de mujeres obesas, asi como en el tejido adiposo intra-abdominal en
sujetos obesos asociados con decremento en el mMRNA de ésta enzima (Ray,
2009). Ademas, se ha descrito alteracion de la reactividad vascular mediada por
norepinefrina en este modelo, lo que sugiere sensibilidad de esta catecolamina en
diferentes 6rganos, lo cual podria contribuir al aumento progresivo en la expresion
de la PKA en los adipocitos y la modificacion en la expresion/actividad de la
perilipina A (Pérez, 2007). Los resultados muestran que la disminucion en la
expresion de la perilipina A, a partir del tercer mes en los grupos SM, parece ser la
enzima clave alterada en el adipocito en estos grupos, porque contrasta con las
otras proteinas que intervienen en la lipdlisis y lipogénesis en el adipocito, como la
LPL y la HSL (Wang, 2003), lo anterior sugiere que: la disminucion de la expresion
en la perilipina A refleja la ausencia de esta enzima en la vacuola lipidica y la HSL
pueda permanecer con acceso constante a los TG almacenados en la vacuola
lipidica. La HSL al tener libre acceso a los TG, se favorece la hidrolisis y la
liberacion de AG a la circulacidn. Los AG en la circulacion se han asociado a
hiperinsulinemia y Rl (Tansey, 2001). Torre y col., en 2008, demostraron que al
dar una dieta hipercalorica a ratas Sprague-Dawley durante 180 dias y observaron
aumento en la expresion de la perilipina en estas ratas en comparacion con sus
grupos C, con el consecuente aumento de insulina y leptina sérica. Sin embargo,

nuestros resultados revelaron un reduccion significativa, a partir del tercer, en la
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expresion de dicha enzima. Ademas, Tansey y col., en 2011, encontraron que al
dar una dieta hipercalorica durante 14 semanas a ratas hembras y machos
knockout a la perilipina, estas fueron resistentes a la obesidad y con
concentraciones bajas de AG, CT y TG, pero intolerantes a la glucosa con
resistencia periférica a la insulina, en comparaciéon con ratas silvestres. Tal
resultado se asocio con el aumento de la lipdlisis en los adipocitos de las ratas
knockout y tal cosa sugiere que, la perdida de la accidén protectora de la perilipina
fosforilada en la superficie de la gota lipidica favorece la expresiéon o actividad de
la HSL.

Por otra parte, se ha propuesto que la leptina activa a la PKA de forma directa con
participacion parcial de catecolaminas (Zamora, 2004). En los cardiomiocitos de
ratas C57BL/6J macho con dieta hipercal6rica por 8 semanas, se demostro, que el
incremento agudo de la insulina promueve el acoplamiento y fosforilacién de los
receptores B-adrenérgicos en la membrana celular del adipocito, lo cual promueve
la fosforilacion de la PKA, que a su vez fosforila a la perilipina A y promueve el
ingreso de la HSL a la vacuola lipidica (Fu, 2016). Nuestros resultados muestran
que la PKA presentd aumento significativo a partir del segundo mes en ratas con
SM asociado a la disminucioén de la perilipina A y aumento de la HSL. Por otro
lado, Kou y col. (2012) estudiaron que el tratamiento de 4-14 dias con un inhibidor
de PKA, la bilobetina (uno de los ingredientes activos de Ginko Biloba), a ratas
Sprague-Dawey previamente alimentadas con dieta hipercalorica reguld la
transcripcion de los genes de la LPL y mejor6 la Rl. Otro estudio muestra que
después de dos semanas de exposicion a dieta hipercalorica en ratones knockout
deficientes a RIIB, una de las principales subunidades reguladoras de PKA en el
tejido adiposo, mas el mismo inhibidor resultd en resistencia a la obesidad,
glucosa y esteatosis hepatica, en comparacioén con ratones silvestres, ademas de
que la actividad de la PKA disminuyé en el higado pero aumentd en el tejido
adiposo gonadal (London, 2014).
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CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que el modelo de SM ocasionado por el consumo cronico
de sacarosa al 30% por 24 semanas, se alteran progresivamente a partir del tercer
mes las enzimas involucradas en la lipdlisis y lipogénesis en el adipocito del tejido
adiposo intra-abdominal.

La expresion de la HSL y PKA aumenté y la perilipina A disminuyo
progresivamente, a partir del tercer mes, en el adipocito del tejido graso intra-
abdominal de las ratas con SM. Sin cambios en la expresion de la LPL. Lo anterior
se asocié con la disminucién en numero de células por campo y aumento en la

grasa intra-abdominal, generandose progresivamente hipertrofia en el adipocito.

Los parametros indicadores de SM, como son: grasa intra-abdominal, insulina,
HOMA-IR, leptina y TG aumentaron progresivamente, sin diferencia significativa
en la glucosa, a partir del tercer mes.

La lipogénesis esta aumentada por el incremento en la actividad de la LPL a partir
del tercer mes, ocasionada por el consumo cronico de sacarosa al 30% en el agua
de beber, lo que conduce a la hipertrofia del adipocito que se asocia con el cuadro
progresivo de hiperinsulinemia y Rl lo cual va alterando la expresion y actividad de
la PKA, perilipina y HSL, lo que conduce al incremento de la lipdlisis ocasionando
incremento de los AGL resultado de la retroalimentacion positiva entre todas las
vias metabdlicas en el adipocito que contribuye a las patologias que comprenden
el SM.
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