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RESUMEN

El sindrome metabdlico (SM) es una patologia heterogénea cuyas
manifestaciones clinicas incluyen la dislipidemia, la obesidad abdominal, la
resistencia a la insulina y la hipertensién; estos factores aumentan el riesgo de
padecer diabetes mellitus tipo Il y diversas enfermedades cardiovasculares. La
resistencia a la insulina (RI) es un denominador comun y el nexo con el resto de
las manifestaciones. La RI tiene una estrecha relacion con la obesidad y el
aumento en el plasma de acido grasos no esterificados (AGNE). EI mecanismo por
el cual los AGNE reducen la sensibilidad de la insulina no esta del todo
esclarecido. El objetivo de este trabajo es elucidar el mecanismo por el cual los
AGNE inducen resistencia a la insulina en un modelo de sindrome metabdlico.

En este trabajo se observaron diferencias significativas de AGNE totales
entre el grupo control y el grupo con SM, tanto en el plasma y en el higado. El
analisis de la composicion de los AGNE muestra que el acido oleico (AO) aumento
de manera significativa en el plasma (0.15 £ 0.02 vs. SM 0.32 £ 0.06 mM) y en el
higado (11.1 £ 6.5 vs SM 32.1 + 8.5 umol/mg de proteina, p<0.001). El analisis por
Western blot de las cantidades totales de IR-B e IRS-1 en las muestras de
homogeneizado de higado no mostraron diferencias significativas entre los dos
grupos. En cuanto a la fosforilacion de estas proteinas, el analisis del IR- muestra
un menor grado de fosforilacion en el grupo SM con respecto al grupo control in
vivo. En presencia de AO la fosforilacion del IR-B disminuye significativamente

tanto en ratas control como con SM. El tratamiento con 1 uM del antioxidante N-

acetil-cisteina (NAC) antes de administrar AO (60 uM) normalizé el grado de



fosforilaciéon del IR-B. En cuanto a la fosforilacion de IRS-1, no se encontré
diferencia significativa entre ambos grupos.

La incubacion de los hepatocitos marcados con DCF-DA con AO a
diferentes concentraciones mostré6 un aumento dosis-dependiente en la
fluorescencia, que refleja mayor generacion intracelular de ERO. Esta
fluorescencia disminuy6 preincubando las células con DPI (inhibidor de la NADPH-
oxidasa) y con rotenona. El increment6 de AGNE en el grupo SM esta
probablemente asociado con la disminucion del grado de fosforilacion de IR- e
IRS-1 sugiriendo una posible disminucién en la sensibilidad del receptor de
insulina. El mecanismo por el cual los AGNE inducen este efecto puede estar
relacionado con la generacién de estrés oxidativo, ya que el antioxidante NAC
utilizado protegié contra este evento y mantuvo la fosforilacion basal del IR-B en
presencia de AO. Ademas el aumento de la fluorescencia del DCF, en células

aisladas, por la presencia del AO reflejé una mayor generacion de ERO.



SUMMARY

The metabolic syndrome (MS) is a heterogeneous pathology whose clinical
manifestations include dyslipidemia, abdominal obesity, resistance to insulin and
hypertension; these factors increase the risk of developing diabetes mellitus type II
and diverse cardiovascular illnesses. The resistance to insulin (Rl) is a common
denominator and the nexus with the rest of the manifestations. The IR has a close
relationship with obesity and the increase in the concentration of plasma non-
esterified fatty acids (NEFA). The mechanism by which NEFA reduces the
sensitivity to insulin is not completely clear. The objective of this work was to
investigate the mechanism by which NEFA induces resistance to insulin in a model
of metabolic syndrome.

In this work significant differences in total plasma NEFA were observed between
the control group and the group with MS in both plasma and liver homogenate. The
analysis of the composition of the NEFA showed that oleic acid increased
significantly in plasma (0.15 £ 0.02 vs MS 0.32 + 0.06 mM) and in liver (11.1 £ 6.5
vs MS 32.1 £ 8.5 umol/mg protein, p < 0.001). The analysis by Western Blot of the
total quantities of insulin receptor-p (IR-) and IRS-1 in the liver homogenate didn't
show significant differences between the two groups. As for the phosphorylation of
these proteins, the analysis showed a decrease in the degree of phosphorylation of
IR-B in the MS group with regard to the control group. In the presence of oleic acid,
the phosphorylation of the insulin receptor diminished significantly in both control
and MS rats. The treatment of the animals with 1mM N-acetyl-cysteine (NAC)

before administering oleic acid (60 uM) preserved the degree of phosphorylation of



the insulin receptor. The phosphorylation of IRS-1 in liver from MS rats was not
significantly different from the control group.

Hepatocytes labeled with DCF-DA when incubated with oleic acid at different
concentrations showed a dose-dependent increase in the fluorescence of DCF that
reflected an increased generation of intracellular ROS. This fluorescence
diminished when the cells were preincubated with DPI (an inhibitor of NADPH-
oxidase) and with rotenone. The increased NEFA in the MS group is probably
associated with the decrease in the phosphorylation degree of the Insulin receptor
and IRS-1, suggesting a possible decrease in the sensitivity to insulin. The
mechanism by which the NEFA induce this effect can be related to the generation
of oxidative stress, since the anti-oxidant NAC protected against this event and it
maintained the basal phosphorylation of the insulin receptor in the presence of
oleic acid. Also the increase in the fluorescence of DCF in isolated cells, due to

presence of oleic acid reflected a large generation of ROS.



1. INTRODUCCION.

1.1. SINDROME METABOLICO.

El sindrome metabdlico (SM) es una patologia heterogénea cuyas
manifestaciones clinicas incluyen la resistencia a la insulina, la dislipidemia
(hipertrigliceridemia e hipoalfalipoproteinemia), la obesidad abdominal y la
hipertension; estos factores aumentan el riesgo de padecer diabetes mellitus tipo Il
y diversas enfermedades cardiovasculares (1). El incremento exponencial de la
prevalencia de esta patologia en los ultimos afios puede deberse a los cambios
higiénico dietarios en el estilo de vida —especialmente los relacionados con la
obesidad- que influyen sobre los diversos genes reguladores de los mecanismos
metabdlicos involucrados (2). En el futuro se podra disminuir el impacto negativo
que el SM ejerce sobre la salud en la medida en que se logre una comprension
exhaustiva de los diversos modos de interaccidn entre la carga genética, la
nutricion y el medio ambiente (3,4).

Este sindrome mencionado por primera vez en 1988 por Reaven, describe
el enlace entre la resistencia a la insulina y la hipertension arterial, dislipidemias,
diabetes tipo Il y otras anormalidades metabdlicas, asociadas al aumento en el
riesgo de enfermedad cardiovascular en adultos (1). Reaven denomind a este
cuadro “sindrome X” pero, no incluyo la obesidad en él; sin embargo, la obesidad
se ha recogido en el concepto de sindrome metabdlico en todas las definiciones

posteriores (5, 6, 7, 11).
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1.1.1. SINDROME METABOLICO SEGUN LA ORGANIZACION MUNDIAL DE
SALUD (OMS, ANO 1999) (5).

La OMS sefala que es indispensable para el diagnodstico de sindrome
metabdlico (SM) la presencia de resistencia a la insulina y/o alteracion en la
tolerancia a la glucosa (5). A esto debe sumarse al menos dos de los siguientes:
hipertension arterial, dislipidemia, obesidad, microalbuminuria. Es importante
destacar que la microalbuminuria es considerada por la OMS un importante
predictor de riesgo cardiovascular, ya que en la ultima década han proliferado
datos experimentales y clinicos que relacionan la presencia de microalbuminuria,
no solamente como un marcador de riesgo renal, sino frecuentemente asociado a
la hipertension arterial, y como un potente indicador de riesgo de morbi-mortalidad
cardiovascular, no solamente en pacientes diabéticos (8, 9), sino también en
hipertensos (10). Los criterios de la OMS para definir SM son:

-Alteracion de la regulacion de la glucosa.

Glicemia en ayunas = 110mg/dL y/o 2 hr poscarga = 140 mg/dL
-Resistencia a la Insulina.
Captacion de glucosa por debajo del P25 en pinza euglicémica.

-Otras variables:
-Presion arterial 2 140-90 mmHg
-Dislipidemia (TG > 150 mg/dL y/o colesterol HDL < 35 -39 mg/dL en
hombres y mujeres
-Obesidad (indice cintura/cadera > 0.9-0.85 en hombres y mujeres
respectivamente y/o indice de masa corporal > 30 Kg/m?)

-Microalbuminuria (excrecion urinaria de albumina = 20 mg/min).
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1.1.2. SINDROME METABOLICO SEGUN NATIONAL CHOLESTEROL
EDUCATION PROGRAM (NCEP, ANO 2001).

El Adult Treatment Panel Il (ATP I1ll) (6), considera a la epidemia de
obesidad como la principal responsable en el aumento de prevalencia del SM, e

identifica como componentes del mismo a:

* Obesidad abdominal Circunferencia cintura
Hombres > 102 cm
Mujeres > 88 cm

* Triglicéridos altos =150 mg/dL

* Colesterol HDL bajo

Hombres < 40 mg/dL
Mujeres < 50 mg/dL
* Hipertension arterial > 130/ 2 85 mmHg
* Hiperglucemia en ayunas =110 mg/dL

La definicion del NCEP se basa en la coexistencia de cualquier
combinacion de tres alteraciones: la distribucidén de grasa corporal, presién arterial,
triglicéridos, HDL, y glucemia en ayunas (6).

A diferencia de lo establecido por la OMS, el NCEP en su definicion de SM
no incluia una cuantificacion especifica de la sensibilidad a la insulina y adoptd un
abordaje menos “glucocéntrico”, considerando por igual a todos los componentes
del SM. La definicion ATP-III tiene parametros clinicos que se pueden determinar
facilmente y de manera sistematica en la mayor parte de los contextos clinicos y

de investigacion.

18



1.1.3. SINDROME METABOLICO SEGUN LA ASOCIACION AMERICANA
DE ENDOCRINOLOGOS CLINICOS (AAEC) (11).

La AAEC efectu6 una modificacion de la definicion ATP-IIl. Esta nueva
definicion estaba basada en la consideracion de que la resistencia frente a la
insulina constituia el problema central (11). La AAEC propuso cuatro factores
indicadores del SM: elevacién de la concentracidon de triglicéridos, disminucién de
la concentracién de cHDL, incremento de la presion arterial y aumento de las
concentraciones de glucosa, tanto en ayunas como después de la administracion
de glucosa. Diversos factores como la obesidad, diabetes gestacional, enfermedad
cardiovascular, los antecedentes familiares de diabetes, la hipertension, la edad
mayor a los 40 anos y el estilo de vida sedentario fueron considerados elementos
que incrementan la probabilidad del sindrome.

-Resistencia a la Insulina (medida por hiperinsulinémia dependiente de los

niveles de glucosa).

-Sobrepeso IMC = 25 Kg/m?

-Obesidad abdominal circunferencia abdominal

Hombres > 102 cm
Mujeres > 88 cm

-Colesterol HDL < 45 mg/dL en mujeres

< 35 mg/dL en hombres

-TG =150 mg/dL)

-Hipertension arterial = 130/85 mmHg

-Glicemia 2 hr postcarga > 140 mg

-Glucosa en ayunas 110 — 126 mg/dL
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1.2. FISIOPATOLOGIA DEL SINDROME METABOLICO
La patogénesis del sindrome metabdlico es compleja y deja muchos
interrogantes. Intervienen tanto factores genéticos como ambientales, que influyen

sobre el metabolismo de los lipidos y de los carbohidratos (Figura 1) (12).

1.2.1. FACTORES AMBIENTALES.

La inactividad fisica promueve el desarrollo de obesidad y disminuye la
sensibilidad a la insulina en el musculo. Las dietas con alto contenido en grasas y
carbohidratos favorecen el sindrome metabdlico y contribuyen al desarrollo de

hipertension arterial y obesidad (13,14).

1.2.2. FACTORES GENETICOS

Numerosas investigaciones demostraron la agregacion familiar que
presenta esta patologia, y aunque es dificil determinar el papel especifico de cada
uno de los factores genéticos y ambientales, un estudio de mellizos revel6 que la
carga genética ejerce una mayor influencia sobre la intolerancia a la glucosa, la
obesidad y las bajas concentraciones del colesterol HDL, mientras que el medio
ambiente tiene un mayor impacto sobre el hiperinsulinismo, la hipertension y la
hipertrigliceridemia (15, 16)).

La obesidad es clave en el desarrollo del SM. En 1994 se describié un gen
en el tejido adiposo de la rata genéticamente obesa, que codifica una proteina
llamada leptina. En esta linea genética existe un defecto que induce un déficit en
la secrecidn de leptina. La administracion de leptina reduce la ingesta alimenticia,

incrementa el gasto energético y se asocia a una importante reduccién del peso
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corporal (17). Investigaciones posteriores han permitido clonar su RNA, aislar y
sintetizar leptina y desarrollar un radioinmunoensayo para su determinacion sérica
(18). Todo ello sugiri6 que estabamos frente a la sefial fundamental, mas aun
cuando se identifico el gen en el tejido adiposo humano (19). Pero estudios
posteriores han encontrado también ratas obesas con leptina elevada, lo que ha
planteado la posibilidad de alteraciones en receptores de leptina, los cuales se
estan estudiando actualmente.

En el ser humano se ha demostrado una correlacién positiva muy estrecha
entre los niveles de leptina y la cantidad de masa grasa, lo que plantea la
posibilidad de que la obesidad humana sea un problema de resistencia a la leptina
(20).

Por otra parte, la gran cantidad de mecanismos metabdlicos involucrados
indica que la fisiologia debe estar regulada por la accion moderada de multiples
genes y no por un solo gen con efectos de gran intensidad. Investigaciones
recientes han identificado al gen PPAR -asociado a la diabetes tipo II- como
candidato para conferir susceptibilidad al SM, ya que regula la adipogénesis y el
metabolismo de los lipidos y la glucosa (21). Se postulé que una dieta rica en
acidos grasos saturados afectaria la accién protectora que tendrian algunos alelos
del gen PPAR, pero las investigaciones disponibles muestran resultados dispares
al respecto. Es necesario tener en cuenta que las interacciones entre los genes y
los componentes nutricionales de la dieta pueden ser alterados por factores

ambientales como el ejercicio fisico, entre otros (22).
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Figura 1: Fisiopatologia del sindrome metabdlico y su relacion con el riesgo

cardiovascular. Tomado de Reilly MP, et al, Circulation 2003 (12).

1.3. ALGUNOS COMPONENTES IMPORTANTES DEL SINDROME
METABOLICO

Segun la definicion ATP-III la interrelacion de tres manifestaciones clinicas
definen al SM (6). En el laboratorio se desarrollé un modelo animal con SM, entre
los principales elementos que hemos considerado importante destacar de este
modelo se encuentran: la hipertension arterial, la obesidad intra-abdominal,

dislipidemia y la resistencia a la insulina (23).
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1.3.1. HIPERTENSION ARTERIAL (HTA).

Se conoce que en la patogenia de la hipertension arterial intervienen
multiples factores: genéticos, ambientales, enddcrinos, metabdlicos, etc. Los mas
importantes son aquéllos relacionados con el estado de resistencia a la insulina y

la hiperinsulinemia (Figura 2):

-Activacion del sistema Renina-Angiotensina

-Efecto estimulador del sistema nervioso simpatico
-Aumento del gasto cardiaco

-Incremento en la reabsorcion de sodio y agua a nivel renal

-Disminucién de la accién vasodilatadora de la insulina

TENSION ARTERIAL =  GASTO CARDIACO X RESISTENCIAS PERIFERICAS

Hipertension arterial = G.C. aumentado ylo aumento de R. P.
‘>RECARGA ACONTACTILIDAD CONSTRICCION HIPERTROFIA
A ARTERIAL VASCULAR 4-
VOLUMEN CONSTRICCION
LiQuibo VENOSA
HIPER-
INSULINEMIA
RETENCION DISMINUCION DE ACTIVIDAD EXCESO ALTERACION
RENAL Na 4‘ FILTRACION SIMPATICA '> R-A M. CELULAR
EXCESO ALTERACION | T i
INGESTA Na GENETICA , ALTERACION  OBESIDAD DISFUNCION
ESTRES GENETICA ENDOTELIAL

Figura 2. Esquema representativo de los factores fisiopatologicos de la
hipertension arterial. GC, gasto cardiaco; R-A, sistema renina-angiotensina; RP,

resistencias periféricas.
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Desde hace anos se conoce la asociacidn entre HTA e hiperinsulinemia
sobretodo junto con obesidad, pero también en no obesos. Los obesos son
hiperinsulinémicos por presentar resistencia a la insulina. La insulina tiene un
efecto presor relacionado con aumento de actividad simpatica, hipertrofia vascular
y aumento de reabsorcion de sodio que es contrarrestado por efecto vasodilatador
mediado por la sintesis de oxido nitrico (ON) (24). En la resistencia a la insulina
fallaria esta respuesta vasodilatadora (25) y podria ser causa de HTA o
potenciarla. Se ha encontrado aumento de reactividad vascular en mujeres obesas
con resistencia a la insulina, sugiriéndose como posible marcador de HTA (26).

Por otra parte, en un estudio donde se comparan dietas con diferentes
concentraciones de sodio se demostré que alto contenido de sodio en la ingesta
influye en los niveles de presion arterial aumentando el Factor Natriurético
Auricular, disminuyendo la actividad del Sistema Renina Angiotensina, pero sobre
todo, disminuyendo el ON. Estos efectos dependen del grado de sensibilidad a la
insulina (27). En un estado de RI, esta relacion entre el contenido de sodio en la
dieta y el ON se pierde y este ultimo es incapaz de compensar el incremento en la
presion arterial inducido por aumento en los niveles de sodio plasmatico.

Se conoce una estrecha relacion entre la hipertensiéon arterial y el tejido
adiposo visceral. Esta puede ser atribuida a varias sustancias liberadas por el
tejido graso en exceso tales como: PAIl, AGNE, leptina. Esta ultima se incrementa
a medida que aumenta el indice de Masa Corporal (28): Ruiloge sugiere que la
obesidad podria afectar la presién arterial a través de la leptina, ya que ésta
estimula la actividad del sistema nervioso simpatico y el sistema renina-

angiotensina.
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1.3.2. OBESIDAD ABDOMINAL

La obesidad es una enfermedad crénica cuya prevalencia va en aumento,
siendo en los paises desarrollados y aun en los no desarrollados un problema
grave de salud publica, por lo que su prevencién es un reto importante (5). Con la
edad disminuye la masa muscular y aumenta la obesidad. El sedentarismo y el
abuso de dietas ricas en carbohidratos y grasas deben ser combatidos en todas
las edades.

La obesidad es el aumento del tejido adiposo en el organismo como
consecuencia de una dieta hipercaldrica asociada a un bajo gasto energético por
la inactividad fisica, cualquier aumento del depdsito graso se asocia con un mayor
riesgo de SM y enfermedad cardiovascular, pero la obesidad abdominal o de
distribucion androide y muy especialmente el acumulo de tejido adiposo visceral-
abdominal es el mas relacionado con SM (29,30).

Desde el punto de vista antropométrico, se ha utilizado el indice de masa
corporal (IMC) para medir obesidad en los humanos, resultante del cociente entre
el peso en kilogramos y la altura del individuo en metros al cuadrado. Un valor
superior a 30, es indicativo de obesidad (5). En la actualidad se considera el indice
cintura/cadera (ICC), mas fiable que el IMC para el calculo del riesgo
cardiovascular. Cuando supera 0.9 en hombres y 0.85 en mujeres es indicativo, a
diferencia del IMC, de obesidad abdominal (31).

En 1999, European Group for the Study of Insulin Resistance (EGIR) (7)
introdujo el perimetro de la cintura (94 cm en los varones y 80 cm en las mujeres)
como medida de la adiposidad. El parametro de cuantificacion de la obesidad para

el NCEP seguia siendo el perimetro de la cintura, aunque con valores umbral
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superiores al descrito por el EGIR (102 cm en los varones y 88 cm en las mujeres)
(6).

Estas son practicas sencillas, simples y utiles para determinar obesidad
abdominal, las cuales se asocian con el riesgo cardiovascular en los pacientes;
pero que no diferencia el tejido graso subcutaneo del visceral abdominal (que es
altamente activo en la liberacién de sustancias). Para determinar con certeza este
ultimo, se requieren técnicas mas complejas y costosas que las medidas
antropométricas mencionadas, como la Tomografia Axial Computarizada (TAC) y

la resonancia magnética nuclear (RMN) (31) (Figura 3).

Cintura

Cadera

Dorsal

Figura 3. La TAC muestra con mayor precision el acumulo de grasa intra-
abdominal visceral que la circunferencia de la cintura. Extraido y modificado de

Després, 2001 (31).
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1.3.3. DISLIPIDEMIA

Lo mas frecuente de observar en el SM es una hipertrigliceridemia, con
aumento ligero del colesterol total, pero con una notoria disminucion del colesterol
HDL. El incremento de triglicéridos se debe a una mayor sintesis hepatica
proveniente de un aumento de la oferta de AGNE en un estado de
hiperinsulinemia por resistencia a la insulina. Con el aumento del flujo de acidos
grasos al higado se produce un aumento de VLDL ricas en TG y un aumento de la
produccion de Apolipoproteina B (Apo B) (Figura 4) (32).

Otra alteracion importante en el SM es la disminucion del colesterol HDL.
Esta reduccion es una consecuencia de cambios en la composicion y metabolismo
de las HDL explicable por la hipertrigliceridemia, ya que en estas circunstancias, y
por transferencia intravascular de lipidos, las HDL reciben triglicéridos y aceleran
su catabolismo a través de una mayor actividad de la lipasa hepatica. En
presencia de hipertrigliceridemia hay un decremento en el contenido de colesterol
esterificado del ndcleo de las lipoproteinas, haciendo de éstas particulas
pequefnas y densas. Estos cambios en la composicion de las lipoproteinas resultan
en un incremento en el tiempo de remocién de las HDL por la circulaciéon (Figura
4) (32,33).

Las LDL se modifican en forma similar. Estas, aunque pueden permanecer
en igual numero, presentan aumento en la proporcién de particulas pequefias,
densas, aterogénicas y un incremento en la concentracién de Apo B (un marcador
de la concentracién de lipoproteinas aterogénicas). Esto se asocia a un aumento
en el riesgo de enfermedad coronaria cardiaca. Las LDL densas y pequefias

tienen un mayor potencial aterogénico y menor afinidad con los receptores Apo B
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que las LDL comunes; son mas toxicas para el endotelio, por su menor tamafo
atraviesan la membrana basal del endotelio con facilidad (34). Ademas, se conoce
que su pequefio tamafo hace que tengan mayor afinidad por los
glucosaminoglicanos de la intima de la pared arterial y que sean mas susceptibles
a la oxidacion y como consecuencia de ello, a ser fagocitadas por los macréfagos

(35) lo que conduce a la aparicion o progresiéon de la enfermedad ateromatosa.

FACTORES:
AMBIENTALES
BIOLOGICOS
GENETICOS

* DEFECTO EN LA
GRASA _’ INCORPORACION DE LOS
ABDOMINAL ADIPOCITOS ’ AGNE EN LOS TGs

HIPERTROFIADOS *

* l, AGNE ATRAPADOS Y

RETENIDOS POR EL TEJIDO
ADIPOSO

RESISTENCIA A LA
INSULINA

1 AGNE EN EL PLASMA

v

v

[{ DEPURACION(LPL,CII)] 1 TG (] PrROTEOLISIS DE APO-B)

TG + TG

T TG EN HDL CET VLDL APO B J_CETPT TG EN LDL
v CE T CE
1 CATABOLISMO DE HDL ) Hli

V LDL PEQUENAS
| NIVELES DE HDL Y DENSAS

Figura 4. Representacion esquematica de la dislipidemia en el sindrome
metabdlico. Tomado y modificado de Kolovou et al, 2005(32). AGNE, acidos
grasos no esterificados; TG, triglicéridos; LPL, lipoproteinlipasa; CIlI,
apolipoproteina CIIl; HDL, lipoproteinas de alta densidad; CETP, proteina
transportadora de éster de colesterol; CE, éster de colesterol; VLDL, lipoproteinas
de muy baja densidad; LDL, lipoproteinas de baja densidad; HL, lipasa hepatica.
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Desde el punto de vista clinico, la concentracion de Apo B, colesterol HDL y
la concentracion de TG son las variables mejor relacionadas entre si con la
dislipidemia del SM, pero sélo la medicidon de estos dos ultimos se recomienda en

la practica clinica en el momento actual.

1.3.4. RESISTENCIA A LA INSULINA (RI).

Se define como la disminucion de la capacidad de los tejidos para
responder a una concentracion especifica de insulina y producir la respuesta
fisioldgica que mantiene la homeostasis de la glucosa (hiperinsulinemia con
euglicemia). En situaciones normales tras una ingesta de alimentos, los niveles de
glucosa en plasma suben. Este aumento es detectado por la célula B del pancreas
que procede a la secrecion de insulina para mantener los niveles de glucosa
constantes. La insulina secretada por el pancreas ejerce las siguientes funciones
en los tejidos periféricos: 1) estimula la captaciéon de glucosa por parte del
musculo, 2) inhibe la produccion hepatica de glucosa y 3) inhibe la hidrdlisis de las
grasas del tejido adiposo y estimula la captacion de glucosa en el mismo tejido.

Todo ello conlleva una disminucion de los niveles de glucosa en plasma.

La Rl aparece en la mayoria de los sujetos con SM y para muchos autores
la resistencia a la insulina es un denominador comun entre el resto de las
manifestaciones (36) por lo que en algunos casos, el término "Sindrome de RI" y

"SM" se llegan a utilizar como sinénimos (12, 37,38).
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Algunos investigadores proponen que la Rl tiene un papel preponderante en
la patogénesis del SM porque de ésta, y del hiperinsulinismo, derivan los factores
de riesgo metabdlicos. Pero habria que recordar que para el diagndstico de SM
segun el NCEP no es indispensable la presencia de RI, considerando sélo la
glicemia basal alterada como un criterio mas, que puede estar ausente (6).

Por otro lado, la RI tiene una estrecha relacién con la obesidad y el

incremento anormal de AGNE siendo la causa primordial de RI (39).

1.4. OBESIDAD Y RESISTENCIA A LA INSULINA.

La obesidad juega un papel preponderante ya que el tejido adiposo, sobre
todo el visceral o abdominal, es muy activo en la liberacion de distintas sustancias:
AGNE, factor de necrosis tumoral a (FNTa), leptina, resistina, inhibidor del
activador del plasminégeno (PAl,), IL6, etc.(40). Estos factores pudieran favorecer
la aparicion de resistencia a la insulina, de dano endotelial y de un estado pro-
inflamatorio (41).

Por otro lado, la obesidad tiene una estrecha relacion con la resistencia a la
insulina (RI). Generalmente, la Rl aumenta con el incremento del contenido de
grasa corporal (42). Los AGNE que se generan aumentan su concentracion en la
circulacién. También hay mayor produccion de AGNE en higado que conduce a:
aumento de gluconeogénesis que se traduce en incremento en la producciéon de
triglicéridos: aumento de VLDL, LDL, con efecto aterogénico y esteatosis hepatica
no alcohdlica por deposito de triglicéridos (43).

En musculo, se acumula tejido graso y se estimula la utilizacion de AGNE

como fuente de energia en lugar de glucosa (favorecidos por la Rl). Esta glucosa
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no utilizada a nivel muscular, sumada a la mayor produccion de glucosa hepatica,
genera hiperglicemia. En respuesta a esto, el pancreas incrementa la secrecion de
insulina (hiperinsulinemia) siendo esto lo que se conoce como resistencia a la
insulina.

El exceso de tejido adiposo no sélo incrementa la resistencia a la insulina
en forma indirecta mediante alteraciones en los triglicéridos, sino que ademas
secreta factores inflamatorios (adipocitocinas o adipocinas) que tienen efectos
directos sobre la sensibilidad a la insulina (44).

Muchas investigaciones sugieren que el factor central del sindrome
metabdlico es la resistencia a la insulina asociada a la obesidad. La liberacién de
citocinas y AGNE que sobrecargan los musculos y el higado graso son
mecanismos que pueden inducir la resistencia a la insulina; sin embargo esto

puede ser mas complejo (45,46).

1.5. ACIDOS GRASOS NO-ESTERIFICADOS (AGNE).

1.5.1. NOMENCLATURA DE LOS AGNE

La nomenclatura simplificada para estos compuestos especifica la longitud
de la cadena y el numero de dobles enlaces, separados por dos puntos, por
ejemplo: el acido palmitico es un acido saturado de 16 carbonos que se abrevia
16:0, mientras que el acido oleico que tiene 18 carbonos y un doble enlace se
abrevia 18:1 (Tabla 1).

La posicion de cualquier doble enlace se especifica por numeros en

“superindice” después de la letra griega delta; por ejemplo, un acido graso de 20
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carbonos con un doble enlace entre C-9 y C-10 (donde C-1 es el carbono

carboxilo) y otro entre C-12 y C-13 se designa 20:2 (A*'?)

. Los acidos grasos que
se encuentran mas frecuentemente tienen niumeros pares de atomos de carbono
en una cadena de 12 a 24 carbonos sin ramificacion (Tabla 1).

Los AGNE son un grupo de compuestos quimicamente diversos, cuya
caracteristica principal es la de ser insolubles en agua. Sus funciones biolégicas
son muy variadas; por ejemplo, las grasas y aceites que constituyen la forma

principal de almacenar energia en muchos organismos son elementos

estructurales basicos de las membranas bioldgicas.

1.5.2. PROPIEDADES FiSICO QUIMICAS DE LOS AGNE.

Las propiedades fisicas de los acidos grasos estan determinadas por la
longitud de la cadena y su grado de insaturacion. Esta cadena de naturaleza
hidrofobica es la base de la poca solubilidad de los acidos grasos en agua. Entre
mas larga es la cadena hidrocarbonada y menor el numero de dobles enlaces,
mas baja es la solubilidad en agua. El grupo acido carboxilico, de naturaleza polar,
le confiere una ligera solubilidad en agua a los acidos grasos de cadena corta.

A temperatura ambiente, los acidos grasos de 12:0 a 24:0 tienen
consistencia serosa. Asi que la temperatura de fusion aumenta mientras el numero
de carbonos aumenta (ver Tabla 1). En cuanto a los acidos grasos insaturados de
mismo numero de carbonos, la temperatura de fusién disminuye mientras el

numero de doble ligaduras aumenta.

32



Tabla 1. Acidos grasos biolégicos comunes.

Simbolo | Nombre comun | Nombre sistematico | Estructura

Acidos grasos saturados

12:0 Acido laurico Acido dodecanoico CH3;(CH,)1,COOH

14:0 Acido miristico Acido tetradecanoico CHj;(CH,)1,COOH

16:0 Acido palmitico Acido hexadecanoico CH;(CH,)14COOH

18:0 Acido estearico Acido octadecanoico CH3(CH,)16COOH

20:0 Acido araquidico Acido eicosanoico CH3(CH,)1COOH

22:0 Acido behénico Acido docosanoico CH3(CH,)2,COOH

24:0 Acido lignocérico Acido tetracosanoico CHj;(CH,),,COOH

Acidos grasos insaturados (todos los dobles enlaces son cis)

16:1 Acido palmitoleico | Acido 9-hexadecenoico CH3;(CH,)sCH=CH(CH,),COOH

18:1 Acido oleico Acido 9-octadecenoico CHj3(CH,);CH=CH(CH,);COOH

18:2 Acido linoleico Acido 9,12-octadecadienoico CH3(CH,)4(CH=CHCH,),(CH,)sCOOH
18:3 Acido o-linolénico Acido 9,12,15-octadecatrienoico CH;3CH3(CH=CHCH,)3(CH,)COOH
18:3 Acido y-linolénico Acido 6,9,12-octadecatrienoico CH3(CH,)4(CH=CHCHy,);(CH,);COOH
20:4 Acido araquidénico | Acido 5,8,11,14-eicosatetraenoico CH3(CH,)4(CH=CHCH,)4(CH,),COOH
20:5 EPA Acido 5,8,11,14,17-eicosapentanoico | CH3;CHy(CH=CHCHy,)s(CH,),COOH
24:1 Acido nervénico Acido 15-tetracosenoico CHj(CH,),CH=CH(CH,);3COOH

Hay un patron comun en la localizacion de los dobles enlaces; en muchos
acidos grasos monoinsaturados el doble enlace esta entre C-9 y C-10 (A%). Otros
dobles enlaces normalmente estan en posicion 12 y 13. Los dobles enlaces de los
acidos grasos poliinsaturados nunca estan conjugados (dobles enlaces alternados,
-CH=CH-CH=CH-), sino separados por un grupo metileno (-CH-CH=CH-CH2-
CH=CH-).

1.5.3. MOVILIZACION DE LOS AGNE DEL TEJIDO ADIPOSO.

El tejido adiposo obtiene su mayor parte de acidos grasos a partir del
higado o de la dieta. Los acidos grasos son activados mediante la formacion del
correspondiente acil-CoA, y a continuacion son esterificados con el glicerol-3-
fosfato a triacilglicerol para ser almacenados (47). El glicerol-3-fosfato se genera a

partir de la reduccion de la hidroxi-acetona la cual aumenta durante la glucdlisis.
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Los adipocitos tienen un sistema de lipdlisis y uno de lipogénesis que estan
continuamente activos. Estas dos reacciones son diferentes y utilizan diferentes
reactivos y substratos. Sin embargo el tejido adiposo no es unicamente un
depdsito pasivo de la grasa. De hecho, después del higado, el tejido adiposo es el

mas importante en el mantenimiento de la homeostasis metabdlica.

Muchos de los factores nutritivos, metabdlicos y hormonales que regulan el
metabolismo del tejido adiposo actuan ya sea sobre el proceso de la lipdlisis o de
la lipogénesis. En los procesos de la lipdlisis, la lipasa hormono-sensible (LHS), es
la enzima limitante en la liberacion de los acidos grasos a partir del tejido adiposo
(Figura 5). Esta enzima es susceptible a la fosforilacion y a la desfosforilacion en
respuesta a los niveles del AMPc controlado hormonalmente (48). La fosforilacion
activa la LHS estimulando la lipdlisis en el tejido adiposo, elevando la
concentracion de los AGNE circulantes y finalmente activando la ruta de la -
oxidacion en otros tejidos u o6rganos, tales como el higado y el musculo
esquelético (49). En el caso de una dieta alta en carbohidratos, los altos niveles de
la insulina secretada en respuesta a concentraciones elevadas de glucosa en la
sangre disminuyen los niveles de AMPc. Esta situacion conduce a la
desfosforilacion de la lipasa hormono-sensible y por tanto, a su inactivacion,
inhibiendo la liberacion de los acidos grasos para la oxidacion. En el caso de la
diabetes tipo Il con resistencia a la insulina, la LHS es insensible a la inhibicion por
la insulina y por consecuencia se observa un aumento en la concentracion de los

AGNE circulantes (Figura 5).
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Figura 5. Movilizacion de los AGNE por hormonas en el adipocito.

En la obesidad con acumulacion de la grasa intra-abdominal hay un
aumento en la concentracion de los AGNE circulantes (50). Un aumento en la
concentracion de AGNE movilizados del tejido adiposo a los tejidos no-adiposos
pueden participar en la amplificacién de las anomalias metabdlicas que son
caracteristicas del sindrome de resistencia a la insulina y la diabetes tipo Il (51).
También es probable que juegue un papel importante en la progresion de la
intolerancia a la glucosa. Los mecanismos bioquimicos precisos por los que AGNE

y los triglicéridos del citosol ejercen sus efectos, permanecen aun desconocidos.
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La mayor proporcion de los AGNE circulan unidos a albumina, mientras que
otra parte permanece libre. En tejidos lipogénicos como el higado y el tejido
adiposo, los acidos grasos se pueden sintetizar de novo (lipogénesis). Por lo tanto,
el higado, el tejido adiposo y el musculo seran los principales sitios de regulacion
génica por los acidos grasos. Ademas de su funcién como moléculas energéticas,
los acidos grasos también actuan como sefiales implicadas en la regulacién de la

expresion génica.

1.5.4. TRANSPORTE DE LOS AGNE.

1.5.4.1. TRASPORTE PASIVO.

El transporte pasivo de un metabolito a través de una membrana bioldgica
se basa en su difusion no mediada. Los movimientos de los lipidos pueden ser
pasivos o simples a consecuencia de sus propiedades quimicas; los problemas de
la translocacion transmembranal de los lipidos dependen del grado y de la
naturaleza de los lipidos; los acidos grasos pueden atravesar la membrana
rapidamente por virtud de su solubilidad lipidica sin necesitar de una proteina
facilitadora (52). EI movimiento puede estar influenciado por factores extrinsecos

como:

1. La carga.
2. Permeabilidad a la membrana.

3. pH de gradientes transmembranales.
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4. Enzimas intracelulares que metabolizan acidos grasos, éstas pueden
alterar el equilibrio de los acidos grasos de la membrana y resultar en su
acumulacion neta dentro de la célula y la necesidad de un transportador.

Los AGNE pueden girar (flip-flop) desde un lado de la bicapa al otro. El
movimiento de los fosfolipidos desde un lado al otro de la bicapa puede mantener

la asimetria de la membrana.

1.5.4.2. TRASPORTE ACTIVO.

Los acidos grasos estimulan la transcripcion de genes que codifican para
proteinas implicadas en el transporte de acidos grasos, como la proteina de unién
a acidos grasos (FABP o fatty acid binding protein), la translocasa de acidos
grasos (FAT/CD36, fatty acid translodase). En la mitocondria los acidos grasos
atraviesan la membrana por medio del translocador de acil-carnitina que se

encuentra en la membrana interna mitocondrial.

1.5.5. PAPEL DE LOS AGNE EN LA TRANSCRIPCION GENICA

Una de las maneras por las cuales los acidos grasos actuan como
reguladores de la expresion génica es mediante la activacion directa de la
actividad transcripcional de algunos receptores nucleares de hormonas, como los
receptores activadores del proliferador de peroxisomas o PPAR (peroxisome
proliferating activated receptors). La activacion de PPARs mediante la unién de
determinados acidos grasos a su dominio de unién a ligando, da lugar a una
activacién de la transcripcion de genes relacionados con el propio metabolismo de

los acidos grasos, como la fosfoenolpiruvato carboxi-cinasa (53) o la FABP (54) y
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las proteinas del metabolismo de acidos grasos, como la LPL (lipoproteina lipasa),
la CPT-I (carnitine palmitoyltransferase I) y las proteinas desacopladoras 2 y 3,
entre otras. Por otro lado, también pueden inhibir la transcripcion del transportador
de glucosa GLUT4, la piruvato cinasa en higado (L-PK o liver piruvate kinase), la

sintasa de acidos grasos (FAS o fatty acid synthase) y la leptina (55).

1.5.6. METABOLISMO DE LOS ACIDOS GRASOS

Los acidos grasos se metabolizan mediante un proceso conocido como [3-
oxidacion, en el cual los acidos grasos son convertidos en acetil-CoA. La oxidacion
ulterior de acetil-CoA (a CO, y agua) es altamente exergonica, es decir libera una
gran cantidad de energia en forma de ATP.

Las enzimas que degradan a los acidos grasos para convertirlos en energia
se encuentran en las mitocondrias, sin embargo, los acidos grasos no pueden
pasar directamente hasta este organelo, por lo que tienen que ocurrir tres
reacciones quimicas antes de poder acceder a ésta. La primera es catalizada por
una familia de enzimas presentes en el exterior de la membrana mitocondrial, las
acil CoA sintetasas. Las diferentes enzimas acil-CoA sintetasas son especificas
para acidos grasos de cadena corta, intermedias y larga. Posteriormente, la unién
acido graso-CoA se une a la carnitina para formar el complejo acido graso acil-
carnitina, por medio de una carnitina acil transferasa |. Posteriormente, el éster
acido graso acil-carnitina entra a la matriz mitocondrial por difusién facilitada a
través del transportador acil-carnitina/carnitina. En la tercera y ultima etapa del
proceso de entrada, el grupo acido graso acil se transfiere enzimaticamente de la

carnitina a la CoA intramitocondrial por la carnitina aciltransferasa Il. Una vez en el
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interior de la mitocondria, el acido graso acil es metabolizado por una serie de

enzimas, en un proceso conocido como R-oxidacién (Figura 6).
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Acidos grasos Acidos grasos
de cadena mediana de cadena larga

y corta
Acil-Co/ - .
sintetasa membrana externa mitocondrial

Carnitina + Acil-CoA :Acil-carnitina + CoA

membrana intern4 mitocondrial \Acll-carmtma‘ CPT II
/ translocasa v _—
v Carnitina / \
Acil-CoA Acil-carnitina + CoA Acil-CoA +

\ / Carnitina

B-oxidacion

Acetil-CoA M atriz mitocondrial

Cadena de transporte de electrones
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Figura 6. Transporte de los acidos grasos al interior de la célula.

1.5.6.1. B-OXIDACION

La oxidacion de los acidos grasos es un proceso que consta de tres etapas
basicas que permiten la obtencién de energia. En primer lugar, se oxida una
cadena larga de acido graso generando un residuo acetil en la forma de acetil-

CoA. Este proceso es llamado [3-oxidacion. En la etapa 2, los grupos acetil se
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oxidan a CO; via el ciclo de acido citrico. En la etapa 3, los electrones derivados
de las diferentes reacciones de oxidacion de las etapas 1 y 2 pasan al O, a través
de la via de la cadena respiratoria de la mitocondria, produciendo la energia para
la sintesis de ATP.

La acetil-CoA se oxida a CO; y agua, la acetil-CoA producida durante la 3-
oxidacion puede ser oxidada a CO, y agua en el ciclo del acido citrico. La

siguiente ecuacion representa el balance para la oxidacién de palmitoil-CoA:

C16:0-CoA + 23 O, +108 Pi + 108 ADP —» CoA + 108 ATP + 23 H,O + 16CO;

1.5.7. AGNE Y ENFERMEDADES.

Las concentraciones fisiolégicas de los AGNE circulantes deben ser
mantenidas dentro de un rango muy estrecho, y un aumento anormal de ellos, se
asocia a diversas enfermedades, entre ellas: obesidad, diabetes mellitus tipo 2 y
aterosclerosis. Trabajos realizados en indios Pima no diabéticos muestran que las
concentraciones plasmaticas de AGNE son un factor predictor de diabetes mellitus
tipo 2 (56).

Los mecanismos por los cuales los acidos grasos libres conducen a éstas y
otras enfermedades, no estan del todo establecido, pero su contribucién a la
generacion de la resistencia a la insulina, parece ser uno de los mas importantes.
Ademas existen evidencias de que los AGNE constituyen un vinculo importante
entre la obesidad, la resistencia a la insulina y la diabetes mellitus no insulino-

dependiente (DMNID).
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1.6. BIOQUIMICA DE LA RESISTENCIA A LA INSULINA

La resistencia a la insulina se define como la disminucién de la respuesta
biolégica a la actividad de la hormona que se refleja en alteracion en las vias de
sefalizacion que resultan de la interaccion de la insulina con su receptor.

La hiperinsulinemia que se presenta en la RI refleja la disminucién de la
sensibilidad de tejidos a la accién de la insulina. La composicién de los acidos
grasos de la membrana es uno de los factores celulares que puede afectar la
accion de la insulina. Las propiedades fisico-quimicas de la membrana son
determinadas por la naturaleza de los acidos grasos que componen los
fosfolipidos de la bicapa lipidica que a su vez afectan diversas funciones celulares,
incluyendo la respuesta a las hormonas (57). Un aumento en la proporcion de los
acidos grasos poliinsaturados aumenta la fluidez membranal, el numero de los
receptores y la accion de la insulina (58,59). Existe una correlacion positiva entre
la sensibilidad a la insulina y la proporcién de los acidos grasos poliinsaturados en

los fosfolipidos de musculo esquelético (60).

1.6.1. VIAS DE SENALIZACION DE LA INSULINA.

La insulina es una hormona capaz de iniciar multiples vias de sefalizacion
que inducen las respuestas celulares inmediatas y a largo plazo. Los efectos
inmediatos de esta hormona incluyen un incremento de la velocidad de captacion
de la glucosa desde la sangre hacia las células musculares y los adipocitos, y la
modulacioén de la actividad de diversas enzimas que intervienen en el metabolismo

de la glucosa. La exposicién continua a insulina produce efectos mas prolongados,
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entre ellos un aumento de la expresidn de las enzimas hepaticas que sintetizan

glucégeno y de las enzimas de los adipocitos que sintetizan triacilgliceroles.

1.6.1.1. BIOSINTESIS Y SECRECION DE LA INSULINA.

La insulina tiene importantes funciones en la regulaciéon del metabolismo
intermediario de los carbohidratos, proteinas y grasas. Es un polipéptido
constituido por dos cadenas de aminoacidos enlazadas por puentes disulfuro.

La insulina es sintetizada en el reticulo endoplasmico de las células B del
pancreas como parte de una pre-prohormona de mayor tamafo. La pre-proinsulina
posee un péptido sefal de 23 aminoacidos, el cual es removido al entrar en el
reticulo endoplasmico. El resto de la molécula posteriormente se pliega y se
forman puentes disulfuro para constituirse en proinsulina. El péptido C que
conecta las cadenas A y B de la insulina se desprende, por la acciéon de

endoproteasas presentes en los granulos, antes de la secrecion (61).

1.6.2. RECEPTOR DE INSULINA

El receptor de la insulina es necesario para mediar la accién de la insulina.
El receptor de insulina completo es una dlicoproteina de membrana
heterotetramérica compuesta de dos subunidades o y dos B, unidas por enlaces
disulfuros (62). La union de la insulina a la subunidad o extracelular en el receptor
induce un cambio conformacional del receptor para unirse al ATP en el dominio
intracelular de las subunidades-B. La unién del ATP activa la autofosforilacion del

receptor. Existen numerosos sitios de autofosforilacion en el dominio intracelular
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de las subunidades-B. Se han reconocido sitios con residuos de tirosina que

juegan un papel funcional importante. Estos sitios incluyen Y''%8 Y1160y y1162 g g

Y1328 Y1134

asa activa del dominio catalitico; Y?2 en el dominio yuxtamembranal y y
en el dominio del carboxilo terminal (63,64).
El sitio de autofosforilacion yuxtamembranal juega un papel importante en la

interaccion entre el receptor y los sustratos intracelulares, que proveen un sitio de

ensamble que incrementa la estabilidad del complejo receptor/sustrato.

1.6.3. SUSTRATO DEL RECEPTOR DE INSULINA (IRS).

Después de la autofosforilacion del receptor, se inicia la activacion de las
tirosina cinasas de los IRSs. Se han identificado cuatro proteinas de IRS (del 1 al
4), siendo el IRS-1 e IRS-2 de 185 y 195 kDa, respectivamente, responsables del
control de la glucosa (65). El papel del IRS-3 e IRS-4 no es del todo claro,
experimentos de sobre-expresion de estas proteinas en adipocitos muestran un
ligero mimetismo con la accion de la insulina.

Los IRSs son elementos claves en la accion de la insulina. La fosforilacion
de sus residuos de tirosina incrementa la afinidad con la cual los IRS se unen a
otras moléculas de sefalizacion. La ausencia de IRS-1 causa severos retardos en
el crecimiento, con resistencia a la insulina, sugiriendo un importante papel del
IRS-1 en las acciones de la insulina.

Las proteinas IRS contienen en su regién N-Terminal un grupo homologo a
pleckstrina (PH) que se asocia con fosfolipidos de membrana y/o proteinas

intracelulares, seguido de una proteina de unidn a fosfotirosina la cual interactua

43



con la tirosina 960 en el motivo NPXY del receptor de insulina (66,67). Otra region
conservada es el motivo YXMM que se une al dominio SH12 de la subunidad p85
de PI3-cinasa. En la region carboxilo terminal, la Unica similitud entre los IRSs es
los sitios de fosforilacion. Por ejemplo, IRS-1 e IRS-2 tienen 35 % de homologia en
regiones para la interaccion de lipido-proteina o proteina-proteina. Ademas, estas
proteinas a través de los residuos de tirosinas tienen la capacidad de unirse a
proteinas que presentan los dominios SH2 (homdlogas al Ser-2) y los dominios
SH3 (homdlogas al Ser-3) que se unen a secuencias ricas en prolinas. Por analisis
de la secuencia de los aminoacidos de los IRSs, se encontraron 70 residuos de
tirosinas y 40 de serinas y treoninas. El mecanismo de regulacién de la actividad
de las tirosina cinasas es por accion de las fosfatasas SHP2 que apagan la
fosforilacién(68).

El IRS-1 fosforilado fija PI-3 cinasa, por lo que produce una estimulacion
diez veces superior de actividad de cinasa; a esto se debe el incremento de
fosfoinositidos que se observa en las células estimuladas por insulina. EI aumento
de fosfoinositidos induce el reclutamiento de proteina cinasa B (PKB) hacia la
membrana. La regién terminal N de esta cinasa contiene un dominio PH que se fija
a los fosfoinositidos de la membrana plasmatica y una vez localizada sobre la
membrana, PKB es fosforilada, y por lo tanto activada por dos cinasas asociadas a
membrana. Cuando la PKB fosforilada es liberada al citosol induce diversos
efectos de la insulina, entre ellos la estimulacion de la captacidén de glucosa y de la

sintesis de glucogeno.
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1.6.4. EL PAPEL DE LA FOSFATIDILINOSITOL 3-CINASA (PI-3 CINASA)

EN LA ACCION DE LA INSULINA.

En la cascada de sefalizacion, la siguiente proteina en activarse es la
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3-cinasa), que pertenece a la familia de proteinas con
actividad enzimatica que fosforilan a lipidos de inositol de la membrana.

La enzima PI-3-cinasa cataliza la adicién de fosfatos en la posicion D3 del
anillo inositol de fosfoinositol, llevando a la generacién de Pl 3-fosfato. La enzima
estd compuesta de una subunidad reguladora de 85 kDa y una subunidad
catalitica de 110 kDa (69). Los inositidos 3-fosforilados actian como mensajeros
intracelulares, llevando a la activacion de cinasas dependientes de Pl, cambios en
el trafico intracelular y estimulacion del desarrollo. La activacion de Pl3-cinasa es
importante para muchas acciones de la insulina. El bloquear a esta enzima esta
asociado con la inhibicion de la captura de glucosa estimulada por insulina,
sintesis de proteinas, glucégeno vy lipidos asi como modulacion de la expresion
genética (70).

Existe suficiente evidencia de que la Pl3-cinasa activada por insulina es
capaz de habilitar el proceso de translocacion del transportador 4 de glucosa
(GLUT 4) (71).

1.6.5. TRANSPORTADORES DE GLUCOSA.

La etapa final para el control de la glucosa se efectia mediante los
transportadores de glucosa (GLUT). A la fecha se han identificado nueve
transportadores del uno al cinco y del ocho al 11. El GLUT1 es un transportador

constitutivo de la glucosa que se expresa en varios sitios como en el cerebro,
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eritrocitos y en las células endoteliales. EIl GLUT2 posee baja afinidad por la
glucosa, es el sensor en las células  del pancreas para la liberacidon de la insulina
en presencia de altas concentraciones de glucosa; también se expresa en el rindn,
en el epitelio del intestino delgado y en el higado. El GLUT3, transportador de alta
afinidad para la glucosa, se expresa en neuronas y placenta. EI GLUTS
transportador de fructosa se expresa en el intestino delgado, en células
espermaticas, en riidn, cerebro, en tejido muscular y adiposo. EI GLUTS8
transporta glucosa y es regulado hormonalmente a nivel testicular en el adulto
(72,73).

El GLUT4, con peso molecular aproximado de 45 kDa, es el principal
responsable de la incorporacion de la glucosa al interior de las células musculares
y de los adipocitos. EI GLUT4 es una proteina que atraviesa 12 veces la
membrana plasmatica y es entre los dominios seis y siete donde se localiza el sitio
de entrada de la glucosa. En ausencia de la insulina, alrededor del 90% del
GLUT4 se encuentra secuestrado intracelularmente en vesiculas que son llevadas
hacia la membrana plasmatica por la activacion previa del complejo proteico PI3-
cinasa, las proteinas PKB/Akt, PKC vy la cinasa JNK. Las vesiculas
transportadoras contienen proteinas V-SNARE (sinaptobrevina), VAMP2 Y VAMP3
que interactuan fisicamente con las proteinas T-SNARE (conocida como sintaxina
4 y SNAP23) que se encuentran localizadas en la cara interna de la membrana
plasmatica y otras proteinas accesorias se requieren en los eventos de anclaje y
fusiéon de la membrana con las vesiculas que contienen los GLUT. Ademas, en

esta asociacion participan las proteinas del citoesqueleto como la actina y la

46



tubulina que interactuan con los complejos proteicos para la movilizacion y anclaje
de los GLUT en la membrana plasmatica (73).
La estimulacidn por insulina de la captura de glucosa es mediada por la

translocaciéon de un grupo de GLUT4 a la membrana plasmatica.

1.6.6. TIROSINAS FOSFATASAS.

Las tirosinas fosfatasas juegan un papel importante en la terminacion de la
sefal generada por las tirosinas cinasas. Ha sido dificil identificar a las fosfatasas
fisiologicas que regulan la senalizacion de la insulina por desfosforilacion del

receptor de insulina y sus blancos.

1.7. AGNE Y RESISTENCIA A LA INSULINA.

En obesos, la resistencia a la insulina a nivel de los adipocitos ocurre en
una fase inicial, provocando el incremento de la hidrdlisis intracelular de los
triglicéridos (TG) y por consiguiente la disminucién de la internalizacion de AGNE
por los adipocitos (74).

En la mayoria de los obesos, los niveles de AGNE en plasma se encuentran
elevados. Las elevaciones fisioldgicas de los niveles de AGNE inhiben la entrada
de glucosa a las células estimuladas por la insulina de manera dosis-dependiente
en controles y pacientes de DMNID (75). Existen 2 mecanismos posibles para
explicar este fendmeno: 1) la inhibiciéon del transporte o la fosforilacion de glucosa
mediado por las grasas, lo cual ocurre de 3 a 4 h después de una infusién de
grasas y 2) la disminucion de la actividad de la glucdégeno sintasa, que ocurre de 4

a 6 h después de una infusion de grasas.
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Varios trabajos han demostrado que existe una correlacion negativa entre la
concentracion de los AGNE plasmaticos y la sensibilidad a la insulina en el
musculo esquelético (76-81). La administracion de los AGNE a individuos sanos
aumenta el riesgo de la diabetes tipo 2 (56,82), ademas los niveles de AGNE
elevados estan asociados con la resistencia a la insulina y la hipertensiéon (83,84)
que son dos factores de riesgo para las enfermedades cardiovasculares y

cerebrovasculares (85,86).

En la literatura existe un gran debate sobre el posible papel que pueden
tener los AGNE en el mecanismo por lo cual se desarrolla resistencia a la insulina
y que caracteriza la diabetes tipo 2. Varios trabajos han demostrado que un
aumento de los AGNE en el plasma por infusién de lipidos con heparina, induce
resistencia a la insulina a corto plazo en sujetos sanos (87-90). El hecho es que
los AGNE representan un denominador comun entre diferentes factores de riesgo
para las enfermedades cardiovasculares tales como la hipertensién, la obesidad y

la diabetes.

Randle, en 1963 (91), fue el primero en describir en musculo diafragmatico
y cardiaco de rata, la inversa relacion existente entre la oxidacion de acidos grasos
y glucosa, determinado por una competencia por sustrato, en donde ante una
mayor oferta de AGNE, el musculo prefiere oxidar éstos, disminuyendo la
captacion y fosforilacion de glucosa y con ello la via oxidativa (glicélisis) y no

oxidativa (glucdgeno) de ella.

48



Ciclo de Randle

Figura 7. Ciclo de Randle o de la glucosa-acido graso (91).

Esto estaria determinado por una inhibicion de las enzimas piruvato
deshidrogenasa y fosfofructocinasa, por parte de una incrementada produccion de
acetil-CoA/CoA mitocondrial y Citrato citoplasmico, respectivamente, ambos
resultantes de la mayor oxidacion de acidos grasos, generando un incremento en
las concentraciones de glucosa-6-fosfato, lo que en ultimo término podria inhibir

alostéricamente la hexocinasa Il y el transporte de glucosa (91) (Figura 7).

Por lo tanto el mecanismo propuesto por Randle y colaboradores concluy6

que la reduccion en el transporte y la fosforilacion de la glucosa en presencia de
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los AGNE se debe a la competencia entre los AGNE vy la glucosa como sustratos

de la oxidacion mitocondrial (92).

Recientemente se ha demostrado, que los AGNE plasmaticos inhiben el
aumento de glucosa-6-fosfato intracelular dependiente de la insulina en el musculo
esquelético humano durante la euglicemia-hiperinsulinemia (93, 94). Este efecto
induce una disminucion en la oxidacion de la glucosa, en la biosintesis de
glucdégeno y en el transporte de la glucosa (95). Estas anomalias se han detectado
aun en presencia de AGNE a concentraciones fisiologicas (93), lo que sugiere que
existe un mecanismo alterno para inducir la resistencia a la insulina en el musculo
esquelético humano. Otro experimento similar al anterior ha demostrado una
disminucién de la glucosa libre intracelular, lo que sugiere que los AGNE pueden
afectar el transporte de la glucosa dependiente de la insulina, reduciendo la
fosforilacion de la tirosina del receptor de insulina (IR-B) (96). La fosforilacion del
IR-B implica una cascada de sefales que induce la translocacion del transportador

del GLUT4. El receptor de la insulina fosforilado activa la fosfatidilinositol-3cinasa

involucrada en la translocacion del GLUT4 (97) (Figura 8).

El mecanismo por el cual los AGNE afectan la cascada de estas senales del
IR-B no esta establecido. La concentracion elevada de los AGNE incrementa el
nivel de los triglicéridos y de los acil-CoA de larga cadena en el musculo (98) que
podria modificar los niveles del diacilglicerol (DAG) conocido como un potente
activador de las isoenzimas 60 y ¢ de la Proteina cinasa C (PKC) involucradas en la

senalizacion del transporte de la glucosa.
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Figura 8. Ruta de sefializacion via insulina para el control de la glucosa (72).

Otros autores sugieren que a una mayor oferta de AGNE, se incrementa la
concentracion de Acetil-CoA derivada de su oxidacion mitocondrial, activandose
una o mas isoformas de PKC, y podrian activarse cinasas serina / treonina, que
fosforilan al IRS-1, disminuyendo su actividad como sustrato para la actividad de la
tirosina cinasa del receptor insulinico, mecanismo por el cual los AGNE generarian

resistencia a la insulina (99) (Figura 9).
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Figura 9. Posible mecanismo de accion de los AGNE reduciendo la sensibilidad

del sustrato receptor de insulina (99).

1.8. AGNE Y ESTRES OXIDATIVO.

En un estudio realizado en células B-pancreaticas se evaluo6 el efecto del
acido oleico sobre diversas funciones celulares y se encontr6 que como
desacoplante incrementa el estado 4 de la respiracion mitocondrial, disminuye el
ATP celular y finalmente altera la secrecion de insulina inducida por glucosa (100);
pero los efectos son mas evidentes cuando son incubadas por periodos largos de
tiempo con el acido oleico (72 h). Asi mismo, también se aprecia que la
generacion de H>O, por mitocondrias aisladas de estas células es incrementada

con la incubacion previa con el acido graso (100).
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En ratas obesas se ha observado que el higado desarrolla mecanismos
para protegerse contra la acumulacién de triglicéridos y AGNE que estan
probablemente implicados en el desarrollo de estrés oxidativo, sobre-expresando
una proteina desacoplante (UCP-2) que normalmente no es constitutiva en
hepatocitos, con lo cual se trata de evitar la formacién de ERO por la mitocondria
(101) al disminuir el potencial y favorecer el fluo de electrones

independientemente de la sintesis de ATP.

Cocco (1999), ha encontrado que el acido araquiddnico y otros AGNE, en
concentraciones micromolares, inhiben la actividad de los complejos |, I+l y 1ll, y
promueven la formacion de ERO en mitocondrias aisladas de corazdn de bovino

(102).

1.8.1. ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO (ERO).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) han sido de interés por muchos
afnos en todas las areas de la biologia.

El ambiente reductor celular favorece reducciones univalentes del oxigeno
no programadas. Asi, en un ambiente aerdbico, se produce el peréxido de
hidrogeno, un radical anion superoxido y el radical hidroxilo, que es
extremadamente reactivo, a los que se consideran responsables de la toxicidad
del oxigeno (Tabla 2) (103). Para poder sobrevivir en este medio, los organismos
vivos generan y obtienen del medio, compuestos antioxidantes solubles en agua o
en lipidos. También sintetizan una serie de enzimas antioxidantes cuya funcion es

interceptar e inactivar intermediarios reactivos del oxigeno. A pesar de su extrema
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importancia, los compuestos y enzimas antioxidantes no son completamente
efectivos para prevenir el dafo oxidativo o estrés oxidativo (104).

El estrés oxidativo ha sido implicado en una gran variedad de procesos
degenerativos, enfermedades y sindromes. Entre ellos estan: las enfermedades
de Parkinson y Alzheimer en el sistema nervioso central; las cataratas,
degeneracion macular, retinopatias del diabético y del prematuro, el asma, el
cancer pulmonar, el sindrome de dificultad respiratoria del adulto, la aterosclerosis,
el infarto al miocardio, la hipertension, la miocardiopatia, la hepatitis, la cirrosis

hepatica, la diabetes, la pancreatitis, cancer de colon, colitis, etc. (105).

Tabla 2. Principales especies reactivas de oxigeno.

Especies Reactivas de Oxigeno Fuentes principales

Oxigeno singulete ('0,) Absorcion de energia por el O,

Fuga de electrones de la

cadena de transporte de

electrones

Anién superoxido (O27) Xantina oxidasa

NADPH-oxidasa

A partir de O, via superéxido
Peréxido de hidrogeno (H20;) dismutasa (SOD)

A partir de O2" y H20,, via
Radical Hidroxilo (OH') metales de transicion (Fe o Cu)

Sintetasa del 6xido nitrico

Oxido Nitrico (NO)
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1.8.2. ANTIOXIDANTES FISIOLOGICOS.

Los antioxidantes son sustancias capaces de neutralizar la accidn oxidativa
de una molécula inestable (radical libre) sin perder su propia estabilidad
electroquimica. Los antioxidantes son: depuradores de radicales libres, agentes
reductores, frenadores de la formacion del oxigeno singulete, el cual se forma
cuando uno de los dos electrones libres o desapareados del O, capta energia y
cambia su giro, cuando esto sucede, inmediatamente se aparea con el otro
electron libre y puede aceptar pares de electrones, lo que los hace muy reactivos.
Esto permite controlar la reaccion oxidativa y brindar proteccion. Entre los
antioxidantes enddgenos estan las enzimas como superoxido dismutasa, glutation
peroxidasa, glutation S-transferasa, glutation reductasa y catalasa. Entre los

exdgenos estan las vitaminas A, C y E (Tabla 3)(106).

Tabla 3. Principales defensas antioxidantes en las células.

PROTECCION ANTIOXIDANTE

Sistema Enzimatico Productos Sistema No Enzimatico
Superoéxido dismutasas: H,O, + O, Antioxidantes hidrofilicos:
Mn-SOD Glutation (GSH)
Cu/Zn-SOD Vitamina C
Fe-SOD Metalotioneinas
Ceruloplasmina
Catalasa H,O + O, Antioxidantes hidrofébicos:
Vitamina E
Glutation-peroxidasa H,O + GSSG Carotenos
Ubiquinonas (Q10)
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1.8.3. ANTIOXIDANTES SINTETICOS:

1.8.3.1. BUTIL-HIDROXI-TOLUENO (BHT).

El BHT es un antioxidante sintético utilizado ampliamente en la industria
alimentaria. Es bien conocido como atrapador de radicales libres; su propiedad
antioxidante reside en que interrumpe la cadena de reacciones oxidativas por
radicales libres, esto lo realiza mediante la contribucion del hidrégeno del grupo
hidroxilo fendlico que presenta en su estructura quimica, formandose un radical

libre estable que no inicia o propaga mas la oxidacion de lipidos.

1.8.3.2. N-TERT-BUTIL-A-FENILNITRONA (PBN)

Los compuestos nitrona presentan habilidad como atrapadores de radicales
libres. PBN es una nitrona conocida como atrapadora de radicales libres, utilizada
experimentalmente en modelos de estrés oxidativo, en los cuales ha mostrado con

eficacia su propiedad antioxidante.

1.8.3.3. N-ACETIL CISTEINA (NAC)

N-Acetil cisteina, es la variante acetilada del aminoacido L-cisteina, es una
excelente fuente de grupos sulfhidrilos (SH), y es convertida en el organismo en
metabolitos capaces de estimular la sintesis de glutation (GSH), promoviendo
destoxificacién y actuando directamente como atrapador de radicales libres. En la
clinica ha sido utilizada por mas de 30 anos, primariamente como un mucolitico,
pero ademas de la accién mucolitica, NAC ha sido utilizada en condiciones

caracterizadas por disminucién de GSH o estrés oxidativo (107).
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1.9. ANTECEDENTES EXPERIMENTALES DEL MODELO ANIMAL CON

SINDROME METABOLICO (SM).

En nuestro laboratorio, hemos desarrollado y caracterizado un modelo de
rata Wistar hipertrigliceridémica (HTG) e hipertensa, mediante la administracion de
sacarosa comercial al 30 % en el agua de bebida durante un periodo de 20
semanas. Este modelo se caracteriza por alteraciones en la composicién de los
AGNE de varios tejidos, elevacion de los niveles de triglicéridos e insulina en
sangre; aumento de la presidn sanguinea; y una importante acumulacion de la
grasa intra-abdominal, lo que sugiere la presencia del sindrome de resistencia a la
insulina que a su vez se asocia a un incremento en el riesgo de enfermedad
coronaria. Asimismo, el uso de azucar comercial refleja el efecto que éste y
productos similares con alto contenido de carbohidratos, pudieran tener en las

poblaciones que los consumen a diario y en cantidades excesivas.

El modelo de rata con sindrome metabdlico (SM) es una variante del
modelo descrito por Reaven (108), en el cual las dietas con concentraciones altas
de sacarosa o fructosa inducen hipertension, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia
y resistencia a la insulina en ratas. Este cuadro patolégico es frecuentemente
observado en la clinica. La caracterizacion de este modelo animal que se
desarroll6 en el laboratorio se ha realizado en partes y los principales hallazgos

son los siguientes:

1.- La adicion de glucosa al 30 % en el agua de bebida de ratas Wistar

produce hipertrigliceridemia e hipertensién comparables a las encontradas por
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otros autores que administraron los carbohidratos con el alimento soélido. En
nuestro caso, tuvimos que prolongar el tiempo de tratamiento a 20 semanas para

obtener diferencias significativas con respecto a los controles (29,109).

2- Estas ratas tratadas presentan hiperinsulinemia, la cual es capaz de
inducir la liberacidn anormalmente elevada de endotelina, lo que contribuye a
incrementar la presion arterial y antagonizar los efectos del 6xido nitrico. Esta

observacion es congruente con la presencia de dafio endotelial (110).

3- Cambios significativos en el metabolismo de los acidos grasos (acido
araquidoénico) y peroxidacion con diferencias asociadas al género de los animales.
Los machos presentan mayor susceptibilidad a la peroxidacién lipidica que las

hembras (111,112).

4- Alteracién en la actividad de las enzimas de desaturacion de los acidos
grasos sobre todo la A5-desaturasa, enzima clave en la biosintesis del acido
araquiddnico precursor de las prostaglandinas que estan implicadas en la

regulacion del tono vascular (113).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El consumo de sacarosa en el agua de bebida induce: un incremento en los
AGNEs, hiperinsulinemia y acumulacion de la grasa en la cavidad intra-abdominal;
que refleja resistencia a la insulina en diferentes 6rganos cuyo transporte de
glucosa es totalmente o parcialmente sensible a insulina tales como el tejido
adiposo, el musculo esquelético y el higado. El higado, érgano responsable de
regular la homeostasis metabdlica es muy sensible a cambios en el metabolismo
de los lipidos como la acumulacion de AGNEs inducida por dietas hipercaloricas.
Sin embargo, el mecanismo probable por el cual la alta concentracion de los
AGNEs, inducida por el alto consumo de sacarosa, afecta la sensibilidad del
receptor de la insulina es aun materia de investigacion en el higado y otros
organos en el sindrome metabdlico. El proyecto que realizamos consistié en
investigar el efecto de los AGNEs circulantes sobre la sensibilidad del receptor de
la insulina en higado como en hepatocitos aislados del modelo con SM en
comparacion con los de animales controles. Determinamos la participacion de las
especies reactivas de oxigeno inducidas por los AGNEs sobre la fosforilacién del
receptor de la insulina, etapa clave en el transporte de glucosa sensible a insulina

a través de la membrana plasmatica.
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3. HIPOTESIS

Los AGNE circulantes reducen el grado de la fosforilacion del receptor de la
insulina (IR-B) en el higado mediante un mecanismo que implica estrés oxidativo

inducido por generacion intracelular de radicales libres.

4. OBJETIVO GENERAL.

Elucidar un posible mecanismo por el cual los AGNE presentes en
concentraciones elevadas, en un modelo experimental de sindrome metabdlico,
pueden contribuir al desarrollo de la resistencia a la insulina en los animales con

una dieta alta en sacarosa, afectando el grado de fosforilacion de IR-p e IRS-1.

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES:

a). Determinar el grado de fosforilacion basal del receptor de insulina (IR-p)
y del sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1), in vivo en higado de ratas control
y alimentadas con una dieta alta en sacarosa (SM).

b). Evaluar el efecto del acido oleico como AGNE sobre el grado de
fosforilacion del (IR-B) y el IRS-1, in vivo en presencia de N-acetil-cisteina como
antioxidante.

c). Elucidar el posible mecanismo por el cual los AGNE inducen estrés

oxidativo en hepatocitos aislados de animales control y con SM.
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5. METODOLOGIA

5.1. TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES.

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar machos recién destetadas y se
distribuyeron al azar en dos grupos. Grupo 1, ratas a las que se les indujo el
sindrome metabodlico mediante una dieta alta en sacarosa, administrando
sacarosa comercial al 30% en el agua de bebida durante un periodo de 20
semanas. Grupo 2, ratas con las mismas caracteristicas que las del grupo 1 fueron
utilizadas como control y recibieron agua sin sacarosa. Ambos grupos recibieron
alimento sélido para roedores. Las ratas tuvieron libre acceso al alimento sélido y

al agua de bebida. Se dejaron en ayuno durante 12 horas antes de sacrificarlas.

5.2 DETECCION DE RESISTENCIA A LA INSULINA (PINZA

EUGLICEMICA-HIPERINSULINEMICA).

La resistencia a la insulina se determiné por el método directo de la pinza
euglicémica-hiperinsulinémica (114). El experimento se realizdé en animales control
y con SM los cuales fueron operados para la insercion de los catéteres un dia
anterior a la realizacion de la pinza. Los catéteres de calibre PE50 se insertaron en
las dos venas yugulares para infusion de glucosa y de insulina, y otro catéter en la
cardtida para colectar sangre y medir glucosa por medio de un glucometro que
utiliza tiras reactivas(Roche). Por medio de una bomba peristaltica de alta
precision se realizé la infusion de la insulina por la yugular derecha a un flujo
constante de 18 mU insulina/ Kg de peso corporal/ min. La solucion de glucosa al

34% fue administrada a los animales por medio de otra bomba peristaltica de alta
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precision y por la yugular izquierda. En esta técnica, la infusion de insulina a alta
concentracion (hiperinsulinemia) incrementa la internalizacion de la glucosa
circulante a tejidos sensibles a insulina e inhibe la produccion de glucosa
enddgena por el higado. La disminucién de glucosa en plasma es prevenida por
un flujo variable de una solucion de glucosa. La cantidad de glucosa exdégena
requerida para mantener la glucosa plasmatica en un nivel inicial es cuantificada
por la velocidad de infusién de glucosa (VIG). VIG es una medicion de la
capacidad de la insulina para incrementar la internalizacién de la glucosa y
supresion de la produccion de glucosa, es decir es una medida de la sensibilidad
del tejido a la insulina en cada animal.

Se tomo6 una muestra de sangre en ayuno para tener un valor inicial, de
glucosa e insulina y después de un periodo de adaptaciéon de 10 minutos se tomd
otra muestra de sangre para medir los niveles de insulina y glucosa. La euglicemia
fue mantenida en una relacion variable de infusion de glucosa que fue ajustada de
acuerdo a la determinacion de glucosa plasmatica en intervalos de 10 minutos

durante dos horas de la pinza.

5.3. OBTENCION DE PLASMA.

La sangre se colecto de la aorta abdominal en presencia de anticoagulante
(EDTA al 0.1%), evitando la hemdlisis. La muestra fue centrifugada
inmediatamente a 3000 rpm, 20 minutos a 4° C, se separé el plasma y se le
adicion6 BHT al 0.002% como antioxidante. Se almacend a -75°C hasta la

determinacién de los lipidos e insulina.
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5.3.1. DETERMINACION DE TRIACILGLICEROLES E INSULINA EN

PLASMA.

Los triacilgliceroles fueron determinados de acuerdo al método descrito por
Nagele (115) mediante una técnica enzimatica, utilizando un blanco de muestra,

en el autoanalizador ABBOTT UP Serie Il (Irving, Texas, USA).

La insulina se determiné utilizando el método de radioinmuno-analisis con
un kit comercial Coat-a-Count (Diagnostic Products, L. A. California, USA). Ambas
determinaciones se realizaron en el Departamento de Endocrinologia del Instituto

Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

5.3.2. CUANTIFICACION DE ACIDOS GRASOS NO ESTERIFICADOS EN
PLASMA E HiGADO.

El andlisis y la cuantificacion de los acidos grasos no esterificados en
plasma e higado se realiz6 por cromatografia de gases. Los acidos grasos se
extrajeron segun el método de Folch (116) utilizando una mezcla de cloroformo-
metanol (2:1 v/v) en presencia de BHT al 0.002% como antioxidante y utilizando el
acido heptadecanoico (C17:0) como estandar interno. Los ésteres metilicos de los
acidos grasos fueron preparados por esterificaciéon en presencia de 100 uL de 2,2
dimetoxipropano y 2% de H,SO,4 concentrado durante 15 minutos a temperatura

ambiente. La reaccion se detuvo por adicion de piridina.
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Figura 10. Esquema representativo del analisis cromatografico de los diferentes
tipos de acidos grasos en una muestra de plasma: 1. palmitico, 2. palmitoleico, 3.

estearico, 4. oleico, 5. linoleico, 6. araquidénico. A) rata SM y B) rata Control.
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Los ésteres metilicos de los acidos grasos se extrajeron con hexano y
posteriormente las muestras se evaporaron con nitrégeno (N2) (117). Los ésteres
metilicos se analizaron con un cromatdgrafo de gases equipado con una columna
capilar SP-2330 de 30 m de largo a 190°C durante 35 minutos, con helio como gas
acarreador.

La Figura 10 muestra un cromatograma con los diferentes tiempos de
retencién en minutos a los cuales se detectaron los acidos grasos presentes en

una muestra plasmatica de un animal control y uno con SM.

5.4. OBTENCION DE HOMOGENEIZADO DE HIiGADO.

Se utilizé el método descrito por Bezerra (118). Las ratas del grupo 1 y
grupo 2, se anestesiaron con pentobarbital sédico (80 mg/Kg de peso)
intraperitoneal. La cavidad abdominal fue abierta, se expuso la vena porta y se le
inyecté 100 uL de insulina (10 Ul/mL). Dentro de los siguientes 30 segundos, fue
removida una pequefia porcidn de higado (500 mg) y homogeneizada utilizando
un homogeneizador manual en presencia de 1 mL de buffer de solubilizacion
(Triton X-100 10 uL/mL, Tris 100 mM pH 7.4, pirofosfato de sodio 100 mM, fluoruro
de sodio 100 mM, EGTA 2 mM, ortovanadato de sodio 10 mM, PMSF 2 mM,
aprotinina 10 ug/mL, leupeptina 10 ug/mL y pepstatina 10 ug/mL) a 4°C. El
homogeneizado de higado fue centrifugado a 16,000 g a 4°C por 20 minutos para
remover el material insoluble y el sobrenadante fue almacenado a -75°C para los

ensayos de inmunoprecipitacion.
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Para determinar la respuesta del receptor de insulina en presencia de un
AGNE (AO) se estimul6 la fosforilacion del mismo con insulina humana (Humulin,
Eli Lilly) durante 30 segundos y enseguida se tomé la muestra como se indicé en
el parrafo anterior. Para estos ensayos los animales control y con SM fueron
divididos en 4 subgrupos segun su tratamiento:

1) BSA
2) BSA+Insulina
3) BSA+AO+Insulina
4) NAC+BSA+AO+Insulina
El AO, NAC y BSA se administraron via vena caudal, y se espero su efecto

durante 20 minutos cada uno.

5.4.1. DETERMINACION DEL GRADO DE FOSFORILACION DE IR-§ E

IRS-1 POR INMUNOPRECIPITACION Y ELECTROFORESIS.

La deteccion de la fosforilacion de las proteinas IR-f e IRS-1 en sus
residuos de tirosina, se realizé por medio de inmunoprecipitacion, electroforesis en
geles de poliacrilamida y electrotransferencia. Para inmunoprecipitar las proteinas
se incubaron 5 mg de proteinas totales del homogeneizado de higado con 5 ug del
anticuerpo monoclonal antifosfotirosina (clona PY20, Sigma-Aldrich Co.), se
mantuvo con agitacion suave a 4°C toda la noche, seguido de la adicion de la
proteina A (Sigma-Aldrich Co.) durante 2 horas, posteriormente el homogenizado
fue centrifugado a 16000 x g durante 3 minutos, se desecho todo el sobrenadante

y el boton que contenia el inmunocomplejo se lavé tres veces con PBS a 4°C. Las
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proteinas immunoprecipitadas se trataron con 50 pL de buffer de Laemmli 2X (40
mM Tris y 1% SDS) (86) que contenia 100 mmol/L de DTT. Las muestras se
calentaron en un bafio de agua hirviendo durante 5 minutos y se depositaron en
un gel SDS-PAGE al 10 % en una camara de minigeles Bio-Rad, se corrieron las
muestras durante 150 minutos a 120 V. La electrotransferencia de las proteinas
del gel a la membrana de PVDF (tamafio del poro 0.45 mm, Millipore Corporation)
se realiz6 a 350 mA durante 120 minutos (agitacion constante), en la camara de
transferencia de Bio-Rad (118). Al buffer se le adiciondé 0.02% de SDS para
aumentar la transferencia de las proteinas de alto peso molecular. La unién no-
especifica de proteinas a la membrana fue bloqueada preincubando la membrana
durante toda la noche a 4°C en una solucion que contenia 50 g/L de leche
descremada en polvo, PBS (136 mM NaCl, 2.68 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 1.76
mM KH2PO4) mas 0.1% (v/v) Tween-20. La membrana PVDF se incubd con los
anticuerpos policlonales contra IR-B e IRS-1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) a
una dilucion de 1:5000 en solucion bloqueadora (30 g/L de leche sin grasa en
polvo seco, PBS y 0.1% Tween 20) durante 12 horas a 4°C con agitacién suave. El
lavado de la membrana se hizo tres veces con una solucion sin leche durante 10
minutos con agitacion suave. Como anticuerpo secundario, se utilizé anti-IgG de
conejo acoplado con peroxidasa a una dilucion de 1:2500 en solucion
bloqueadora, incubando durante 12 horas a 4°C con agitacion suave. Enseguida,
la membrana fue lavada con solucion bloqueadora sin leche durante 10 minutos y
dos veces con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS); las proteinas fueron

reveladas por quimioluminisencia con un kit que contenia luminol (Santa Cruz
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Biotechnology, Inc) (119). Las bandas obtenidas correspondieron a las proteinas
buscadas IR-B (95 kDa) e IRS-1(197 kDa). Como marcadores de peso molecular
se emplearon los estandares de proteinas para SDS-PAGE (Bio Rad Laboratorios
Richmond, CA). Los autorradiogramas fueron analizados por medio de

densitometria en un analizador de imagen UVP (Inc, Upland, CA, USA).

5.4.2. DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES.

La cuantificacion de proteinas se realizé por el método modificado de Lowry
(120). Se utilizaron 10 pL de muestra y se realizé una dilucion (1:100, v/v) en
solucién salina al 0.9 % de NaCl, de la dilucion se tomaron 100 pL de la muestra
por duplicado. Luego se preparé una mezcla de soluciones que contenia 10 mL de
NaOH 0.1 N en NaHCOs3 al 1% mas 50 uL de tartrato de sodio y potasio al 1%
mas 50 uL de sulfato cuprico al 0.05 %, de esta mezcla se adicion6é 1 mL a cada
tubo de muestra y se incubdé durante 10 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se adicion6 50 uL del reactivo de Folin 1 N, incubando las
muestras por 30 minutos. Las lecturas se realizaron a 750 nm en el espectrometro
de UV/Visible. Para la curva de calibracién se utiliz6 como estandar albumina de

suero bovino (BSA) a 1 ug/ulL.

5.5. AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS.
Se utilizé el método modificado de Berry y Friend, 1979 (121). La perfusion
del higado se realizé con tres soluciones amortiguadoras Krebs Ringer-HEPES a

pH 7.4 de la siguiente composicion:
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A B C

HEPES 25 mM 25 mM 25 Mm
NaCl 115 mM 115 mM 115 Mm
KCI 5 mM 5 mM 5 Mm
KH2PO4 0.9 mM 0.9 mM 09 mM
MgSO, 12 mM | e 1.2 mM
EGTA 05 mM | e
caCl, |- 1 mM 2 mM
Colagenasa Tipo | ----—---—---—---- 0025 % |-
IV (Sigma)

BSA | e 1 %

Las soluciones A y B se mantuvieron en bafo maria a 42° C, ambas soluciones
fueron aereadas con 95 % de O, y 5% de COa,.

La rata se anestesido con pentobarbital sédico (80 mg/Kg de peso) via
intraperitoneal, se le realizé una diseccion en piel y musculos de la parte superior
del abdomen y se procedié a exponer la vena porta, se colocé una ligadura
alrededor de la vena haciéndole un nudo suave, se le hizo una pequefia incision y
se le introdujo una canula. Una vez que se sujetd la canula, se procedié a pasar la
solucién A a un flujo de 30 mL/minuto durante 5 minutos, enseguida se realizé un
corte en la vena cava inferior (a nivel del rindn) para que la soluciéon drenara
libremente. La ausencia de sangre se verificd observando palidez en el higado,
éste se disecd y se colocd en un embudo, se detuvo el flujo de la solucion A, y se
inicio la perfusion de la solucion B a 20 mL/min durante 20 minutos; enseguida se
detuvo el flujo de colagenasa y se colocé al higado en una caja petri que contenia
la solucién amortiguadora C con BSA, donde se procedié a quitar con pinzas de

diseccidn la capsula de Glisson (tejido conectivo externo) para liberar las células a
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la solucion. Posteriormente esta suspension fue filtrada a través de una malla de
nylon y el filtrado se centrifugd a 120 x g en una centrifuga clinica (International
Equipment Co., Boston Mass.) durante 2 minutos, esta operacion se repitié dos
veces mas; al finalizar los lavados, las células se resuspendieron en PBS pH 7.0,

manteniendolas en hielo.

5.5.1. INCORPORACION INTRACELULAR DEL DCF-DA EN
HEPATOCITOS.

El marcado de los hepatocitos se realizé por el método descrito por Qu B, et
al, 2001 (122). Los hepatocitos fueron incubados con el fluoréforo diacetato de
2’ 7’diclorodihidrofluoresceina (DCF-DA) indicador de la generacion intracelular de

especies reactivas de oxigeno (ERO).
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Figura 11. Trazos representativos de la fluorescencia emitida por los hepatocitos;
A) fluorescencia basal y B) fluorescencia emitida cuando las células estan
marcadas con DCF-DA 10uM.
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La membrana plasmatica puede ser atravesada por el DCF-DA, por sus
caracteristicas lipofilicas; intracelularmente, por medio de esterasas no
especificas, los grupos acetato se hidrolizan para dar DCF, que es muy sensible a
la oxidacion (al reaccionar con oxidantes intracelulares), el DCF oxidado se
detecta por fluorescencia en un citémetro de flujo FACS Calibur Benton Dickinson
(San José CA, USA) a una longitud de onda de 488 nm de emision y 575 nm de
excitaciéon. La fluorescencia detectada en cada ensayo correspondid a la
fluorescencia emitida por 1000 células (Figura 11).

Las células (1 x 10° células/mL) fueron cargadas con 10 uM de DCF-DA
disuelto en DMSO, se mantuvieron en incubacion y agitacion suave durante 20
minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad, posteriormente se realizaron
dos lavados con solucion PBS pH 7.4 y se recuperaron por centrifugacion a 120 x
g, durante 2 minutos. Las células se resuspendieron en PBS y se conservaron en

hielo hasta su utilizacion.

5.5.2. ESTRES OXIDATIVO EN HEPATOCITOS.

Las pruebas se llevaron a cabo segun los métodos utilizados por Leal AM
(123) y Qu B (122) con algunas modificaciones. Todos los ensayos se realizaron
por citometria de flujo en PBS pH:7.0 a 37°C. En cada ensayo se analiz6 la
fluorescencia emitida por 1,000 células marcadas con DCF-DA 10 uM vy fijadas con
paraformaldehido. Para obtener una curva dosis-respuesta de la generaciéon de
radicales libres (ERO) en presencia del acido oleico, las células fueron

preincubadas con diferentes concentraciones de acido oleico (0, 10, 40, 80, 100
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uM) durante 20 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave y en
oscuridad. Los siguientes ensayos se realizaron preincubando los hepatocitos
marcados durante 20 minutos a temperatura ambiente y agitacién suave con
cloruro de difenileniodonio (DPI) 1 uM que es un inhibidor del complejo NADPH
oxidasa (124). Enseguida, estas células se incubaron en presencia o ausencia de
acido oleico 100 uM, que es la concentracion a la cual se obtuvo una mayor
generacion de ERO, durante 20 minutos.

Para conocer si también habia generacién de estrés oxidativo a nivel
mitocondrial en estos hepatocitos aislados, se realizaron pruebas preincubando
las células en presencia de acido oleico 100 uM mas Rotenona 10 uM, que es un
bloqueador del Complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial, analizando su

efecto sobre la generacién de estrés oxidativo.

5.6. ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se presentan como el promedio de diferentes experimentos
* desviacion estandar. El numero de experimentos se indica abajo de cada grafico
o tabla indicando los resultados. Los graficos y los analisis estadisticos fueron
realizados con el programa SigmaPlot versién 7 (Gendel Corporation, 1995). Las
comparaciones entre los experimentos control y los experimentos en presencia de
los diferentes compuestos estudiados, se realizaron aplicando la prueba t de
Student para identificar las diferencias significativas. Las diferencias entre

diferentes grupos de experimentos son significativas cuando la p <0.05.
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6. RESULTADOS

6.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS ANIMALES.

El tratamiento de las ratas Wistar con sacarosa durante 20 semanas indujo

una mayor acumulacién de grasa intra-abdominal, un aumento en la concentracion

de los triacilgliceroles en comparacion con los animales control. La concentracion

de insulina fue significativamente mas alta en el grupo con SM que en el control.

En cuanto al peso corporal y la concentracion de glucosa no se observo diferencia

significativa entre los dos grupos (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas generales de los grupos.

Variables Control SM
Peso corporal () 448 + 12 445 + 10
Grasa intra-abdominal (g) 43 + 0.8 148 + 4*
Triacilgliceroles (mM) 09 + 0.2 14 £ 0.3*
Glucosa (mM) 6.9 = 2.1 6.2 = 0.9
Insulina (pM) 106.8 +17.4 2852 + 53.5**

Los valores son expresados como la media + DE de 6 animales diferentes. Diferencia significativa

del grupo control contra SM, *p<0.01, **p<0.001.

6.2. PINZA HIPERINSULINEMICA-EUGLICEMICA

La figura 12 muestra la variacion de la velocidad de infusion de la glucosa

(umol/Kg/min) en funcién del tiempo (min) con una velocidad constante de infusion
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de insulina. Durante los primeros 20 minutos la velocidad de infusion de la glucosa
aumentd de una manera similar en los dos grupos. Entre 20 y 40 minutos la
velocidad de infusion de glucosa aumenté mucho mas en los animales control que
en los animales SM. Después de 40 minutos la velocidad de infusién llegdé a un
nivel donde la variacién fue minima durante 80 minutos. Se observé que los
animales control necesitan una mayor velocidad de infusion de la glucosa que los

animales con SM.

6.3. ANALISIS DE ACIDOS GRASOS NO ESTERIFICADOS.

La Tabla 5 muestra que la concentracion total de AGNE plasmaticos fue
significativamente mas alta (p<0.001) en el grupo con SM en comparacion con el
grupo control (Tabla 5). Este aumento en la concentracion total de los AGNE
resulta del aumento significativo en la concentracion del acido oleico (p<0.001), el
palmitico y palmitoleico. El acido estearico no sufri6 cambio significativo en
ninguno de los grupos, mientras que el acido linoleico y araquiddnico disminuyeron

en el grupo SM.

La concentracion de AGNE en homogeneizado de higado, presenté un
incremento significativo en la concentracién total de AGNE (p<0.001) en el grupo
SM en comparacién con el grupo control. En la composicién de los AGNE
presentes en el higado se encontré un aumento significativo en el acido oleico

(p<0.001) y palmitoleico (p<0.01) del grupo SM (Tabla 6).
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Figura 12. Resistencia a la insulina en ratas SM. Método de la pinza euglicémica-

hiperinsulinémica. Los resultados son expresados como velocidad de infusion de

glucosa. Cada punto en la curva representa la media £+ DE de 6 experimentos.

*p<0.001 a partir de los 40 minutos.

75



Tabla 5. Concentracion de AGNE en plasma (mM).

Acidos grasos Control SM

Palmitico 0.22 + 0.02 0.39 + 0.06**
Palmitoleico 0.02 = 0.01 0.18 = 0.06™**
Estéarico 0.08 + 0.01 0.06 + 0.01
Oleico 0.15 + 0.02 0.32 £ 0.06***
Linoleico 0.14 £+ 0.02 0.10 + 0.02*
Araquiddnico 0.07 = 0.02 0.05 + 0.01*
Total 0.68 + 0.07 1.11 = 0.09***

Los valores son expresados como la media + DE de 8 animales diferentes. Diferencia significativa

del grupo control contra grupo SM, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Tabla 6. Concentracion de AGNE en higado (umol/mg de proteina).

Acidos grasos Control SM

Palmitico 298 * 15.3 358 t 6.1
Palmitoleico 06 =+ 0.57 6.3 =+ 21*
Estéarico 122 + 3.8 133 = 24
Oleico 111 = 6.5 321 + 8.5*
Linoleico 143 + 84 179 + 64
Araquiddnico 102 £ 56 119 =+ 3.7
Total 785 + 114 117.5 + 27.6**

Los valores son expresados como la media + DE de 8 animales diferentes. Diferencia significativa

del grupo control contra grupo SM, **p<0.001.
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6.4. CUANTIFICACION BASAL DEL RECEPTOR DE INSULINA (IR-B) Y
DEL SUSTRATO 1 RECEPTOR DE INSULINA (IRS-1) EN HOMOGENEIZADO
DE HiIGADO.

Por medio de electroforesis con SDS-PAGE y Western blot, se analiz6 el
contenido basal del receptor IR-p y el sustrato IRS-1 en los homogeneizados de
higado utilizando anticuerpos policlonales anti-IR-B y anti-IRS-1. El analisis por
densitometria de las bandas que corresponden a cada proteina en las placas
radiograficas escaneadas, no mostroé diferencias en la densidad éptica entre el

grupo con SM y el control en ambas proteinas (Figura 13).
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Figura 13. Analisis de la expresion de IR-B e IRS-1 en homogeneizado de higado
en animales control y SM. La cantidad total de IR-B e IRS-1 son expresados en
unidades arbitrarias de densidad 6ptica. Cada barra representa la media + DE de

6 animales diferentes.
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6.5. FOSFORILACION DE TIROSINAS EN IR-B E IRS-1.

La determinacion del grado de fosforilacion del IR-p e IRS-1 en sus residuos
de tirosina se realizé en presencia de insulina, en homogeneizado de higado. Los
tejidos lisados (5 mg/mL proteina total) fueron sometidos a inmunoprecipitacion
con el anticuerpo antifosfotirosina y las proteinas precipitadas fueron separadas en
geles de acrilamida SDS-PAGE al 10% y detectadas utilizando anticuerpos anti-
IR-B y anti-IRS-1. Para cuantificar la fosforilacion del receptor de insulina y de IRS-
1 los autorradiogramas fueron analizados en un densitometro, como se describe
en la metodologia. La figura 14 muestra un autorradiograma de la proteina

buscada en muestras de higado control y SM.

Control | SM
1 2 | 3 4
Insulina e ¢ - 5
RB__, s -

(95 kDa)

Figura 14. Deteccion del receptor de insulina (IR-B) en muestras de
homogeneizado de higado en presencia o ausencia del estimulo con insulina.

Autorradiograma representativo de un Western blot.
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6.5.1. FOSFORILACION DEL IR-B.

La densidad optica (D.O.) obtenida de las bandas en las muestras control y
que corresponden al IR- sin el estimulo de insulina (grupo BSA, figura 15) se
consider6 como el 100 % de D.O.

La fosforilacién inicial del IR-B sin estimulo de insulina en el grupo SM fue
significativamente mas baja (p<0.001) que en el grupo control. En el grupo
BSA+Ins después de los 30 segundos de estimulacion con insulina, el porcentaje
de fosforilacién del IR-f aumenté de manera significativa p<0.001 en ambos
grupos de animales (Figura 15).

El tratamiento con AO de los animales control y SM, disminuyo
significativamente el grado de fosforilacion del IR- (% D.O) en ambos grupos de
ratas (grupo BSA+AO+Ins, Figura 15). Para investigar si el efecto del AO sobre la
fosforilacion del receptor de insulina implica la generacion de ERO (estrés
oxidativo) se administro el antioxidante N-acetil cisteina (NAC) durante 20 minutos
antes de administrar el AO en los animales, lo que nos muestra la proteccién del
nivel de fosforilaciéon del IR-B tanto en el grupo control como en el grupo SM
(grupo NAC+BSA+AO+Ins, Figura 15), lo anterior nos indica que el antioxidante
NAC previene contra el estrés oxidativo inducido en el higado por los AGNE (acido
oleico) en tiempos cortos, afectando los niveles de fosforilacién del receptor de

insulina.
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Figura 15. Fosforilacion del receptor de insulina (IR-f) en homogeneizado de
higado de ratas control y SM; sacrificadas 30 segundos después de recibir 10
Ul/mL de insulina via intravenosa. En el grupo BSA las ratas control y SM no
recibieron insulina. Cada barra del grafico representa la media * desviacion

estandar de 6 experimentos.

6.5.2. FOSFORILACION DEL IRS-1.

La figura 16 muestra el porcentaje de D.O. que corresponde al nivel de
fosforilacion de IRS-1. En los animales con SM el porcentaje de D.O es
significativamente menor (p<0.05) que en el grupo control (sin estimulo con
insulina, grupo BSA), lo que nos indicé que este segundo componente de la

cascada de sefAalizacion para el transporte de glucosa se ve afectado
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probablemente por la presencia incrementada de AGNE circulantes en este
modelo animal. Con el estimulo de insulina la fosforilacion del IRS-1 fue
incrementada significativamente en ambos grupos de ratas (p<0.05) (grupo

BSA+Ins, Figura 16).

600 - HEE CONTROL

[ ] Sm l
500 -
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BSA+Ins BSA+AO NAC+BSA
+Ins +AO+Ins

IRS-1  (*p<0.05)
Figura 16. Fosforilacion del sustrato receptor de insulina 1 (IRS-1) en
homogeneizado de higado, de ratas control y SM; sacrificadas 30 segundos
después de recibir 10 Ul/mL de insulina via intravenosa. En el grupo BSA las ratas
control y SM no recibieron insulina. Cada barra representa la media + desviacion

estandar de 6 animales diferentes.

El tratamiento con AO tanto en el grupo control y el grupo SM disminuyo el
porcentaje de fosforilacion de IRS-1, pero este cambio no fue significativo en
ambos grupos de ratas (grupo BSA+AO+Ins, Figura 16). La presencia del

antioxidante NAC antes del tratamiento con AO aumentd la fosforilacidon de esta
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proteina de manera significativa (p<0.05) en el grupo SM, pero no modificé la
respuesta en el grupo control con respecto al grupo control tratado s6lo con AO

(grupo NAC+BSA+AO+Ins, figura 16).

6.6. EFECTO DEL ACIDO OLEICO SOBRE LA GENERACION DE
ESTRES OXIDATIVO EN HEPATOCITOS AISLADOS DE RATAS CONTROL Y
RATAS SM.

Se realizaron experimentos para la generacidon de ERO en hepatocitos
aislados de ambos grupos de animales, con el objetivo de investigar si el AO
induce estrés oxidativo el cual esté afectando la fosforilacién del receptor de
insulina.

Para determinar la generacion intracelular de ERO, los hepatocitos se
marcaron con DCF-DA, una sonda fluorescente indicadora de estrés oxidativo,
como se menciond en la metodologia.

La Figura 17 es un histograma representativo de la fluorescencia emitida
por hepatocitos control marcados y posteriormente tratados con AO, la escala

({3t

utilizada en el eje de las “X” es logaritmica, lo que se observd es un importante
desplazamiento de la fluorescencia, en presencia de 100 uM de acido oleico.

La Figura 18 muestra el efecto dosis-respuesta del AO sobre la intensidad
de la fluorescencia del DCF en los hepatocitos aislados de animales control y SM.

La intensidad de fluorescencia generada por los hepatocitos control en ausencia

de AO fue de 23.4 UA.
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Figura 17. Histograma representativo de la fluorescencia emitida por hepatocitos
de rata control por citometria de flujo. Histograma color verde representa la
fluorescencia basal de las células, el color azul es fluorescencia en presencia de
DCF-DA 10 uM, el color rosa en presencia de AO 100 uM.
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Figura 18. Generacion de estrés oxidativo en presencia de AO a diferentes
concentraciones (0, 10, 40, 80 y 100 uM), en hepatocitos de ratas control
marcados con DCF-DA. Cada punto corresponde a la media + desviacion estandar

de n= 5 animales diferentes.
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En hepatocitos de ratas SM la respuesta no fue lineal (Figura 18) como en
las células control; la fluorescencia emitida por estas células fue significativamente
mayor que las células control mostrando mayor generacion de estrés oxidativo. La
fluorescencia emitida por las células sin tratamiento de AO fue de 45.4 UA,
significativamente mayor que en las células control. Esto nos indicé una mayor
generacion de ERO en éstas células. Ademas los hepatocitos aislados de

animales con SM muestran mayor sensibilidad al AO que los hepatocitos control.

6.7. EFECTO DEL CLORURO DE DIFENILENIODONIO (DPI) SOBRE LA
GENERACION DE ESTRES OXIDATIVO INDUCIDO POR EL ACIDO OLEICO
EN HEPATOCITOS AISLADOS.

Para investigar el efecto del DPI se usaron100 uM de AO, esto con base en
los experimentos previos cuya concentracion de AO se consideré suficiente para
demostrar la generacion de estrés oxidativo en hepatocitos aislados.

Para determinar a qué nivel se estaba generando estrés oxidativo inducido
por el AO, se utilizé DPI que es un inhibidor del complejo NADPH oxidasa, una
proteina clave en la produccion de ERO en la membrana plasmatica. La
concentracion de DPI que se utilizé fue de 1 uM, en presencia y ausencia de AO
100 uM (Figura 19).

Los niveles de fluorescencia del DCF indice de estrés oxidativo, en
presencia de AO (100 uM) fue significativamente mas alto que en las células sin

AO, tanto en el grupo SM y control. Cuando se preincubaron las células con DPI
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en presencia de AO, la fluorescencia del DCF disminuyé de manera significativa

(P<0.01) en el grupo control unicamente (Figura 19).
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Figura 19. Efecto del DPI (1 uM) sobre la generacion de ERO inducida por AO
(100 uM) en hepatocitos aislados de ratas control y ratas SM. Las muestras fueron
analizadas por citometria de flujo, los valores fueron determinados con base en la
fluorescencia emitida por 1000 células en cada ensayo. Los valores de cada barra
representan la media + DE de 5 animales diferentes. * p<0.05 (SM vs SM+AQ);
**n<0.01(Con+AO vs Con+AO+DPI); ***p<0.001(Con+AO vs Con); *p<0.05(SM vs
Con); #p<0.01(SM+DPI vs Con+DPI), *#p<0.001(SM+DPI+AO vs Con+DPI+AQ).

Segun los resultados mostrados en la Figura 19, el complejo NADPH
oxidasa no es la principal fuente de generacidén de estrés oxidativo en presencia
del AO, por este motivo se realizaron pruebas con 10 uM de rotenona. La rotenona

es un inhibidor especifico del transporte de electrones a nivel del complejo | de la
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cadena respiratoria mitocondrial, éste compuesto se utilizé para determinar si a
nivel de la cadena respiratoria se genera una mayor produccion de ERO y por
consiguiente mayor estrés oxidativo (Figura 20).

En la figura 20 se muestra que la preincubacién de hepatocitos con

rotenona 10 uM durante 20 minutos, induce una disminucion significativa del

estrés oxidativo que genera el AO 100 uM en las células.
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Figura 20. Efecto de rotenona 10 uM sobre el estrés oxidativo generado por el
acido oleico en hepatocitos aislados. El histograma representa un solo ensayo
analizado por citometria de flujo. (rojo: basal, azul: AO 100 uM, amarillo: AO 100

uM + DPI 1 uM, verde: AO 100 uM + Rotenona 10 uM)

La incubacién de los hepatocitos de animales control con el AO induce
mayor generacion intracelular de ERO (p<0.001). Este aumento en la
fluorescencia fue inhibido significativamente por la rotenona (Figura 21). La
rotenona sola no tuvo efecto sobre la fluorescencia del DCF, indicando que son
dos las fuentes generadoras de estrés oxidativo a nivel celular 1) a través del
complejo NADPH oxidasa en membrana plasmatica y 2) a través de la cadena

respiratoria mitocondrial.
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Figura 21. Efecto de la rotenona sobre la generacion intracelular de ERO en
hepatocitos de ratas control y SM. Las muestras se analizaron por citometria de
flujo. Los valores fueron determinados con base en la fluorescencia emitida por
1000 células en ensayos por duplicado y expresados en unidades arbitrarias de
intensidad de fluorescencia. Los valores de cada barra son expresados como la
media £ DE de 5 animales diferentes. *p<0.001 (Con vs Con+AQ), **p<0.001
(Con+AQO vs Con+Rot+AQO), #p<0.001 (SM vs SM+AQO), ##p<0.001 (SM+AQO vs
SM+Rot+AO).

En hepatocitos aislados de ratas con SM el efecto de la rotenona fue similar
al observado con los hepatocitos control, disminuy6 significativamente (*p<0.001)
la generaciéon de ERO. El estrés oxidativo basal en los hepatocitos aislados de los

animales con SM es significativamente mayor (p<0.01) que la de los hepatocitos
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aislados de animales control, debido probablemente al estrés oxidativo ya
existente en éstas células por el flujo constante de AGNE.

La rotenona inhibe la fluorescencia en igual magnitud en ambos grupos.

7. DISCUSION

La resistencia a la insulina, definida como una acciéon disminuida de la

insulina en sus érganos blanco, especialmente tejido adiposo, muscular y hepatico
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junto con hiperinsulinemia compensadora. La resistencia a la insulina se ha
asociado con la aparicion de diversas enfermedades metabdlicas, que son
agrupadas bajo el nombre de sindrome metabdlico, descrito por Reaven y

conocido inicialmente como sindrome X (1).

METABOLISMO DE AGNE Y RESISTENCIA A LA INSULINA.

El modelo animal con dieta alta en hidratos de carbono en el agua de
bebida, fue desarrollado en el laboratorio para investigar el mecanismo por el cual
las alteraciones en el metabolismo de lipidos contribuyen al desarrollo de la
obesidad, la hipertension y la resistencia a la insulina (109-113). Como se ha
encontrado en nuestro modelo de sindrome metabdlico el aumento en los
triglicéridos observado en los animales con SM refleja una alta actividad lipogénica
en el higado debido al consumo de sacarosa y una actividad glucolitica alta. La
hipertrigliceridemia resulta en una acumulacién del exceso de energia como
triglicéridos en el tejido adiposo sobre todo en la cavidad intra-abdominal. La
acumulacion de la grasa predominantemente en la cavidad intra-abdominal se
asocia con alteraciones en el metabolismo de los lipidos y de la glucosa, con la
hiperinsulinemia y con hipertension (125, 126).

El mecanismo por el cual se acumula la grasa en el tejido adiposo esta bien
descrito en la literatura (127). Los acidos grasos son activados mediante la
formacion del correspondiente acil-CoA por medio de una acil-CoA sintetasa, y a
continuacion son esterificados con el glicerol-3-fosfato a triacilglicerol para ser
almacenados (47). El glicerol-3-fosfato se genera a partir de la reduccién de la

hidroxi-acetona la cual aumenta durante la glucdlisis.
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Existe evidencia que el adipocito funciona como una célula enddécrina
sintetizando y secretando diversas moléculas con accion local (auto o paracrina) y
a distancia, que no solo intervienen en la regulacién del metabolismo y desarrollo
del propio tejido adiposo, sino también desempefando otros papeles diferentes a
su reconocida participacion en la homeostasis energética, como lo es la inmunidad

o sistema cardiovascular entre otros.

Las concentraciones fisiolégicas de los AGNE plasmaticos circulantes
deben mantenerse dentro de un rango muy estrecho, y un aumento anormal de
ellos se asocia a diversas enfermedades entre ellas: obesidad, diabetes tipo 2,
aterosclerosis y otras. Los mecanismos por los cuales los AGNE conducen a éstas
no estan del todo establecidos, pero su contribucién a la generacién de resistencia

a la insulina parece ser uno de los mas importantes.

En este modelo experimental se demostré que al aumentar la ingesta de
carbohidratos los animales desarrollan SM con aumento en la concentracion de
los AGNE en plasma y en tejido hepatico. Ademas este aumento en la
concentracion de los AGNE en los animales con SM resulta de un incremento de
algunos acidos grasos como: el acido palmitico, palmitoleico y acido oleico. El
acido palmitoleico y el acido oleico son productos de la desaturacion del acido
palmitico y del acido esteéarico respectivamente. EI aumento observado en la
concentracion de los acidos grasos mono-insaturados se debe a una alta actividad
de la delta9-desaturasa como se ha observado previamente en los microsomas de
higado de los animales con SM (113). La concentracion alta de los AGNE en el

plasma puede explicarse por una mayor actividad lipolitica a nivel del tejido
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adiposo. En los procesos de la lipdlisis, la lipasa hormono-sensible (LHS) es la
enzima limitante en la liberacion de los AGNE a partir del tejido adiposo. Esta
enzima es susceptible a la fosforilacion y a la desfosforilacion en respuesta a los
niveles del AMPc controlado hormonalmente (48). La fosforilacion activa la LHS
estimulando la lipdlisis en el tejido adiposo, elevando la concentracion de los
AGNE circulantes y finalmente activando la ruta de la B-oxidacion en otros tejidos
u érganos, tales como el higado y el musculo esquelético (49). En el caso de una
dieta alta en carbohidratos, los altos niveles de la insulina secretada en respuesta
a concentraciones elevadas de glucosa en la sangre disminuyen los niveles de
AMPc. Esta situacion conduce a la desfosforilacién de la lipasa hormono-sensible
y por tanto, su inactivacién, inhibiendo la liberacién de los acidos grasos para la
oxidacién. En el caso de resistencia a la insulina, la LHS es insensible a la
inhibicion por la insulina y por consecuencia se observa un aumento en la
concentracion de los AGNE circulantes.

Los animales con SM desarrollaron resistencia a la insulina que se
demostré mediante el experimento del clamp o pinza hiperinsulinémica-
euglicémica. Se determind la velocidad de infusidbn de la glucosa exdgena
requerida en presencia de hiperinsulinemia para mantener la glucosa plasmatica
normal, este experimento demostro la sensibilidad de los tejidos a la insulina para

la incorporacién de la glucosa a través de la membrana plasmatica.

AGNE Y LA FOSFORILACION DEL RECEPTOR DE INSULINA Y DEL

IRS-1.

92



La resistencia a la insulina resulta de la alteracion en la interaccion de la
insulina con su receptor para llevar a cabo una serie de sefalizaciones que
implican la fosforilacion de varias proteinas que inducen la translocacion del
transportador de la glucosa (GLUT4) hacia la membrana plasmatica.

Por otra parte los AGNE participan en el desarrollo de la resistencia a la
insulina asociada con obesidad. En el trabajo realizado por Fukuchi et al, 2004
(128), donde se analizan cambios en la composicion de AGNE en la progresion de
obesidad y algunos desoérdenes metabdlicos relacionados, se propone que el
higado puede ser el sitio inicial del desbalance de los AGNE y que alteraciones en
la concentracion de AGNE hepaticos pueden llevar a un desbalance en otros
tejidos.

En nuestro modelo la rata con SM se caracterizé por un aumento en la
concentracion de los AGNE y de los triglicéridos circulantes y del higado que
pueden participar en la amplificacion de las anomalias metabdlicas que son
caracteristicas del sindrome de resistencia a la insulina y la diabetes tipo Il (51).
Los mecanismos bioquimicos precisos por los que los AGNE vy los triglicéridos del
citosol ejercen sus efectos permanecen no esclarecidos.

En el analisis realizado de la fosforilacién del receptor de insulina en higado
de ratas con SM se encontrd que el nivel de fosforilacion basal sin estimulo con
insulina fue menor en comparaciéon con el grupo control, es probable que durante
el periodo de tratamiento con carbohidratos se desarrollara cierta alteracién en la
funcionalidad del receptor de insulina, Esta hipdtesis se apoya quizas por la
presencia incrementada de AGNE en estos animales. La administracion del acido

oleico (AGNE de mayor contenido en higado de ratas SM) a los animales, por
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tiempos cortos indujo una disminucién en la fosforilacién del residuo de tirosina de
IR-B y del IRS1. Lo anterior es una de las caracteristicas de la resistencia a la
insulina inducida por AGNE o sus metabolitos (ceramidas, diacilglicerol, etc.) los
cuales activan PKC 8, cinasas serina/treonina, aumentando la fosforilacion de
serina/treonina del receptor de insulina o sus sustratos y disminuyendo la
fosforilacion de residuos de tirosina, provocando asi un desajuste en la accion de
la insulina (129).

El pre-tratamiento de los animales con el antioxidante NAC protege del
efecto del acido oleico, sobre la fosforilacion de IR-f y de IRS-1 en el animal
entero. Los resultados de este experimento sugieren que el acido oleico reduce la
fosforilacidon del receptor de insulina (IR-B) generando ERO y estrés oxidativo, lo
que nos indica que los AGNE pueden desequilibrar la accion de la insulina
mediante un incremento en los niveles de estrés oxidativo. Existe evidencia in vitro
que indica que los AGNE elevados tienen efectos adversos sobre la funcion
mitocondrial, incluyendo el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, y la
generacion de ERO incluyendo'O; (129). En el caso del IRS-1 se presentaron
cambios pero no significativos, en el nivel de fosforilacion de sus residuos de
tirosina entre los animales control y SM, pero aunque el cambio no fue
significativo, la presencia de NAC protege contra el estrés oxidativo que se
genera.

Las moléculas reactivas de oxigeno y nitrdgeno se consideran productos
toxicos del metabolismo. Sin embargo, existe evidencia que revela que las

especies reactivas pueden ser moléculas de senalizacion que estan involucradas
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en la regulacion de la funcion celular (130). La produccion croénica o aguda de
estas moléculas reactivas o la capacidad reducida para su eliminacion,
denominado estrés oxidativo, puede llevar a cambios anormales en la sefializacion
intracelular y resultar en resistencia a la insulina (130). Un incremento en la
concentracion de moléculas reactivas lleva a la activacion de cascadas de cinasas
serina/treonina tal como la cinasa c-Jun n-terminal, factor nuclear kB y otros
blancos susceptibles de fosforilarse, incluyendo el receptor de insulina y las
proteinas sustrato del receptor de insulina (131). Al incrementarse la fosforilacién
IRS-1 en sus residuos de serina se reduce la capacidad de fosforilacion sobre los
residuos de tirosina y se puede acelerar la degradacion de IRS-1, ofreciendo una
atractiva explicacion sobre las bases moleculares de resistencia a la insulina
inducida por estrés oxidativo. Estudios realizados con antioxidantes como la
vitamina E o NAC indican un impacto benéfico sobre la sensibilidad a la insulina,
ofreciendo la posibilidad para nuevos tratamientos en casos de resistencia a la
insulina (132).

La fosforilacion de IRS-1 sobre sus residuos de tirosina es requerida para la
respuesta estimulada por insulina, mientras que la fosforilacion de IRS-1 sobre sus
residuos de serina tienen un doble papel, ya sea que aumenten o terminen los
efectos de la insulina. La activacion de PKB en respuesta a la insulina propaga la
sefializacion de insulina y promueve la fosforilaciéon de IRS-1 sobre sus residuos
de serina, presentando la generacion de un vinculo de retroalimentacién positiva
por accion de la insulina . La insulina también activa varias cinasas y estas cinasas

actuan induciendo la fosforilaciéon de IRS-1 sobre sitios especificos e inhibiendo
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sus funciones (131). Esto es parte del control de retroalimentacién negativo,
mecanismo inducido por la insulina que lleva a la finalizacion de su accion.
Agentes tal como los AGNE, citocinas, angiotensina Il, endotelina-1, aminoacidos,
estrés celular e hiperinsulinemia, lo cual conduce a resistencia a la insulina
llevando tanto a la activacion de varias cinasas de los residuos serina / treonina y
fosforilacién de IRS-1 (131). Estos agentes regulan negativamente las funciones

de IRS-1 por fosforilacion.

AGNE Y GENERACION DE ESTRES OXIDATIVO EN HEPATOCITOS.

La generacion intracelular de ERO en los hepatocitos aislados de los
animales control y con SM en presencia del acido oleico puede darse a diferentes
niveles. Uno de ellos es la participaciéon del complejo NADPH oxidasa y la otra a
nivel del metabolismo mitocondrial. Al utilizar DPI para bloquear, la generacién de
ERO se atribuy6 a la participacién de la actividad de NADPH oxidasa, una de las
principales fuentes generadoras de ERO a nivel membrana plasmatica. La
NADPH-oxidasa es una enzima que se activa por fosforilacién por medio de la
accion de la PKC. La acumulacién de dehidroxiacetona fosfato (DHAP)
intermediarios glucoliticos, (133) y el glicerol 3 fosfato (G3P) promueve la
produccion de diacilglicerol (DAG), y la subsiguiente activacion de la proteina
cinasa C (PKC).

El DAG es un activador natural de la PKC y su produccion esta
probablemente aumentada en los hepatocitos como se ha descrito en las células
del endotelio, la retina y los glomérulos renales, durante las complicaciones

diabéticas en modelos animales y en el humano. (134). Un aumento en los AGNE
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en el homogeneizado de higado de ratas con SM puede contribuir al aumento de
los Acil-CoA sustratos de la sintesis de DAG. Ademas, los niveles elevados de
DAG se mantienen de manera cronica en animales diabéticos (135-136).

Las alteraciones celulares y funcionales atribuidas a la activacion de la PKC
son muy variadas, y dependen de la funcién de esta enzima en los mecanismos
de transduccién de sefales. Una de sus funciones es la activacién de la NADPH-
oxidasa por fosforilacion, generando radicales libres y estrés oxidativo que
conduce a modificaciones estructurales de las proteinas. Ademas, los compuestos
resultantes de la lipoperoxidacion, como el malondialdehido, se pueden unir a las
proteinas y amplificar el dafio.

La otra fuente de generacion de ERO vy estrés oxidativo se encuentra a nivel
del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial el cual se inhibe con
rotenona. Al incubar los hepatocitos con rotenona y después con acido oleico, la
generacion de ERO se bloqueé totalmente, lo que sugiere la participacion de la
mitocondria en la generacién de estrés oxidativo en el higado del modelo con SM
por la gran cantidad de sustrato oxidativo en el citosol.

La generacién de las ERO se encuentra aumentada en el higado de nuestro
modelo de SM y probablemente contribuye al desarrollo de resistencia a la
insulina.

Las ERO contribuyen a la resistencia a la insulina, debido a que interfiere
con las vias de sefalizacién inducida por esta hormona y evitan la translocacion
del transportador de glucosa GLUT 4 a la membrana plasmatica. EI mecanismo
por el que contribuyen al desarrollo de resistencia de la insulina no esta del todo

esclarecido pero se piensa que actuan por la modificacidon oxidativa de
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macromoléculas y por la activacion del factor de transcripcion NF-xB, (137) lo que

conduce a la expresion alterada de genes.

Cabe mencionar que los estudios realizados en este trabajo muestran solo
una pequefia parte del panorama general que constituye la resistencia a la insulina
y el sindrome metabdlico, ya que también son el resultado de la interaccion de

factores ambientales, nutricionales y genéticos.

8. CONCLUSIONES

1. La presencia incrementada de los acidos grasos no esterificados (AGNE)
en los animales con sindrome metabdlico esta probablemente asociada con la

disminucién del grado de fosforilacion del receptor de insulina (IR-p) y el sustrato
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receptor de insulina-1 (IRS-1), lo cual nos indica una disminucién en la sensibilidad

del receptor de insulina y su via de senalizacion.

2. El mecanismo por el cual los AGNE inducen este efecto esta relacionado
con la generacién de especies reactivas de oxigeno (ERO) o estrés oxidativo a
nivel celular, primero a nivel de membrana plasmatica al activarse el complejo de
la proteina NADPH oxidasa y como segundo sitio a nivel de la cadena respiratoria
mitocondrial en el complejo | de la misma. Sin embargo, otros factores como el
flujo constante de los AGNE ya sea de forma pasiva por flip-flop o activa al ser
transportados por proteinas en su paso a través de la membrana, estén

desensibilizando la respuesta del receptor de insulina.
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