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RESUMEN

La fibrosis pulmonar es el resultado final de una serie de alteraciones
intersticiales y se caracteriza por la activacion y la proliferacion de
fibroblastos/miofibroblastos, una acumulacion exagerada de matriz extracelular
y una desorganizacion de la arquitectura pulmonar que interfiere con la funcion

del 6rgano.

La obesidad por otro lado, representa un importante problema de morbilidad
que ha ido incrementando en todo el mundo y que se define en términos de
indice de masa corporal mayor a 30 Kg/m?2. Los mecanismos que contribuyen
a la obesidad son complejos, en ellos interactian componentes conductuales y

procesos hormonales, genéticos y metabdlicos.

La diabetes mellitus puede presentarse como consecuencia de la obesidad ya
que la ingesta de acidos grasos saturados y monoinsaturados incrementa la
posibilidad de desarrollar este padecimiento. Se ha sugerido que, la diabetes
mellitus puede ser un factor de riesgo para fibrosis pulmonar idiopatica (FPI),

sin embargo, hay escasa informacion en relacion a la asociacion entre ellas.

El objetivo de este estudio fue evaluar la influencia de la obesidad en el
desarrollo de fibrosis pulmonar experimental inducida por bleomicina en ratas

Wistar.

Ratas de 8 semanas de edad se sometieron a la ingesta a libre demanda de
sacarosa al 20% en el agua para beber durante 4 meses (SAC) y el grupo
control (C) recibié agua normal. El peso corporal fue registrado al inicio y luego

cada mes. Al tercer mes de tratamiento se cuantificaron los niveles de glucosa,



insulina y triglicéridos en el plasma y se realizdé la induccion de fibrosis
pulmonar mediante la instilacion intratraqueal de bleomicina. Un conjunto de
animales de ambos grupos recibid solucion salina como control de instilacion.
Un mes después de la instilaciéon los animales fueron sacrificados, se
determiné la grasa abdominal y se aisl6 el pulmén izquierdo para la

cuantificacion de hidroxiprolina.

Los resultados mostraron que los niveles de triglicéridos (TG) y grasa fueron
significativamente mas altos en ratas que consumieron sacarosa en
comparacion con las controles (TG: 115 £+ 24 vs 259 + 70 mg/dl; p<0.05; grasa:
49 + 1.6 vs 8.0 + 3.3 g, p<0.05). No se observaron diferencias en el peso,
glucosa e insulina entre ratas normales y con sacarosa. Las ratas expuestas a
bleomicina presentaron aumento en la concentracion de colagena medida por
los niveles de hidroxiprolina que fue significativamente mayor que las ratas
control (1358 + 207 vs 2366 + 302 pg/pulmdn izquierdo, p<0.01). Las ratas que
recibieron sacarosa y bleomicina mostraron una menor acumulacion de
hidroxiprolina que su respectivo grupo control (2366 + 302 vs 2085 + 319
ug/pulmon izquierdo, p<0.05), esto sugiri6 que un aumento en la cantidad de
grasa y/o niveles elevados de TG podrian estar participando en la proteccion
contra la fibrosis pulmonar. Mas estudios en relacion con los mecanismos

involucrados son necesarios.



ABSTRACT

Lung fibrosis is the final result of a diverse group of interstitial lung diseases,
characterized by the activation and proliferation of fibroblast/myofibroblast cells,
exaggerated accumulation of extracellular matrix and disorganization of lung

architecture interfering with the organ function.

On other hand, obesity is an important morbidity problem that has been
increasing worldwide and it is defined as an BMI (body mass index) greater
than 30 kg/m?. The mechanisms that contribute to obesity are complex and

involve behavioral, hormonal, genetic, and metabolic components.

Diabetes mellitus may occur as a consequence of obesity since the intake of
saturated and monounsaturated fatty acids increases the possibility of
developing this condition. It has been suggested that diabetes mellitus may be
a risk factor for idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) however, there is little

information regarding the association between them.

The aim of this work was to evaluate the influence of obesity on the
development of experimental pulmonary fibrosis induced by bleomycin in Wistar

rats.

Male rats (8 weeks old) were supplied ad libitum with a solution of 20% sucrose
for four months (SUC). Control group (C) received water. Body weight was
recorded at baseline and then monthly. At the end of the third month of
treatment, glucose, insulin and triglyceride levels were quantified in plasma, and
pulmonary fibrosis was induced by intratracheal instillation of bleomycin. Control

groups were exposed to saline instillation. Animals were sacrificed one month



after instillation, abdominal fat was measured and the left lung was insolated for

hydroxyproline determination.

The result showed that levels of triglycerides (TG) and fat were significantly
higher in rats that consumed sucrose in comparison with the controls (TG: 115
+ 24 vs 259 + 70 mg/dl; p<0.05; fat: 4.9 £ 1.6 vs 8.0 = 3.3 g, p<0.05). No
significant differences were found in weight, glucose and insulin. Rats exposed
to bleomycin showed increased concentrations of collagen measured by
hydroxyproline levels, which were significantly higher than in control rats (1358
+ 207 vs 2366 + 302 pg/left lung, p<0.01). Animals that received sucrose and
bleomycin showed significantly less accumulation of hydroxyproline than the
respective control group 2366 + 302 vs 2085 * 319 ug/left lung, p<0.05). These
results suggest that an increase in the amount of fat and/or high levels of
triglycerides may be involved in the protection against pulmonary fibrosis.

Further studies to analyze the possible mechanisms are needed.



INTRODUCCION

Fibrosis pulmonar

La fibrosis pulmonar es el resultado final comun de una serie de enfermedades
pulmonares intersticiales, que abarcan muchos tipos de dafio pulmonar
incluyendo los que resultan de la inhalacion de polvo, particulas organicas
(neumonitis por hipersensibilidad), inorganicas (asbestosis), el uso de radiacion
y de algunos medicamentos quimioterapéuticos como la bleomicina, o bien
asociada a enfermedades colageno vasculares como la esclerosis sistémica y
la artritis reumatoide y de las enfermedades pulmonares intersticiales de la

infancia (1, 2).

Por otro lado, alrededor del 50% de los desordenes pulmonares intersticiales
son de etiologia desconocida y son clasificados como neumonias intersticiales
idiopaticas (3). Entre ellas, la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es la forma mas
agresiva, afecta predominantemente a individuos mayores de 50 afios, es
irreversible y habitualmente letal en un plazo corto de tiempo (4). De hecho se
estima que la mitad de los pacientes con esta enfermedad mueren en dos a

tres afios después del diagndstico (5).

En términos simples, la fibrosis pulmonar puede describirse como una forma
de cicatrizacién aberrante que compromete el intercambio gaseoso en las
unidades alveolo-capilares del pulmdn. Sin embargo, la investigacion de los
ultimos afos ha mostrado que durante la fibrosis ocurren en el pulmén un
conjunto complejo de trastornos morfofisiolégicos, que involucran la

participacion de una gran variedad de moléculas, las cuales dirigen la



alteracion de procesos biolégicos en diferentes tipos celulares con la

consecuente pérdida de la homeostasis celular, tisular y sistémica.

Los eventos moleculares que ocurren en la patogénesis de la fibrosis
pulmonar, no se conocen con precision. La visidon clasica considera que en los
desodrdenes fibroproliferativos las alteraciones en los tejidos y dérganos son
consecuencia de la accion inespecifica de mediadores inflamatorios en
respuesta a un dafo inicial. Sin embargo, nuestro grupo de trabajo ha
propuesto que existen al menos dos rutas patogénicas para el desarrollo de

fibrosis pulmonar (6).

La ruta inflamatoria representada por enfermedades como la neumonitis por
hipersensibilidad o la sarcoidosis en las cuales las moléculas profibrosantes
son principalmente producidas por células inflamatorias y las células epiteliales

son victimas del microambiente proinflamatorio dafiino crénico.

Por otro lado, la ruta epitelial representada por la fibrosis pulmonar idiopatica
donde son las células del epitelio alveolar aberrantemente activadas las que
sintetizan los principales mediadores que provocan y sostienen la reaccion
fibrética probablemente a través de una comunicacion aberrante entre células

epiteliales y mesénquimales (6, 7).

Se ha propuesto que a través de varios ciclos de agresion y activacion de las
células epiteliales se induce la migracion, proliferacién y activacion de células
mesenquimales, que conduce a la formacibn de focos de

fibriblastos/miofibroblastos y una exagerada acumulacion de matriz extracelular

(8).



Las células epiteliales son la fuente primaria de mediadores capaces de inducir
la migracion, activacion y proliferacion de fibroblastos y la acumulacion de
matriz extracelular (MEC) que se presenta en la FPI, dichos mediadores
incluyen factor de crecimiento transformante—3 (TGF-B por sus siglas en
inglés) , factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a ), endotelina 1, factor de crecimiento de tejido conectivo
(CGF) y osteopontina (9, 10), hay otros estudios en los que se destaca la
participacion de las células epiteliales en la producciéon de varias citocinas
relevantes en la fibrosis pulmonar tales como factores angiostaticos (11),
proteinas que participan en las cascadas de coagulacion y fibrindlisis (12), y
algunas que promueven la respuesta inmune tipo TH2 considerada fibrogénica
debido a que involucra la secrecion de al menos 2 citocinas profibrogénicas (IL-
4, IL-13) (13). Adicionalmente, se sabe que las células epiteliales
aberrantemente activadas en la fibrosis pierden su capacidad natural de
suprimir la migracion, proliferacion y activacion de fibroblastos, lo que en
condiciones fisioldgicas promueve la homeostasis, hay varios estudios que han

contribuido a este respecto (14-19).

El TGF-B es el mediador profibrogénico mas potente caracterizado a la fecha
y tiene un rol principal en varias enfermedades que implican remodelacion
tisular (20-23). Estudios in vivo muestran niveles elevados de TGF-f en
tejidos pulmonares de modelos animales y en pacientes con FPI (24-26) y la
sobreexpresion de esta citocina en el pulmon de raton y rata promueve fibrosis
irreversible con poca inflamacién (27). El, TGF-p promueve la diferenciacion de
fibroblastos a miofibroblastos, éstas ultimas constituyen células efectoras muy

importantes en FP, de hecho, es a través de la diferenciacién de fibroblastos a

7



miofibroblastos que el TGF-B ejecuta muchos de sus efectos en el proceso
fibrético (28-30), Sobre esta base es que varias estrategias terapéuticas se han

centrado en bloquear las acciones de esta citocina (31).

Como ya se menciond, en el tejido fibrético ocurre una alteracion importante de
la matriz extracelular, esto se manifiesta a través del depdsito exagerado de
moléculas como colagenas |, lll, V, VI y VII, fibronectina, elastina y
proteoglicanos y de la degradaciéon de las membranas basales (32). En
condiciones normales el pulmén sintetiza componentes de la MEC en una

forma finamente regulada.

Inflamacion

%% -
Proliferacion y

migracion de
fibroblastos

LESION
PULMONAR
INICIAL

FPI

Daf Apoptosis Acumulacion | | Rompimiento
t.a”°.Y de células de MEC de
ac |Ya9|0n epiteliales membranas
epitelial basales

Esquema hipotético de las dos rutas que conducen a la fibrosis pulmonar. Una lesion inicial de
etiologia conocida o desconocida provoca una inflamacién que no se resuelve o activacion de células
epiteliales. Las células inflamatorias y epiteliales liberan citocinas y factores de crecimiento que inducen la
migracion y proliferacion de fibroblastos y su transformacion a miofibroblastos. En el microambiente del
pulmén dafiado los miofibroblastos pueden inducir apoptosis epitelial, rompimiento de membranas basales

y un remodelado aberrante de matriz extracelular (Simplifacado de Pardo & Selman, 2002).



En la fibrosis hay un desajuste en el balance homeostatico, y el pulmén
fibrotico en etapas avanzadas puede contener aproximadamente dos o tres
veces mas MEC que uno normal (33). En este sentido, la participacion de las
proteasas que controlan la cantidad y composicién de la matriz es central. Las
metaloproteasas de matriz, MMPs (del inglés matrix metalloproteases) son una
familia de enzimas que colectivamente son capaces de degradar todos los
componentes de MEC y de la membrana basal (34). La potente actividad
proteolitica de las MMPs esta principalmente regulada por el balance de sus
inhibidores tisulares especificos, los TIMPs (por sus siglas en inglés tissue
inhibitors of matrix metalloproteases), la excesiva o inapropiada expresiéon de

MMPs contribuye a la patogénesis y al proceso destructivo del pulmédn.

La participacion individual de algunas MMPs ha sido especialmente relevante
desde hace algunos afos. La MMP-1 o colagenasa 1 ha recibido particular
atencion, ella degrada colagenas tipo | y lll, proteinas estructurales
principales en la MEC (35), MMP-1 esta fuertemente sobre-expresada en FPI,
ello pareceria controversial, sin embargo, su alta expresién se ha localizado en
células epiteliales alveolares y bronquiolares (36), ie, fuera de los

compartimientos intersticiales en los que la colagena es acumulada.

Otras metaloproteasas como la MMP-2 y MMP-9 (también llamadas gelatinasa
A y B respectivamente) participan de manera importante en la degradacién de
colagena tipo IV, principal constituyente de las membranas basales, ha sido
ampliamente reportada la sobreexpresion de estas proteinas en muchas

enfermedades pulmonares incluyendo fibrosis pulmonar (37-41).



Adicionalmente, las MMPs generan fragmentos bioactivos y procesan
mediadores quimicos como factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas y
receptores de superficie, modulan su actividad e inician cascadas de proteasas
importantes en varios procesos celulares, ademas de los ya mencionados en
relacion a la MEC también destacan por su importancia en FP la migracion

celular, la angiogénesis y la apoptosis de células epiteliales (32).

Por su parte, como resulta obvio, los fibroblastos juegan un papel central en la
fibrosis, son por definicion las células efectoras principales, de su nombre
deriva el término fibrosis (1), en el tejido conectivo son las mas abundantes y
aun en condiciones normales producen grandes cantidades de matriz
extracelular en respuesta a factores de crecimiento o estimulos mecanicos
(20), los fibroblastos de pulmones con fibrosis activa presentan una tasa de
proliferacion anormalmente alta, crecimiento celular independiente del anclaje y

son morfoloégicamente distintos (42-45).

Las lesiones histopatoldgicas denominadas focos de
fibroblastos/miofibroblastos se refieren a aglomerados de células tipo
fibroblasto en los cuales algunas de estas han adquirido un fenotipo distinto,
exhiben propiedades contractiles y expresan marcadores de células
musculares como o-actina de musculo liso, de ahi que sean llamados
miofibroblastos, son los principales sintetizadores de colagena tipo | (46), por lo
que en gran medida son responsables del depdsito de tejido fibrético y se

consideran elementos clave en la patogénesis de la FP.

En el campo de la fibrosis pulmonar idiopatica, una buena parte de la

investigacion actual se ha enfocado en el estudio del origen y la permanencia
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de los fibroblastos/miofibroblastos en los focos. Existe evidencia de que en FP
los fibroblastos son resistentes a la apoptosis (47) y las células epiteliales son
susceptibles a este proceso (48), esta “paradoja de la apoptosis” sugiere que la
muerte celular programada podria estar participando de manera importante en

el sostenimiento de la fibrosis.

En cuanto al origen o procedencia de los fibroblastos lo que primeramente se
ha mostrado es que provienen de precursores mesenquimales intrapulmonares
preexistentes (49). Recientes estudios han sugerido que también podrian
derivar de fuentes extrapulmonares a partir de células progenitoras derivadas
de médula o6sea (50) o bien de los recientemente descritos fibrocitos
circulantes, hay varios estudios al respecto, entre ellos, el trabajo de
Andersson-Sjoland et al identifico la presencia de fibrocitos en 8/9 pulmones de
pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica (51), este resultado sugiere que muy
probablemente estas ceélulas precursoras circulantes estén contribuyendo a

expandir las poblaciones de fibroblastos/miofibroblastos en FPI.

Adicionalmente, ha sido demostrado también un proceso de diferenciacion de
células epiteliales a células mesenquimales ocurriendo durante el desarrollo de
la fibrosis, dicho proceso se denomina transicion epitelio-mesénquima (TEM),
ocurre de manera particularmente importante y de forma normal durante el
desarrollo embrionario, en el cual la formacion de los diferentes tejidos
‘requiere” de esta plasticidad celular. Durante este proceso las células
epiteliales pierden muchas de sus caracteristicas y adquieren propiedades que
son distintivas de las células mesenquimales (52), se convierten en células
migratorias, se presenta una baja expresion de moléculas de adhesion celular

principalmente E-caderina, pierden su polaridad y expresan moléculas
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mesénquimales tales como fibronectina y N-caderina (53, 54). Hay algunos
trabajos recientes en los que se han identificado células con la ocurrencia
simultanea de marcadores epiteliales y mesenquimales en fibrosis pulmonar
(55, 56). Estudios de expresion génica global en realizados en tejidos
pulmonares con FPI han reportado alta expresién de genes relacionados a la
TEM tales como TGF-3, LEF-1 (del inglés lymphoid enhancer factor-1) y Slug,
un gen blanco de TGF- 3 requerido en la transicion epitelio-mesénquima (57-
59). En este contexto como lo ha sugerido el trabajo reciente de Selman, Pardo
& Kaminski (60), la fibrosis pulmonar tal vez no deberia conceptualizarse s6lo
como una respuesta cicatrizal anormal sino como una recapitulacion aberrante

de programas de desarrollo.

Fibrosis pulmonar experimental

En los ultimos anos se han presentado avances importantes en lo referente al
entendimiento de los mecanismos moleculares que subyacen la progresion de
la fibrosis pulmonar. Una parte importante de dicho entendimiento se debe al
uso de las estrategias experimentales que tanto in vivo como in vitro
reproducen una o varias de las caracteristicas que conforman el repertorio

fisiopatoldgico celular y molecular de la fibrosis.

Los acercamientos experimentales realizados in vivo permiten observar en
tiempo real los efectos de agentes ambientales, bioquimicos y genéticos sobre
la aparicion y progresion de la fibrosis. Destaca el uso de animales murinos, las
ratas y ratones son los mas ampliamente usados debido a que son
relativamente mas faciles de manipular y de bajo costo de manutencion en

comparacion con otros animales. El uso de estos modelos ha permitido
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investigar un amplio rango de eventos como: la proliferacién, diferenciacion,
apoptosis y senescencia en diferentes tipos celulares; la sintesis y vias de
sintesis de moléculas que conforman el depdsito de tejido fibrotico; los
mecanismos de accion de mediadores profibrogénicos y antifibrogénicos, sea a

través de manipulacion genética o bien a partir de induccion externa.

Los métodos convencionales utilizados para inducir reacciones fibréticas en el
pulmén incluyen la inyeccion directa de agentes fibrogénicos y la irradiacion
toracica (61-63). La bleomicina administrada via intraperitoneal o través de
instilaciéon intratraqueal es la forma de induccién mas ampliamente utilizada
(64-66). Bleomicina es el término utilizado para referir una familia de
glicopéptidos aislados del hongo Strptomyces verticillus. Es un agente
antineoplasico potente, sin embargo, su eficacia terapéutica se ve limitada por
su toxicidad pulmonar ya que induce neumonitis que progresa a fibrosis en

forma dosis-dependiente (67).

La administracion intratraqueal de bleomicina afecta muchas rutas celulares,
induce la activacion de células epiteliales, las cuales, pueden liberar citocinas y
factores de crecimiento que participan como quimioatrayentes de células
inflamatorias  (principalmente neutréfilos y macréfagos) e inducen la
proliferacion de fibroblastos y la sintesis exagerada de colagena. Su efecto
citotdxico sobre el epitelio alveolar y bronquiolar se relaciona con la produccién
de especies reactivas de oxigeno, ya que estas alteran el estado redox de las
células e inducen la muerte celular por apoptosis, se sabe que ademas la
bleomicina produce dafo directo al DNA ya que tiene la habilidad de unirse a él

e inducir su corte, lo cual, eventualmente inhibe la progresion del ciclo celular y
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consecuentemente evita la reparacion del material genético produciendo

aberraciones cromosomicas (revisado en 68-70).

El modelo de fibrosis inducido por instilacién intratraqueal de bleomicina esta
limitado espacial y temporalmente en el tejido pulmonar. El dafio al DNA, la
apoptosis de células epiteliales y bronquiolares y el depdsito de fibras de
colagena no se observan de manera uniforme en el pulmén, sélo en algunas
areas ya que las lesiones producidas son focales. Ademas de esto, debido a
que generalmente se administra una sola dosis, la fibrosis se produce solo
durante un corto periodo, aproximadamente después de uno o dos meses de la

instilacion la fibrosis producida por esta ruta infamatoria se resuelve (71, 72).

Debe considerarse que ningun acercamiento experimental animal incluyendo el
modelo de bleomicina representan el patrén progresivo y destructivo de la
fibrosis pulmonar idiopatica, ademas, las respuestas inflamatoria vy fibrosante
puede diferir significativamente entre humanos y otros animales. No obstante,
representan una valiosisima herramienta para mejorar el entendimiento de la
enfermedad, gran parte del conocimiento actual de la fibrosis pulmonar

proviene de la investigacion en modelos animales.

La obesidad

La obesidad (OB) representa otro importante problema de morbilidad que ha
ido incrementando en todo el mundo desde la década de 1970 (73-75) tanto en
paises industrializados como en naciones en vias de desarrollo, ocurre en
personas de diversos niveles sociales y econdmicos. A menudo descrita como
la epidemia de los tiempos modernos, mas de un billon de personas alrededor

del mundo tiene sobrepeso y 300 millones de adultos son obesos (76),
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representa una causa prevenible comun de muerte, y esta siendo asociada con
una reduccion en la esperanza de vida de aproximadamente 8 anos (revisado

en 77, 78).

En nuestro pais la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (2006) mostré que
30% de la poblacién mexicana es obesa con ligero predominio de las mujeres
sobre los hombres (79). La organizacion Mundial de la Salud (OMS) la describe
como “la acumulacion de grasa de manera anormal o excesiva que perjudica
la salud” (80). En términos de indice de masa corporal (IMC, el peso en
kilogramos dividido por el cuadrado de la talla en metros) se define como un
IMC mayor a 30Kg/m?, mientras que un IMC >25 y <30 Kg/m? se considera

sobrepeso.

Este problema ha sido principalmente atribuido a los cambios en el estilo de
vida de la poblacién, el mayor consumo de comida rapida y menor actividad
fisica. Sin embargo, los mecanismos que contribuyen a la obesidad son
complejos, actualmente se reconoce que es una enfermedad multifactorial que
involucran una interaccion entre componentes conductuales y procesos

hormonales, genéticos y metabdlicos (81-83).

En lo que se refiere a las causas genéticas ya se han descrito varios genes
involucrados, entre ellos destaca el gen ob que codifica la sintesis de la leptina,
una hormona sintetizada principalmente por el tejido adiposo, aunque también
puede ser expresada en otros tejidos como la placenta, ovarios, musculo
esquelético, estbmago, células epiteliales de las glandulas mamarias, médula
Osea, glandula pituitaria e higado, pero en niveles mas bajos (84, 85). En

estudios hechos en roedores se ha observado que, la leptina, actuando sobre
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sus receptores en el hipotalamo regula el peso corporal de una manera

central, a través del control del apetito y el balance energético (86).

Se sabe también que la leptina aumenta el metabolismo basal y estimula la
oxidacion de acidos grasos, por ello se pensd que un déficit en esta hormona
podria ser la causa de la obesidad, sin embargo, se ha observado que solo
alrededor del 5% de los individuos obesos puede ser considerado como
relativamente deficientes en leptina (87), la mayor parte de las personas con
obesidad severa presenta niveles elevados, ello ocurre debido a una falla en el
transporte de hormona hacia el sistema nervioso central y/o una resistencia
periférica (88). La regulacion de la secrecién de leptina es a largo plazo,
principalmente por variacion del nivel de masa corporal y efectos estimulantes

de la insulina.

Los efectos de esta proteina fueron observados por primera vez en los anos
50’s en los ratones mutantes denominados ob/ob (obesos e hiperglicémicos),
estos animales son excesivamente voraces y obesos, el defecto molecular en
relacion a su deficiencia en leptina fue descubierta por Friedman en 1994 (89),
desde entonces se hizo evidente la importancia crucial de la hormona en la
regulacion del peso corporal. La identificacion de la leptina cambio
drasticamente la perspectiva del rol fisioldgico del tejido adiposo blanco (TAB),
hasta hace relativamente poco tiempo el TAB habia sido considerado como un
reservorio inerte, se sabia de su rol mecanico y como aislante térmico y aunque
también se reconocia su papel en el metabolismo de los lipidos, era mas bien
concebido como un tejido casi inactivo. Debe mencionarse que otros
descubrimientos significativos en relacion al rol secretor del tejido adiposo

fueron realizados anteriormente al de la leptina.
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A finales de la década de los 80’s fue identificado que los adipocitos secretaban
una proteina hoy denominada adipsina (90, 91). Inicialmente sélo le fueron
atribuidas funciones relacionadas al control del balance energético, a la fecha
se reconoce su papel potenciador de la respuesta inflamatoria como

componente del sistema de complemento.

Otro hallazgo importante se realiz6 a principios de los afos 90’s con el
descubrimiento de que la citocina pro-inflamatoria TNF-a (factor de necrosis
tumoral o) es sintetizada y liberada por los adipocitos (92). La expresion de
TNF-o se incrementa en obesidad y ha sido propuesto que juega un rol
importante en la inducciéon de resistencia a la insulina (93, 94). Se han
mostrado otros efectos metabdlicos en tejido adiposo incluyendo la

estimulacion de la lipdlisis y la apoptosis (95, 96).

Seguidas de la adipsina, TNF-a y leptina se ha identificado un amplio rango de
sustancias bioactivas secretadas por el tejido adiposo, mas de 50 entidades
moleculares han sido referidas como adipocinas (*), ellas incluyen:
adiponectina, resistina, visfatina, factor de crecimiento endotelial vascular,
factor de crecimiento neural, factor de crecimiento transformante-p,
interleucina-1p, -6 y -10, angiotensinégeno, proteina C reactiva, entre muchas
otras (97).

(*) Adipocina es un término preferido al que fue inicialmente usado: adipocitocina. En sentido estricto la
palabra adipocina deberia incluir moléculas liberadas sélo por los adipocitos, sin embargo su uso se ha
extendido de manera tal que el término se emplea para referir a las moléculas secretadas por cualquier

tipo celular que forme parte del tejido adiposo como son: adipocitos, macrofagos, células endoteliales,

fibroblastos y leucocitos (revisado en 107).
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Se sabe que éstas participan en una compleja red de sefales autdcrinas,
paracrinas y neuroenddcrinas (98) y parecen estar involucradas en una amplio
rango de procesos fisiolégicos que incluyen la homeostasis, metabolismo de
los lipidos, regulacién de la presiéon sanguinea, sensibilidad a la insulina,
angiogeénesis y remodelacion de la matriz extracelular (99-103). Ademas,

muchas de ellas han sido ligadas a la inmunidad e inflamacion (104,105).

Leptina TGF-B
Adipsina CRP
Adiponectina TNF-a
Resistina IL-6
Visfatina IL-8
NGF MIF
Homeostasis = ; 7 Angiogénesis

—>  Regulacion de la

Sensibilidad presidn sanguinea

alainsulina  <——

% ) ; Inmunidad

Inflamacion

Metabolismo de lipidos

TEJIDO ADIPOSO BLANCO

Esquema hipotético del tejido adiposo blanco. Se muestran algunas de las citocinas y factores de
crecimiento que el TAB expresa y secreta, asi como algunos de los procesos fisiolégicos en que se ha

mostrado estar involucrado (Modificado de Cancello & Clément, 2006)

Asi, el TAB ha llegado a ser objeto de considerable atencién en el campo de la
investigaciéon biomédica debido al creciente numero de evidencias que lo
describen como un 6rgano enddcrino extremadamente activo.
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Recientemente se ha mostrado que durante la obesidad ocurre un estado de
inflamacion cronica mayor (106), se han identificado varias moléculas
relacionadas con la respuesta inflamatoria presentes en niveles
considerablemente altos en individuos obesos, tanto en el tejido adiposo como
a nivel sistémico, el TAB es el principal sitio de inflamacion en obesidad, sin
embargo, no esta claro si es el que contribuye cuantitativamente a los niveles

elevados circulantes de los marcadores inflamatorios (100).

Dichos marcadores incluyen la proteina C reactiva CRP (del inglés C-reactive
protein), TNF-a (tumour necrosis factor o), las interleucinas IL-6, IL-18
(interleukin -6, -18), el factor inhibidor de macréfagos MIF (macrophage
migration inhibitory factor), haptoglobina, y otros (100,102). Por otro lado, la
adiponectina presenta niveles bajos durante la obesidad. Se conoce la funcion
antiinflamatoria de esta citocina, por lo que esta observacion refuerza la idea

del estado inflamatorio en la obesidad.

La expresion y liberacibn de adipocinas relacionadas con la inflamacion
generalmente ocurre cuando el tejido adiposo crece, ha sido propuesto que la
respuesta inflamatoria se inicia y sostiene debido a los bajos niveles de
oxigeno y otras moléculas que se presentan en algunas areas del tejido
adiposo cuando este se expande, la tasa de formacion de vasos sanguineos no
alcanza niveles adecuados para compensar el crecimiento en exceso del tejido
adiposo, los adipocitos distantes de la vasculatura sufren hipoxia (100), ello
conduce a la liberacion de citocinas inflamatorias, quimiocinas y factores

angiogénicos.
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Algunas de las citocinas asociadas a la hipoxia como la leptina, factor de
crecimiento endotelial vascular y factor inducible por hipoxia han sido
identificadas en adipocitos cultivados en condiciones bajas de oxigeno (108), lo
anterior, sumando al hecho de que en general el tejido adiposo no es altamente
vascularizado apoyan la hipotesis de la hipoxia como una posible causa de la
inflamacion en obesidad. Sin embargo, el hecho de que en otras condiciones
como las etapas de embarazo, prehibernacién y premigracion la acumulacién
en exceso del tejido adiposo no promueva la expresiéon alterada de citocinas,
sino favorezca la homeostasis hace evidente que mas estudios en relacién a la

etiologia de la inflamaciéon durante la obesidad son necesarios.

Independientemente de los agentes causales, la secrecion alterada de ciertas
adipocinas en individuos obesos puede contribuir activamente a la patogénesis
de comorbilidades relacionadas con la obesidad. Destacan diabetes tipo 2 y
sindrome metabdlico, el cual se caracteriza por la ocurrencia simultanea de
anormalidades metabdlicas que incluyen resistencia a la insulina,
hiperinsulinemia, hiperglucemia, dislipidemia e hipertension, los individuos
obesos presentan mayor susceptibilidad a padecer infecciones y algunos tipos
de cancer (mamario, endometrial, de colon, etc.), tienen mayor riesgo de
bacteriemia y mayor tiempo de cicatrizacion de las heridas tras una

intervencién quirargica (109).

Otros padecimientos asociados al sobrepeso y la obesidad incluyen:
dislipidemias, hipertension, enfermedad coronaria y cerebro vascular,
colelitiasis, osteoartritis, insuficiencia cardiaca, alteraciones menstruales,
esterilidad, alteraciones psicolégicas (110), sindrome de apnea del suefio y

problemas respiratorios (111).
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Obesidad y enfermedades respiratorias

Es bien reconocido que la obesidad es un importante factor de riesgo en el
desarrollo de una variedad de enfermedades respiratorias, de manera particular
la obesidad central caracterizada por la acumulacion de grasa en la zona
abdominal (adiposidad subcutanea y visceral) esta asociada a la morbilidad y

mortalidad a través de procesos mecanicos y enddcrinos (112).

La restriccion toracica asociada con obesidad usualmente es leve y es atribuida
a los efectos mecanicos de la grasa sobre el diafragma y las paredes del térax,
sin embargo, en casos de obesidad severa y obesidad mérbida (IMC mayor a
35 Kg/m2 y 40 Kg/m2 respectivamente) los efectos pueden ser mayores,
tipicamente se presenta una reduccién en el volumen espiratorio forzado y la
capacidad pulmonar total (113). Los casos de disnea ocurren cuando debido al
efecto anatomico restrictivo, la capacidad de los musculos que participan en el
proceso de la ventilacion se ven comprometidos, un desajuste entre la
demanda de fuerza a los musculos respiratorios y la capacidad para generar

tensién conduce a un incremento en el esfuerzo durante la respiracion.

La obesidad también es un importante factor de riesgo del sindrome de apnea
obstructiva del suefio, esta patologia se caracteriza por la interrupcion completa
o parcial del flujo aéreo, su prevalencia entre personas obesas es del 40%
aproximadamente (114). El incremento en el depdsito del tejido graso en la
region faringea y la disminucién del volumen pulmonar actuan juntos para
reducir el calibre de las vias aéreas superiores, predisponiendo a que se

colapsen y sufran cierres repetidos durante el suefo (revisado en 115).
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El sindrome de apnea del suefio frecuentemente acompafia otra alteracion
pulmonar denominada sindrome de hipoventilacion por obesidad, se sabe que
en personas obesas la respiracion deficiente lleva a bajos niveles de oxigeno y
niveles mas altos de dioxido de carbono en sangre. Hipoxemia severa,
hipercapnia e hipertension pulmonar representan los sintomas mas comunes
de este sindrome (116), a falta de otras causas de falla respiratoria conocidas,
ha sido atribuida a la obesidad. La mayoria de las personas con apnea
obstructiva del suefio presentan sindrome de hipoventilacion por obesidad pero
no todas (117), esto sugiere que la obesidad por si misma puede conducir a la

hipoventilacion crénica.

El asma es quiza la patologia asociada a obesidad que mas ha sido
documentada, desde que fueron asociadas desde la epidemiologia. Los
estudios en paises occidentales han reportado un incremento paralelo en la
prevalencia de ambas (118). Hoy sabemos que la obesidad puede incrementar
la prevalencia, incidencia y severidad del asma y que la pérdida de peso
mejora esta condicion (119,120). Varios mecanismos de asociacién han sido
propuestos. El desorden que produce el asma involucra hipersensibilidad a una
variedad de estimulos, un estado inflamatorio crénico y obstruccion reversible
de las vias aéreas. Se sabe que el tejido graso produce una plétora de
mediadores inflamatorios, ello sugiere una relacién inmunoldgica entre las dos
patologias, algunos de los mediadores inflamatorios identificados en obesidad
tales como leptina, proteina C reactiva y TNF-a. podrian inducir o contribuir en

el estado inflamatorio de las vias aéreas (revisado en 121).
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Otros trabajos han mostrado que niveles elevados de hormonas sexuales
femeninas podrian desempefar un papel importante en el aumento en la
prevalencia de asma entre mujeres obesas, esta hipotesis ha sido planteada a
partir de estudios en los que se ha observado que la correlacion positiva entre
IMC y asma es mas fuerte en mujeres que en hombres (revisado en 122).
Finalmente, también ha sido sugerido que algunos genes asociados a la
obesidad podrian contribuir a la susceptibilidad de algunos pacientes al asma

(122).

Por otro lado, de la relacién que existe entre la obesidad y la enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC) se conoce poco. La EPOC es un
desorden progresivo que se caracteriza por la presencia de una obstruccidn
cronica y poco reversible del flujo aéreo pulmonar, es asociada con una
respuesta inflamatoria anormal de los pulmones a particulas o gases téxicos
entre los cuales el humo del tabaco parece ser el mas importante (123, 124). El
término EPOC incluye dos enfermedades fundamentalmente: el enfisema

pulmonar y la bronquitis crénica.

En los paises desarrollados, el tabaquismo contribuye al 95% de los casos,
siendo el factor de riesgo mas prevalente (125). Sin embargo otros factores
han sido comunmente asociados, por ejemplo: atopia e hiperreactividad
bronquial; exposicion a ciertos contaminantes ambientales, polvo y productos
quimicos; infecciones virales; predisposicidon genética; y factores dietéticos
(126-133). La EPOC, particularmente en forma de enfisema, es tipicamente
asociada con pérdida de peso, los enfermos tienen significativamente menos
masa muscular que los controles sanos, particularmente aquellos que

continuan fumando, este fendmeno usualmente ocurre en etapas avanzadas de
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la enfermedad y es asociado con un incremento en la tasa de mortalidad (134),
lo anterior denota que el IMC sdlo, es un parametro insuficiente para asegurar
el estado nutricional de estos individuos, es posible que presenten malnutricion
a pesar de un IMC normal. Adicionalmente, hay evidencia que muestra que los
pacientes con EPOC tienen poca tolerancia al ejercicio y por lo tanto una vida
mas sedentaria, lo cual podria contribuir al desarrollo de obesidad, aun a pesar

de la disminucion de peso debida a la pérdida de masa muscular.

Se ha sugerido que la obesidad puede modificar el cuadro clinico de la EPOC,
los equipos de trabajo de Cabral y Wouters (135, 136) de manera
independiente, basados en la observacion de que un IMC>24 esta asociado a
una mayor sobrevida, han propuesto que la obesidad podria tener un efecto
protector en EPOC. Los autores del trabajo “Obesity and the lung, 1
Epidemiology” (137) indican que es importante tener en cuenta que existe una
tendencia en la que se observa que la mortalidad aumenta en pacientes con
EPOC que presentan bajo peso, resaltando la importancia de mantener un IMC
normal. Notese que bajo estas condiciones un IMC normal forzosamente
implicaria sobreacumulacion de grasa debido a la inevitable pérdida de masa

muscular que ocurre en estos pacientes.

Las propuestas y observaciones anteriores son interesantes, pero en realidad
la literatura cientifica acerca de este tema no es mucha, la nocion de que la
acumulaciéon de grasa es protectora en EPOC podria ser una
sobresimplificacion que disfrazaria las consecuencias potenciales de la
obesidad sobre esta enfermedad, mas investigaciones sobre este tema son

necesarias.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de que la obesidad y la fibrosis pulmonar son importantes problemas de
salud publica, la informacion en relacidén a la asociacion entre ellas es escasa. En
el caso de la fibrosis pulmonar idiopatica (FPIl) varios factores de riesgo
potenciales han sido propuestos, ellos incluyen: tabaquismo, exposicion a polvos
de metal o madera, reflujo gastroesofagico, uso de antidepresivos, atopia e
infeccion viral (revisado en 138). No obstante, la informacién epidemioldgica
referente al papel de los factores dietéticos y metabdlicos es escasa e

inconsistente.

En poblaciones japonesas se han realizado algunas investigaciones en relacion al
papel de ciertos nutrientes sobre el riesgo de FPI. Un estudio de casos (n=86) y
controles vivos mostrd que la ingesta frecuente de pescado fue significativamente
relacionada con una disminucion en el riesgo de FPI, pero no se encontré ninguna
asociacion respecto al consumo de carne roja (139). En completo contraste a
estos resultados, un trabajo mas reciente de Tanaka et al (138), que incluyé 104
pacientes con FPI y 56 controles (diagnosticados con neumonia bacteriana aguda
o resfriado comun) reporté que la ingesta de acidos grasos saturados,
monoinsaturados, n-6 poliinsaturados y carne roja incrementa la posibilidad de
desarrollar este padecimiento. Usando los mismos casos y controles, este el
grupo de investigacion también identificé que el consumo de frutas puede conferir
proteccion contra el desarrollo de FPl (140). En estos trabajos los datos
relacionados a los habitos dietéticos fueron obtenidos a través del uso de

cuestionarios autoadministrados.
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En lo que se refiere a los factores metabdlicos, los estudios epidemioldgicos de
Kudoh et al (141), Smith et al (142) y Selman et al (143) realizados en tres
poblaciones étnicas distintas incluyendo la poblacion mexicana en el ultimo
trabajo, han identificado que la diabetes mellitus puede ser un factor de riesgo

para FPI.

En este sentido, las enfermedades relacionadas al estilo de vida podrian estar
jugando un papel importante en el desarrollo de la fibrosis pulmonar,
desafortunadamente para el caso de la obesidad la informacion en la literatura es
practicamente nula, ello hace evidente que los trabajos de investigacion en

relacion a la obesidad y la fibrosis pulmonar son requeridos.
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OBJETIVO

Evaluar la influencia de la obesidad en el desarrollo de fibrosis pulmonar

experimental.

HIPOTESIS

Las ratas con dieta alta en sacarosa desarrollaran fibrosis pulmonar mas

severa que las ratas con dieta normal.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 8 semanas de edad (Bioterio Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias, INER) que fueron mantenidas en
condiciones estériles y tuvieron libre acceso a alimento y agua durante todo el
tratamiento. Los experimentos realizados con los animales fueron aprobados

por el Comité de Bioética del INER.

Dieta alta en carbohidratos

Un grupo de ratas (n=22), fue sometido a una dieta alta en carbohidratos que
consistié en la ingesta a libre demanda de sacarosa al 20% en el agua de
beber durante 4 meses (SAC) El grupo control (C) (n=22) recibié agua normal,
y ambos grupos consumieron alimento sélido estandar (Tekland Global para
roedores 18% proteina, 5% grasa cruda, 5% fibra cruda). El peso corporal se

registro al inicio del tratamiento y luego cada mes.

Obtencion de plasma periférico

Después de tres meses de haber iniciado el consumo de sacarosa, se tomaron
muestras de sangre (al ayuno) de la vena caudal mediante punciéon con aguja
(calibre 18). Aproximadamente 500 pl de sangre fueron recolectados en tubos
eppendorf de 1.5 ml que contenian heparina como anticoagulante. Las
muestras fueron mantenidas en frio durante la extraccion y luego se
centrifugaron durante 10 minutos a 10,000 g y 15°C, se obtuvo la fase superior
correspondiente al plasma y se mantuvo en refrigeracién. A partir de dichas

muestras se determinaron los niveles de glucosa, insulina vy triglicéridos.
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Determinacion de glucosa

La cuantificacién de glucosa se realiz6 mediante determinacion colorimétrica
usando QuantiChrom Glucose Assay Kit (BioAssay Systems, Hayward CA,
USA) como se describe a continuacion: Se transfirieron 5 pl de las soluciones
estandar (previamente diluidas) o muestras de plasma a tubos eppendorf de
1.5 ml. Se adicionaron 500ul del buffer del kit. Se incubé en bafio de agua a
80°C durante 8 minutos y después en hielo durante 4 minutos. De la mezcla
anterior, se transfirieron 200 pl por duplicado a una placa de 96 pozos y se
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente, se determind la

densidad 6ptica en espectrofotdmetro a 620 nm.

Ensayo de ELISA para insulina

La determinacién de la concentracién de insulina en las muestras se realizo
con el ensayo Ultrasensitive Rat Insuline ELISA (Mercodia, Uppsala, Sweden),
que usa dos anticuerpos monoclonales directos de ratdn los cuales se unen a
dos determinantes antigenicos en la molécula de insulina, el primero se
encuentra unido a la placa y el segundo se adiciona conjugado a peroxidasasa.
El procedimiento se realiz6 siguiendo las indicaciones del proveedor.
Brevemente, la reaccion de revelado se realizé con el sustrato TMB (3,3'5,5'
tetrametil-bencidina) y para la reaccién de paro se usé H,SO4 0.5 M. Las
muestras se homogenaron y se transfirieron a la placa 50 ul por duplicado de
los estdandares y muestras, se adicionaron 50 ul de la solucién de la enzima
conjugada y se incubd durante 2 horas en oscuridad, con agitacién constante a

temperatura ambiente. Se midié la absorbancia a 450 nm.
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Cuantificacion de triglicéridos

La determinacién de ftriglicéridos se llevd a cabo mediante un método
enzimatico usando TG Color kit (Wiener Lab, Cd. El Rosario, Argentina). Las
muestras fueron homogenadas. Se colocaron 10 ul de la solucion estandar o
muestras a tubos eppendorf de 1.5 ml apropiadamente marcados, se adicion6
1 ml del buffer del Kit, se mezclé e incubd durante 5 minutos a 37°C, se
permitié enfriar y se transfirié a cubetas espectrofotométricas, se determiné la

densidad 6ptica a 505 nm.

Induccidn de fibrosis pulmonar experimental

Al tercer mes de consumo de sacarosa, 11 ratas del grupo que ingirié sacarosa
y 11 del grupo control se instilaron con bleomicina para inducir fibrosis
pulmonar. A su vez, 11 ratas de ambos grupos se instilaron solucion salina
como control de instilacion. Los cuatro grupos de tratamientos se enlistan a

continuacion:

- Dieta normal instilado con solucion salina: C/SAL (N=11)

- Dieta normal instilado con bleomicina: C/BLEO (N=11)

- Dieta alta en sacarosa instilado con solucion salina: SAC/SAL (N=11)

- Dieta alta en sacarosa instilado con bleomicina: SAC/BLEO (N=11)

La bleomicina (Blenoxane, Bristol-Myers Squibb Co) fue instilada por la traquea
a una dosis de 9 U/Kg de peso en 400 pl de volumen final seguido de 2 ml de

aire para asegurar la distribucidon de la solucién en las areas mas distales del
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pulmén. Todos los grupos continuaron con su dieta original durante un mes

mas.

Sacrificio y obtencion de tejidos

Cuatro semanas después de la instilacién los animales fueron sacrificados
mediante sobredosis de pentobarbital sédico (6.39%) aplicado Vvia
intraperitoneal. Se extrajo la grasa acumulada en las zonas peripancreatica y
periepididimal y se registré6 su peso. Se aislé el pulmén izquierdo para la

cuantificacion de hidroxiprolina.

Cuantificacion de hidroxiprolina

Inmediatamente después del sacrificio, se extrajo el pulmén izquierdo
completo. Se utilizé la técnica colorimétrica de Woessner (144) para medir la
hidroxiprolina (OH-P). Brevemente, los pulmones fueron completamente
deshidratados incubando a 100°C. Cuando se mantuvieron en peso constante
se hidrolizaron en acido clorhidrico 6N. Fue necesario filtrar, evaporar y
neutralizar las muestras. Se tomaron alicuotas de 15 ul para determinar la OH-
P usando el Reactivo de Ehrlich y una curva patrén generada con 4-trans
hidroxi-L-Prolina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Se midi6 la absorbancia

a 557 nm.
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meses de tratamiento

Representacion esquematica del procedimiento. Las ratas Wistar de 8 semanas de edad recibieron
agua con sacarosa al 20% (los controles ingirieron agua normal) durante 4 meses (tiempo 0 a 4), el peso
fue registrado mensualmente desde el inicio del tratamiento. Al tercer mes se determinaron en plasma la
glucosa, la insulina y los triglicéridos y se instil6 con bleomicina (o solucidn salina en los controles de
instilacion), un mes después los animales fueron sacrificados, se extrajo la grasa de la region abdominal y

el pulmon izquierdo para determinar la hidroxiprolina.

Analisis estadisticos

Los datos mostrados fueron expresados como la media + la desviacion
estandar. Todas las pruebas estadisticas se realizaron con el paquete SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) version 10.0. Las diferencias entre los
grupos fueron evaluadas mediante T Test. Un valor de P<0.05 fue considerado

significativo.
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RESULTADOS

Dieta alta en sacarosa, registro del peso

Desde el inicio del consumo de sacarosa y hasta el sacrificio de los animales
se registré el peso mensualmente. Como se muestra en la figura 1 no se

encontraron diferencias en el peso entre ratas que consumieron sacarosa

(SAC) y las del grupo control (C).

500 -

400 -
2 - - -C
3 —0—SAC
o

300 A

200 s

inicial 1 mes 2 meses 3 meses

Figura 1 Peso de ratas con ingesta de sacarosa (linea continua) (SAC) y grupo control (C), linea

punteada) n=22.

Determinacion de glucosa, insulinay triglicéridos.

Al tercer mes de ingesta de sacarosa se realizé la medicion de glucosa e
insulina en plasma obtenido de sangre periférica. La glucosa alcanzo valores
de 143 + 33 mg/dl en el control versus 159 + 49 mg/dl en el grupo SAC sin

diferencias significativas entre ambos grupos (Figura. 2).
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Por lo que se refiere a la insulina tampoco se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos (C=3.79 + 0.36ug/l vs SAC=3.8 £+ 0.26 ug/l).

(Figura 3).

250 ~
200 +

150 - T

100 -

glucosa (mg/dl)

50 -

Cc SAC

Figura 2 Determinacion de glucosa. Grupo control (C, barra blanca). Grupo sacarosa (SAC, barra negra).
n=22

insulina (ug/l)

C SAC

Figura 3 Determinacion de Insulina plasmatica. Grupo control (C, barra blanca). Grupo sacarosa (SAC,

barra negra) n=22.
En los niveles de triglicéridos se encontraron diferencias significativas entre el
grupo control y las ratas que ingirieron sacarosa (115 + 24 vs 259 = 70 mg/dI

respectivamente, p<0.05) (Figura 4), en la figura 5 se muestran los valores de
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triglicéridos en forma individual mostrando las ratas que recibieron solucion

salina o bleomicina.

350
300
250
200 1

150 1 '|'

100 1

triglicéridos (mg/dl)

50 -

c SAC

Figura 4 Niveles de triglicéridos. Grupo control (C, barra blanca) n=22. Grupo sacarosa (SAC, barra
negra) n=22. * p<0.05.

500 A

400 -

300 ~

OSAL
OBLEO

200 A

ECO - > CO® O *

Triglicéridos (mg/dl)

100 -

C SAC

Figura 5 Valores de triglicéridos presentados en forma individual, en negro ratas que recibieron solucion

salina, en rosa ratas que recibieron bleomicina. n=22.* p<0.05
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Medicién de la grasa abdominal

A las 4 semanas post bleomicina todos los animales se sacrificaron y se
obtuvo tejido graso abdominal de las regiones peripancreatica y periepididimal
y se registrO su peso. La grasa de las ratas de los grupos que recibieron
sacarosa fue significativamente mas alta que las de dieta normal (4.9 + 1.6g vs

8.0 = 3.3 g (Figura 6).

14
12 1

10 -+

grasa (9)

C SAC
Figura 6 Grasa abdominal. Grupo control (C, barra blanca) n=22. Grupo sacarosa (SAC, barra negra)
n=22.* p<0.05

Cuantificacién de hidroxiprolina

La hidroxiprolina (OH-P) es un iminoacido que se encuentra abundantemente
representado en la colagena (10% a 12% dependiendo del tipo de colagena) y
por lo tanto su medicion se considera un indicador para evaluar la

concentracion de dicha proteina.

Inmediatamente después del sacrificio se extrajo el pulmén izquierdo para
cuantificar la hidroxiprolina (OH-P), la concentracién de OH-P en los pulmones

de ratas que recibieron bleomicina mostré6  diferencias significativas en
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comparacion con sus respectivos controles que recibieron solucién salina

(1358 + 207 C/SAL vs 2366 + 302 pg de OH-P en C/BLEO; p<0.01 y 1352 +

103 SAC/SAL vs 2085 + 319 ng de OH-P en SAC/BLEO; p<0.01) (Figura 7).

3000 - — * S
_l_ _

2500 «

2000 «

1500 « —T

1000 E— — % -/

OH-P {ug/pulmén izquierdo)

300 =

CISAL SAC/SAL C/BLEO SAC/BLED

Figura 7 Determinacion de hidroxiprolina (OH-P). C/SAL=CONTROL/SALINA, SAC/SAL=SACAROSA/SALINA,
C/BLEO=CONTROL/BLEOMICINA, SAC/BLEO=SACAROSA/BLEOMICINA. N=11. **p<0.01, *p<0.05.

Por lo que se refiere a los grupos que recibieron bleomicina, la comparacién
entre los animales de diferentes dietas (C/BLEO y SAC/BLEOQO), se observo que
las ratas que recibieron sacarosa presentaron niveles de OH-P
significativamente menores que las del grupo con dieta normal (C/BLEO= 2366

+ 302 vs SAC/BLEO= 2085 + 319 ug de OH-P, p<0.05) (Fig. 7).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el presente trabajo se us6 una dieta alta en sacarosa en un modelo
experimental de ratas, para observar su influencia en la respuesta fibrética del
pulmén y compararlo con el efecto que se produce en ratas con una dieta

normal.

Las ratas son frecuentemente usadas como modelos animales para estudiar
los efectos adversos de la obesidad, tanto humanos como roedores tienden a
ganar peso con la alta ingesta de calorias (145). Sin embargo, bajo condiciones
de alimentacion ad libitum la obesidad ocurre en algunas pero no en todas las
ratas experimentales (146). Dos tipos de respuestas han sido observadas
cuando los animales reciben una dieta alta en grasa o alta en sacarosa:

algunas especies y cepas ganan peso, pero otras no (147).

Hay carencia de informacion en relacion con los parametros antropométricos
en roedores de laboratorio y no hay una definicibn de obesidad en ratas
experimentales (148). Cualquier incremento significativo en el peso corporal o
el consumo energético relativo a animales controles se considera obesidad
(149). No es posible establecer rangos especificos para algunos parametros
como glucosa, insulina, lipidos circulantes, etc., ya que estos varian entre
especies, cepas, e incluso dentro de la misma cepa. Cada laboratorio establece
sus propios rangos basados en su experiencia y en la mayoria de los casos

reportan diferencias estadisticamente significativas (149).

No obstante, algunos intentos han sido hechos para establecer parametros
antropométricos y marcadores de obesidad en animales de laboratorio. Para el

caso de las ratas Wistar macho adultas (60 dias de edad), el trabajo de Novelli

38



et al (148) propuso que un IMC (indice de Masa Corporal: peso (g)/talla (cm)?)
entre 0.45 g/cm? y 0.68 g/cm? deberia considerarse normal ya que un IMC
situado por encima de estos valores en su modelo experimental fue asociado

con dislipidemia y estrés oxidante.

En el presente estudio usamos un modelo ya reportado (150, 151), que
consistio en la ingesta a libre demanda de una solucion de sacarosa al 20% en
el agua de beber durante 4 meses. Al tercer mes los animales presentaron
niveles mas altos de triglicéridos plasmaticos que los del grupo control (C), asi
como una acumulacién mayor de grasa medida en la region abdominal, en
ambos casos las diferencias fueron estadisticamente significativas. Sin
embargo, no observamos la ganancia de peso, ni la presencia de
anormalidades metabdlicas como hiperglucemia o hiperinsulinemia que fueron

reportadas en un trabajo anterior usando este mismo modelo (150, 151).

Los resultados obtenidos indican que la ingesta elevada de sacarosa produjo
anormalidades metabdlicas sobre las ratas que la recibieron. En este sentido el
modelo respondid al objetivo de comparar la respuesta fibrotica en ambas

dietas.

Se utilizé bleomicina (BLEO) para inducir fibrosis pulmonar, en cada uno de los
dos grupos hubo también un conjunto de ratas que recibié solucién salina
(SAL) como control de instilacion. Los animales administrados con BLEO
presentaron niveles de hidroxiprolina significativamente mas altos que sus
contrapartes de solucion salina tanto en el grupo SAC como en el grupo C, ello
indico que la instilacion de BLEO efectivamente indujo fibrosis pulmonar en las

ratas, como ya se ha mostrado en la literatura (152-155).
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Un resultado inesperado en este trabajo fue que las ratas que ingirieron
sacarosa al ser expuestas a bleomicina desarrollaron menos fibrosis que las
ratas con dieta normal expuestas a bleomicina. En este contexto, se hace
necesario plantear una posible explicacién en relacion al significado biolégico

de este hallazgo.

Hasta hace relativamente poco tiempo la obesidad habia sido contemplada de
manera muy simplista, la investigacion reciente ha mostrado que el tejido
adiposo es un organo endocrino extremadamente activo que secreta una
variedad de sustancias bioactivas llamadas adipocinas, las cuales participan en
una compleja red de senales autocrinas, paracrinas y neuroendocrinas, entre
ellas la leptina, por su participacién central durante la obesidad ha merecido

particular atencion.

En el presente trabajo no se midieron los niveles circulantes de leptina, sin
embargo, se sabe que la cantidad en el plasma correlaciona en forma directa
con la cantidad de grasa corporal (88), en este sentido seria l6gico pensar que
las ratas que consumieron sacarosa presenten una cantidad mayor de la
hormona en comparacion a sus contrapartes de dieta normal considerando que

ellas presentaron mayor acumulacién de grasa en la region abdominal.

Se sabe que la leptina tiene un papel en la inmunidad, se ha visto que los nifios
desnutridos tienen niveles bajos de la hormona y que estos correlacionan con
una disminucion de la respuesta linfoproliferativa ante una agresion (156).
Otras observaciones indican que el déficit congénito de leptina se asocia con
una mayor incidencia de infecciones y de mortalidad (88), en los pocos

individuos que presentan esta deficiencia genética, la administracion de leptina
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exdgena restaura la funcionalidad de sus linfocitos T, lo que demuestra la
existencia de un efecto directo sobre las células T (157-159). En relacion a los
resultados obtenidos en este trabajo, puede estar ocurriendo que los niveles de
leptina moderadamente altos participen en la defensa inmunoldgica,
eventualmente esto contribuiria a que nuestras ratas alimentadas con sacarosa

sean menos sensibles al dafo fibrético en comparacion a las normales.

Adicionalmente, existe una hipétesis que plantea que la activacion del sistema
inmune en obesidad es un mecanismo homeostatico que se enciende para
proteger al organismo de los efectos nocivos de la sobreacumulacion de grasa
(160). Aunque en algunos casos, el efecto negativo potencial de la obesidad
sobre el metabolismo global resulta evidente, en otros no es asi, el sobrepeso
y la obesidad son paradédjicamente asociadas con mejores resultados en
algunas enfermedades cronicas, como en pacientes con falla cardiaca (161-
163), y existen algunos datos que sugieren que tal vez en EPOC también
ocurra (135,136), este fendmeno es referido como “epidemiologia reversa”. Los
casos en los que se ha reportado esta “paradoja de la obesidad”, continuan
siendo analizados y han sido objeto de controversia entre la comunidad
cientifica, es evidente que llegar a una conclusion errénea de este tipo traeria
consecuencias potencialmente graves en el sentido terapéutico, sin embargo,
el hecho de que existan observaciones similares en patologias diferentes hace
meritorio investigar mas sobre la veracidad de esta hipotesis y los mecanismos

que estarian interviniendo.

Los resultados obtenidos sugieren que un aumento en la cantidad de grasa y/o
niveles elevados de TG podrian estar participando en la proteccion contra la

fibrosis pulmonar, probablemente la activacion del sistema inmune y moléculas
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como la leptina tengan un papel importante en este proceso. Considero que lo
siguiente en este trabajo es explorar los procesos y las moléculas que pudieran
estar participando en la respuesta fibrética disminuida bajo estas condiciones

de dieta.
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APENDICE DE SOLUCIONES

e Ensayo de ELISA parainsulina
Buffer de lavado

- 40 ml buffer de lavado 21x (0.01ug/l)
- 800 ml de H20O desionizada
Mezclar y mantener el sobrante en refrigeracion.

Solucién Enzima conjugada

- 600 ul de enzima conjugada 11X
- 6 ml de buffer de la enzima conjugada
Mezclar y mantener en oscuridad.

e Cuantificacion de hidroxiprolina

Solucién de Cloramina T (para 10ml)

- 1.41 g de cloramina T (p-tolueno-sulfonilcloramida de sodio)
- 20 ml de agua destilada
- 30 ml de metil celosolve (2-metoxietil acetato)
- 50 ml de buffer Tris pH 6
Mezclar. Se prepara antes de usar.

Acido perclérico 3.15 M

- 27 ml de acido perclérico (HCIO,) al 70%
- 100 ml de agua dde
Mezclar.

Reactivo de Erlich al 20%

- 20 g p-dimetil.aminobanzaldehido
- 100 ml de metil celosolve
Mezclar. Se prepara antes de usar.

Buffer Tris pH 6
- 54.63 g de acido citrico monohidratado
- 72.35 g de acetato de sodio anhidro
- 12 ml de acido acético glacial
- 34 g de hidroxido de sodio

Preparar 1 L de volumen final. Ajustar a pH 6. Mantener en refrigeracion.

Solucién de Hidroxiprolina

- 5 mg de hidroxiprolina (4-trans hidroxi-L-Prolina)
- 50 mlHCI 1 mM
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