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Abreviaturas’

a-MSH: hormona melanocito estimulante
alfa.

ACC: acetil-CoA carboxilasa.

AdipoR: receptor de adiponectina.

ADN: acido desoxiribonucleico.

AgRP: péptido relacionado con aguti.
AMPK: AMP activated protein kinase.
APS: persulfato de amonio

ARC: nucleo arcuato del hipotalamo.
ARN: acido ribonucleico.

BPBP-RYGB: bypass biliopancreatico +
gastrectomia con anastomosis
gastrointestinal en Y de Roux.

BB: azul de bromofenol.

BSA: Bovine serum albumin.

Ca: calcio.

CART: transcrito regulado por cocaina y
anfetamina.

CFI: cumulative food intake.
ChREBP Carbohydrate
Element-Binding Protein.
CO: monoxido de carbono.
CPT-1: carnitina-palmitoil transferasa 1.
CRH: hormona liberadora de
corticotropina.

CRP: proteina C reactiva.

cpm: cuentas por millén.

CVD: enfermedad cardiovascular.

CxB: Cirugia bariatrica.

DAB: 3,3’-diaminobencidina

DEPC: dietilpirocarbonato.

DIO: obesidad inducida con dieta.

DMN: nucleo dorsomedial del
hipotalamo.

DM2: diabetes mellitus tipo 2.

DTT: ditiotreitol

EDTA: acido etilendiaminotetraacético.
eNOS: enzima 6xido nitrico sintetasa.
FAS: sintasa de acidos grasos.

FC: fold change.

FE: food efficiency.

FFAs: acidos grasos libres.

RYGB: Bypass gastrico en Y de Roux.
GH: hormona de crecimiento.

GHS-R: receptor secretagogo de la
hormona de crecimiento.

Response

! Para las unidades de medidas se utiliz6 el
Sistema Internacional.

HBBS: Hanks balanced buffer solution.
HDL.: lipoproteinas de alta densidad.

HF: dieta alta en grasa.

HIF: factor inducido por hipoxia.

HIS: hibridacién in situ.

HO-1: heme oxigenasa 1.

HOMA: modelo homeostatico de
resistencia a insulina.
HPRT: hypoxanthine
phosphoribosyl transferase.
HRE: elemento de respuesta a hipoxia.
HTA: hipertensién arterial sistémica.

H,O MQ: agua mili Q.

ICAM-1: molécula tipo 1 de adhesion
intercelular.

ICV: intracerebroventricular.

IHQ: inmunohistoquimica.

IL-1B: interleuquina 1 beta.

IL-6: interleuquina 6.

INSIG: gen inducido por insulina.

IMC: indice de masa corporal.

JNK: kinasa c-Jun N-terminal.

K: potasio.

LCFAs-CoA: acidos grasos de cadena
larga-CoA.

LDL: lipoproteinas de baja densidad.
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LHA: hipotalamo lateral.

MC: melanocortina.

MCH: hormona concentradora de
melanina.

MCP-1: proteina quimioatrayente tipo 1
de monocitos.

MC3-R: receptor 3 para melanocortina.
MC4-R: receptor 4 para melanocortina.
MHC: complejo principal de
histocompatibilidad.

MMLV: molony murine leukemia virus
reverse transcriptase.

mTOR: mammalian target of rapamycin.
NADPH: nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato.

NF-k[: factor nuclear k3.

NK: natural killer.
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RESUMEN GALEGO

Introduccion:

O texido adiposo considérase actualmente coma un sistema hormonalmente activo para o
control do metabolismo, existindo asociacions fisiopatoloxicas entre obesidade e
inflamacion. Tendo en conta que o tipo de dieta pode influir na expresion de citoquinas
proinflamatorias, asi coma incidir nos mecanismos de regulacion da inxesta, o noso
obxetivo foi comparar as masas, inxestas, expresion de citoquinas e neuropéptidos
hipotalamicos tanto nun modelo de nutricién neonatal e dieta con diferente porcentaxe de
grasa coma nun modelo de ciruxia bariatrica.

Material e métodos:

Despois de 24 dias de alimentacién en camadas de diferentes tamafos (SL=4 crias;
NL=12), ratas macho Sprague-Dawley foron alimentadas con dous tipos de dieta, alto ou
baixo contido graso ata os 90 dias e outro grupo iniciouse en dieta normal ata os 122
dias. Cada 72 h cuantificaronse masas e inxestas. A través do radioinmunoensaio (RIA)
medimos en soro niveis de adipoquinas e ghrelin. Coa técnica da reaccién en cadea da
polimerasa en tempo real (RT-PCR) medironse o0s niveis de expresion de xenes
involucrados na inflamacién, hipoxia e metabolismo lipidico na fraccion do estroma
vascular (SVF) do tecido adiposo visceral (vWAT), mentras que polo medio do Western
Blot medironse proteinas hipotalamicas implicadas nas vias lipoxénicas. Coa técnica da
hibridacién in situ (HIS) medimos no ndcleo arquatus (ARC) do hipotalamo a expresion
de neuropéptidos involucrados na inxesta. Un lote de ratas macho sometidas a ciruxia
bariatrica (bypass biliopancreatico + gastrectomia con anastomose gastrointestinal en Y
de Roux, BPBP-RYGB) comparouse cun grupo control e cun grupo pairfed. Neste caso,
ademais de medir adipoquinas fixéronse estudos histoldxicos do tracto gastrointestinal.
Resultados:

As ratas SL alimentadas con dieta alta en graxa seguen sendo mais obesas incluso 6
inicia-la dieta normal. O inhibidor do activador do plasmindxeno tipo 1 (PAI-1), a proteina
quimioatraente tipo 1 de monocitos (MCP-1) e a proteina C reactiva (CRP), son as
citoquinas proinflamatorias que mais se elevan coa dieta alta en graxa, a sua vez, con
esta dieta, a nivel hipotalamico, a proteina relacionada con aguti (AgRP) atdpase
incrementa. As ratas sometidas a ciruxia bariatrica perden un 25% da sua masa 6s 50
dias de seguemento e tefien atrofia e alongamento das vellosidades intestinais.
Conclusions:

A sobrealimentacién neonatal € moito mais importante que o exceso de calorias no
estadio adulto para o desenrolo da obesidade. A alimentacidon neonatal inflie de forma
moi marcada nos niveis de adiponectina e leptina, pero non nos de ghrelin na vida adulta.
A dieta rica en graxa estimula a expresion de neuropéptidos orexixénicos. A disminucion
ponderal coa ciruxia bariatrica non depende da inxesta.

Palabras clave: adiponectina, alimentacion neonatal, ciruxia bariatrica, ghrelin, leptina,
obesidade.






RESUMEN

Introduccion:

El tejido adiposo se considera actualmente como un sistema hormonalmente activo para
el control del metabolismo, existiendo asociaciones fisiopatolégicas entre obesidad e
inflamacion. Teniendo en cuenta que el tipo de dieta puede influir en la expresion de
citoquinas proinflamatorias, asi como incidir en los mecanismos de regulacion de la
ingesta, nuestro objetivo fue comparar las masas, ingestas, expresion de citoquinas vy
neuropéptidos hipotalamicos tanto en un modelo de nutricion neonatal y dieta con
diferente porcentaje de grasa como en un modelo de cirugia bariatrica.

Materiales y métodos:

Después de 24 dias de alimentacion en camadas de diferentes tamafos (SL=4 crias;
NL=12), ratas macho Sprague-Dawley fueron alimentadas con dos tipos de dieta, alto o
bajo contenido graso hasta los 90 dias y otro grupo inicié en dieta normal hasta los 122
dias. Cada 72 h se cuantificaron masas e ingestas. A través de radioinmunoensayo (RIA)
medimos en suero niveles de adipoquinas y ghrelin. Con la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) se midieron los niveles de expresion de genes
involucrados en inflamacion, hipoxia y metabolismo lipidico en la fraccion de estroma
vascular (SVF) del tejido adiposo visceral (VWAT), mientras que por medio de Western
Blot se midieron proteinas hipotalamicas implicadas en vias lipogénicas. Con la técnica de
hibridacion in situ (HIS) medimos en el nucleo arcuato (ARC) del hipotalamo la expresién
de neuropéptidos involucrados en la ingesta. Un lote de ratas macho sometidas a cirugia
bariatrica (bypass biliopancreatico + gastrectomia con anastomosis gastrointestinal en Y
de Roux, BPBP-RYGB) se compard con un grupo control y con un grupo pairfed. En este
caso, ademas de medir adipoquinas se hicieron estudios histolégicos del tracto
gastrointestinal.

Resultados:

Las ratas SL alimentadas con dieta alta en grasa siguen siendo mas obesas incluso al
iniciar a dieta normal. El inhibidor tipo 1 del activador del plasminégeno (PAI-1), la
proteina quimioatrayente tipo 1 de monocitos (MCP-1) y la proyeina C reactiva (CRP), son
las citoquinas proinflamatorias que mas se elevan con dieta alta en grasa, a su vez, con
esta dieta, a nivel hipotaldmico, el péptido relacionado con aguti (AgRP) se encuentra
incrementado. Las ratas sometidas a cirugia bariatrica pierden 25% de su masa a 50 dias
de seguimiento y tienen atrofia y alargamiento de las vellosidades intestinales.
Conclusiones:

La sobrealimentacion neonatal es mucho mas importante que el exceso de calorias en el
estado adulto para el desarrollo de obesidad. La alimentacion neonatal influye de forma
muy marcada en los niveles de adiponectina y leptina, pero no en los de ghrelin en la vida
adulta. La dieta rica en grasa estimula la expresion de neuropéptidos orexigénicos. La
disminucion ponderal con la cirugia bariatrica no depende de la ingesta.

Palabras clave: adiponectina, alimentacion neonatal, cirugia bariatrica, ghrelin, leptina,
obesidad.






ABSTRACT

Introduction:

Adipose tissue is a very active hormonal system for metabolism control. Besides, there are
similitudes between obesity and inflammation. Taking into account that the type of diet can
influence proinflammatory cytokines expression, as well as control food intake
mechanisms, our main objetive was to compare body weight, food intake, cytokine
expression and hypothalamic neuropeptides either after a neonatal nutrition model and
different lipid percentage or after a bariatric surgery technique.

Materials and methods:

After weaning at 24 old days, male Sprague-Dawley rats were housed in groups according
to the feeding model (SL=4, NL=12), and fed with High/Low Fat until day 90. Another
group returned to normal diet. Weight and food intake were measured every 72 h. Through
radioimmunoassay we measured serum levels of adipokines and ghrelin. With Real Time-
PCR genes involved in inflammation, hipoxia and lipidic metabolism were quantified in the
stromal vascular fraction (SVF) of visceral white adipose tissue (VWAT), while with
Western Blot we analyzed the hypothalamic expression of proteins involved in lipogenic
pathways. With the technique of in situ hibridization (HIS) we evaluated in the arcuate
hypothalamic nucleus the expression of neuropeptides involved in food intake. One set of
rats fed on normal diet was randomized to bariatric surgery (biliopancreatic bypass +
gastrectomy en Y de Roux, BPBP-RYGB), control and pairfed. In this case, besides
adipokines, we carried out histological studies of the gastrointestinal tract.

Results:

Rats fed on high fat diet are still the heaviest even after returning to nomal diet.
Plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1), monocyte chemoatractive protein 1 (MCP-1) and
C reactive protein (CRP) are the proinflammatory cytokines that icrease the most with high
fat diet, moreover, under this diet, hypothalamic agouti related protein (AgRP) is
overexpressed. Bariatric surgery induces a weight loss of 25% after 50 days as well as
intestinal villi atrophy and elongation.

Conclusions:

Neonatal overfeeding is more relevant in relation to the development of obesity than
hypercaloric diets in adult stage. Neonatal diet determines adiponectin and leptin, but not
ghrelin levels in adult stage. High fat diet stimulates hypothalamic orexigenic
neuropeptides expression. Weight reduction with bariatric surgery does not depend on
food intake.

Key words: adiponectin, bariatric surgery, ghrelin, leptin, neonatal feeding, obesity.
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Introduccion

1.1. Generalidades

La dieta y los cambios en el estilo de vida durante el ultimo siglo han llevado a una
pandemia de obesidad tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo
(Arrizabalaga-Amarelo R, 2007; Badman MK, 2007; Hayman LL, 2007; Mendieta-Zeron H,
2008a) y enfermedades metabdlicas asociadas, incluyendo la diabetes mellitus tipo 2
(DM2) y la ateroesclerosis (Mokdad AH, 2001; Tremblay MS, 2002; Ogden CL, 2003).
Muchos individuos sufren de manera simultdnea mas de una de estas condiciones, y
estudios epidemiolégicos en humanos, asi como estudios en modelos de animales,
sugieren que la resistencia a la insulina (RI) relacionada a obesidad es un dato patogénico
comun (Flier JS, 2004). De hecho, la RI es piedra angular del sindrome metabdlico, un
factor de riesgo cardiovascular principal aun en ausencia de intolerancia a la glucosa
demostrable o diabetes (Sowers JR, 2004). Mas aun, la obesidad y RI estan fuertemente
asociadas con marcadores sistémicos de inflamacion, que a su vez contribuyen a la Rl
(Haffner SM, 2003).

El tejido adiposo se considera actualmente como un sistema hormonalmente activo para
el control del metabolismo y no solamente como un almacenamiento de exceso de
energia (Trayhurn P, 2001; Badman MK, 2007). De hecho, el tejido adiposo y las células
del sistema inmune expresan muchos genes comunes por lo que algunos han supuesto
que el tejido adiposo también coordina respuestas inmunoldgicas (Rajala MW, 2003). El
término “adipocitoquinas” fue acufiado para referirse a una serie de moléculas
bioldgicamente activas derivadas de los adipocitos, las cuales pueden influir en la funcién
asi como en la integridad de otros tejidos (Diez JJ, 2003). Algunos ejemplos de estas
sustancias son adiponectina, angiotensina, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),

inhibidor tipo 1 del activador del plasminégeno (PAI-1), interleuquina 6 (IL-6) y leptina.



Introduccion

Existen similitudes entre obesidad e inflamacion; por ejemplo, se sabe que las citoquinas
proinflamatorias IL-6 y TNF-a son producidas por los adipocitos asi como por monocitos y
macréfagos, y circulan con niveles incrementados en individuos con obesidad (Rajala
MW, 2003; Hotamisligil GS, 2003). Ademas, los macréfagos derivados de médula ésea
implantados en tejido adiposo de sujetos con obesidad (Weisberg SP, 2003; Xu H, 2003),
y adipocitos y macréfagos pueden ser interconvertibles (Charriere G, 2003). De hecho, ya
se reconoce cada vez mas a la inflamacion como un componente principal y predictor de
enfermedad vascular ateroesclerdtica, una consecuencia clinica importante de la Rl
(Glass CK, 2001).

La enfermedad vascular ateroesclerosa sigue siendo la principal causa de muerte en
naciones industrializadas a pesar de los avances en su diagnostico, tratamiento vy
prevencion (Braunwald E, 1997). Ademas de ser un factor de riesgo independiente para
enfermedad cardiovascular (Eckel RH, 1997), la obesidad también incrementa el riesgo de
otros factores, principalmente diabetes, dislipidemia, hipertensién y estado protrombético.
Reaven postulé a la Rl como la causa del sindrome X (Reaven GM, 1988), mejor
conocido como sindrome metabdlico, afectando a uno de cada 4 adultos vy
constituyéndose en el principal problema de salud asociado con el incremento en el riesgo
cardiovascular (Ford ES, 2002). Las recomendaciones del National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Panel |ll (Expert Panel on Detection Evaluation, and Treatment
of High Blood Cholesterol in Adults, 2001), y del Seventh Report of the Joint National
Committee on Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure
(Chobanian AV, 2003), son identificar y dar un tratamiento agresivo para reducir los
riesgos asociados a enfermedad cardiovascular.

Coleman (Coleman DL, 1973) sugirié que debia existir un factor circulante adicional que
participaba en la regulacién homeostatica de la masa corporal. Las teorias que ahora

prevalecen reconocen que no se trata sélo de un factor u hormona, sino que diferentes
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factores son utilizados para proporcionar no sélo senales de retroalimentacién negativas
sino también positivas, y asi mantener constante el balance energético y metabdlico. Los
estudios mas recientes acerca de las bases genéticas de la obesidad también coinciden
con este punto de vista. La mayoria de los pacientes obesos no parecen poseer un simple
defecto genético, sino un gran numero de defectos en diferentes genes susceptibles
(Ravussin E, 2000). Algunos de estos genes pueden afectar al balance energético a
cualquier nivel, desde los procesos metabdlicos periféricos, hasta los procesos
neuronales de senales metabdlicas (de Castro JM, 2001; de Castro JM, 2002).

Ademas de factores genéticos, el ambiente juega un papel fundamental en el desarrollo
del sindrome metabdlico. Por ejemplo, la sobrealimentacion perinatal predispone en
humanos y ratas a obesidad y diabetes en una edad posterior. En roedores, las ratas que
crecen en camadas pequefias ganan mas masa que las ratas que crecen en camadas
normales y mantienen estos fenotipos en la edad adulta. Por el contrario, las ratas que
crecen en camadas grandes muestran retraso en el crecimiento y en masa (Plagemann A,
1992; Plageman A, 1999; Lépez M, 2005a, Lopez M, 2007b). Igualmente en humanos se
ha demostrado ampliamente que el retraso en el crecimiento intrauterino esta asociado a
mayor predisposicion a enfermedades cardiovasculares (Barker DJP, 2004; Stein AD,
2006; Meyer K, 2007) y metabdlicas, por lo que se ha puesto énfasis en el control de
enfermedades maternas durante la gestacion para disminuir las consecuencias tanto
inmediatas como a largo plazo sobre la descendencia (Agarwal MM, 2007; Amann-
Gassner U, 2008)

Debido a la tematica de esta tesis, la introduccion ha sido enfocada en hacer una breve
revision bibliografica de: a) obesidad y salud cardiovascular, b) hipotalamo y homeostasis
energética, c) adipoquinas, d) citoquinas proinflamatorias, €) dieta y metabolismo, f) genes

de hipoxia y g) cirugia bariatrica.
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1.2. Obesidad y salud cardiovascular

El tejido adiposo es un érgano endocrino y paracrino que libera citoquinas involucradas en
inflamacion, coagulacién, fibrinolisis, RI, diabetes, ateroesclerosis y algunas formas de
cancer (Kopelman PG, 2000).

El Framingham Heart Study fue uno de los primeros estudios epidemiolégicos que
demostraron que la obesidad esta relacionada causalmente con enfermedad
cardiovascular (CVD) (Hubert H, 1983); también hay datos prospectivos importantes del
Nurses Health Study de que aun antes del diagnéstico de DM2, la obesidad y ganancia de
peso estan asociadas con aumento del riesgo coronario (Cho E, 2002). Esto junto con el
aumento de riesgo de CVD antes del diagnostico de DM2 (Hu FB, 2002), puntualizan la
importancia de dilucidar los mecanismos por los cuales el exceso de grasa corporal
predispone a los individuos a riesgo CVD en la etapa de Rl antes de DM2.

El sindrome metabdlico se asocia fuertemente con disfuncién endotelial y riesgo
incrementado de ateroesclerosis (Tchernof A, 2002). A su vez, la Rl que forma parte de
los criterios diagnodsticos del primero, se correlaciona con el grado de obesidad,
principalmente obesidad abdominal y es predictor del desarrollo de DM2. Mas aun, la
epidemia dual de obesidad y DM2 sugiere que la Rl es un eslabon entre ambas
patologias.

En 1963 Randle planteé la hipétesis que el aumento de los acidos grasos libres (FFAs,
free fatty acids), productos de la degradacion de los triglicéridos del tejido adiposo debido
a la falta de insulina o de su accién, producirian RI; (Randle PJ, 1963); posteriormente,
Unger en 1995 (Unger RH, 1995), en base a estudios en animales, da a conocer el
concepto de lipotoxicidad, definiéndolo fundamentalmente como una inhibicion de la
secrecion de insulina por el aumento crénico de los FFAs. Boden, establecié en 1997, en

humanos, que la relacion entre hiperinsulinemia y Rl, es a través de los niveles
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aumentados de FFAs (Boden G, 1997). El aumento de FFAs, eleva su captacion y
oxidacion, usandose éstos como fuente de energia en los distintos tejidos en competencia
con la glucosa. Ademas, los FFAs reducen la afinidad insulina-receptor, disminuyendo la
accion de la insulina en los tejidos insulinosensibles; favoreciendo asi la Rl. Se ha
encontrado que a nivel de musculo se inhibe la captacion y oxidacion de glucosa con la
consiguiente disminucién de la sintesis de glucégeno. En el higado se produce
neoglucogénesis con mayor produccion de glucosa. Como consecuencia de todo esto,
habria elevacién de los niveles de glucemia y apareceria la intolerancia a la glucosa
(Unger RH, 1995; Boden G, 1997).

Actualmente se ha acumulado informacion de que la lipotoxicidad contribuye a perpetuar
la RI (Mittra S, 2008). De hecho, las adipoquinas proinflamatorias que aumentan con la
obesidad, pueden interaccionar con hepatocitos y miocitos llevando a Rl (Wisse BE, 2004;
Anghel Sl, 2007). Existen suficientes evidencias, tanto en animales como en humanos,
que permiten establecer que los niveles cronicamente aumentados de FFAs y triglicéridos,
disminuyen la secrecion de insulina al estimulo con glucosa (Boden G, 1999; Carpentier
A, 1999). Si bien no se conoce el mecanismo mediante el cual los FFAs producen una
menor secrecion de insulina; se ha postulado que éste se deberia a: 1) Menor actividad
de los transportadores GLUT2 (Boden G, 1999; Carpentier A, 1999) y 2) Cambios en las
vias metabdlicas lipidicas. El aumento de los FFAs debido a una lipdlisis exacerbada y la
inhibicién de acetil-CoA carboxilasa (ACC), tiene como consecuencia una disminucion de
malonil coenzima A. Por otra parte, la activacion de carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT-
1) intensifica la beta oxidacion con disminucién de los derivados acilos de la CoA
(metabolitos que estimulan la secreciéon de insulina), lo que se traduce en una menor
liberacién de insulina (Mason TM, 1999).

Ademas, los FFAs impiden la vasodilatacion (Steinberg HO, 1997), reduciendo la

biodisponibilidad de NO atenuando la actividad de la enzima Oxido nitrico sintetasa
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(eNOS) (Inoguchi T, 2000). Se ha sugerido que los FFAs desempefian un papel
preponderante en el incremento de la gluconeogénesis hepatica y sobreproduccion de
lipoproteinas de muy baja densidad las cuales llevan a mayores niveles de las pequefas,
densas y aterogénicas lipoproteinas de baja densidad (LDL) y disminucion de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Lewis GF, 2002).

La hiperglucemia induce la produccion endotelial de radicales libres, el estrés oxidativo
(Marfella R, 2001) y activa al factor nuclear k3 (NF-kB) y proteina kinasa (PK)-C, asi como
también incrementa la formacién intracelular de productos avanzados de glicacion
(Brownlee M, 2001). Como resultado, la hiperglucemia estimula la oxidacion no
enzimatica de lipoproteinas, las cuales contribuyen independientemente a la aterogénesis.
También incrementa la expresion de adipoquinas (Kohler HP, 2000) (Figura 1).

En lineas generales, las principales adipoquinas proinflamatorias son angiotensindgeno,
IL-6, leptina, PAI-1, proteina C reactiva (CRP), resistina y TNF-a. Por el contrario, el 6xido
nitrico (NO) (Yan H, 2002) y la adiponectina, confieren proteccién contra la inflamacion y
RI asociada a obesidad (Kubota N, 2002).

Probablemente las adipoquinas sean un eslabdon entre sindrome metabdlico y la
disfuncién endotelial que se presentan en la obesidad. Muchas de las adipoquinas
proinflamatorias ejercen multiples acciones en una amplia variedad de procesos celulares

llevando a una compleja expresion de anormalidades.
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Figura 1. Consecuencias de la Obesidad-DM2-RI (sindrome metabdlico).
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AGE: productos avanzados de la glicacion; FFA: acidos grasos libres; RI: resistencia a la insulina; NF-Kf:
factor de transcripcion nuclear K.

1.3. Hipotalamo y homeostasis energética

1.3.1. Neuronas de primer y segundo orden

El hipotalamo es una compleja zona del diencéfalo que se extiende, en cada hemisferio,
por debajo del talamo; observado por la superficie inferior del cerebro, llega a comprender
el quiasma optico, por delante y los tubérculos mamilares, por detras. Se divide en varios
nlcleos: nucleo paraventricular, nucleo predptico, nulcleo supradptico, nucleo
ventromedial (VMN), nucleo dorsomedial (DMN), hipotalamo lateral (LHA), nucleo del

tuber, nucleo posterior y nucleo del cuerpo mamilar (Delmas A, 2005) (Figura 2). Estos
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nucleos estan conectados mediante fibras, aferentes, o eferentes, con la corteza cerebral,
la hipdfisis, el talamo y el tronco encefalico. El hipotalamo esta considerado como un

importante centro regulador de muchas funciones vegetativas.

Figura 2. Corte coronal del hipotalamo.
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ARC: nucleo arcuato; DMN: nucleo dorsomedial; LHA: hipotalamo lateral; PVN: nucleo paraventricular; VMN:
nucleo ventromedial; 3V: tercer ventriculo.

Las vias efectoras centrales que regulan la masa corporal en respuesta a la informacion
aferente proveniente de las sefales de adiposidad periféricas, tales como leptina e
insulina, comprenden una red compleja de neuropéptidos hipotalamicos que pueden ser
divididos en 2 categorias (Schwartz MW, 2000; Wynne K, 2005): a) neuropéptidos

anorexigénicos, estimulados por leptina e insulina promueven la pérdida de peso
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mediante la disminucion de la ingesta y el incremento en el gasto energético, b)
neuropéptidos orexigénicos, inhibidos por leptina e insulina, promueven la ganancia de
peso al aumentar la ingesta y disminuir el gasto energético. A su vez, estas 2 categorias
pueden subdividirse en 2 clases: aquellos que se expresan en neuronas que son
reguladas directamente por senales periféricas (neuronas de primer orden) y los que se
expresan en neuronas reguladas principalmente por estimulos sinapticos por debajo de
las neuronas de primer orden (neuronas de segundo orden) (Hillebrand JJ, 2002;

Leibowitz SF, 2004).

Neuronas de primer orden

Hay dos tipos distintos de neuronas en el ARC que son importantes para la homeostasis
energética 1) neuronas que expresan los péptidos orexigénicos: neuropéptido Y (NPY)/
péptido relacionado con aguti (AgRP) y 2) neuronas que expresan los péptidos
anorexigénicos: proopiomelanocortina (POMC)/transcrito regulado por cocaina vy
anfetamina (CART) (Konturek PC, 2005). Sobre ambos grupos actuan la leptina e insulina
(Hill JW, 2008; Valassi E, 2008).

Las neuronas anabodlicas NPY/AgRP se concentran en el ARC ventromedial, adyacentes
a las neuronas POMC, son inhibidas por leptina e insulina y activadas por los estados de
equilibrio energético negativo o por deficiencias de leptina o insulina (Schwartz MW, 1996;
Friedman JM, 1998; Elias CF, 1999; Korner J, 2001; Lépez M, 2005a). La administraciéon
central de NPY aumenta la ingesta alimentaria y disminuye el gasto de energia en
roedores y mamiferos, mientras que la infusién cronica promueve la ganancia de peso. De
los cinco receptores conocidos de NPY, los principales son Y1 e Y5 (Kanatani A, 2001;
Beck B, 2007). AgRP ejerce sus efectos anabdlicos mediante el antagonismo competitivo
de las melanocortinas en los receptores 3 y 4 de melanocortina (MC3-R, MC4-R). De este

modo, las neuronas NPY/AgRP son las Unicas capaces de activar simultaneamente una
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via anabdlica (por medio de los receptores NPY) e inactivar una catabdlica (por los
receptores de melanocortina) (Cone RD, 2001). Sin embargo, sus acciones anabdlicas
pueden ser diferenciadas no soélo sobre la base de los receptores sobre los que actuan,
sino por su cinética orexigena. En efecto, después de una inyeccién unica de NPY en los
ventriculos cerebrales, la ingesta alimentaria se incrementa en forma marcada pero sélo
por pocas horas, mientras que AgRP desencadena aumentos moderados pero por

periodos mas prolongados (Rossi M, 1998).

Neuronas de segundo orden y vias eferentes en la homeostasis de energia

Las neuronas POMC y NPY/AgRP se proyectan al LHA y al area adyacente perifornical,
donde realizan conexiones monosinapticas con neuronas que expresan neuropéptidos
anabdlicos como la hormona concentradora de melanina (MCH) y orexinas (OXs) Ay B
(Lopez M, 1999; Lopez M, 2002, Lépez M, 2007a). El LHA se conoce desde hace tiempo
como "centro del hambre", ya que su estimulacion eléctrica provoca hiperfagia y obesidad.
Ademas, las neuronas POMC/CART y NPY/AgRP se proyectan al nucleo paraventricular
(PVN). Esta area se comunica con la corteza cerebral y participa, junto con el LHA, en la
transduccién de la sefal de leptina en la modulacion del apetito (EImquist JK, 2001). A
diferencia de la regién anabdlica LHA, el PVN envia estimulos predominantemente
catabolicos que son retransmitidos en parte por neuronas hipofisotroficas que expresan
hormona liberadora de tirotrofina (TRH), hormona liberadora de corticotropina (CRH) y
oxitocina (Palkovits M, 1999).

Las neuronas POMC/CART y NPY/AgRP también comunican con areas del tronco
cerebral involucradas en el control de la ingesta alimentaria como el nucleo del tracto
solitario (NTS), directamente por conexiones monosinapticas e indirectamente mediante el
PVN y el LHA (Harding R, 1973; Appleyard SM, 2005). De manera general, el tronco

cerebral caudal posee los circuitos neuronales basicos para estimular la ingesta, pero
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necesita las sefales hipotalamicas para la regulacién a largo plazo de la homeostasis
energética (Schwartz MW, 2000; Hillebrand JJ, 2002; Berthoud HR, 2004). Por otra parte,
para regular la ingesta alimentaria total, la leptina y la insulina afectan el tamano y la
frecuencia de las comidas individuales, quiza por medio de las conexiones desde el NTS,
el nucleo motor dorsal del vago y el area postrema, que expresan los sustratos para
responder a las sefiales de saciedad como los receptores de leptina e insulina, NPY,
POMC y de melanocortina (MC) (Cummings DE, 2003).

Datos recientes apoyan la implicacion de las vias de sintesis lipidicas hipotalamicas en la

regulacion de la ingesta.

Hipotesis de malonil-CoA

La sintasa de acidos grasos (FAS) regula la lipogénesis de novo a partir de acetil-CoA,
malonil-CoA y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH). Su regulacion ocurre a
nivel transcripcional donde inciden la mayoria de las sefiales metabdlicas importantes
tales como insulina y carbohidratos (Moustaid N, 1994; Ishii S, 2004), hormonas tiroideas
(Xiong S, 1998), acidos grasos (Clarke SD, 1990) y esteroles (Bennett MK, 1995). EIl
malonil-CoA, actua a su vez como inhibidor alostérico de la CPT-1, enzima que importa
acidos grasos de cadena larga (LCFAs-CoA) a la mitocondria, lo que regula la oxidacion
intracelular de acidos grasos en diversos tejidos incluyendo el SNC (McGarry JD, 1997;
Park H, 2002). El incremento a nivel hipotalamico de malonil-CoA, por ejemplo al inhibir
FAS (Hu Z, 2005; Lépez M, 2006) conduce a la supresion de la ingesta (Figura 3); por el
contrario, el disminuir sus concentraciones con un inhibidor de la ACC o por la expresion
ectépica de malonil-CoA decarboxilasa en el hipotalamo, aumenta la ingesta y revierte la
accion de los inhibidores de FAS (Cha SH, 2005; Lopez M, 2006). Fisiolégicamente, el
nivel de malonil-CoA hipotalamico estd determinado a través de |la

fosforilacion/defosforilacion de ACC por la AMP kinasa (AMPK) en respuesta a cambios
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en la relacion AMP/ATP, indicador del estado de energia (Andersson U, 2004; Lopez M,
2007a; Martin TL, 2006; Lépez M, 2008).

Figura 3. Hipotesis Malonil-CoA e ingesta.
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Flechas continuas significan estimulo positivo; flechas discontinuas significan estimulo negativo. ACC: acetil-
CoA carboxilasa; AMP: adenosin monofosfato; AMPK: AMP kinasa; ATP: adenosin trifosfato; CPT-1: carnitina
palmitoil transferasa-1; FAS: sintetasa de acidos grasos; NADPH: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato;
TZD: tiazolidinedionas.

1.3.2. Regulacién de la ingesta

Los mecanismos fisioldgicos que regulan la ingesta de alimentos pueden dividirse en tres

grandes tipos (Halford JC, 2000):

1) Mecanismos relacionados con el acto de comer. Engloban las sefales de saciedad que

regulan la cantidad de alimento ingerido. Incluyen mecanismos preprandiales, como la

sensacion de hambre y la estimulacidon sensorial; mecanismos prandiales como el

14



Introduccion

comportamiento alimentario y la elecciéon de alimentos; y mecanismos postprandiales
como la saciedad.

Durante las fases prandial y postprandial, el sistema nervioso central (SNC) recibe
informacion sensorial, procedente del tubo digestivo, relativa a la cantidad de alimento
ingerido y la composicion de nutrientes del mismo (sefales de saciedad) (Capasso R,
2008; Karhunen LJ, 2008). En el tubo digestivo existen mecanoreceptores, ya a nivel del
esofago, que informan del grado de distension y quimiorreceptores que informan de la
presencia y naturaleza de los nutrientes. Esta informacion llega al SNC a través del nervio
vago y del ganglio cervical superior (Halford JC, 2000). Por otra parte, el tubo digestivo
secreta a la sangre hormonas que regulan la funcién digestiva y la motilidad gastrica y
duodenal (Capasso R, 2008; Karhunen LJ, 2008; Mendieta-Zeron H, 2008b). La secrecion
de estas hormonas es estimulada por la presencia de comida. Asi, el estbmago produce
gastrina (Robbins TW, 1986), ghrelin (Kojima M, 1999) y neuropéptido W (Caminos JE,
2007) y la mucosa duodenal colecistoquinina, OXs (Kirchgessner AL, 1999), bombesina,

secretina, péptido-1 similar a glucagén y enterostatina (Halford JC, 2000).

2) Mecanismos metabdlicos y energéticos. Estan relacionados con los nutrientes

absorbidos, su utilizacion y conversién en reservas. De éstas, la insulina fue la primera
sefal hormonal implicada en el control de la ingesta a través del SNC (Lotter EC, 1977).
El numero de potenciales metabolitos y sefiales periféricas indicadoras del estado
metabdlico del animal se han multiplicado exponencialmente: sacietina (Knoll J, 1977),
adipsina (Flier JS, 1979), leptina (Zhang Y, 1994), adiponectina (Maeda K, 1996),
interleuquinas y TNF-a (Inui A, 1999), oleiletanolamida (Rodriguez DF, 2001), etc.

3) Mecanismos neurales. Interacciones de factores neuroquimicos y metabdlicos en el

SNC. El hipotalamo es el principal centro de integracién de las senales nutricionales,

como un paso critico en la adaptacién metabdlica a los cambios en el balance energético
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(Adams KF, 2006). Algunos de los circuitos hipotalamicos que regulan el balance
energético también sensan la disponibilidad de macronutrientes (Wortley KE, 2003; Lam
TK, 2005) ajustando sefales eferentes para modificar el metabolismo de la glucosa y
lipidos (Yun R, 2005). De hecho, se ha demostrado que cada preferencia dietética se
puede asociar a un perfil neuropeptidérgico especifico (Beck B, 2001), por ejemplo, el
NPY estimula preferentemente la ingesta de carbohidratos (Stanley BG, 1985) mientras
que galanina, cuyo principal sitio de secrecion es el PVN (Akabayashi A, 1994) y las OXs
orientan la opcion del alimento hacia lipidos (Clegg DJ, 2002; Chang GQ, 2004), siendo la

relaciéon carbohidrato:grasa un factor critico en esta influencia (Leibowitz SF, 1998).

1.3.3. Programacion perinatal de la regulacién de la ingesta

1.3.3.1. Etapa prenatal

Se ha reconocido que la programacion fetal es una clave determinante para el fenotipo y
enfermedades del adulto, postulandose que, una adecuada alimentacién durante la
gestacion y la etapa perinatal es una estrategia efectiva para prevenir enfermedades de la
etapa adulta (Gluckman PD, 2004).

Datos epidemiolégicos y estudios experimentales en animales sugieren que las
adaptaciones nutricionales fetales y postnatales tempranas persisten y estan presentes en
adultos aun en ausencia del estimulo de estrés que las hayan iniciado (Lucas A, 1998).
Esto se explica, en parte, porque los periodos tempranos de la vida corresponden en gran
parte al periodo de la diferenciacién neuronal y de la maduracion del SNC por lo que la
nutricion perinatal tiene una influencia critica en el desarrollo y la regulacion de vias y

redes involucradas en la regulacion de la homeostasis energética (Figura 4).
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Figura 4. Programacion perinatal de la dieta.
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Hales y Barker (Hales CN, 2001) acunaron el término “thrifty phenotype” (fenotipo
ahorrador), relacionado a un fenotipo desnutrido atribuido a alteraciones nutricionales
durante la gestacién y lactancia. Conocemos ahora que los tejidos y érganos son
sometidos a cambios genéticos y epigenéticos por medio de los ciclos de proliferacion
celular, diferenciacion y apoptosis (Weaver IC, 2004). Los desequilibrios cualitativos y
cuantitativos de los nutrientes y sus metabolitos en una relacion espacio-temporal pueden
desembocar en el desarrollo estructural y funcional defectuoso, e incluso la ausencia de
ciertos tipos celulares especializados. En el caso de los fetos desnutridos funcionan de
manera preferente la vias bioquimicas para aumentar las opciones de supervivencia en el

periodo neonatal, pero, paraddjicamente, pueden ser perjudiciales si la comida se vuelve
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mas abundante (Ozanne SE, 2004). Se postula asi, que algunos individuos con sindrome
metabdlico pudieron padecer una incorrecta programacion epigenética durante el
desarrollo fetal/postnatal por una nutricidn materna inadecuada. Incluso estos individuos
pueden tener “efectos transgeneracionales” por cambios epigenéticos que experimentaron
primero sus abuelos y padres (Armitage JA, 2004; Waterland RA, 2004).

Los estudios en ratas han demostrado que el tamarfio de la camada influye en la expresién
de genes involucrados en la secrecion de insulina (Waterland RA, 2002). También se ha
demostrado en ratones que incluso en la etapa de destete, exposiciones nutricionales
especificas pueden alterar de manera permanente la expresion de genes susceptibles de
“imprinting” (Waterland RA, 2003).

De manera interesante, los experimentos que producen desnutricion fetal también
provocan dislipidemia y predisposicion a obesidad, es decir, los mismos efectos son
producidos por causas opuestas (Wu G, 2004; Pinheiro AR, 2008).

Experimentos con animales knockout sugieren que modificaciones epigenéticas pueden
alterar el fenotipo tanto de la madre como de las crias de acuerdo a la disponibilidad de
alimento (Hiltunen MO, 2002; Luna G, 2004). Por ejemplo, la expresién con impronta de
los genes paternos Mest/Peg1 y Peg3, que se expresan fuertemente en regiones en las
cuales se acumulan células androgénicas: el hipotalamo, area preoptica y septum (Curley
JP, 2004). Dado el rol de las neuronas hipotalamicas en la regulaciéon de la homeostasis
energética, estos genes podrian desempefar un papel importante en los mecanismos de
programacion neuronal.

Mas aun, modelos experimentales que involucran restriccion caldrica en gestacion han
demostrado la influencia de la desnutricion materna sobre la programacion de la R,
obesidad e hipertension (Langley-Evans SC, 1996; Vickers MH, 2000). Los estudios de
cohorte de la poblacion sometida a la hambruna holandesa sugieren que el primer

trimestre del embarazo representa un periodo critico de vulnerabilidad para el desarrollo
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subsecuente de obesidad (Ravelli G, 1976). En esta misma cohorte se demostré que los
hijos de madres sometidas a desnutricién durante la gestacién tienen un riesgo tres veces
mayor de enfermedad coronaria (Roseboom TJ, 2000a) un perfil lipidico mas aterogénico
(Roseboom TJ, 2000b) y mas obesidad (Ravelli ACJ, 1999). Esto confirma la evidencia de
investigacion en animales donde se establece que los factores pre-implantacion y pre-
concepcidon desempefian un rol muy importante en la salud del adulto (Fleming TP, 2004).
La restriccion férrica materna ocasiona hipertension y dislipidemia en crias de rata (Lewis
RM, 2001). Asimismo, la restriccion mineral materna altera el contenido de grasa corporal,
la concentracion sérica de lipidos y aumenta el estrés oxidativo en las crias,
predisponiéndolas a RI (Venu L, 2004). No obstante, los minerales de mayor importancia

y su mecanismo de accién en este proceso no se conocen aun.

1.3.3.2. Etapa neonatal

Diversos estudios han aportado informacion valiosa acerca del desarrollo ontogénico
normal de los circuitos hipotalamicos asi como de la influencia del estado nutricional sobre
el mismo con implicaciones importantes para la etiologia de la obesidad. En el nacimiento,
el hipotalamo esta escasamente inervado por fibras NPY del ARC y el PVH no esta
inervado por NPY/AgRP hasta el dia 15 postnatal (Bouret SG, 2004). Los ARNm de NPY
y AgRP en el ARC se detectan desde el nacimiento, alcanzan su maximo a los 15 dias y
caen a niveles de adulto en el dia 30 (Grove KL, 2003). Este desarrollo es paralelo a la
maduracion de la habilidad para regular la succion en respuesta a demandas caldricas
(Cramer CP, 1985), en caso extremo de falta de desarrollo del ARC se presenta anorexia
fatal (Broberger C, 1999).

La mayoria de los experimentos han estudiado los aspectos cuantitativos de la

sobrenutricién a través de la manipulacién del tamafno de camada (Plagemann A, 1999;
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Lopez M, 2005a; Lopez M, 2007b) o la restriccion del alimento (Huizinga CT, 2001). Por
ejemplo, se ha estudiado que las ratas que crecen en camadas pequefias ganan mas
masa que las ratas que crecen en camadas normales y mantienen estos fenotipos en la
edad adulta, por el contrario, las ratas que crecen en camadas grandes muestran retraso
en el crecimiento y en masa (Knittle J, 1968; Miller DS, 1972; Loépez M, 2005a; Lépez M,
2007b).

En otros abordajes como el modelo de déficit de insulina en rata, las crias de madres
tratadas con estreptozotocina, desarrollan hiperfagia y sobrepeso en edad adulta,
demostrandose malformaciones perinatales adquiridas del VMN (Plagemann A, 1999), y
particularmente, alteraciones de las neuronas hipotalamicas que expresan NPY en el ARC
(Plagemann A, 1998). Incluso alteraciones sutiles en estos circuitos neuropeptidérgicos
podrian iniciar un circulo vicioso (Lustig RH, 2001). De hecho, se ha demostrado que una
sobrealimentacion neonatal, con el modelo de camadas pequefias en rata, produce un
aumento de los niveles séricos de leptina (Lopez M, 2007b), un estado de resistencia a
leptina mediado por regulacion a la baja del receptor hipotalamico largo de la leptina (OB-
Rb) y aumento de la expresién de NPY y AgRP en el ARC posterior (Lopez M, 2005a).
Tanto en rata como en humanos la diabetes y obesidad gestacionales estan asociadas
con obesidad en la descendencia (Levin BE, 1998; Dabelea D, 2000). Con relacion a lo
anterior se sabe que tanto la hiperinsulinemia como el déficit de insulina, asi como
también la sobrealimentacion perinatal predisponen al desarrollo de obesidad y diabetes
en la edad adulta (Plagemann A, 1992; Dorner G, 1994; Lépez M, 2007b).

Se ha demostrado la interaccion entre programacion fetal y medio ambiente postnatal, con
evidencia de que la dieta postnatal puede amplificar efectos deletéreos de la
programacién. En ratas, las crias de madres alimentadas con dietas ricas en
carbohidratos o grasas durante los periodos de la gestacion y de la lactancia exhiben

alteraciones persistentes en el funcionamiento del sistema de NPY en la edad adulta

20



Introduccion

(Kozak R, 2000; Kozak R, 2005) y después de la exposicion temprana de la vida a las
dietas ricas en grasas se sobreexpresan los péptidos hipotalamicos orexigénicos (Beck B,
2006).

La manipulacion farmacoldgica postnatal puede atenuar los efectos adversos de la
programacion (Vickers MH, 2001), por ejemplo, en un modelo animal, la hipertensién
inducida por una dieta hipoproteica puede ser evitada con una dieta baja en sodio o con
inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina en una etapa neonatal temprana
(Manning J, 2005), asimismo la hiperleptinemia e hipertensién postnatal programadas por
exposicion excesiva de glucocorticoide in Utero se puede prevenir con una dieta postnatal

rica en acidos grasos n-3 (Wyrwoll CS, 2006).

1.4. Adipoquinas

1.4.1. Leptina

La leptina es un péptido no glucosilado de 16 kDa ligado a CVD. Se considera como una
sefal fundamental de saciedad para el cerebro (Casanueva FF, 1999; Ahima RS, 2000;
Friedman JM, 2000) y tiene otras funciones como interferencia con la actividad simpatica,
hematopoiesis y funcién reguladora neuroendocrina de hormonas hipofisiarias
(Casanueva FF, 1999; Mantzoros CS, 1999; Ahima RS, 2000). Sus receptores son
codificados por el gen de diabetes (db) y pertenecen a la superfamilia de receptores de
citoquinas clase | (Tartaglia LA, 1995).

La leptina es una hormona clave en el control de la ingesta (Ahima RS, 2000; Jéquier E,
2002; Duan J, 2007; Ahima RS, 2008). Sus efectos en el SNC son la disminucion de la
expresion de ARNm de NPY (Mercer JG, 1997; Morrison CD, 2005) asi como de AgRP

(Korner J, 2001; Morrison CD, 2005) y en general de neuropéptidos orexigénicos o
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aumento de anorexigénicos. La respuesta neuronal a la via de activacion del receptor de
leptina involucra la transduccion de sefial Janus-kinasa y activador de transcripcion (Jak-
STAT) (Bates SH, 2004). Entre las proteinas inducidas por la sefial STAT mediada por
leptina esta la proteina supresora de sefal de citoquina tipo 3 (SOCS3).

La leptina, como la CRP estimula la producciéon de endotelina 1 (ET-1) y eNOS en células
endoteliales y promueve la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (Konstantinides
S, 2001; Cooke JP, 2002), asi como la proliferacion y migracion de células endoteliales
(Park HY, 2001) y de células de musculo liso vascular (Artwohl M, 2002), también
incrementa la expresion de proteina quimioatrayente de monocitos tipo 1 (MCP-1) en

células endoteliales adrticas (Yamagishi Sl, 2001) (Figura 5).

Figura 5. Leptina y sus principales efectos.
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ET-1: endotelina-1; MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos tipo 1; NO: éxido nitrico.

Otras acciones de la leptina son incrementar la agregacién plaquetaria y la trombosis

arterial por medio de una via dependiente de su receptor (Cooke JP, 2002), promover la
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acumulacién de colesterol en los macrofagos bajo condiciones de hiperglucemia
(O'Rourke L, 2002), estimular la angiogénesis (Sierra-Honigmann MR, 1998) y aumentar
el tono simpatico periférico.

La leptina influye en la estimulacion del transporte de glucosa, sintesis de glucogeno,
lipogénesis, inhibicién de la lipdlisis y de la activacion de la PK-A, asi como de la sintesis
de proteina en células diana sensibles a insulina (Friedman JM, 2000).

Los niveles de leptina exhiben un dimorfismo sexual, mayor en hembras (Teichtahl AJ,
2005), y estan directamente relacionados con la masa adiposa, ademas, el incremento de
la produccion de leptina que se da durante un proceso infeccioso o inflamatorio sugiere
que es parte de las citoquinas que gobiernan la respuesta inflamatoria-inmunolégica y los
mecanismos de defensa del huésped. Al respecto, se ha demostrado que algunas de sus
acciones directas sobre el sistema inmune son: estimular la funcion fagocitica (Zarkesh-
Esfahani H, 2001), sintesis de eicosanoides (Mancuso P, 2004), 6xido nitrico y diversas
citoquinas proinflamatorias (Raso GM, 2002) en macrofagos y monocitos, estimula la
proliferacion, diferenciacion, activacion y citotoxicidad de las células asesinas naturales
(natural killer, NK) (Tian Z, 2002), e induce la activacion de células T predisponiendo hacia
una diferenciacion TH1 (Farooqi IS, 2002).

Ratones Db/db, que carecen de receptores de leptina, padecen atrofia timica (Kimura M,
1998), y ratones ob/ob, que carecen de leptina, son inmunodeficientes. Diversos estudios
han implicado a esta hormona en la patogénesis de condiciones inflamatorias
autoinmunes tales como DM tipo 1, artritis reumatoide y enfermedad intestinal crénica
inflamatoria. El estado de inflamacién cronica que se da en la obesidad podria estar
explicado significativamente por los niveles elevados de leptina que se dan en esta
enfermedad (Otero M, 2006; Badman MK, 2007).

Por analisis de regresion multiple se ha demostrado una asociacion entre la leptina y una

mayor adiposidad, niveles de insulina, colesterol y con el modelo homeostatico de
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resistencia a insulina (HOMA) (Zamboni M, 2004). En el caso de la lipodistrofia,
caracterizada por pérdida del tejido adiposo corporal, deficiencia de leptina y una forma
Unica y severa de RI y diabetes (Joffe Bl, 2001), la administracion de la hormona
deficiente mejora la sensibilidad a la insulina (Oral EA, 2002), asi como lo hace el
transplante de tejido adiposo blanco en ratones totalmente lipodistroficos (Colombo C,
2002). Por ofra parte, los niveles de leptina estan relacionados de manera independiente
con el sindrome metabdlico, sugiriendo que la resistencia a esta hormona podria
desempefiar un papel patogénico, como en otras condiciones en las que el sindrome
metabdlico aparece como un fenémeno secundario (Annaloro C, 2008).

Los niveles plasmaticos de esta hormona en pacientes con lupus eritematoso sistémico,
artritis y afeccion del SNC estan significativamente disminuidos en comparacién de
pacientes con lupus eritematoso sistémico sin artritis ni afeccion al SNC, lo que refuerza la
idea de que una inflamacién crénica activa disminuye los niveles de leptina (Wistowska M,

2008).

1.4.2. Adiponectina

También referida como gelatin-binding protein-28 (Maeda K, 1996; Nakano Y, 1996),
adipoQ (Hu E, 1996) y proteina complementaria relacionada con el adipocito de 30 kDa
(Scherer PE, 1995). Es una proteina de 244 aminoacidos, producto del gen apM1 el cual
es especifica y altamente expresada en células adiposas humanas (Maeda K, 1996).
Tiene homologia estructural con el colageno VIIl y X y el factor de complemento C1q
(Scherer PE, 1995; Hu E, 1996; Maeda K, 1996; Kishore U, 2000; Takahashi M, 2000). Se
le atribuyen propiedades anti-aterogénicas (Ouchi N, 1999) y anti-inflamatorias (Yokota T,

2000).
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En humanos, la adiponectina actua a través de dos receptores, AdipoR1 y AdipoR2, que
comparten 67% de identidad con el gen de ratéon (Yamauchi T, 2003). AdipoR1 esta
expresado ampliamente en diversos tejidos, incluyendo musculo, higado y pancreas y une
la forma globular de la adiponectina con gran afinidad (Wu X, 2003). AdipoR2 se
encuentra mas abundantemente en higado (Yamauchi T, 2003) y une principalmente la
forma full-length. Mas recientemente, ambos, AdipoR1 y AdipoR2 se encontraron
expresados abundantemente en las células beta pancreaticas de humanos y rata
(Kharroubi |, 2003). Por estudios de single nucleotide polymorphisms (SNPs) se ha
sugerido que mutaciones de AdipoR1 pudieran estar implicadas en el sindrome
metabdlico al disminuir la sensibilidad a insulina (Hua H, 2004).

Las concentraciones de adiponectina correlacionan negativamente con la glucosa
plasmatica, insulina, triglicéridos, indice de masa corporal (IMC) y positivamente con HDL
(Hotta K, 2000). Se ha reforzado la evidencia de la relacién entre hipoadiponectinemia y
sindrome metabdlico (Matsuzawa Y, 1999). También hay evidencia de que la pérdida de
peso induce un incremento en los niveles de adiponectina (Yang WS, 2001).

Arita et al. (Arita Y, 1999) demostraron que los niveles promedio de adiponectina
plasmatica son de 3.7 mg/ml en pacientes obesos, mientras que en no obesos fueron de
8.9 mg/ml. Asi como los niveles plasmaticos de leptina, las concentraciones de
adiponectina parecen ser género-dependientes, siendo mayores en mujeres que en
hombres (Hotta K, 2000; Nishizawa H, 2002; Yamamoto Y, 2002b). Ademas, familiares de
primer grado de pacientes con DM2 tienen niveles reducidos de la expresion de ARNm de
adiponectina en tejido adiposo comparados con controles, aunque tienen niveles
circulantes de adiponectina normales (Lihn AS, 2003), lo que indica una desregulacion de
la expresion del gen de adiponectina en estos sujetos.

La hipoadiponectinemia también se relaciona con enfermedad arterial coronaria y con

factores de riesgo cardiovascular tales como género masculino, HTA, obesidad y DM2
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(Kazumi T, 2002). Bajos niveles de adiponectina preceden y predicen a la DM2 (Spranger
J, 2003), y el incremento de los niveles plasmaticos de adiponectina mejora la sensibilidad
a la insulina (Yamauchi T, 2001), probablemente actuando a través de la AMPK para
incrementar la oxidacion de acidos grasos (Tomas E, 2002; Yamauchi T; 2002).

La adiponectina recombinante reduce la glucosa sérica en roedores normales y diabéticos
sin estimular la secrecion de insulina (Berg AH, 2001) y una reduccién en los niveles de
adiponectina parece estar implicada en el desarrollo de Rl en modelos murino de
obesidad y lipoatrofia. Los datos disponibles sugieren que la adiponectina podria reducir
la gluconeogénesis e incrementar la utilizacion de la glucosa en el musculo, quizas al
aumentar la oxidacién de los lipidos y por lo tanto reduciendo los niveles de acidos grasos
no esteroideos y su consecuente acumulacion intramiocelular (Yang WS, 2001).

Datos recientes han demostrado que los ratones deficientes en adiponectina tienen
engrosamiento severo de neointima y proliferacion incrementada de células musculares
de tipo liso en arterias lesionadas mecanicamente (Kubota N, 2002; Matsuda M, 2002).
Mas aun, la expresiéon reducida del gen apM1 del tejido adiposo y niveles reducidos de
adiponectina han sido implicados en la patogénesis de la DM2 y obesidad (Statnick MA,
2000).

La infusion de adiponectina (Yamauchi T, 2001) y la sobreexpresion transgénica de
especies mutantes con bioactividad incrementada (Combs TP, 2004) mejoran de manera
notable la sensibilidad a insulina en ratones resistentes a insulina. Estos datos indican que
la restitucion de adiponectina pudiera ser una nueva herramienta terapéutica para la Rl y
DM2.

Por otra parte, se ha reportado que la Rl en ratones lipoatréficos es revertida por la
combinacién de dosis fisioldgicas de adiponectina y leptina, pero sélo parcialmente si se
administra soélo una de las dos (Yamauchi T, 2001). Las tiazolidinedionas (TZD) aumentan

los niveles de adiponectina. Por el contrario TNF-a reduce la expresion de adiponectina
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en adipocitos y las TZD suprimen este efecto inhibidor. Estudios recientes también han
mostrado que los niveles plasmaticos de adiponectina también son afectados por un
tratamiento con agonistas del receptor gamma activador de la produccion de peroxisomas
(PPAR-y) tanto en ratones delgados como obesos (Maeda N, 2001; Combs TP, 2002). Es
importante mencionar que PPAR-y2 es esencial para mantener la sensibilidad a insulina
(Medina-Gémez G, 2005), por lo que la interaccidén con estos receptores repercute en el
control glucémico, de hecho, datos de Combs et al. indican que ratones db/db sometidos
a un tratamiento crénico con agonistas PPAR-y tuvieron un incremento significativo de los
niveles plasmaticos de adiponectina (Combs TP, 2002).

Recientes genome-wide scans han mapeado un locus de susceptibilidad a la DM2 en el
cromosoma 3qg27, donde esta localizado el gen de adiponectina (apM1) (Kissebah AH,
2000; Takahashi M, 2000; Stumvoll M, 2002). Se ha reportado evidencia de una
asociacion entre DM2 y SNPs en la posicion 45 y 276 (Hara K, 2002; Menzaghi C, 2002),
y en el promotor proximal y exén 3 del gen de adiponectina (Vasseur F, 2002).

Los estudios en humanos han reproducido los resultados de aquellos en animales en los
cuales el tratamiento con TZD aumenta los niveles de adiponectina (Maeda N, 2001), esto
se ha visto en pacientes diabéticos asi como en sujetos no diabéticos delgados y obesos
(Yang WS, 2002; Yu JG, 2002). Se ha descrito que en caso de polimorfismo Pro12Ala del
gen PPAR-y2, la adiponectina esta disminuida aunque el IMC, glucosa plasmatica, lipidos

séricos e indice de Rl no tengan diferencias (Yamamoto Y, 2002a).

1.4.3. Resistina

Un estudio con adipocitos 3T3-L1 llevd a la identificacion de la resistina (Steppan CM,
2001), proteina de 12,5 kDa rica en residuos de cisteina, también identificada de manera

independiente por dos grupos mas (Holcomb IN, 2000; Kim KH, 2001). Esta hormona
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tiene capacidad de disminuir la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glucosa en
modelos murinos (Steppan CM, 2001), demostrandose que lleva a Rl (Rajala MW, 2003;
Banerjee RR, 2004). EI gen homodlogo que existe en humanos esta expresado a mayores
niveles en monocitos y macréfagos que en adipocitos (Savage DB, 2001; Patel L, 2003).
Recientemente diversos estudios han sugerido que anormalidades metabdlicas estan
asociadas con polimorfismos en el gen humano de resistina (Degawa-Yamauchi M, 2003;
Kaser S, 2003; Smith SR, 2003; Tan MS, 2003; Youn BS, 2004). Por otra parte, el
incremento en la produccion de resistina por la endotoxina lipopolisacarido es bloqueado
por la aspirina y la rosiglizatona, farmacos que tienen acciones antiinflamatorias e insulino
sensibilizantes y que antagonizan a NF-kB (Lehrke M, 2004). De hecho, la activacion de
NF-kB es suficiente para inducir la expresion de resistina.

El incremento en los niveles de resistina en humanos con obesidad es quizas un resultado
indirecto de la elevaciéon de citoquinas proinflamatorias caracteristicas de estados de
aumento de adiposidad. Los niveles de esta hormona se correlacionan negativamente con
los de adiponectina (Wasim H, 2006). Por otra parte, en pacientes con DM2, los niveles
de resistina se correlacionan con los niveles del receptor soluble del TNF-a (Lehrke M,
2004). No obstante, a pesar que ha disminuido el entusiasmo inicial como eslabén entre
obesidad y Rl debido a resultados contradictorios (Nogueiras R, 2005; Lago F, 2007), se
siguen documentando posibles acciones de esta hormona, por ejemplo, en ratas podria
desempefiar un papel integrador entre homeostasis y reproduccién (Nogueiras R, 2004;
Tovar S, 2005), ademas se ha demostrado que una administracién intracerebroventricular
(ICV) de esta hormona disminuye los niveles de ARNm de AgRP y NPY y aumenta los de
CART (Vazquez MJ, 2008). En humanos disminuye en caso de llevar una dieta

hipocalérica (Chiba T, 2008).
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1.4.4. Patogenia de la ateroesclerosis

La ateroesclerosis es un proceso inflamatorio que comienza con la disfuncién endotelial
(Libby P, 2002), la cual a su vez es un trastorno sistémico caracterizado por un
desequilibrio entre la vasodilatacion y vasoconstriccion endotelial, asi como también de
los factores antitrombdticos y protrombdéticos. El 6xido nitrico mantiene las propiedades
vasodilatadoras del endotelio y se opone a los efectos de vasoconstrictores de ET-1 y
angiotensina-ll (Verma S, 2002), también inhibe la activacion y agregacion de leucocitos y
plaguetas y junto con las prostaglandinas ayuda a mantener al endotelio como una
barrera lisa no trombdtica. En respuesta a una agresion inflamatoria, el incremento en la
adhesion endotelial y permeabilidad permite la entrada de leucocitos y la expresion de las
moléculas tipo 1 de adhesion vascular celular (VCAM-1) e intercelular (ICAM-1) (Verma S,
2002). También se incrementa la expresion de P- y E-selectinas, involucradas en el
reclutamiento leucocitario, MCP-1, que promueve la trasmigracion leucocitaria, e
integrinas que median la adherencia subsiguiente a la intima (Libby P, 2002). La
fagocitosis de particulas oxidadas de LDL por los monocitos lleva a la formacion de
células espumosas y al desarrollo de estrias grasas y placas, asi como a la proliferacion
de células de musculo liso (Naito M, 2008). Las placas predisponen a la ruptura del vaso,
espasmo, formacion de trombos y eventualmente oclusion e infarto (Paoli G, 2005).

Se ha acumulado evidencia que refuerza la idea de las propiedades proinflamatorias
sobre el endotelio que ejercen las adipoquinas. El incremento de riesgo de CVD por los
productos secretados del tejido adiposo es independiente de sus efectos sobre Rl y
diabetes. En la tabla 1 se resume la accién de adipoquinas sobre la sensibilidad a

insulina.
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Tabla 1. Efecto de adipoquinas sobre la sensibilidad a insulina

Proteina Efecto sobre la sensibilidad a insulina

Apelin No del todo claro
Adiponectina Aumenta
Adipsina/ASP Disminuye
Amiloide sérico A Desconocido
Angiotensindégeno Disminuye
CRP Disminuye
FIAF Disminuye
Glicoproteina acida a1 Desconocido
Hepcidina Disminuye
IL-1B Disminuye
IL-6 Disminuye
Leptina Disminuye
MCP-1 Disminuye
Omentina Aumenta
PAI-1 Disminuye
RBP4 Aumenta
Resistina Disminuye
TNF-a Disminuye
Vaspin Aumenta

ASP: proteina estimulante de la acilacion; CRP: proteina C reactiva; IL: interleuquina; FIAF: factor adiposo inducido por
ayuno; MCP-1: proteina quimioatrayente de macréfagos y monocitos; PAI-1: inhibidor tipo 1 del activador de
plasminégeno; RBP4: retinol-binding protein 4; TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.

1.5. Citoquinas proinflamatorias

1.5.1. Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

El TNF-a es una molécula no glicosilada, de 17 kDa, que deriva de una producida
principalmente por macréfagos. Posee 2 receptores de transmembrana, uno de 55 kDa
(TNFR1 6 p55R 6 CD120a) y otro de 75 kDa (TNFR2 6 p75R 6 CD120b), que estarian
involucrados en la regulacion de los niveles circulantes de esta citoquina. EI TNF-a es un
agente clave en la inmunidad del huésped, con actividad antitumoral, antiviral y

antimicrobiana, induce crecimiento tisular, diferenciacion de tejidos e inmunoregulacion.
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En individuos sanos, sus niveles son variables, fluctuando entre 50 pg/ml y no
detectables. Los niveles superiores a 100 pg/ml, en general, se asocian con morbilidad
(Aguillén JC, 2001).

El TNF-a estimula la sintesis de novo de varios grupos de moléculas de adhesién celular,
induce cambios vasculares, afectando la adhesiéon de leucocitos y promoviendo la
actividad procoagulante (Hurlimann D, 2004; Sbarsi |, 2007). Si estos efectos ocurren a
gran escala, pueden causar coagulacién intravascular diseminada, como ocurre en el
shock séptico. Algunos de los efectos toxicos del TNF-a, tales como shock e inflamacién,
son mediados por la induccién de apoptosis, principalmente a través del TNFR1 (Beg AA,
1996).

El aumento de sus niveles se ha relacionado con la patogénesis de enfermedades
asociadas al complejo principal de histocompatibilidad (MHC), especialmente en aquellas
con un componente inflamatorio y autoinmune, tales como artritis reumatoide (Breunan
FM, 1992), lupus eritematoso sistémico (Jacob CO, 1990), diabetes mellitus tipo 1 (Pociot
F, 1993), DM2 (Hotamisligil GS, 1994) y obesidad asociada a RI (Zinman B, 1999),
procesos infecciosos agudos como sindrome de shock séptico (Tracey K, 1999) y
croénicos como sindrome de inmunodeficiencia adquirida (Hober D, 1989). Esta citoquina
interviene en las respuestas inmunomoduladoras e inflamatorias (Qi C, 2000) y ha sido
implicada en la caquexia asociada al cancer (Fortunati N, 2007; Krzystek-Korpacka M,
2008). ElI TNF-a. actua principalmente de manera autocrina/paracrina modulando en el
tejido adiposo la sintesis de diversas adipoquinas tales como IL-6, MCP-1 y NGF
(Fasshauer M, 2003; Peeraully MR, 2004), siendo ademas un potente inhibidor de la
diferenciacién adipocitaria, y regulador de diversas proteinas involucradas en el
metabolismo de grasa y glucosa (Kahn BB, 2000).

La sobreproducciéon de TNF-a por el tejido adiposo esta involucrada en la Rl (Hotamisligil

GS, 1996; Souza SC, 1998) y obesidad (Hotamisligil GS, 1993). Ratones knockout para
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TNF-a y para su receptor tienen mayor sensibilidad para la insulina en los modelos de
obesidad inducida con dieta (DIO) y en el modelo de obesidad ob/ob (Uysal KT, 1997).
También inicia y propaga la formaciéon de la lesion ateroesclerética al activar la
transcripcion de NF-kB que induce a su vez la expresion de ICAM-1, VCAM-1, MCP-1y E-
selectina en las células endoteliales aorticas y del muasculo liso vascular (Ouchi N, 1999).
Ademas reduce la biodisponibilidad de NO en las células endoteliales impidiendo la
vasodilatacion dependiente de endotelio (Bhagar K, 1997). También promueve la

apoptosis en células endoteliales al defosforilar la PK-B o Akt (Choy JC, 2001) (Figura 6).

Figura 6. Efectos del TNF-a.
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CRP: proteina C reactiva; ICAM-1: molécula tipo 1 de adhesion intercelular; IL-6: interleuquina 6; MCP-1:
proteina quimioatrayente tipo 1 de monocitos; NF-kf: factor nuclear kB; NO: 6xido nitrico; TNF-a: factor de
necrosis tumoral alfa; VCAM: molécula vascular de adhesion celular.
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1.5.2. Inhibidor tipo 1 del activador del plasminégeno (PAI-1)

Es una proteina protrombotica de fase aguda que suprime la fibrindlisis al inhibir la
activacion del plasmindgeno (Kohler HP, 2000) (Figura 7), su incremento es un factor de
riesgo bien reconocido para trombosis vascular (Auwerx J, 1988) y ha sido implicado
como un participante activo en la aterogénesis al promover la formacién de trombos; sus
niveles han sido correlacionados positivamente con riesgo cardiovascular y mortalidad, y
recientemente con el desarrollo de diabetes (Kohler HP, 2000).

Personas con RI, que se acompafa de obesidad y DM2, tienen una actividad fibrinolitica
deprimida como consecuencia de un incremento en la concentracion de PAI-1 tanto en
condiciones basales, como en estenosis vascular (Almer LO, 1990), lo que origina una
alteracion en el balance entre el activador del plasmindgeno (t-PA) y su inhibidor, PAI-1
(relacion t-PA/PAI-1) que aparece severamente dafiada en la obesidad y DM2 (Jughan-
Vague |, 1993).

Aunque la principal produccion de PAI-1 proviene de las plaquetas y células endoteliales
(Loskutoff DJ, 1998), el tejido adiposo, principalmente visceral (grasa omental), tiene la
mayor capacidad biosintética en estados de obesidad. Estimulan su secrecion TNF-q,
TGF-B, angiotensina Il, FFAs, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia (Kohler HP, 2000) y
los niveles plasmaticos de esta citoquina disminuyen con la pérdida de peso (Mc Gill JB,

1994; Loskutoff DJ, 1998).
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Figura 7. PAI-1 y coagulacion.
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1.5.3. Interleuquina 1 beta (IL-18)

Es una citoquina pleiotrépica proinflamatoria (Dinarello CA, 1996) y uno de los activadores
celulares mas frecuentes y multifuncionales. Esta producida principalmente por
monocitos/macréfagos, células NK y células B. Otras células como fibroblastos,
queratinocitos y células endoteliales también pueden producirla. La actividad biolégica de
la IL-1B es extremadamente diversa, activando proteinas en fase aguda, prostaglandinas,
otras citoquinas, induccion de colageno y sintesis de colagenasa, y reabsorcion de calcio
en el hueso (Del Carlo M, 2008; Furuyama A, 2008).

Esta citoquina esta fuertemente asociada a obesidad (Lee JH, 2008; Tilg H, 2008), con
algunos polimorfismos con una asociacién mas intensa (Strandberg L, 2008). Mujeres
obesas en edad fertili presentan una respuesta inflamatoria proaterogénica, con
incremento de IL-1p como respuesta a la hiperglucemia (Gonzalez F, 2007). Ademas, en

células inmunocompetentes se hallan efectos estimuladores en la proliferacion de
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linfocitos, inhibicion de la sintesis de interferdn y una elevada produccion de linfoquinas de
células T y de inmunoglobulinas de células plasmaticas. Esto conduce a una actividad
proinflamatoria que regula y coordina el curso de la respuesta inmune pero podria
también aumentar los efectos destructivos en sobrereacciones. La liberacion de IL-13 es
estimulada por numerosas sustancias, como linfocinas, otras citoquinas, prostaglandina
E,, factores del complemento y bacterias o lipopolisacaridos (Kunkel SL, 1985; Cavaillon
JM, 1990).

Los ratones IL-1p 7/ se desarrollan normalmente y aparentemente son sanos y fértiles e
incluso responden con normalidad en modelos de hipersensibilidad por contacto y
retardada inducida por inflamacion por lipopolisacridos, no obstante, exhiben una
respuesta inflamatoria aguda inhibida y son completamente resistentes al desarrollo de
fiebre y anorexia, lo que muestra su papel como pirégeno y mediador de la respuesta
aguda (Zheng H, 1995). Por otra parte, la administracion de anakinra (antagonista del
receptor de IL-1) mejora la glicemia, la funcidén secretora de las células beta y disminuye

marcadores de inflamacion sistémica (Larsen CM, 2007).

1.5.4. Interleuquina 6 (IL-6)

La IL-6 es una citoquina pleiotropica cuyas principales fuentes en el organismo humano
son las células T y B, fibroblastos, y monocitos/macréfagos. La sintesis de IL-6 por células
secretoras es compleja y depende de la interrelaciéon celular. De esta manera, las células
T requieren de la estimulacién previa por monocitos para su secrecion, mientras que los
monocitos son capaces de sintetizar IL-6 sin la necesidad de otras células. La actividad
biolégica de esta citoquina es muy diversa: diferenciacién de células B a células
plasmaticas, activacion de células T, liberacidon de proteinas de fase aguda por parte de

los hepatocitos y activacion de la cascada del complemento (Revel M, 1989).
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En individuos sanos aproximadamente el 30% de la IL-6 circulante se origina del tejido
adiposo, y este porcentaje se incrementa con la obesidad (Bastard JP, 1999). Los niveles
de IL-6 se correlacionan con el IMC (Fried SK, 1998) de manera similar a la leptina
(Friedman JM, 1998), y de manera aguda puede aumentar los niveles de triglicéridos y
glucosa (Tsigos, C, 1997). En cultivo puede bloquear la sefal de transduccion del receptor
de insulina (Senn JJ, 2003), e inducir indirectamente RI in vivo al estimular la lipdlisis
(Nonogaki K, 1995).

El grupo de Jansson JO investigd el impacto de la pérdida de IL-6 sobre la composicion
corporal en ratones sin el gen codificante para IL-6 (//6-/) y encontraron que
desarrollaron obesidad de inicio en la adultez, lograndose la reversion parcial con la
administracion de esta citoquina (Wallenius V, 2002). Los ratones obesos //6—/— tuvieron
un metabolismo alterado para carbohidratos vy lipidos, niveles incrementados de leptina y
respuesta disminuida a esta hormona. La administracion ICV de IL-6 increment6 el gasto
de energia y disminuyo la ingesta. En un estudio posterior publicaron que la produccion
aumentada de IL-6 durante el ejercicio es crucial para la resistencia fisica (Faldt J, 2004).
Se han encontrado elevados niveles de IL-6 en sangre en infecciones virales y
bacterianas, neoplasia, trauma, y enfermedad crénica inflamatoria (Hirano T, 1990).
Asimismo, se ha establecido una asociacién entre elevados niveles sistémicos de IL-6,
CRP vy neutrdfilos y aumento del riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares (Loos
BG, 2000).

Se ha demostrado que el antiinflamatorio no esteroideo indometacina, inhibidor de la
produccion de PGE,, puede inhibir la produccion de IL-6 por parte de los fibroblastos
(Czuszak CA, 1996), sugiriendo que la PGE; es un importante modulador endégeno de IL-

6.
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1.5.5. Proteina C reactiva (CRP)

CRP es un reactante de fase aguda sintetizada principalmente por el higado y regulada
por los niveles circulantes de IL-6, seguida de IL-1 y TNF-a (Yudkin JS, 1999). Se
considera uno de los mas fuertes predictores de cardiopatia (Visser M, 1999; Ridker PM,
2003). Los niveles plasmaticos circulantes de CRP estan elevados en obesos y estan
directamente relacionados con el IMC y perimetro de cintura (Ford ES, 2001; Pradhan AD,
2001; Ridker PM, 2003). Los niveles de ARNm de CRP en el tejido adiposo humano estan
inversamente relacionados con los del ARNm de adiponectina (Ouchi N, 2003) y en caso
de obesidad predicen el desarrollo de diabetes (Festa A, 2002; Freeman DJ, 2002). La
disminucion de peso lleva a disminucion de los niveles de CRP (Heilbronn LK, 2001;
Tchernof A, 2002; Esposito K, 2003).

Esta citoquina participa en el proceso de aterogénesis al modular la funcion endotelial
(Verma S, 2002; Pepys MB, 2003) induciendo la expresion de ICAM-1, VCAM-1, selectina
y MCP-1 en cultivo de células endoteliales via incremento de la secrecion de ET-1, un
potente vasoconstrictor endégeno, e IL-6 (Verma S, 2002). También atenua el NO basal y
el estimulado de endotelio al regular a la baja el ARNm de la eNOS vy la expresion de su
proteina y estimula la expresion de ARNm del receptor tipo 1 de angiotensina y de los
niveles de su proteina asi como la expresion de este receptor en la superficie celular
(Wang CH, 2003). De manera interesante, el efecto de CRP en la disfunciéon endotelial es
potenciado por la hiperglucemia y estos efectos son atenuados por rosiglitazona (Verma
S, 2003).

CRP parece desempefiar un papel de coordinador al amplificar la actividad proinflamatoria
de otras citoquinas; por ejemplo, incrementa la expresién y actividad de PAI-1, en células

endoteliales (Devaraj S, 2003).
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1.5.6. Proteina quimioatrayente tipo 1 de monocitos (MCP-1)

Es una citoquina proinflamatoria producida principalmente por macréfagos y células
endoteliales, asociada a enfermedad cardiovascular (de Lemos JA, 2003) e involucrada
en la patogénesis de la ateroesclerosis, esto ultimo explicado porque las VLDL inducen su
expresion en macrofagos (Wang GP, 1997) y células mesangiales (Lynn EG, 2000).
Aunque se eleva de manera directa al incremento en el IMC y disminuye conforme se baja
de peso en humanos con obesidad moérbida (Troseid M, 2004; Christiansen T, 2005)
también hay autores que han comunicado falta de asociacién entre las concentraciones
sistémicas de esta citoquina con el IMC, la relacién cintura/cadera y la grasa corporal
total, lo que indicaria poco aporte del tejido adiposo a los niveles circulantes de esta
citoquina (Herder C, 2006).

En diferentes sistemas de cultivo incluyendo adipocitos 3T3-L1, adipocitos humanos
diferenciados in vitro y modelos de tejido completo, se ha demostrado que la liberacion de
MCP-1 puede ser estimulada con mediadores asociados a la Rl tales como TNF-a, IL-1j,
IL-6 y hormona de crecimiento (GH), mientras que agentes anti-diabéticos y
antiinflamatorios como IL-10, metformin y TZD suprimen su liberacion (Gerhardt CC,
2001; Fain JN, 2005).

En un modelo de DIO en ratones se encontré que MCP-1 aumenta su expresién en tejido
adiposo visceral (VWAT) después de siete dias de comenzar dieta alta en grasa y
después de cuatro semanas a nivel sérico, de hecho el incremento de esta citoquina es

previo al de TNF-a (Chen A, 2005).
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1.5.7. Hepcidina y omentina

La proteina antimicrobiana hepatica, hepcidina, péptido implicado en el control de la
absorcion intestinal del hierro, fue asi denominada en 2001 al aislarse en orina humana
un péptido sintetizado por el higado (hep-), con propiedades antimicrobianas (antifungica
y antibacteriana) in vitro (-cidin) (Park CH, 2001). Actualmente se la conoce también como
HAMP (hepcidin antimicrobial peptide; OMIM 606464) (Merryweather-Clarke AT, 2003). El
gen, localizado en el cromosoma 19, codifica un propéptido de 84 aminoacidos del que
por accion enzimatica derivan las formas activas C-terminal con 20, 22 y 25 aminoacidos
que son ricos en cisteina. La hepcidina mayor es un péptido catidnico con 25 aminoacidos
y 4 puentes disulfuro que unen los 8 residuos de cisteina y que determinan su actividad
en los 17 aminoacidos que delimitan (Bridle KR, 2003).

Esta proteina es producida en el higado y también en tejido adiposo. Se secreta a la
circulacion en respuesta a la inflamacion o al aumento de las reservas de hierro (Pigeon
C, 2001; Nicolas G, 2002) y tiene una corta vida media en plasma (Ajioka R, 2004). La
secrecion de esta adipoquina depende también de la oxemia y estado inflamatorio
(Fleming RE, 2001; Nemeth E, 2003). Bekri et al. (Bekri S, 2006) demostraron la
expresion de ARNm de hepcidina en tejido adiposo y que era aun mayor en sujetos
obesos. Sus niveles en tejido adiposo se correlacionan con CRP y la IL-6 estimula su
produccion in vitro (Bekri S, 2006). La limitacién en los niveles de hierro eventualmente
limita la eritropoiesis y contribuye a la anemia asociada con infeccion e inflamacion. Por el
contrario, la limitacion de hierro extracelular por efecto de hepcidina podria limitar el
aporte de este elemento a los microorganismos y contribuir a la defensa del huésped.

La omentina es una hormona descubierta por Gong (Yang RZ, 2006), encontrandose
principalmente en vVWAT y que también se puede aislar de la sangre. Su gen se encuentra

localizado en el cromosoma 1. Incrementa la sensibilidad a la insulina en los adipocitos
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humanos. La isoforma circulante mas abundante en humanos es omentina-1, mucho mas
expresada en sujetos delgados que en obesos, ademas es mas abundante en mujeres
que en hombres. Sus niveles estan inversamente correlacionados con el IMC, perimetro
abdominal, leptina y Rl medida como HOMA (homeostasis model assessment) y esta
directamente correlacionada con la adiponectina y HDL (de Souza Batista CM, 2007). La
expresion de los genes de omentina 1 y 2 se encuentra disminuida en obesidad y estan
altamente relacionados mutuamente en el VWAT. Los niveles de omentina pudieran ser

predictivos de las consecuencias metabdlicas o co-morbilidades asociadas con obesidad.

1.5.8. Lipocortina

Un eslabén entre inflamacion y diferenciacion adipocitaria es la lipocortina | (annexin |,
ANXA 1) (Kamal AM, 2005). Descrita inicialmente como una proteina de 37 kDa inducida
por glucocorticoides, es un modulador endégeno de inflamacién (Perretti M, 2003). Inhibe
a la fosfolipasa A2, enzima que se encarga de liberar al acido araquidénico de las
membranas celulares y a partir de este se sintetizan las prostaglandinas y tromboxanos.
Por esta razén, al inhibir a la fosfolipasa A2, disminuye la sintesis de prostaglandinas que
intervienen en un gran numero de mecanismos inmunolégicos, como por ejemplo, el
aumento de la permeabilidad vascular y la extravasacion de células inmunitarias a los
tejidos. La lipocortina |, puede inactivarse por un mecanismo de fosforilacion que depende
de una proteina calcio-dependiente. En la molécula de lipocortina hay dos lugares de
fosforilacion. Tanto la tirosinkinasa como la proteinkinasa C han demostrado fosforilar a la
lipocortina in vitro. Se ha sugerido que la lipocortina | podria actuar como “freno” de la
fosfolipasa A 2 en las células inflamatorias, haciendo que las células permanezcan en

reposo y previniendo la formacion de sistemas mediadores inflamatorios mas poderosos
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derivados de los fosfolipidos. Cuando la célula se activa durante la respuesta inflamatoria,
la lipocortina es fosforilada, por lo que el freno desaparece.

Como otros miembros de la familia de las anexinas, se encuentra en tejido adiposo y hay
evidencias de que en la fraccion de estroma vascular (SVF) contribuiria a la diferenciacion
de los preadipocitos a adipocitos (MacDougald OA, 2002). Los ratones ANXA 1-null
(carentes de lipocortina) son resistentes a las acciones antiinflamatorias de los
glucocorticoides (Hannon R, 2003) y tienen niveles elevados de insulina pero no de
glucosa (Warne JP, 2006), por lo que su ausencia o disminucion podrian estar asociadas a

RI.

La cantidad de hormonas secretadas por el adipocito continua aumentando
constantemente, aunque las acciones de muchas de ellas aun no estan bien definidas (de
Luis DA, 2008; Tan BK, 2008). En la figura 8 se concentran las adipoquinas mas

estudiadas.
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Figura 8. Adipoquinas mas estudiadas.
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CRP: proteina C reactiva; IL: interleuquina; MCP-1: proteina quimioatrayente de macréfagos y monocitos; PAI-
1: inhibidor tipo 1 del activador de plasmindgeno; RBP4: retinol-binding protein 4; TNF-a: factor de necrosis
tumoral alfa.

1.6. Dieta y metabolismo

Ante las diversas proporciones de los nutrientes en la dieta predominan diferentes vias
metabdlicas, cuyos productos finales repercuten tanto a nivel periférico como central.
Generalmente se aconseja que los lipidos en la dieta aporten entre el 25 al 35% de las
calorias diarias (limitando las grasas saturadas), los carbohidratos el 60% (limitando los
azucares refinados) y las proteinas el 20% (Expert Committee on the Diagnosis and
Classification of Diabetes Mellitus, 2003; Gidding SS, 2005). La modificacion de la
proporcidn de los macronutrientes en la alimentacién tiene diversos efectos (Figura 9), por

ejemplo, una dieta alta en proteinas y baja en carbohidratos produce disminucion de la
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ingesta de calorias, y tiene efectos benéficos sobre el peso y la glucemia aunque no se
conoce del todo la explicacién a este evento, ademas la adherencia de los pacientes a

largo plazo usualmente es pobre (Boden G, 2005).

Figura 9. Proporcion de macronutrientes en la dieta y principales efectos.
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IL-1: interleuquina 1; IL-6: interleuquina 6; MCP: proteina quimioatrayente de monocitos; PAI-1: inhibidor tipo 1
del activador del plasminégeno; TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.

Carbohidratos

Una dieta alta en carbohidratos en ratas neonatales induce inmediatamente
hiperinsulinemia, la cual persiste en animales adultos sin ningun otro estimulo agregado.
Mas aun, la impronta metabdlica una vez establecida forma un circulo vicioso porque las
madres transmiten el fenotipo alto en carbohidratos a su progenie (Srinivasan M, 2003).
Por el contrario, hay evidencia que indica que una dieta baja en carbohidratos puede ser
igualmente o mas efectiva que una dieta baja en grasa para lograr una pérdida ponderal a

corto plazo (Meckling KA, 2004; Lecheminant JD, 2008). Mas aun, al comparar una dieta
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baja en carbohidratos vs una dieta baja en grasa, los niveles séricos de insulina
disminuyen en el primer caso mas no en el segundo, y también disminuyen los niveles de
triglicéridos, colesterol, HDL y LDL (Samaha FF, 2007), aunque en ambas situaciones
disminuye la tension arterial (Meckling KA, 2004).

Tanto la presencia de carbohidratos como lipidos en el lumen del ileo distal y colon
estimulan la secrecion de péptido YY3.35 (PYYs.35) (Adrian TE, 1987), miembro de la
familia del péptido NPY, producido por las células enteroendocrinas (Lundberg JM, 1982),
constituyéndose como una sefal de feedback del intestino al hipotalamo, donde a su vez,
el sistema de melanocortina, AgRP y hormona melanocito estimulante alfa (a-MSH)
interviene en la homeostasis periférica de la glucosa (Obici S, 2001). Ademas, NPY
interviene tanto en el metabolismo periférico de la glucosa como de lipidos (Zarjevski N,
1994).

A nivel experimental en animales, los ratones knockout ChREBP (Carbohydrate Response
Element-Binding Protein), factor de ftranscripcién que regula el metabolismo de
carbohidratos en el higado (Yamashita H, 2001), son intolerantes a la glucosa, insulino
resistentes y tienen tasas disminuidas de glicdlisis y lipogénesis; esto da lugar a alto
contenido del glucégeno en higado, bajos niveles de FFA en plasma y escaso tejido

adiposo (lizuka K, 2004).

Lipidos

Con una dieta alta en grasa los péptidos orexigénicos GAL y OXs son sobreregulados a
nivel central (Wortley KE, 2003; Chang GQ, 2004). La hiperlipidemia en ratones parece
mediar una respuesta inflamatoria a través de la misma cascada por la que los
lipopolisacaridos activan el sistema inmune (Bjorkbacka H, 2004), y los FFAs,
probablemente a través de la PK-C, pueden activar IKK y kinasa c-Jun N-terminal (JNK)

(Gao Z, 2004). En caso contrario, durante periodos de demanda energética, los
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triglicéridos pueden ser movilizados rapidamente por la accion hidrolitica de lipasas,
liberando FFA que se oxidan para suplir los requerimientos energéticos del organismo.
Por otra parte, el estrés oxidativo, estrechamente asociado con obesidad, hiperglicemia, y
FFAs, no solo conduce a disfuncién mitocondrial sino que también puede inducir factores
de transcripcidon redox-sensibles (NF-kp y AP-1) implicados en la respuesta inmune
innata; de hecho, la disrupcién genética de estas vias mejora la Rl (Hirosumi J, 2002).

Por lo antes dicho, el estrés oxidativo podria ser la causa que lleva a un estado
proinflamatorio (Dandona P, 2001; Trayhurn P, 2004) ya que las especies reactivas de
oxigeno dafan el ADN, lipidos, y proteinas, conduciendo a una disrupcién en la
homeostasis celular y a una acumulacién de moléculas defectuosas, promoviendo la
apoptosis, envejecimiento, y disfuncién inflamatoria y degenerativa (Kohen R, 2002;
Milagro FI, 2006). Por el contrario, la inhibicion de la oxidacion lipidica en el hipotalamo es
suficiente para restaurar la sensibilidad a lipidos y suprimir la ingesta y la produccion

hepatica de glucosa (Pocai A, 2006).

Via lipogénica

El clivaje proteolitico intracelular de la proteina de union al elemento de respuesta a
esteroles (SREBP) en la membrana del reticulo endoplasmico y la subsecuente
traslocacion de la forma activa al nucleo lleva a la transcripcion de genes lipogénicos
(Horton JD, 2002). La forma predominante en roedores y humanos es SREBP-1c y une el
elemento regulador esterol (SRE) en los promotores génicos de diversas enzimas
involucradas en lipogénesis, tales como ACC y FAS (Jump DB, 2004). Los estudios en
ratones trasgénicos sugieren que SREBP-1c esta involucrado en la sintesis de acidos
grasos y metabolismo de glucosa inducido por insulina (particularmente lipogénesis)
(Horton JD, 1998; Horton JD, 2002); a su vez se ha demostrado que se expresa en etapas

tempranas de la diferenciacion adipocitaria (Kim JB, 1996).
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El gen 1 inducido por insulina (INSIG-1), clonado por Peng et al. (Peng Y, 1997), se une al
SREBP cleavage activation protein (SCAP) que impide la activacion de SREBP, limitando
entonces vias lipogénicas y de diferenciacion adipocitaria. Por otra parte, se ha descrito
que el ARNm de INSIG-1 aumenta con HF y disminuye en condiciones de restriccion

dietética (Li J, 2003).

Proteinas

De los principales macronutrientes, se considera que las proteinas son un inhibidor muy
fuerte de la ingesta en los omnivoros y tienen el mayor efecto supresor del apetito
(Bensaid A, 2002; Boden G, 2005). De hecho, al aumentar el porcentaje proteico de la
dieta de 14 a 50% disminuye la ingesta en ratas con dieta ad libitum, y este efecto parece
ser mas de un refuerzo de la saciedad que a una aversion a la comida (Jean C, 2001). En
humanos, en caso de estabilidad ponderal, una ingesta aumentada de proteinas se asocia
a menores cifras de tension arterial, y en pacientes diabéticos se asocia con disminucién
de la hemoglobina glucosilada (Clifton PM, 2007).

Se piensa que las proteinas de la dieta son monitorizadas en el hipotalamo, NTS (Naslund
E, 2007) y la corteza piriforme anterior, regiones que controlan la ingesta (Olszewski PK,
2003), debido a que en estas mismas estructuras se inicia la saciedad, las proteinas
pueden desencadenar el inicio de esta sefial (Petrovich GD, 2002). EI| mammalian target
of rapamycin (MmTOR), integra diferentes sefiales que regulan la sintesis proteica y se ha
implicado recientemente en el hipotalamo como punto clave en la regulacion de la ingesta
y peso corporal (Cota D, 2006; Woods SC, 2008).

En este sentido se ha demostrado que la dieta rica en proteinas induce cambios en varias
zonas del SNC tales como en el NTS, la amigdala y el VMH. Considerando las
caracteristicas funcionales de estas areas se ha sugerido: 1) la implicacién del nervio

vago en la transmision de la informacién relacionada con la cantidad de proteinas
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ingeridas (Darcel N, 2005), 2) la implicacion del PP pues su liberacion es baja durante el
ayuno y se incrementa durante todas las fases de la digestion (Konturek SJ, 1982). De
este ultimo, el principal estimulo de su secrecion es la ingesta de proteinas y grasas,
demostrandose que también es liberado por la accion de otras hormonas tales como

ghrelin, motilina y secretina e inhibido por la somatostatina.

1.6.1. Péptidos gastrointestinales en el metabolismo energético

Cada vez se tiene mas informacion acerca de la interaccion entre el SNC y el tracto
gastrointestinal (TGl), lo cual incluye a los péptidos liberados en éste ultimo (Mendieta-
Zerén H, 2008b). ElI TGl recibe una inervacion dual, de la division parasimpatica
incluyendo los nervios vago y pélvico, y de la divisiéon simpatica (Konturek SJ, 2004;
Badman MK, 2005). Ademas, el TGI tiene su propia inervacioén, llamado sistema nervioso
entérico (SNE) (Konturek SJ, 2004; Badman MK, 2005).

El SNE tiene dos componentes principales, el plexo submucoso y el mientérico. El primero
esta mas involucrado en las respuestas a nutrientes, mientras que el segundo esta mas
relacionado con los patrones de motilidad intestinal (Thompson DG, 2006).

El SNE, interconectado con el nervio vago y el sistema nervioso simpatico, transmite
informacion al SNC de los estimulos mecanicos (distension, contraccién), quimicos
(presencia de nutrientes en el lumen intestinal) y neurohumorales (hormonas intestinales,
neurotransmisores y neuromoduladores) (Langley K, 1994; Konturek SJ, 2004).

La principal via por la cual los contenidos intestinales interaccionan con el SNC es a
través de moléculas sefializadoras (péptidos y aminas) de las células enteroenddcrinas de
la mucosa intestinal. En la submucosa, donde se liberan estas sustancias, interactuan con
las fibras nerviosas parasimpaticas terminales, y a través de estas llegan las sefiales al

SNC.
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Algunas sefiales intestinales se transmiten del SNE a centros neurales superiores, como
los nucleos PVH y ARC y el talamo ventral (Berthoud HR, 1990). La integracién de todas
estas sefales aferentes regula la cantidad y calidad de ingesta (Konturek SJ, 2004;

Badman MK, 2005).

1.6.1.1.  Ghrelin

Este péptido de 28 aminoacidos se produce principalmente en las células oxinticas del
fondo gastrico y es la hormona periférica mas importante en la estimulacion del apetito.
Ghrelin actua sobre NPY en el hipotalamo (Kojima M, 1999; Seoane LM, 2003), ademas
actua sobre AgRP y neuronas productoras de somatostatina (Gracia-Navarro F, 2002;
Seoane LM, 2003). En relacion con sus acciones centrales, estda documentado que
estimula la expresion del factor de transcripcidn Pit-1 con crucial importancia para la
diferenciacién y proliferacion de células somatotropas (Garcia A, 2001), por lo que ghrelin
podria desempefiar algun papel importante en la fisiologia y fisiopatologia de las células
somatotropas (Gualillo O, 2003).

Debido a que es un ligando enddgeno para el receptor secretagogo de la hormona de
crecimiento (GHS-R) (Date Y, 2000), se ha descrito que el test de provocacion de
ghrelintGHRH es un poderoso test diagnostico de deficiencia de GH en adultos (Popovic
V, 2000).

Las concentraciones de ghrelin se incrementan inmediatamente antes de comer y
disminuyen en el postprandio (Cummings DE, 2001; Casanueva FF, 2002; Gualillo O,
2002; Seoane LM, 2007). Se le considera como un eslabdn endocrino entre el estbmago y
el SNC involucrado en la regulacion de la liberacion de GH y el aporte de energia (Kojima,
1999; Date Y, 2000); de hecho influye en la liberacién de GH en respuesta a cambios del

estado nutricional (Inui A, 2004; Korbonits M, 2004; Lely AJ, 2004).
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Esta hormona también esta involucrada en la regulacion a largo plazo del peso corporal al
inducir adiposidad (De Vriese C, 2007), aunque en personas con peso estable, los niveles
circulantes de ghrelin se correlacionan negativamente con el IMC en un amplio rango
(Tschop M, 2001; Shiiya T, 2002). En caso de llevar una dieta para bajar de peso, los
niveles de ghrelin se incrementan (Cummings DE, 2002a), lo que podria explicar la
recuperacion ponderal a mediano plazo con este manejo médico. Por otra parte, los
niveles de ghrelin se encuentran elevados en caso del sindrome de Prader Willi
(Cummings DE, 2002b) que se caracteriza por obesidad extrema. Entre los mecanismos
que se han propuesto para explicar la respuesta de ghrelin relacionada a los nutrientes
estan los mecanismos gastrointestinales (Le Roux C, 2005) y se ha propuesto
recientemente que la fase cefalica mediada vagalmente juega un rol muy importante en
iniciar la disminucién postprandial de los niveles de ghrelin (Arosio M, 2004).

Los niveles de ghrelin persistentemente elevados podrian actuar como una senal de
insuficiencia energética y operar como un modificador negativo clave de los mecanismos
reproductores, tales como la gestacion e inicio de pubertad (Fernandez-Fernandez R,
2005) y funcion testicular (Tena-Sampere, 2002). En un estudio en mujeres con sindrome
de ovarios poliquisticos se ha demostrado que la hiperinsulinemia aguda, en contraste
con la hiperinsulinemia croénica, reduce los niveles de ghrelin independientemente del
grado de resistencia a insulina (Micic D, 2007).

Esta hormona ha servido para ejemplificar enfermedades con balance energético negativo
(Popovic V, 2004), y por ser un péptido orexigénico se ha tratado de aplicar en la clinica
con resultados dispares (Miljic D, 2006; Akamizu T, 2008). Finalmente, en ratas, al
vacunar con inmunoconjugagos de ghrelin se consigui® menos ganancia ponderal y

reduccion del tejido adiposo (Zorrilla EP, 2008).
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1.6.1.2. Péptido YY

El PYY es una hormona gastrointestinal de 36 aa aislada del intestino del cerdo por
Tatemoto en 1980 (Tatemoto K, 1980), perteneciente a la familia del polipéptido
pancreatico (PP) y NPY. Es secretada por las células L del intestino (localizadas
fundamentalmente en el intestino distal), pancreas y cerebro. Existen dos formas
endogenas, la 1-36 y la 3-36, siendo la primera la mas activa que se liga a receptores
especificos de los que se han descrito 3 tipos (Y1, Y2, Y5), y de los que el Y2 es el mas
selectivo. En ayuno predomina la forma 1-36 mientras que después de una comida la
mayor forma circulante es la 3-36, que aumenta a los 15 minutos, alcanza el pico secretor
a los 90 y permanece elevada hasta 6 horas, reflejando el tamafio de la comida y su
naturaleza pues la grasa es el secretagogo fundamental (Fu-Cheng X, 1995). Ademas,
inhibe la secrecién gastrica estimulada, la secrecidn pancreatica exocrina, regula la
secrecion vegetativa de insulina y enlentece el vaciamiento gastrico (Batterham RL,
2003a).

PYY;.3s reduce la ingesta, por lo menos en parte, a partir de la hiperpolarizacién de
neuronas NPY/AgRP y la desinhibicion subsecuente de neuronas POMC (Batterham RL,
2002). El receptor Y2, acoplado a proteinas G, se localiza en los nucleos ARC, preéptico,
y DMN del hipotalamo, habiéndose descrito ademas en el hipotalamo posterior, nucleo
medial de la amigdala, area parabranquial, sustancia nigra, PVN talamico, nucleo reticular
posterior y NTS. En el ARC mas del 80% de las neuronas de NPY coexpresan el ARNm
del receptor Y2 lo que sugiere que éste receptor es un autoreceptor presinaptico que
regula la liberacion de NPY.

La inyeccion de agonistas PYY en el ARC de ratas en el inicio de la fase oscura produce
una reduccion de la ingesta que persiste durante 8 horas, habiéndose demostrado que

reduce la liberacién de NPY e incrementa la de a-MSH a partir de POMC. De esta forma,
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tras ser liberado después de la ingesta, PYY disminuye la cantidad de comida ingerida de
forma croénica y el peso corporal. La administracion periférica de PYY;.35 en ratones tiene
un efecto supresor de la ingesta que puede durar hasta 24 h (Challis BG, 2004). En
humanos, la inyecciéon de PYY;.3s disminuye en un 36% el volumen ingerido de forma
inmediata y un 33% el volumen total de 24 h por lo que es considerado como el principal
regulador de la ingesta en periodos de tiempo intermedios (Degen L, 2005; Sloth B, 2007).
En los sujetos obesos el PYY reduce la ingesta en un 30%, reduce significativamente la
secrecion de ghrelin, sus concentraciones basales y estimuladas son significativamente
menores que en los controles no obesos (por o que no puede aceptarse que exista una
resistencia como ocurre con la leptina) y se correlaciona negativamente con el IMC

(Batterham RL, 2003b).

1.7. Genes de hipoxia

En 1992 se descubrio el “factor inducible por la hipoxia-1” (Hypoxia Inducible Factor, HIF-
1) (Semenza GL, 1992). HIF es un heterodimero consistente de la subunidad regulada por
Oy, y el receptor aril hidrocarbon de translocacion nuclear con expresion constitutiva HIF-
1a. En condiciones de hipoxia, HIF-1R es estable, se acumula y migra al nucleo donde se
une a HIF-1a para formar el complejo (HIF-1R + HIF-1a). La transcripcién se inicia por la
unién del complejo (HIF-1R + HIF-1a) a los elementos de respuesta de hipoxia (HRESs)
(Losso JN, 2005) (Figura 10).

En una situacion de normoxia, la HIF-1a se degrada por hidroxilacién y es destruida,
mientras que en caso de hipoxia, la HIF-1a no se degrada y aumentan sus niveles. HIF-1
actia como regulador principal en la expresion de diferentes genes regulados por el

oxigeno, entre los cuales estan: eritropoyetina, transferrina, factor de crecimiento del
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endotelio vascular, eNOS, ET-1, transportador de glucosa 1, factor de crecimiento tipo 2

semejante a insulina, proteinas transportadoras 1 y 3 del factor de crecimiento semejante

a insulina, etc.

Figura 10. HIF en condiciones de hipoxia y normoxia.?
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HIF: factor inducible por hipoxia; HRE: elemento de respuesta a hipoxia; pVHL: proteina von Hippel-Lindau.

La eNOS y la heme oxigenasa-1 (HO-1) son genes con acciones presuntamente
antiinflamatorias, cruciales para la proteccién de la vasculatura. Los ratones mutantes

eNOS-nulos (eNOS™) tienen una biogénesis y funcion mitocondrial disminuidas (Nisoli E,

% Figura modificada de: Ratcliffe PJ. HIF-1 and HIF-2: working alone or together in hypoxia? J. Clin. Invest.
2007;117:862-5.
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2003; Nisoli E, 2004), con acumulacién de grasa abdominal y aumento de peso corporal
en comparacion con ratones wild-type (Nisoli E, 2003), estos efectos también se observan
en modelos de DIO en rata (Valerio A, 2006).

La accion del gen HO-1, que codifica una enzima microsomal (Maines MD, 1997), es
degradar heme a monoxido de carbono (CO), hierro y biliverdina (Tenhunen R, 1968).
Recientemente se ha demostrado que diversos farmacos, tales como aspirina, rapamicina
y probucol estimulan de manera efectiva la expresion de dicho gen.

Por lo anterior, se ve que la hipoxia es un modulador de la expresion génica, y sus efectos
sobre la expresion de genes protectores, tales como HIF-1y 2, eNOS 6 HO-1 podrian ser
agregados a los cambios patoldgicos en enfermedades cardiovasculares. No obstante,
aun existen datos limitados de estos genes en las células endoteliales microvasculares
del ser humano y los efectos de las estatinas sobre la regulacion de su expresiéon (Loboda

A, 2008).

1.8.  Cirugia bariatrica

La cirugia bariatrica (CxB) empez6 a desarrollarse como alternativa para perder peso en
1954 (Greenway FL, 1996) y en 1991, en el un consenso de los Institutos Nacional de
Salud de Estados Unidos, se aceptd que era el tratamiento mas efectivo para la obesidad
morbida (NIH, 1991). Existen varios tipos de técnicas (Figura 11) que se agrupan en tres

grupos:

A) Técnicas restrictivas

— Gastroplastias: el objetivo es lograr una sensacion de plenitud y saciedad con ingestas
pequefas con lo que se disminuye el aporte caldrico. Se reduce el tamano del estdmago

mediante la formacion de un pequefio reservorio adyacente al cardias y comunicado por
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un pequefo orificio que permite un lento vaciado. No interfieren con la absorcién
intestinal. La mas practicada es la vertical anillada, modificada posteriormente por Mason,
dando lugar a la gastroplastia vertical en banda (Mason EE, 1982).

— Bandeleta gastrica hinchable: técnica restrictiva horizontal. Consiste en una bandeleta
de silicona en situacién subcardial, que provoca un estrechamiento gastrico creando una

pequefia bolsa y un pequefio orificio de salida, afiadida a una porcion ajustable.

B) Técnicas malabsortivas

Actualmente este tipo de técnicas no deben emplearse y le han eliminado de todos los
protocolos de CxB debido a sus graves efectos secundarios asociados (Moreno Esteban

B, 2004).

C) Técnicas mixtas

— Bypass gastrico: Consiste en crear una pequefia camara gastrica, a la que se conecta la
parte distal del yeyuno, y una yeyuno-yeyunostomia a 50-150 cm de la unidn
gastroyeyunal. En la mayoria de los casos se consigue una disminucién del 60-70% del
exceso de peso (Sugerman HJ, 1992). Los efectos secundarios mas importantes son los
vomitos y el déficit de vitamina B12 con una mortalidad quirurgica del 0-1,5% (Poitou
Bernert C, 2007).

— Derivacién biliopancreatica: el componente malabsortivo es mayor. Consiste en una
gastrectomia con anastomosis gastrointestinal en Y de Roux (RYGB) y una derivacion
biliodigestiva formando un canal alimentario comun a 50-75 cm de la valvula ileocecal
(Scopinaro N, 1979). En una serie de mas de 2000 pacientes intervenidos se observé una
media de pérdida del 75% del exceso de peso con una mortalidad quirurgica del 0,5%
(Van Hee RH, 2005). En la serie de Larrad se observaron resultados similares, en cuanto

a peérdida de peso, sin aparicion de malnutricién caldrica en ninguno de los operados a los
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5 afos (Larrad-Jiménez A, 1999). De todas formas se trata de una técnica complicada
para aquellos grupos que carezcan de experiencia suficiente. Esta técnica también reduce
los principales factores de riesgo metabdlico y cardiovascular, incluyendo DM2 vy
dislipidemia (Buchwald H, 2004; Sjostrom L, 2004)

— Cruce duodenal: es semejante a la descrita por Scopinaro (Scopinaro N, 1979) excepto
en que sustituye la gastrectomia distal por la longitudinal, mantiene la inervacion gastrica
y la funcién pilorica integra, conservando las mismas distancias del canal alimentario y
aumentando el canal comun (Marceau P, 1993).

Figura 11. Técnicas quirdrgicas bariatricas.’
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La gran diversidad de modificaciones en los tres grupos principales de técnicas
quirurgicas (restrictivas, hipoabsortivas y mixtas) demuestra que no hay un adecuado
fundamento fisiopatolégico que permita disefar la que se podria considerar mas
adecuada. Y ello muy probablemente se debe, por una parte, a las dificultades impuestas
por la compleja etiopatogenia de la enfermedad y, por otra, a que los escasos modelos
experimentales existentes (Sabench F, 2004), se han centrado mas en el desarrollo y la
resolucion de problemas de técnica quirirgica que en el analisis de los mecanismos
fisiopatoldgicos (cerebrales, intestinales, tisulares y endocrinoldégicos) implicados en la
pérdida de peso, en el mantenimiento del peso perdido o en la recuperacion ponderal
(Greenway FL, 2004).

Ante la imparable pandemia de obesidad, incluyendo a la obesidad mérbida, se hace
imprescindible profundizar en la investigacién de esta cirugia, asi como precisar sus
indicaciones y mejorar su manejo de manera multidisciplinaria (Burguera B, 2007). Con
esta finalidad, nuestro grupo manejé en rata la técnica de Larrad (Larrad-Jiménez A,
2008b), consistente en gastrectomia subcardinal, asa biliopancreatica corta (a 5 cm de
distancia del angulo de Treitz) y conducto comun corto (a 5 cm del colon) (Figuras 12 y
13).4

Figura 12. Puntos de corte. Figura 13. Anastomosis.

* Figuras elaboradas por el Dr. Alvaro Larrad Jiménez.
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El abordaje laparoscépico de las técnicas de CxB esta aumentando en porcentaje,
incluida la RYGB (Wittgrove AC, 1994). Un aspecto importante a tomar en consideracion
con la cirugia bariatrica son las complicaciones de la intervencion tales como falla
anastomatica, tromboembolismo, adherencias, constriccion, hernias, ulceras, colelitiasis,
hemorragia, asi como desequilibrios metabdlicos y nutricionales (Herrod DM, 2006).
Siendo las deficiencias mas comunes posterior a la CxB las de proteinas, hierro, folato,
calcio, vitaminas B12, A, D, E y K, y otros micronutrientes (Bloomberg RD, 2004). Por el
contrario, y en punto opuesto, es conocido el efecto de la CxB en la reduccion de HTA
(Cowan GJ, 1998) y DM2 (Perry CD, 2008), y que hasta el 85% de los pacientes con
sindrome de apnea obstructiva del suefio dejan de necesitar soporte ventilatorio nocturno
(Valencia Flores M, 2004), sin entenderse aun el mecanismo de estos fendmenos.

En un seguimientos a largo plazo hay divergencia de opinién en cuanto a mortalidad de
pacientes sometidos a cirugia bariatrica vs obesos controles por causas metabdlicas y

cardiovasculares (Adams TD, 2007).
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- Estudiar los efectos del modelo de diferente nutricion neonatal y dietas de diferente
porcentaje de grasa en rata, sobre los mecanismos de control de la homeostasis
energética.

- Estudiar los efectos de la técnica de cirugia bariatrica consistente en derivacion
biliopancreatica + gastrectomia con anastomosis gastrointestinal en Y de Roux, en un

modelo en rata, sobre la homeostasis energética.
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3.1. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas de la raza Sprague-Dawley, procedentes del animalario General de la
Universidad de Santiago de Compostela (USC). Los animales, una vez que llegaron a
nuestro laboratorio, se estabularon a temperatura constante y fueron sometidos a un

periodo de luz y oscuridad de 12 h (8:00 — 20:00); con libre acceso a comida y bebida.

3.2. Modelo de nutriciéon neonatal

En las primeras 48 h de vida, las crias de varias madres de ratas Sprague-Dawley fueron
mezcladas al azar y divididas en dos grupos: 1) camadas pequenas (SL, 4 crias,
sobrealimentacion neonatal) y 2) camadas normales (NL, 12 crias, tasa de ingesta
normal) (Plagemann A, 1992; Heidel E, 1999; Lopez M, 2005a; Lopez M, 2007b). Al

cumplirse el dia 24 un lote de cada grupo fue sacrificado y diseccionado.

3.3. Modelo de dieta alta/baja en grasa

Se separaron a las crias de 24 dias en grupos de alimentacién con dieta de alto contenido
graso [High Fat Diet (HF), 45 kcal % grasa, 35 kcal % carbohidratos y 20 kcal %
proteinas; 4.73 kcal/g], y bajo contenido graso [Low Fat Diet (LF), 10 kcal % de grasa, 70
kcal % carbohidratos y 20 kcal % proteinas; 3.85 kcal/g] (Diet Research, N.Y., USA.),
continuando su desarrollo hasta el dia 90, momento en el que fueron sacrificados y
diseccionados.

Otro lote de animales, a partir de los 90 dias, se cambié a dieta normal Panlab A04
(proteina bruta: 15,4%, materias grasas brutas: 2,9 %, celulosa bruta: 4,1%, cenizas

brutas: 5,9%) hasta los 122 dias.
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Durante los experimentos, se registro la evolucion de la masa corporal de las ratas cada

72 h.

Al final de periodo de cada estudio, los animales se sometieron a eutanasia por
decapitacién obteniendo sangre troncal que fue separada en suero y plasma, y a
continuacién fueron diseccionados. Los tejidos una vez extraidos se congelaron en un
recipiente aislante con nitrégeno liquido y los cerebros en hielo seco. Las muestras se

almacenaron a —80°C hasta su procesamiento.

3.4. Modelo de cirugia bariatrica

Ratas macho Sprague-Dawley de entre 450 y 500 g (entre 64 y 80 dias de edad), fueron
aclimatadas antes de la cirugia en periodos de 12 h de luz-oscuridad a 22°C. Se hicieron
dos protocolos: 1) bypass biliopancreatico + gastrectomia con anastomosis
gastrointestinal en Y de Roux (BPBP-RYGB) vs Sham (control) y 2) BPBP-RYGB versus
Pairfed (PF). En ambos casos se cuantificaron masa e ingesta diariamente. La técnica
fue la siguiente:

- Las ratas se alimentaron con dieta normal y agua ad libitum, registrandose masa e
ingesta tres dias antes de la cirugia. Después de un periodo de ayuno de 12 h en jaula
metabdlica fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina (/malgene 1000, Merial) +
xylazina (Rompun®, Bayer Lever Kusen, RFA, 2 mg/ml), (200 mg:5 mg, 200 ul por 100
g, intraperitonealmente),’ considerandose una anestesia de grado II-Ill para un periodo
aproximado de una hora y media.

- El abdomen fue rasurado y se hizo una incisién vertical en epigastrio de 3 cm.

> Para la ketamina, presentacion de 500 se mezclan 8.5 ml + 4 ml de xilazina + 7.5 ml de solucion salina al
0.9%.
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- Cortamos el ileon con tijeras Metzenbaum a una distancia de 5-6 cm debajo del
ligamento de Treitz.

- La parte proximal del yeyuno antes cortado se unié al ileon a 4-5 cm del ciego con
sutura 8-0 de polyglactina (Ethicon).

- Excluimos el duodeno con grapas de Auto Suture, Premium Surgiclip S-9.0 (Tyco,
USA).

- Hicimos la reseccion gastrica con Auto Suture, Muliifre Endo Gia*30 y la
gastroyeyunostomia con sutura 5-0 de polyglactina (Ethicon) entre la parte distal del
yeyuno cortado y un corte gastrico de 3-4 mm.

- Se suturd piel y tejido subcutaneo con seda 2-0.

- Después de la intervencién las ratas fueron colocadas en una caja con serrin para
evitar pérdida de calor e hipotermia y al despertar fueron devueltas a sus cajas
metabdlicas. Como antibioticoterapia preventiva se administré enrofloxacina (Baytril,
Bayer) y para el dolor se administré buprenorfina cada 8 h prn. Dependiendo del estado
de hidratacion se inyectaron 20 a 30 ml de solucién salina 0.9% intraperitonealmente
cada 8 h.

- Se permiti6 que las ratas bebieran solucion salina 0.9% y sol gluc al 5% y después de 5

dias reiniciaron la dieta normal.

En el momento de la cirugia se obtuvieron muestras de duodeno, ileon terminal asi
como el estdbmago resecado que al igual que las muestras del final del periodo de
seguimiento (asa anastomotica yeyuno-gastrica, yeyuno-ileal, duodeno, yeyuno proximal
e ileon terminal) fueron fijados primero en formaldehido al 3.6% durante 24 h y después
en alcohol al 70% hasta su analisis histolégico en la Universidad de Navarra, (Pamplona,

Espafa). La sangre troncal se separ6 en suero y plasma.
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Todos los protocolos de manipulacién animal fueron aprobados por el Comité Etico de la
USC, cumpliendo las normas de Cuidado de Animales de Laboratorio y la Ley
Internacional de Experimentaciéon Animal.

3.5. Radioinmunoensayos

Por medio de radioinmunoanalisis (RIA) se midieron adiponectina, ghrelin, leptina e

insulina.® En todos estos casos las mediciones se hicieron por duplicado.

RIA de adiponectina

El kit comercial (Linco Research, Inc. USA) es capaz de reconocer tanto la forma de
longitud completa (full-lenght) como la globular. Los reactivos utilizados fueron los
siguientes:

- Hormona estandar (hormona fria): adiponectina de ratén.

- Curva estandar de ocho puntos: 0.78 ng/ml a 100 ng/ml (0.78, 1.56, 3.125, 6.25, 12.5,
25, 50, 100).

- Hormona marcada, adiponectina-1'%.

- Primer anticuerpo: policlonal anti-adiponectina obtenido de conejo.

- Tampon de ensayo: 10 mM buffer fosfato pH 7.6, 0.08% azida sdédica, 0.1% bovine
serum albumin (BSA, Sigma Aldrich) Ria Grade.

- Suero normal de conejo.

- Agente precipitante: suero anti-conejo IgG (cabra), 3% PEG, 0.025 M 4&acido
etilendiaminotetraacético (EDTA, Sigma Aldrich), 0.05% Triton X-100 en 0.05 M

fosfosalino.

% Procedimiento optimizado por la Dra. Sulay Tovar y Diia. Maria Jests Vazquez.
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- Se hicieron diluciones 1:500 (plasma:tampon de ensayo), de las cuales se cogieron 100
Ml para cada punto por duplicado. Se anadié la hormona marcada, se mezclé por agitacion
y a continuacion se afiadié el primer anticuerpo. Las muestras se incubaron durante 24 h
a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se afadié anticuerpo anti-conejo (obtenido
de cabra) y el agente precipitante.

- Se incubd 20 min a 4°C y posteriormente las muestras se centrifugaron 25 min a 3600

rpm (4°C).

RIA de ghrelin

Usamos el kit para ghrelin de Phoenix Pharmaceuticals. Se resuspendio el tampdn de
ensayo con 150 ml de agua destilada para posteriormente utilizarlo como medio de
disolucion de los demas reactivos:

- Hormona estandar (hormona fria): ghrelin.

- Curva estandar de ocho puntos: 10 pg/ml a 1280 pg/ml (10, 20, 40, 80, 160, 320, 640,
1280).

- Hormona marcada, ghrelin-1'?*.

- Primer anticuerpo: especifico para ghrelin obtenido de conejo.

- El anticuerpo secundario que reconoce al anticuerpo primario de conejo.

- Suero normal de conejo.

- Se agitaron las muestras y se dejaron incubar 24 h a 4°C.

- Se anadi6 a cada uno de los tubos del RIA, el péptido ghrelin marcado radiactivamente,
aproximadamente 8000-10000 cpm/cada 100 pl.

- Se agitaron los tubos y se dejaron incubar 24 h a 4°C.

- Se afadieron 100 pl del anticuerpo secundario y 100 ul del suero de conejo.
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- Se agitaron los tubos dejandolos posteriormente a temperatura ambiente durante una
hora y media. Transcurrido este periodo de tiempo se afiadieron 500 pl del tampodn y se

centrifugaron a 3000 rpm durante 20 min a 4°C.

RIA de leptina

Los niveles circulantes de leptina se determinaron mediante kit de doble anticuerpo (Linco
Research, Inc. USA). Los reactivos utilizados fueron los siguientes:

- Hormona estandar (hormona fria).

- Curva estandar de 7 puntos: 0.5 ng/ml a 50 ng/ml (0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 50).

- Hormona marcada.

- Primer anticuerpo: policlonal anti-leptina obtenido de cobaya.

- Tampon de ensayo: 0.05 M fosfosalino pH 7.4, 0.025 M EDTA, 0.1 M azida sédica, 0.055
M Triton X-100 y 1% BSA.

- Agente precipitante.

- Se utilizaron 100 ul de cada muestra de suero. Una vez anadido el primer anticuerpo, se
mezcldé por agitacion y las muestras se incubaron durante 12 h a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se afadié la hormona marcada, se mezclé por agitaciéon y las
muestras se incubaron durante 24 h a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se
afiadié el agente precipitante.

- Se incubd 20 min a 4°C y posteriormente, las muestras se centrifugaron 25 min a 2500

rom a 4°C.

RIA de insulina

Los niveles circulantes de insulina se determinaron mediante kit de doble anticuerpo
(Linco Research, Inc. USA). Los reactivos utilizados fueron los siguientes:

- Hormona estandar (hormona fria).
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- Curva estandar de 7 puntos: 0.5 ng/ml a 50 ng/ml (0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 50).

- Hormona marcada.

- Primer anticuerpo: policlonal anti-insulina obtenido de cobaya.

- Tampon de ensayo: 0.05 M fosfosalino pH 7.4, 0.025 M EDTA, 0.1 M azida sédica, 0.055
M Triton X-100 y 1% BSA.

- Agente precipitante.

- Se utilizaron 100 ul de cada muestra de suero. Una vez anadido el primer anticuerpo, se
mezcld por agitacion y las muestras se incubaron durante 12 h a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se afadié la hormona marcada, se mezclé por agitaciéon y las
muestras se incubaron durante 24 h a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se
afiadié el agente precipitante.

- Se incubd 20 min a 4°C y posteriormente, las muestras se centrifugaron 25 min a 2500

rom a 4°C.

Para cada hormona, después del Ultimo paso de centrifugacién por 20 min, los tubos se
decantaron y la radiactividad del precipitado se midi6 mediante un contador y (Wizard
1470®, Wallac) conectado a un ordenador y que, mediante el programa RIlAcalc-LBK,

calculé automaticamente las concentraciones de cada hormona.

3.6. Separacion de la fraccion estroma-vascular (SVF) del tejido adiposo visceral

- Las muestras se cortaron en piezas de 10 a 30 mg y se digirieron en Hanks Balanced
Buffer Solution (HBBS, Sigma Aldrich) suplementado con 5.5 mM glucosa, 5% BSA
(Sigma Aldrich) y 3 mg/ml de colagenasa tipo | (Sigma Aldrich), durante 30 min a 37°C en
un bafo en agitacion.

- La mezcla de la digestion se paso por un filtro estéril de 180 micras (Millipore) y se
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centrifugé a 1000 rpm por 10 min.

- Los adipocitos flotaron por gravedad, se recogieron y se lavaron varias veces en HBBS
(Sigma Aldrich) con BSA (Sigma Aldrich) por centrifugacion a 700 rpm por 5 min cada
una.

- La fraccion SVF se encontraba en el pellet, éste se lavo por centrifugacion durante 5 min

a 600 rpm.

3.7. Extracciéon de Acido Ribonucleico (ARN) de la SVF de tejido adiposo visceral

y sintesis de Acido Desoxiribonucleico complementario (ADNc)

Aislamiento de ARN mediante TRizol® LS (Invitrogen, Carlsbad, CA)’

- Se homogeneizé la fraccién SVF mecanicamente con el Tissue Tearor™ (Biospec
Products, Inc.), en 350 pl de TRizol® (fenol-cloroformo).

- A cada muestra se anadio cloroformo puro mezclando nuevamente en agitador 5 seg y
dejando 3 min a temperatura ambiente.

- Las muestras se centrifugaron 15 min a 12000 rpm a 4°C.

- Se retird la fase acuosa y se agrego isopropanol, después se agitdé y se dejo a —20°C
durante 10 min.

- Se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min a 4°C, decantando el sobrenadante, se
afnadio 1 ml de etanol al 75% y posteriormente se agité unos segundos.

- Centrifugamos a 12000 rpm durante 5 min a 4°C y una vez decantado el sobrenadante,
las muestras se secaron al aire durante 10 min.

- Resuspendimos en H,O DEPC (agua bidestilada autoclavada con dietilpirocarbonato al

0.1%), y disolvimos el precipitado calentandolo a 65°C durante 5 min.

! (Chomczynski 1993) (fenol-cloroformo). Este reactivo incorpora la mayor parte de componentes del método
clasico (guanidin tiocianato y fenol) (Chomczynski & Sacchi 1987) e inhibidores de RNAsas, pero reduce el
tiempo de extraccion.
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Cuantificacion

- Determinamos la concentracion de ARN de la muestra en un espectrofotdmetro ajustado
a dos longitudes de onda: 260 y 280 nm. El grado de pureza de la muestra se determind
estudiando el cociente de 260/280, considerandose aceptable una oscilacién entre 1.8 y

2.

Reversotranscripcion (RT)

La reversotranscripcion se llevé a cabo a partir de 2 ug de ARN total. La mezcla de
reaccion se preparo con las siguientes proporciones:

- 6 ul de tampon de reversotranscripcion [5X first strand buffer: 250 mM Tris-HCI, pH 8.3,
375 mM KCI, 15 mM MgCl, 50 mM DTT, (Invitrogen)]

- 1.5 ul MgCl, [50 Mm] (Invitrogen)

- 0.5 mM de cada dNTP (Invitrogen)

- 50 ng de cebadores (random primers, Invitrogen)

- 10 unidades de inhibidor de RNasa (RNaseOUT?, Invitrogen)

- 400 unidades de M-MLYV reversotranscriptasa (Invitrogen).

Todo ello en un volumen total de 30 pl.

Las muestras se llevaron al termociclador Mastercicler Gradient® (Eppendorf) con

parametros de 50 min a 37°C, 15 min a 42°C y 5 min a 95°C (desnaturalizacion).

3.8. Reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

Una vez concluida la RT, 3 ul de dicha mezcla fueron amplificados mediante el uso de
cebadores especificos (Tabla 2), disefiados en nuestro laboratorio con el programa
“Primer 3” a partir de secuencias corroboradas en GenBank de los genes de interés, y que

fueron solicitados a Sigma-Genosys.
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Tabla 2. Secuencias de los primers usados en PCR.

Gen Forward Reverse
Factor de necrosis tumoral alfa s R R s
5’-atcatcttctcaaaactcgagtg-3 5’-ttgagatccatgccattggee-3
(TNF-a)
(Hypoxanthine guanine phosphoribosyl s Y s Py
transferase) HPRT 5’-cagtcccagegtegtgatta-3 5’-agcaagtctttcagtcctgte-3
Inhibidor tipo 1 del activador del 5’-cccacggagatggttttaga-3’ 5’-ccagttttgtcccaaaggaa-3’

plasmindgeno (PAI-1)

Interleuquina 1 beta 5’-tgacccatgtgagctgaaag-3’ 5’-gggattttgtegttgettgt-3°

(IL-1B)

3152;3 uquina 6 5’-aggaacgaagtcaactccatc-3’ | 5’-ggcagtggctgtcaacaacatc-3’
?(r;f)gl)na C Reactiva 5’-gtctctatgeccacgetgat-3’ 5’-ccgtcaagcecaaagetetac-3’
Proteina quimioatrayente tipo I de 5’-atgcagttaatgecccacte-3’ 5’-ttccttattggggtcageac-3’

monocitos (MCP-1)

La mezcla de reaccion se preparo con las siguientes proporciones:

- 5 pl de tampon de PCR [10X PCR buffer: 200mM Tris-HCI, pH 8.4, 500mM KCl,
(Invitrogen)]

- 1.5 ul MgCl; [50 mM] (Invitrogen)

-4 ul de cada ANTP [0.2 mM] (/nvitrogen)

- 0.5 ul (300 ng) de cada cebador

- 0.25 ul (1.25 unidades) de Tag DNA polimerasa (Invitrogen)

El volumen total fue de 50 pl.

La reaccién de amplificacién se desarrollé6 en un termociclador Mastercicler Gradient®
(Eppendorf) con parametros de: 98°C 15 seg, 60°C 30 seg, 72°C 1 min, 32 ciclos, luego
10 min a 72°C y al final a 4°C.

Cada muestra era amplificada en dos reacciones diferentes, en una con los cebadores
especificos del gen de estudio y en la otra con cebadores del gen HPRT (hypoxanthine-
guanine phosphoribosyltransferase), un gen de expresion constitutiva (“housekeeping”).
Esta segunda amplificacion cumplia un doble objetivo: controlar la eficacia de la RT y

servir de control para la cuantificacién de las muestras.
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Electroforesis de ADN

Este método se utilizé para analizar la calidad de los productos de amplificacién y para
discriminar las muestras de SVF no validas por estar contaminadas con adipocitos.

- Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 2% en TAE
1X [TAE 50X: Trisma base 2 M (Merck); EDTA 50 mM (Sigma Aldrich); acido acético
glacial 8 mM, (Merck)] tefiidos con bromuro de etidio (Sigma Aldrich) (1 ul/ml), cargando
16 pl totales por calle, de los cuales 13 pl correspondian al producto amplificado y 3 pl al
tampodn de carga [50% glicerol (Sigma Aldrich); 25% azul de bromofenol (Merck)).

- Se dejaron a 100 V por 30 min y luego se visualizaron en transiluminador de luz

ultravioleta acoplado a un sistema de imagen digital (Molecular Analyst® Biorad).

3.9. Reaccidén en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR)

LightCycler

Con el termociclador fluorescente LightCycler (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Germany), siguiendo las instrucciones del fabricante se analizaron los genes de la Tabla
2. A partir de 3 ul de la reaccion de RT para realizar la PCR en un volumen de 20 pl se
mezclaron:

- 13.6 yl de H,O

- 1.2 ul MgCl; [1.5 mM]

- 0.1 yl Primer forward [50 pyM]

- 0.1 yl Primer reverse [50 uM]

- 2 yl de 1X Light Cycler DNA Master SYBR Green | mix (Roche Molecular Biochemicals).

La “premix” (17 yl) se agregd en primer lugar a los capilares de cristal (Roche Molecular
Biochemicals) afiadiendo la muestra (3 ul). Las muestras se sometieron a un centrifugado

corto para su mezcla y se colocaron en el carrusel del termociclador.
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Los parametros fueron de: 96°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizaciéon
(96°C por 2 s), annealing (62°C por 15 s) y elongacion (72°C por 15 s).

Los niveles relativos de ARNm de cada gen se normalizaron con HPRT.

TagMan®
Con este método se analizaron los genes de la Tabla 3, cuyos primers fueron disefiados

con el programa “Primer Express”. Las concentraciones de la premix fueron:

- 2.92 yl H,O MQ estéril

- 0.36 ul Primer forward [10uM]

- 0.36 ul Primer reverse [10uM]

- 0.36 Probe [5uM]

- 6 yl TagMan® Universal PCR MasterMix (Applied Biosystems)

Posteriormente se agregaron 2 ul de cada muestra [100 ng].

Cada muestra se hizo por duplicado, asi como los puntos de la recta patréon.

Después de un spin, se colocé la placa en el aparato de TagMan® (Applied Biosystems;
Foster City, CA, USA) para la medicién correspondiente con parametros de: 50°C por 2
min, 95°C por 10 min seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 seg y 60°C por 1 min.

Por cada muestra (también en duplicado) se hizo una medicion del gen 18S en dilucién

1:30.
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Tabla 3. Primers de genes utilizados en TagMan®.

Gen Forward Reverse Probe
Gen housekeeping
18S 5’-cggctaccacatccaaggaa-3’ 5’-gctggaattaccgegget-3° 5’-gacggcaagtctggtgccagea-3’
Genes del
metabolismo de
acidos grasos
ACCa 5’-tgggcgggatggtetcttt-3° 5’-agtcgcagaagcagcccatt-3’ 5’-acctttgaagatttcgtcaggatctttgatga-3’
FAS 5’-gacatttcatcaggccacc-3’ 5’-cctctagcagecgeaccte-3’ 5’-ctgceccaggacaggaaccg-3’
INSIG-1 5’-tgctgtggeacggeag-3° 5’-ctcccaggtgactgtca-3’ 5’-cgctgttgtcggcttattgtatccetgt-3°
INSIG-2 5’-cgtgctgeggtacagee-3’ 5’-ggctctcctagatgectgtca-3’ 5’cagctgtgattggactattgtacccctgea-3’
SREBP-1c 5’ctcatcaacaaccaagacag-3’ 5’-cctgtctcacccccageat-3’ 5’-ccetggectatttgatgee-3°
HIF-1a S'-caccgattcgccatgga-3' 5'-gacgttcggaactcatcctatttt-3' 5'-ccggeggegagaacgagaag-3'
HIF-2 5'cagaatcttggaactggttggtta-3' 5'-ccagggcgtggtagaattca-3' 5'-cccgaggagctacttggecgct-3'
HO-1 5'-ggcctggcttttttcacctt-3' 5'-cgagcacgatagagctgtttga-3' 5'-ccgagcatcgacaaccccacca-3'
eNOS 5'-cggttcacagtcttggtgaaag-3' 5'-acgcgggaagccatgac-3' 5'-tgttetttgcttetgtgetaatgeggaa-3'
Genes
proinflamatorios
IL-1B 5'-gatggctgcactattectaatge-3' S'-agactgcccattctcgacaag-3' 5'-ccccaggacatgcetagggagecc-3'
IL-6 5'-gcccttcaggaacagetatga-3' 5'-tgtcaacaacatcagtcccaaga-3' S'-tctctccgecaagagacttccagecagtt-3'
TNF-a S'-ctaactcccagaaaagcaagcaa-3' | 5'-cctcgggecagtgtatgaga-3' 5'-cagccaggcaggttcegtee-3'
Hep 5'-tgcgetgcetgatgetgaa-3' S'agcatttacagcagaagaggcata-3' 5'-cgaaggaagcgagacaccaacttccc-3'
Lipo 5'-gccacctggaggaggttgtt-3' 5'-cacggagttcatctgcatcaa-3' 5'-tggctatgctcaagaccccagetea-3'

ACCa: acetil-CoA carboxilasa alfa; FAS: sintasa de acidos grasos; Hep: hepcidina; HIF-1a: factor inducido por hipoxia 1 alpha; HIF-2: factor
inducido por hipoxia 2; INSIG: gen inducido por insulina; IL-B: interleuquina 1-beta; IL-6: interleuquina 6; Lipo: lipocortina; eNOS: 6xido nitrico
sintasa endotelial; SREBP-1c: proteina de union al elemento de respuesta a esteroles-1c; TNF-a.: factor de necrosis tumoral alfa.

Los Probes en el extremo 5° estan marcados con 6-carboxi-fluoresceina (FAM) y en el 3’ con 6-carboxitetrametil-rodamina (TAMRA).

3.10. Microarray®

Aislamiento de ARN de VWAT

Se extrajo ARNm a partir de 250 mg de muestras de VWAT por homogenizaciéon con
ULTRA-TURRAX® T 25 basic (IKA® Werke GmbH, Staufen, Germany) usando TRIzol®
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Las muestras fueron purificadas usando el RNeasy Lipid
Tissue Mini kit (Qiagen, Valencia, CA) y tratadas con DNase (RNase-free DNase Set,
Qiagen) para eliminar cualquier traza de DNA gendmico. La calidad del ARN fue evaluada
midiendo la tasa de absorbancia de 260:280 nm, con electroforesis de gel de agarosa y

con el equipo “2100 Agilent Bioanalyzer” (Agilent Technologies, Palo Alto, CA).

8 Analisis hecho por el Dr. Javier Gomez-Ambrosi de la Universidad de Navarra, Pamplona.
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Andlisis de expresion génica-marcada e hibridaciones de microarray

Este analisis se efectud usando el “Agilent Whole Mouse Rat Genome array” (G4131F,
Agilent Technologies), representando aproximadamente 44000 genes y transcritos de
rata. Brevemente, un microgramo de ARN total de cada muestra fue marcado con
aminoallyl y amplificado usando el “Amino Allyl MessageAmp [l aRNA Amplification Kit”
(Ambion, Austin, TX). Alicuotas (1.2 ug) de ARN amplificado fueron marcados con
fluorescencia usando Cy3/Cy5 (Amersham, Buckinghamshire, UK) y posteriormente
apropiadamente combinados e hibridizados sobre Aginet oligomicroarrays de acuerdo con
las instrucciones del protocolo. Las hibridaciones fueron hechas usando un disefio de
referencia, donde las muestras de control fueon pools de ARN de muestras individuales.
Se hicieron dos hibridaciones con fluor reversal (Dye swap) por cada muestra de VWAT y
se usaron 4-5 individuos (muestras de vVWAT) por grupo. Después de lavadas, las placas
de microarrays fueron escaneadas unsando un escaner Gene Pix 4100A (Axon
Instruments, Union City, CA) y la cuantificacion de las imagenes se efectudé con el

software asociado GenePiX Pro 6.0.

Analisis de Microarray

Los datos de expresion génica de todos los experimentos por replicado se analizaron con
GeneSpring GX software v 7.3.1 (Agilent Technologies). El clustering fue determinado con
el Gene and Condition Tree algorithms. Ademas se usaron el Gene Ontology groupings,
GenMapp software y la pagina web KEGG en conjunto con GeneSpring para identificar

vias y grupos funcionales de genes.
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3.11. Hibridacion in situ

Se hicieron cortes de 16 um en un criostato (HM505E ®, Microm) de los cerebros de rata
que se guardaron a -80°C y se montaron en portaobjetos (72 Polysine™, VWR
International). Los portaobjetos con las secciones de interés fueron elegidos en funcion de
los criterios estereotaxicos del “Atlas de cerebro de rata” de Paxinos & Watson (Paxinos

G, 1988; Lopez M, 2005a; Lépez M, 2007b).

Marcaje de la sonda

Se llevo a cabo en un volumen total de 20 ul, con las siguientes proporciones:
- 100 ng de oligonucleétido complementario y antisentido mostrados en la Tabla 4.

Tabla 4. Oligonucleétidos para hibridacién in situ

ARNm Secuencia

AgRP | 5’-cgacgcggagaacgagactcgeggttctgtggatctagcacctetgee-3’
NPY 5’-gggcgttttetgtgctttecttcattaagaggtctg-3°

POMC | 5’-cttgatgatggcgttcttgaagagcgtcaccaggggegtctggctctt-3’
CART | 5’-ccgaaggaggctgtcaccccttcaca-3’

- 2 gl de tampodn de reaccion (“10X one-phor all buffer. 100 mM tris acetato, 100 mM
acetato de magnesio, 500 mM acetato de potasio, Amersham).

- 2 pl de [0**S] ATP (Amersham), con una concentracién de 12.5 pCui/pl y una actividad
especifica de 1250 Ci/mmol (46.2 TBg/mmol).

- 30 unidades de Tdt (terminal deoxynucleotidil transferase, Amersham).

La mezcla de reaccion se incubd durante 2 horas a 37°C, después de las cuales se
procedié a la purificacién de la sonda a través de columnas Sephadex (Nick" column,
Amersham), previamente lavadas con tampoén de elucion estéril (20 mM Tris-HCI pH 7.5,
Merck; 2 mM EDTA pH 8, Merck). Se eluyeron tres fracciones en 400 pl del tampén, y se
contaron 4 pl de cada una en el contador B (WinSpectral 1414°, Wallac). La segunda

fraccion correspondio al oligonucleétido marcado.
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Preparacion del tejido (prehibridacion)

Los cortes tisulares se secaron rapidamente, y a continuacién se procedio a su fijacién en
paraformaldehido 4% en tampon fosfato 0.2 M, durante 30 min a temperatura ambiente. A
continuacién, se deshidrataron los cortes mediante lavados sucesivos en diferentes
concentraciones de etanol (Merck) (70, 80, 90, 95 y 100%, 5 minutos cada uno).

Finalmente, las secciones se dejaron secar al aire.

Hibridacion
Sobre cada porta se aplicaron 5x10° cpm de oligonucleétido marcado (Tabla 5). Los

portas con la sonda se hibridaron durante toda la noche a 37°C en atmésfera humeda.

Lavados

Las secciones fueron sometidas a los siguientes lavados:

- 5 lavados a temperatura ambiente en SSC 1X [SSC 20X: 3 M NaCl (Merck); 300 mM
CesHsNaz;O; 2H,0 (Merck)).

- 4 lavados de 30 min en SSC 1 X a la temperatura indicada para cada oligo (Tabla 5).

Tabla 5. Condiciones de hibridacion, lavados y exposicién de los oligos

ARNm cpm (x 106) Temperatura de Tiempo de
lavado (°C) exposicion (dias)
AgRP 0.5 55 4-5
CART 1 42 5-6
NPY 1 42 4-5
POMC 1 55 5

- 1 lavado durante 60 min a temperatura ambiente con SSC 1 X.

- Continuamos con lavados rapidos con H,O MQ autoclavada, etanol 70 % mas 300 mM
NH4 AC (Merck) y etanol absoluto (Merck).

- Una vez secos, los portas se expusieron a una pelicula de autoradiografia (KODAK

BioMax MR Film) con los tiempos de exposicion de la Tabla 5.
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Cuantificacion

La cuantificacion de la densidad 6ptica de las sefiales de hibridacioén, se realizé mediante
un escaner acoplado a un sistema de imagen digital (/mage J, NIH). El valor de cada una
de las sefales de hibridacion fue corregido por el de su fondo adyacente. Las areas de

medicion (sefial positiva y fondos) fueron idénticas en todos los casos.

3.12. Extraccion de proteina y Western Blot

a) Extraccion de proteina de hipotalamo

- Se disecciono el hipotdlamo de cada cerebro (Lopez M, 2005a; Lopez M, 2007b) y se
introdujo tubos eppendorf con 200 ul de buffer lisis (50 mM Hepes pH 7.5, 1% Triton X-
100, 10 mM EDTA, 10 mM Na3;CO,4, 10 mM fluoruro sddico). Esta solucion se conservo a
4°C y en el momento de su uso se le afiadieron los inhibidores de proteasas (Roche)

- Una vez homogenizados se anadieron 800 ul adicionales buffer lisis (total de 1000 pl) y
se centrifugd a maxima velocidad a 4°C 15 min. Posteriormente se hicieron 5 alicuotas de
200 pl.

- La concentracion de proteina fue determinada por medio de Bio-Rad Protein Assay Kit

(Bio-Rad Laboratories, Inc., Richmond, CA).

b) Western Blot

Electroforesis vy transferencia

- La electroforesis se realizé en geles SDS-PAGE (6% de separacion) preparados de la
siguiente manera: primero el running gel (gel de poliacrilamida al 6%) [3.5 ml de H,O
destilada, 6.75 ml de Buffer A (90.1 g de Tris-HCI 0.75 M, 2g de SDS 0.2%, 1L H;O
destilada a pH 8.8), 2.7 ml protogel (acrilamida, Bio-rad), 75 ul persulfato de amonio (APS)

al 10%, 37.5 pyl N,N,N,N'-tetrametilnediamina (TEMED)], agregandose isopropanol al 60%
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que se decanté una vez polimerizado el gel, se lavo con H,O MQ y se secé con papel filtro
para afadir el stacking gel [3,57 ml H,O destilada, 5 ml de Buffer B (30.2 g de Tris-HCI
0.75 M, 2g de SDS 0.2%, 1L H,O destilada a pH 6.8), 1.32 ml protogel (acrilamida, Bio-
rad), 100 pl APS 10%, 20 pl TEMED].

- Para determinar el peso de las proteinas y confirmar la transferencia de las muestras se
utilizé marcador tefiido Ponceau S (ICN Biomedicals, Inc., Aurora, OH).

- La cantidad de proteina de cada muestra fue de 40 ug, y para cargarla se llevé a un
volumen de 40 pl con H,O MQ, afadiendo tampén de carga 5X (50% glicerol, 10% pB-
mercaptoetanol, 6% SDS, 0.5% azul de bromofenol, 0.4 M tris pH 6.8). Las proteinas se
calentaron a 95°C, 10 min.

- El gel se colocé en bandeja con tampodn de electroforesis 5X [25 nM Tris base, 192 nM
glicina, 0.05% SDS (w/v), 20% metanol (w/v), H,O] y se dejé corriendo durante 50 min a
130 V y amperaje de 0,18.

- Previa activacion de las membranas se realiz6 la transferencia a 25 V durante 1 h 40 min
(Buffer de transferencia: 39 mM glicina, 48 mM Tris-base, 0.037% SDS, 20% metanol a

pH 8.3).

Inmunodeteccion

- Se incubd con el anticuerpo primario con las diluciones indicadas en la tabla 6 [antiraton
(DakoCytomation): beta actina (Abcam;, Cambridge, UK), FAS (BD Transduction
Laboratories; Franklin Lakes, NJ, USA); anticonejo (DakoCytomation). ACC (Upstate;
Lake Place, NY, USA), AMPK (Upstate; Lake Place, NY, USA), pACC (Cell Signaling;
Danvers, MA, USA), pAMPK (Cell Signaling; Danvers, MA, USA)], toda la noche a 4°C o 1
h a temperatura ambiente en solucion de bloqueo [PBS 10%, 0.58 M Na,HPO,-2H,0, I-

BlockTM (Tropix, AI300), 0.17 M NaH,PO,4-2H,0, d H,O csp, 0.68 M NaCl].
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Tabla 6. Diluciones de los anticuerpos primarios

Anticuerpo Diluciéon
ACC (1:500)
AMPKal (1:1000)
AMPKa2 (1:1000)
pACC (1:2000)
pAMPK (1:2000)
FAS (1:1000)

- Se lavé tres veces 10 min con TBS Tween [TBS 10%, 0.1% Tween-20 (Sigma) d H,O].

- Se anadio el anticuerpo secundario, dilucion 1:5000 en solucién de bloqueo.

- Se dej6 en agitacion una hora y se lavé nuevamente tres veces con TBS Tween [TBS
10%, 0.1% Tween-20 (Sigma) d H,0].

- Después de humedecer la membrana con solucién fluorescente (Pierce® ECL Western
Blotting Substrate, Thermo Scientific) se colocé en un cassette de autoradiografia con

peliculas fotograficas (Amersham, Hiperfilm M RPN 6K) y se reveld.

3.13. Estudios histolégicos®

Procesamiento del material

Las muestras de las diferentes regiones del aparato digestivo fueron fijadas en
formaldehido al 10% (Merck KgaA, Darmstadt, Germany), tamponado durante 24 h a
temperatura ambiente. Posteriormente se procedié a la realizacion de los bloques de
parafina orientando las piezas para la obtencién de cortes longitudinales. Se realizé la
inclusién en parafina mediante un inclusor (Vacuum Infiltration Processor, SACURA,
modelo 4893-Floor E150 de Bayer), donde se llevd a cabo la deshidratacion de las
muestras a 40°C, haciéndolas pasar por alcoholes de gradacion creciente durante

diferentes tiempos, y la inclusion en parafina liquida.

? Procedimientos llevados a cabo por la Dra. Maria Angela Burrell, del Departamento de Histologia y
Patologia, de la Universidad de Navarra, Pamplona.
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Tras la inclusidon de los bloques, se realizaron cortes seriados de 4 um de espesor, con
ayuda de un microtomo Microm HM 340E (Bio Optica, Milan, Italia) y cuchillas de acero.
Los cortes destinados a la aplicacién de las tinciones convencionales se recogieron sobre
portaobjetos normales, mientras que aquellos cortes destinados a inmunocitoquimica se
recogieron sobre portaobjetos especiales (Manzel-Glaser®, J1800AMNZ, Braunschweiq)

que facilitan la adherencia del la muestra para evitar su pérdida durante el proceso.

Tinciones histolégicas convencionales

A) Tincion de hematoxilina-eosina

Tras desparafinar los cortes en estufa a 60°C durante 15-30 minutos, se hidrataron
mediante alcoholes de gradacion decreciente (absoluto, 96°, 80° y 70°) hasta agua
corriente, se tuvieron con hematoxilina de Ehrlich durante 5-10 min. Después se lavaron
en agua corriente abundante y se afnadié en la cubeta del agua 5 gotas de HCl al 37%. A
continuacién se pasaron los cortes por Li,COj3 (hasta que los cortes queden de color azul),
se lavaron en agua corriente, se les aplicé la eosina al 1% durante 5 min y por ultimo se
volvieron a lavar en agua. Posteriormente los cortes se deshidrataron haciéndolos pasar

por alcoholes de gradacion creciente hasta xilol y se montaron en DPX (BDH, 360294H).

B) Tincion de acido periddico de Schiff (PAS)

Se desparafinaron y se hidrataron los cortes igual que en el caso de la hematoxilina-
eosina y luego se le afiadi6 acido periédico al 0,5% durante 5 min, se lavaron 3 veces con
agua destilada y a continuacion se anadié el colorante de Schiff durante 15 min. Se
realizaron 3 lavados de acido sulfuroso de 2 min cada uno, se lavaron en agua corriente
de 15-30 min y se le aplicé la hematoxilina durante 1 min. A continuacién se diferencio la

hematoxilina con HCl y Li,CO3, se deshidrataron las muestras y se montaron con DPX.
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Técnicas Inmunocitoquimicas

Este estudio se usd para la deteccidn de ghrelin en la mucosa gastrica, usando un
antisuero policlonal especifico para ghrelin obtenido en conejo (Phoenix Pharmaceuticals,
Burlingame, CA). Concretamente se emple6 la técnica del complejo ENVISION® (Dakao,
Glostrup, Denmark), que usa peroxidasa como enzima marcadora y permite una enorme
amplificacién de la sefal. EI complejo ENVISION® (Dako, Glostrup, Denmark) es un
polimero de dextrano que tiene unidas numerosas moléculas de peroxidasa y anticuerpos

secundarios de cabra que reconocen la fraccion Fc de las inmunoglobulinas de conejo.

El revelado se llevé a cabo mediante la técnica con 3,3’-diaminobencidina (DAB)
intensificada con niquel y glucosa oxidasa (Shu SY, 1988). Las preparaciones se
incubaron en una soluciéon que contenia: 1 mg/ml de DAB tetrahidroclorada, 1 mg/ml de
sulfato de amonio y niquel, 0,8 mg/ml de cloruro aménico, 0,06 mg/ml de glucosa oxidasa
y 4 mg/ml de B-D-glucosa disuelto todo en tampdn acetato. Esta solucion produce un

precipitado negro en las zonas donde haya habido reconocimiento del antigeno.

3.14. Analisis estadistico

Las variables cuantitativas se expresaron como promedio + error estandar. El analisis
estadistico se hizo con el programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS,
10.0, Chicago, USA). Para comparar los resultados obtenidos entre los diferentes grupos
se usaron pruebas paramétricas (T de Student, ANOVA) en caso de distribucion

Gaussiana y no paramétricas (U de Mann Whitney, Kruskal Wallis) en caso contrario.
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4. RESULTADOS
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4.1. Efecto del programming neonatal y de la dieta HF/LF hasta el dia 90 + 4

semanas con dieta normal

4.1.1. Masas e ingestas en machos

En total se cuantificaron masa e ingesta de 24 machos SLHF, 23 SLLF, 45 NLHF y 38
NLLF. En las SL, desde los 37 dias de edad las HF pesaron mas, mientras que en las NL,
esto sucedid a los 34 dias. A partir de los 90 dias, cuando un lote de cada grupo recibi6
dieta normal (SLHF = 12, SLLF = 12, NLHF = 12, NLLF = 13), las diferencias de las
masas disminuyeron, de hecho, entre las NLHF y las NLLF se perdié la significancia
estadistica casi inmediatamente al cambiar de dieta, por el contrario, las SLHF se
mantuvieron como las mas pesadas durante un mes mas después de haber dejado la
dieta alta en grasa (Figura 14A).

Al analizar la ganancia de masa por periodos de tiempo en dias, encontramos que
durante el periodo de lactancia (dia 1 a 25), existi6 diferencia estadisticamente
significativa entre las camadas pequefas (sobrealimentadas) y las normales.
Posteriormente, de los 25 a los 90 dias, las ratas alimentadas con HF ganaron mas masa,
con diferencias estadisticamente significativa entre SLHF vs SLLF, NLHF vs NLLF y SLHF
vs NLLF. Al analizar de los 25 a los 122 dias (que incluye en este caso los 32 ultimos dias
con dieta normal), no se registraron diferencias estadisticamente significativas entre

ninguno de los grupos (Figura 14B).
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Figura 14. A) Curvas de crecimiento de ratas Sprague Dawley machos sometidas a programming neonatal y
distintos tipos de dieta. Extremo superior izquierdo: fotografia comparativa entre macho de camada pequefia
(SL) vs camada normal (NL). HF: dieta alta en grasa; LF: dieta baja en grasa. *: p<0.05 SLHF vs. SLLF; #:
p<0.05 NLHF vs. NLLF. B) Ganancia de masa por periodos de edad en dias en la grafica descrita. *: p<0.05
entre los grupos indicados.
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Con relacion a la ingesta caldrica, de manera general ésta fue mayor en las HF, tanto de
las SL como de las NL. EI comportamiento particular que presentaron los grupos fue que
desde la semana 5 y hasta la semana 11, en las camadas NL existian diferencias
estadisticas entre los dos tipos de dieta. Por el contrario, en las SL, sélo hasta la semana
9 es cuando las SLHF ingieren mas kcal que las SLLF pero la diferencia se pierde
inmediatamente al iniciar dieta normal (semana 11) (Figura 15A). Como se aprecia en la
misma Figura 15A, cuando los cuatro grupos se someten a una misma dieta a partir de los
90 dias tienden a comer la misma cantidad de kcal/dia. Al expresar los datos como
ingesta acumulada (cumulative food intake, CFl), se observa que las SLLF ingirieron mas
kcal que incluso las SLHF, manteniendo una diferencia estadisticamente significativa con
relacion a las NLLF desde el destete y hasta el final del estudio. Entre las NL, las que
recibieron LF ingirieron menos kcal que las alimentadas con HF y mantuvieron la

diferencia estadistica practicamente todo el estudio (Figura 15B).
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Figura 15. A) Ingesta en ratas Sprague Dawley macho sometidas a programming neonatal y distintos tipos de
dieta. SLHF: camadas pequefas alimentadas con dieta rica en grasa; SLLF: camadas pequefias alimentadas
con dieta baja en grasa NLHF: camadas normales alimentadas con dieta rica en grasa; NLLF: camadas
normales alimentadas con dieta baja en grasa. *: p<0.05, **<0.005, ***<0.001 entre los grupos indicados. B)
Ingesta acumulada en los grupos descritos. *: p<0.05 SLLF vs. NLLF y NLHF vs. NLLF.
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Al hacer las comparaciones de las ingestas acumuladas por periodos, encontramos que
de los 25 a 90 dias las ratas NL en dieta baja en grasa fueron las que menos
consumieron, habiendo significancia estadistica contra los otros tres grupos. Por su parte,
las SLLF fueron las que mas kcal consumieron, con diferencia estadistica significativa en
relacion a las camadas de tamafio normal, independientemente de la dieta recibida
(Figura 16A). Considerando todo el lapso de tiempo de los 25 a los 122 dias, las SLLF
aun fueron las que mas kcal consumieron, con diferencia estadistica significativa al
compararlas con las NLLF. Dentro de las camadas de tamafio normal, en este mismo
periodo, las NLHF consumieron mas kcal que las NLLF (Figura 16B). Al evaluar
unicamente el periodo de tiempo de los 90 a los 122 dias, en el que todas las ratas
recibieron dieta normal, no hubo diferencias significativas en las ingestas (Figura 16C).

Analizando el food efficiency [FE, (masa final-masa inicial)/kcal consumidas en el periodo
estudiado] de las camadas, se observa que de los 25 a los 90 dias las ratas SLLF tuvieron
el menor FE, con significancia estadistica contra los otros tres grupos (Figura 17A). En el
periodo de los 25 a los 122 dias sucedié lo mismo, pero ademas, entre las camadas de
tamano normal (NL), las alimentadas con LF tuvieron mayor FE (Figura 17B). Cuando se
analiza exclusivamente el periodo con dieta normal, comprendido entre los 90 y 122 dias,
las ratas que habia sido alimentadas previamente con HF tuvieron menor FE (Figura

17C).
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Resultados

Figura 16. Ingesta acumulada A) de los 25 a 90 dias. B) de los 25 a 122 dias. C) de los 90 a 122 dias. *:
p<0.05. **: p<0.01 entre los grupos indicados.
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Figura 17. Food efficiency (FE). A) de los 25 a 90 dias. B) de los 25 a 122 dias. C) de los 90 a 122 dias.
*: p<0.05. **: p<0.01 entre los grupos indicados.
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4.1.2. Masas e ingestas en hembras

Con relacién a las hembras, éstas mantuvieron una masa semejante en los cuatro grupos
(12 SLHF, 12 SLLF, 13 NLHF, 14 NLLF), sin diferencias significativas, de hecho, se
solapan las curvas de crecimiento de las alimentadas con HF, mientras que las SLLF
tienen una curva de crecimiento ligeramente superior entre los 36 y los 64 dias, asimismo,
las NLLF tienen una curva de crecimiento ligeramente menor entre los dias 64 y 80
(Figura 18A), pero en ningun caso se alcanzan diferencias significativas.

En relacién a la ingesta, las NL alimentadas con HF ingirieron una cantidad discretamente
superior a las NLLF, y la cantidad de cada grupo se mantuvo constante durante cinco
semanas, hasta que, de manera llamativa cuando iniciaron a dieta normal (semana 13)
todos los grupos aumentaron su ingesta caldrica. Las escasas diferencias
estadisticamente significativas se dieron entre las NLHF y las NLLF las semanas 7, 9y 11

(Figura 18B).
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Figura 18. A) Masas en ratas Sprague Dawley hembras tras programming neonatal y distintos tipos de dieta.

B) Ingesta. *: p<0.05 entre los grupos indicados.
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4.1.3. Efecto del programming neonatal y de la dieta sobre los niveles plasmaticos

de adiponectina, ghrelin, leptina e insulina

Los RIAs de 24 dias fueron con n = 6-8 por grupo, y los de 90 y 122 dias fueron con n =
10-12 por grupo. A los 24 dias los niveles de adiponectina fueron semejantes en las SL y
NL (Figura 19A), pero a los 90 dias fueron menores en las SL (p<0.05),
independientemente del tipo de dieta, comparandolas con cada una de las NL (Figura
19B). A los 122 dias, los niveles de adiponectina fueron menores en las camada NLLF,
con diferencia estadistica en relacion a las SLLF (Figura 19C).

En relacion a ghrelin, a los 24 dias no hubo diferencia estadistica significativa de acuerdo
al tamafo de la camada (Figura 19D), pero a los 90 dias, aunque el tamafo de las
camadas per se no influyd sobre sus niveles, entre las NL, las alimentadas con HF
tuvieron menores niveles que las LF, ademas, las NLLF también mostraron diferencia
significativa contra las SLHF (Figura 19E), finalmente a los 122 dias no hubo diferencias
(Figura 19F).

Leptina a los 24 dias fue mayor en las SL (Figura 20A). En el caso de los adultos sus
niveles fueron modificados tanto por la alimentacién neonatal (tamafio de la camada)
como por la dieta, siendo menores en los alimentados con LF (Figura 20B), mientras que
a los 122 dias fue mayor en las SLLF (Figura 20C). Por lo que respecta a insulina, a los
24 dias fue mayor en las ratas SL (Figura 20D), mientras que a los 90 dias, los mayores
niveles fueron en las SLLF, con diferencia significativa en relacion a las SLHF y las NLLF
(Figura 20E), y a los 122 dias aunque hubo tendencia a estar disminuida con HF, la
diferencia no fue significativa con las LF (Figura 20F).

Debido a que en hembras no hubo diferencias significativas en las masas y muy pocas en
las ingestas, estas hormonas, asi como el resto de estudios se hicieron Unicamente en

machos.
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Figura 19. Radioinmunoanalisis de adiponectina A) 24 dias, B) 90 dias, C) 122 dias y de ghrelin D) 24 dias, E)
90 dias, F) 122 dias. SL: camadas pequefias; NL: camadas normales. *: p<0.05 entre los grupos indicados.
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Figura 20. Radioinmunoanalisis de leptina A) 24 dias, B) 90 dias, C) 122 dias y de insulina D) 24 dias, E) 90
dias, F) 122 dias. SL: camadas pequefias; NL: camadas normales. *: p<0.05, **: p<0.01 entre los grupos
indicados.
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Resultados

4.1.4. Efecto del programming neonatal y de la dieta sobre la expresién génica en

tejido adiposo visceral

Al hacer el analisis de 44000 genes por microarray (Figura 21) (n = 7) encontramos una
mayor expresion de genes involucrados en crecimiento celular, oncogénesis vy
metabolismo lipidico en las ratas SL alimentadas con HF (Tablas 7 y 8). Estos resultados
indican que HF induce cambios notorios en NL que no se observan en SL, como si las
ratas SL ya estuvieran programadas y no respondieran al estimulo de la dieta. Leptina y el
gen 1 expresado de macrofago fueron unos de los genes con claras diferencias entre
SLHF y SLLF. Estos datos sugieren que el fenotipo obeso podria presentar alteraciones
en genes proinflamatorios.

Al analizar el efecto conjunto de programming y dieta, IL-1p entre SLHF y NLHF tuvo un
fold change alto (4.93). Mientras que el fold change de genes entre SLLF y NLLF fue
realmente bajo (maximo de 3.33), entre NLHF y NLLF leptina tuvo un fold change de 7.64,

lipocortina 1 tuvo 5.17 y adiponectina 4.63. El fold change de TNF-a (TNF superfamilia,

miembro 2) fue muy bajo (0.44) (Tabla 9).
A

LS+DT NLLF

LS+DT NLHF

LS+DT SLLF

LS+DT SLHF

Figura 21. Analisis de expresion génica por microarray de ratas sometidas a programming y dieta. A) Efecto
global de la dieta. B) Efecto del tamafio de la camada.
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Tabla 7. Efecto global de la dieta sobre la expresion de genes.

Fold
Gene Name change Genbank Description
A 44 P1017367 3.68 NM_134326 albumin
A 44 P899616 3.29 XM 574627 similar to expressed sequence AW413625
- = ' - (predicted)
A 44 P262091 3.17 NM 024162 fatty acid binding protein 3
A_44_P170738 3.01 XM_341023 PREDICTED: Rattus norvegicus similar to
CD209 antigen;
QIM628 (Q9M628) Small GTP binding protein
A 44 P931544 2.7 RACDP,
A_44_P304009 268 AW918609 Slmllgr to expressed sequence AW413625
(predicted)
A 44 P379331 2.10 NM_ 147136 rRNA promoter binding protein
A 44 P605454 1.94 AY325217 hypothetical protein LOC503325
A 43 P13162 189 NM 133315 solute carrier family 39 (iron-regulated
- = ) - transporter), member 1
A_44 P605461 1.85 NM_147136 rRNA promoter binding protein
A 43 P21762 1.82 NM 001013187 | solute carrier family 25, member 30
Q9DVWO (Q9DVWO0) PxORF73 peptide, partial
A 44 P914875 1.81 (16%) [TC556312]
A_44_P136526 180 AW918520 EST349824 Rat gene index, normalized rat,
norvegicus.
A 44 P723917 1.77 BF402689 Transcribed locus
A 44 P359156 172 XM 237323 synonym: MGC93914; Rattus norvegicus WD
- - ) - repeat and FYVE domain.
A 44 P871833 1.70
A_44_P482267 167 NM_134382 ELQVL famlly member 5, elongation of long
chain fatty acids (yeast)
A_44_P819401 166 Al407028 Solute carrier family 39 (iron-regulated
transporter), member 1
CEY66AT7A Y66A7A.8 {Caenorhabditis
A_44_P639519 1.65 clegans;), partial (4%) [TC528331]
A 44 P538357 1.61 NM_012827 bone morphogenetic protein 4
A 44 P960566 1.61
A_44 P583151 1.60 BF402400 Transcribed locus
A_44_P536476 160 XM_234038 Rattus norvegicus similar to mKIAA0230 protein

(LOC314016)
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Tabla 8. Efecto del tamafio de la camada sobre la expresion de genes.

Fold
Gene Name change Genbank Description
A 42 P759524 2 84 NM 022957 | Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A,
- = - member 5
A 42 P659399 247 XM 343839 | ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 3
A_44 P304009 2.36 AW918609 | Similar to expressed sequence AW413625 (predicted)
A 44 P362016 233 XM 341326 ADP—rlbosyItrgnsferase (NAD+; poly (ADP-ribose)
- = - polymerase)-like 1
A 44 P437736 297 BF398077 Pollqwrus receptor-related 2 (herpesvirus entry
- = mediator B)
A 44 P902033 217
A 44 P189814 196 XM 344511 PRED!CTED: Rattus norvegicus similar to ubiquitin A-
- = - 52 residue ribosomal protein fusion product 1
A 44 P466866 1.94 XM 220915 | oxysterol binding protein-like 7 (predicted)
A 42 P596050 1.76 NM_053572 | MT-protocadherin
A 43 P14665 1.76 NM_ 013097 | deoxyribonuclease |
A 44 P945456 1.75
A 44 P238927 1.73 XM_342486 | similar to Kinesin family member 18A (predicted)
PREDICTED: Rattus norvegicus similar to ribosomal
A 44 P501292 1.70 XM_344800 orotein 19 (LOC365061)
A 42 P495969 1.70 NM 012824 | apolipoprotein C-I
A_44 P251228 1.69 NM_012940 | cytochrome P450, family 1, subfamily b, polypeptide 1

Tabla 9. Efecto del tamafio de la camada y dieta sobre la expresion de genes.

Grupos Fold
Gene Name comparados change Description

A 43 P14911 SLHF vs NLHF 4.93 interleukin 1 beta

A 44 P402536 NLHF vs NLLF 7.64 leptin

A 43 P11614 NLHF vs NLLF 5.17 annexin A1

tumor necrosis factor (TNF superfamily,

A 43 P11513 NLHF vs NLLF 0.44 member 2)

A 44 P393531 NLHF vs NLLF 4.63 adiponectin

103




Resultados

4.1.5. Efecto del programming neonatal y de la dieta sobre la expresion de

citoquinas proinflamatorias en la fraccion de estroma vascular

Después de comprobar la adecuada amplificacion de citoquinas en gel de agarosa (Figura
22), discriminamos las muestras mediante amplificacion previa con RT-PCR para evitar

contaminacion por adipocitos (Figura 23).

Figura 22. Gel de agarosa de producto de PCR de SVF con hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
(HPRT), proteina C reactiva (CRP), inhibidor tipo 1 del activador del plasminégeno (PAI-1) y factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a.).

Muestra 1
N

N
e
s
>

Muestras Muestras

seleccionadas descartadas
(contaminacién con adipocitos)

Figura 23. Gel de agarosa de productos de amplificacion de SVF, mostrando el criterio de seleccion de las
muestras. Cada muestra se corrié con el marcador de peso, un primer pocillo (A) con HPRT y un segundo
pocillo (B) con resistina.
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Los resultados de RT-PCR a los 90 dias (n = 4 por grupo) muestran que la expresion de
PAI-1 fue significativamente menor en las camadas de tamafo normal alimentadas con LF
(Figura 24A), efecto que se pierde a los 122 dias (Figura 24B). MCP-1 alcanza mayores
niveles con significancia estadistica en las mas obesas (SLHF) vs las camadas de tamano
normal independientemente del tipo de dieta (Figura 24C); dicha diferencia se perdio a los
122 dias (Figura 24D). CRP también fue mayor en las mas obesas (Figura 24E) y a los
122 dias se perdi¢ la diferencia (Figura 24F).

Por otra parte, TNF-a, IL-18 e IL-6 no tuvieron diferencias significativas ni a los 90 dias ni

alos 122 dias (Figuras 25).
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Figura 24. PCR en tiempo real (Light Cycler) de citoquinas proinflamatorias. Inhibidor tipo 1 del activador del
plasmindgeno (PAI-1) a los A) 90 dias y B) 122 dias, proteina quimioatrayente tipo 1 de monocitos (MCP-1) a
los C) 90 dias y D) 122 dias y proteina C reactiva (CRP) a los E) 90 dias y F) 122 dias. *: p<0.05 entre los
grupos indicados.
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Figura 25. PCR en tiempo real (Light Cycler) de citoquinas proinflamatorias. Factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-0.) a los A) 90 dias y B) 122 dias, interleuquina 1 beta (IL-1B) a los C) 90 dias y D) 122 dias e

int

erleuquina 6 (IL-6) a los E) 90 dias y F) 122 dias.
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4.1.6. Efecto del programming neonatal y de la dieta sobre la expresién de genes de
hipoxia en SVF

A los 90 dias (n = 8 por grupo), la expresién intracamada de HIF-1a fue mayor en las
SLHF (Figura 26A) y a los 122 dias no hubo diferencia estadisticamente significativa entre
los grupos (Figura 26B). HIF-2 se expresé de manera intensa en las SLHF a los 90 dias
(Figura 26C), con diferencia estadisticamente significativa en relacién a las camadas de
tamano normal independientemente del tipo de dieta recibida y dicha diferencia se pierde
a los 122 dias (Figura 26D). HO-1 estuvo relativamente aumentado a los 90 dias en las
camadas con HF, habiendo diferencia significativa entre las NLHF vs SLLF y SLHF
(Figura 26E), diferencia que se pierde a los 122 dias (Figura 26F). eNOS estuvo
disminuida a los 90 dias en las ratas alimentadas con HF (Figura 27A), diferencias que se
pierden a los 122 dias (Figura 27B) e incluso en SLHF aumenté mas que en los otros
grupos. Hepcidina a los 90 dias estuvo mucho mas expresada en las ratas mas obesas
(SLHF) con relacién a las menos obesas (NLLF) (Figura 27C), diferencia que se perdié a
los 122 dias (Figura 27D). Finalmente, no se observaron diferencias significativas en la

expresion de lipocortina, ni a los 90 dias (Figura 27E) ni a los 122 dias (Figura 27F).
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Figura 26. PCR en tiempo real (TagMan®) de genes de hipoxia. Factor inducido por hipoxia 1 alfa (HIF-1a) a
los A) 90 dias y B) 122 dias, factor inducido por hipoxia 2 (HIF-2) a los C) 90 dias y D) 122 dias y heme
oxigenasa 1 (HO-1) a los E) 90 dias y F) 122 dias. *: p<0.05 entre los grupos indicados.
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Figura 27. PCR en tiempo real (TagMan®) de genes de hipoxia. Enzima 6xido nitrico sintetasa (eNOS) a los
A) 90 dias y B) 122 dias, hepcidina a los C) 90 dias y D) 122 dias y lipocortina a los E) 90 dias y F) 122 dias.

*: p<0.05. **: p<0.01 entre los grupos indicados.
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Resultados

4.1.7. Efecto del programming neonatal y de la dieta sobre el metabolismo lipidico

en higado y tejido adiposo

Higado

En higado, a los 90 dias, la expresion de ACCa fue mayor en las camadas menos
pesadas (NLLF), con diferencia estadisticamente significativa en relacién a las camadas
de tamafo normal independientemente del tipo de dieta (Figura 28A). En la expresion de
FAS hubo diferencia estadisticamente significativa entre las camadas SL y NL
alimentadas con LF (Figura 28B). En la expresion de SREBP-1c no encontramos

diferencias estadisticamente significativas (Figura 28C).

Tejido adiposo

En vWAT, a los 90 dias, encontramos diferencia significativa en la expresion de ACCa en
las camadas pequenas, siendo menor en las ratas mas obesas (SLHF) (Figura 29A). Por
su parte, FAS fue menor en las camadas de tamafio normal alimentadas con HF (Figura
29B).

INSIG-1 fue mayor en las ratas mas obesas (SLHF), con diferencia significativa en
relacion a las alimentadas con LF de camadas de su mismo tamafio (SLLF) y con las mas
delgadas (NLLF) (Figura 29C). INSIG-2 fue menor en las camadas alimentadas con LF,
pero ademas, fue menor incluso en las NLLF comparandolas con las SLLF (Figura 29D);

mientras que la expresiéon SREBP-1c no presento diferencias significativas (Figura 29E).
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Figura 28. PCR en tiempo real (TagMan®) de expresion en higado a los 90 dias de A) Acetil-CoA carboxilasa
alfa (ACCa), B) sintasa de acidos grasos (FAS), C) proteina de unién al elemento de respuesta a esteroles- 1c
(SREBP-1c). *: p<0.05 entre los grupos descritos.
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Figura 29. PCR en tiempo real (TagMan®) de expresién en tejido adiposo a los 90 dias de A) Acetil-CoA
carboxilasa alfa (ACCa), B) sintasa de acidos grasos (FAS), C) gen inducido por insulina tipo 1 (INSIG-1), D)
gen inducido por insulina tipo 2 (INSIG-2) y E) proteina de unioén al elemento de respuesta a esteroles
(SREBP-1c). *: p<0.05. **: p<0.01 entre los grupos descritos.
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4.1.8. Efecto del programming neonatal y de la dieta sobre el metabolismo lipidico

hipotalamico

AMPK, enzima que responde al estado energético y que esta implicada en la regulacion
de glucosa, homeostasis lipidica y sensibilidad a insulina (Bergeron R, 2001; Fisher JS,
2002; Iglesias MA, 2002; Kahn BB, 2005), puede activarse por fosforilacion (pAMPK) por
diversas causas que incrementan la relacion AMP/ATP como ejercicio, TZD y hipoxia,
(Ruderman N, 2004). Evidencias recientes han demostrado que AMPK juega un papel
fundamental en la regulacién de la ingesta en el hipotalamo (Minokoshi Y, 2004; Kahn BB,
2005; Lopez M, 2008).

En nuestro estudio, la expresion de pAMPK fue menor en ratas alimentadas con HF
(Figura 30A). pACC fue menor en las camadas de tamafo normal alimentadas con HF en
relacion a las SLLF (Figura 30B). En las camadas con sobrealimentacion perinatal, los
niveles de AMPK alfa 1 (AMPKa1) fueron mayores en las ratas alimentadas con HF
(Figura 31A), mientras que AMPK alfa 2 (AMPKa2) no tuvo diferencias (Figura 31B). FAS
fue mayor en las camadas pequefias (Figura 32A) y ACCa no presenté diferencias

(Figuras 32B).
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(Con el fin de ser mas ilustrativos, el orden de las columnas se ha ajustado al orden de los

geles).
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Figura 30. Western Blot de A) AMP kinasa fosforilada (pAMPK). Parte superior: gel de poliacrilamida. Parte
inferior: grafica de la relacion pAMPK/B-actina y B) Acetil-CoA carboxilasa fosforilada (pACC). Parte superior:
gel de poliacrilamida. Parte inferior: grafica de la relacion pACC/B-actina *: p<0.05 entre los grupos indicados.
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Figura 31. Western Blot de A) AMP kinasa alfa 1 (AMPKa1). Parte superior: gel de poliacrilamida. Parte
inferior: grafica de la relacion AMPKa1/B-actina y B) AMPKa2. Parte superior: gel de poliacrilamida. Parte
inferior: grafica de la relacion AMPKa2/B-actina. *: p<0.05 entre los grupos indicados.
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Figura 32. Western Blot de A) sintasa de acidos grasos (FAS). Parte superior: gel de poliacrilamida. Parte
inferior: grafica de la relacion FAS/B-actina, B) Acetil-CoA carboxilasa alfa (ACCa). Parte superior: gel de
poliacrilamida. Parte inferior ACCa/p-actina. *: p<0.05 entre los grupos indicados.
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4.1.9. Efecto del programming neonatal y de la dieta sobre la expresion de

neuropéptidos hipotalamicos

A los 90 dias de edad, AgRP tuvo una mayor expresion en caso de alimentacién con HF
independientemente del tamafo de camada (Figura 33A). NPY no presentd diferencias
significativas (Figura 33B). La expresion de POMC fue menor en las camadas SLHF, con
diferencia significativa en relacién a las SLLF (Figura 34A). Por su parte, la expresion de
CART en el ARC fue menor en las ratas SLHF, con significancia estadistica en relacién a

los otros grupos (Figura 34B).
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Figura 33. Hibridacién in situ a los 90 dias de edad con dieta HF/LF. A) péptido relacionado con aguti (AgRP).
B) neuropéptido Y (NPY). Panel izquierdo: Cortes coronales de hipotalamo incubado con [a35S]. Panel
derecho: niveles de ARNm de AgRP/NPY en los grupos descritos. *: p<0.05. **<0.01 entre los grupos
indicados.
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Figura 34. Hibridacién in situ a los 90 dias de edad con dieta HF/LF. A) proopiomelanocortina (POMC). B)
transcrito regulado por cocaina y anfetamina (CART). Panel izquierdo: Cortes coronales de hipotalamo
incubado con [a3SS]. Panel derecho: niveles de POMC/CART. ***: p<0.001 entre los grupos indicados.
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4.2. Efectos del bypass biliopancreatico + gastrectomia con anastomosis

gastrointestinal en Y de Roux

4.2.1. Masas e ingestas

Las ratas sometidas a BPBP-RYGB (Figuras 35A y 35B), iniciaron con una masa
promedio de 437.51 £+ 10.62 g y después de un mes de la intervencion pesaron en
promedio 359.08 g + 14.24 g, lo cual representd una pérdida del 17.92%. Por el contrario,
el grupo control (solamente incisién abdominal) inicié con una masa de 445.08 + 13.7 gy

terminé con 500.25 + 12.66 g (ganancia de 12.39%) (Figura 36A).

Figura 35. Fotografias de las anastomosis quirurgicas. A) Anastomosis gastro-yeyunal (sefialada y comparada
con la tapa de una jeringa de 1 ml). B) Anastomosis yeyuno-ileon (sefialada por una flecha azul).

En relacion a la ingesta, el grupo de BPBP-RYGB antes de la intervencion ingirio 73.15
3.28 kcal/dia y al mes postcirugia 63.68 + 8.66 kcal/dia; el grupo control antes de la
cirugia ingiri6 79.13 £ 4.11 kcal/dia y a las cuatro semanas 90.85 £ 3.1 kcal/dia (Figura
36B). De manera interesante, al ajustar la ingesta por 100 g de masa, a partir de la tercera
semana practicamente no hay diferencia entre los grupos (Figura 37A). Entre BPBP-
RYGB y un grupo pairfed (ratas sham que recibieron la cantidad de comida ingerida por
una rata operada el dia previo) la masa en las operadas descendié de manera drastica

(Figura 37B).
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Figura 36. A) Masas en ratas Sprague Dawley sometidas a cirugia bariatrica (CxB). B) Ingesta en ratas
Sprague Dawley sometidas a CxB. *: p<0.05.
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Figura 37. A) Ingesta ajustada por 100 g de masa. B) Evolucién ponderal durante 50 dias. CxB: Cirugia
bariatrica. *: p<0.05.
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4.2.2. Cambios histolégicos en el tracto gastrointestinal tras la cirugia bariatrica

Al comparar las Sham con las operadas se aprecia un marcado alargamiento de las
vellosidades intestinales en las sometidas a cirugia bariatrica (Figura 38A y Figura 38B), y

se observan zonas de atrofia tanto en las Sham como en las operadas (Figura 38).

Cirugia bariatrica

Figura 38. Histologia con tincion de acido periodico de Schiff (PAS). A) Asa alimentaria de cirugia bariatrica
(CxB), X4. B) Detalle de A, donde se aprecia el alargamiento de las vellosidades intestinales, X10. C) lleon de
Sham, X4. D) Detalle de C, para observar las vellosidades intestinales, X10.
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Al hacer los estudios especificos de IHQ, se encontré que la expresion de ghrelin esta

mas disminuida en el estomago residual de la BPBP-RYGB (Figura 39).

Figura 39. Inmunohistoquimica para ghrelin. A) Estdbmago resecado en cirugia bariatrica X40. B) Estdmago
residual X40.
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Cuando se estudian las muestras a cincuenta dias, a simple vista se observa claramente
un aumento del diametro de las asas alimentarias de ratas sometidas a cirugia (Figura
40A). Histolégicamente, en diversas zonas de las asas alimentarias de las ratas operadas
se observa una pared mas gruesa, con un mayor desarrollo de las vellosidades (mas
largas) (Figura 40B). También existen areas de pared mas fina, con vellosidades rotas,
incluso con epitelio destruido. Sin embargo, esto ocurre también en las ratas PF (Figura

40C).

Figura 40. Estudio histoldgico del intestino a 50 dias postcirugia. A) Cortes histolégicos observados a simple
vista. 1X. B) Tincion con hematoxilina-eosina de asa alimentaria a 50 dias después de CxB. 10X C) Tincion
con hematoxilina-eosina de ileon distal a 50 dias después de cirugia, PF. 10X. CxB: cirugia bariatrica, PF:
Pairfed.
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4.3. Resumen de resultados

4.3.1. Efecto del programming neonatal y de la dieta sobre la masa e ingesta

De cara a desarrollar fenotipos obesos, la sobrealimentacion neonatal es mucho mas

importante que el exceso de calorias en el estado adulto.

4.3.2. Efecto del programming neonatal y de la dieta sobre los niveles de

adipoquinas y ghrelin

La alimentacion neonatal influye de forma muy marcada en los niveles de adiponectina y
leptina, pero no en los de ghrelin en la vida adulta. La dieta HF/LF influye de forma muy
marcada sobre los niveles de ghrelin y leptina pero en menos medida sobre Adiponectina

alos 90 dias.

4.3.3. Efecto del programming neonatal y de la dieta sobre la expresiéon génica

4.3.3.1. Citoquinas en SVF

Existe una tendencia a haber mayores niveles de citoquinas proinflamatorias en las

camadas alimentadas con dieta HF, principalmente PAI-1, MCP-1 y CRP.

4.3.3.2. Genes de hipoxia en SVF

La HF disminuye la expresién de eNOS y estimula la de HO-1 en SVF (ambos

antiinflamatorios). Hepcidina se encuentra aumentada en las SLHF por lo que pudiera ser
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un nuevo marcador semejante a CRP. Como también aumentan HIF-1 y 2, que
contribuyen a la angiogénesis, se deduce que la hipoxia induce la expresién de genes con
efectos protectores e inflamatorios, manteniéndose un equilibrio, a menos que el estimulo
agresor, en este caso la obesidad, persista, situacion en la cual el efecto total se decanta

a favor de los genes proinflamatorios.

4.3.3.3. Enzimas metabdlicas

En las ratas SLHF la expresion de FAS se vio disminuida en higado y WAT y aumentada

en hipotalamo, en este mismo tejido y grupo estuvo aumentada la expresion de AMPKa1,

mientras que pAMPK y pACC estuvieron aumentadas en las SLLF.

4.3.4. Efecto del programming neonatal y de la dieta sobre la expresién de

neuropéptidos

La dieta de alto contenido graso estimuld la expresion de AgRP, mientras que la

expresion de CART y POMC se suprimié en caso de sobrealimentacion neonatal mas

dieta de alto contenido graso.
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4.3.5. Efecto de la cirugia bariatrica sobre la homeostasis energética

La pérdida ponderal no se atribuye a menor ingesta cuando se corrige por masa. La
longitud de las vellosidades se encuentra aumentada, lo que podria contribuir a la menor
absorcién de nutrientes, pero el alargamiento observado de las mismas podria explicar, al
menos parcialmente, la recuperacion de masa a mediano y largo plazo después de la

cirugia bariatrica.
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5. DISCUSION
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5.1. Masas e ingestas

Cada vez se acepta y conoce mas del impacto del entorno durante la temprana etapa
postnatal sobre la determinacion de procesos fundamentales de la vida. En particular las
investigaciones e hipotesis de los grupos de Hales y Barker llevaron a la postulacién del
sindrome del bebé pequefio, caracterizado por un fenotipo desnutrido (Hales CN, 1992;
Barrer DJP, 1998). Este concepto ha contribuido a la atencion mundial del fendmeno de
condicionamiento epigenético temprano y de términos como programacién nutricional e
impronta. Esta ya sin discusion que los problemas metabdlicos estan relacionados y que,
en parte, son el resultado de las influencias epigenéticas por enfermedades metabdlicas
de la madre y otras influencias durante la etapa fetal y temprana del nacimiento, aunadas
a los malos habitos durante el resto de la vida (Junien C, 2005).

Actualmente existe un gran interés en explicar el potencial de la nutricién prenatal sobre la
influencia a largo plazo sobre la adiposidad y trastornos metabdlicos asociados que se
han corroborado en humanos (Ravelli G, 1976; Ravelli AC, 1999). Nuestro grupo en
particular ha tenido interés en investigar factores presentes en la etapa neonatal que
puedan condicionar un fenotipo obeso en edad adulta (Lopez M, 2005a; Lopez M, 2007b).
Para estudiar las consecuencias de la obesidad sobre el metabolismo un modelo muy util
es el de las camadas de rata, con el cual se ha descrito una correlacion positiva entre la
ganancia de masa en la primera semana de vida, preferencia por dieta grasa e
incremento de norepinefrina ante el estimulo de glucosa como predictores de obesidad
(Levin BE, 1992; Gayles EC, 1997; Wang J, 1998).

Son escasos los estudios que evalian el efecto a largo plazo de los roedores
sobrealimentados sobre la masa, ingesta y estado metabdlico. Existen publicaciones que
demuestran que ratas criadas en camadas pequefias desarrollan hiperfagia permanente

(Plagemann A, 1999; Boullu-Ciocca S, 2005) mientras que otros autores no encuentran
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diferencias (Mozes S, 2004; Lopez M, 2007b). Las discrepancias entre estos trabajos
podria deberse al tipo de dieta. Nuestros datos demuestran que las ratas de camadas
pequefas son mas hiperfagicas que las de camadas normales cuando se las somete a
una dieta LF pero no bajo dieta HF (datos de este trabajo) y normal (Lopez M, 2007b).
Ademas, de manera interesante, la ingesta acumulada de las ratas SLLF fue mayor que la
de las SLHF, no obstante fueron menos pesadas.

Mientras que en ratones alimentados con HF la obesidad resulta de un mayor FE pero no
de hiperfagia (Enriori PJ, 2007), en nuestro estudio, para un mismo periodo de tiempo, el
FE fue practicamente el mismo independientemente del tipo de dieta, por lo que este
parametro no explica la diferencia en masa entre las ratas alimentadas con HF o LF,
incluso, de manera inesperada, las ratas SL alimentadas con LF fueron las que
mantuvieron durante todo el seguimiento de nuestro proyecto una mayor ingesta calérica
y aun asi no fueron las mas pesadas. Mas aun, cuando esta ingesta caldrica se controla
de tal manera que las ratas HF consuman la misma cantidad de calorias que las ratas con
acceso ad libitum a LF, ambos grupos ganan la misma masa (Woods SC, 2003).

Parekh et al (Parekh PI, 1998) demostré que los ratones en HF bajan de masa cuando el
contenido graso de la dieta disminuye, independientemente de la ingesta caldrica total. En
nuestro trabajo con ratas, aunque en el periodo de cuatro semanas con dieta normal
todos los grupos comieron practicamente la misma cantidad caldrica, las ratas SL
previamente alimentadas con HF continuaron siendo de mayor masa corporal. Nuestros
datos sugieren que la dieta alta en grasa ejerce un efecto de potenciacién sobre la
obesidad cuando se sobrealimenta en el periodo neonatal y, que la capacidad para perder
masa pese a retomar o iniciar una dieta equilibrada esta disminuida cuando en una etapa
temprana de la vida se predispone a obesidad, coincidiendo con lo reportado en la
literatura (Plagemann A, 1999). En el caso de las hembras, no obtuvimos diferencias en la

evolucién de las masas en ninguno de los grupos, siendo congruente con lo publicado por
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otros grupos (Zhang H, 2007), y por lo cual quedan excluidas para ser un modelo 6ptimo
extrapolable a la obesidad en mujeres.

Continuando con esta linea de investigacion, sera necesario estudiar desde la etapa
gestacional los efectos de dietas con diferente porcentaje de grasa sobre el desarrollo,
pues ya se ha descrito su implicacion con el sindrome metabdlico (Srinivasan M, 2006) y
se debera investigar con mayor profundidad las interacciones que se suceden tanto a

nivel hipotalamico como periférico.

5.2. Inflamacion

Partiendo del hecho de que la obesidad es un estado inflamatorio aun no bien entendido
(Trayhurn P, 2004), se ha reportado que la expresion de los genes asociados a
inflamacion esta reducida en un modelo de rata de restriccion proteica materna en
contraste con otros modelos de obesidad (Guan H, 2005). En nuestro trabajo, al haber
encontrado mayores niveles de las citoquinas proinflamatorias PAI-1 y MCP-1 en SVF de
VWAT de ratas SLHF, es de suponer que estas moléculas llevan a una inflamacién local y
generalizada con posible dafio a la funcién endotelial, incluyendo modulacion a la baja del
oxido nitrico.

Aun queda por definir el papel concreto de los macréfagos-preadipocitos-adipocitos en las
proporciones de expresion de estas citoquinas pues por ejemplo Curat y cols. (Curat CA,
2006) han demostrado que en el VWAT las células con fenotipo de macréfagos expresan
mayores cantidades de MCP-1 que los adipocitos y el SVF significa una porcién
enriquecida de macrofagos derivados de la médula 6sea (Weisberg SP, 2003).

Llama poderosamente la atencion el hecho de que las citoquinas proinflamatorias
anteriormente mencionadas disminuyan su expresion cuando se instaura una dieta

normal. Tratando de extrapolar esto a humanos, induciria a pensar que cuando se come
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una dieta equilibrada, a pesar de seguir siendo obeso (ratas SLHF), haber sido obeso
(SLLF) o haber ingerido dieta alta en grasa (NLHF), la expresion de factores
proinflamatorios disminuye y quizas con ello el riesgo cardiovascular.

El tratamiento enfocado a reducir la masa grasa total asi como el tejido adiposo visceral,
tedricamente deberia revertir la mayoria de las alteraciones metabdlicas y vasculares de
la obesidad. Al respecto, la reduccion de la ingesta de grasa deberia ser suficiente para
disminuir la expresion de citoquinas proinflamatorias, se alcance pérdida de masa o no.
Siguiendo esta linea de investigacion sera necesario estudiar los efectos de dietas con
diferente porcentaje de grasa sobre el desarrollo en la etapa gestacional (Srinivasan M,
2006). Hasta ahora nuestros datos soportan la gran importancia de la dieta neonatal y sus
efectos sobre la masa en la edad adulta, de acuerdo con trabajos publicado previamente
(Plagemann A, 1999; Lopez M, 2005a; Lopez M, 2007b).

También hemos corroborado que a mayor masa se correlaciona menor nivel sérico de
adiponectina a los 90 dias de edad. De manera llamativa, ghrelin tuvo los niveles mas
altos en los grupos con LF. En cuanto a leptina también coincidimos con la mayoria de los
autores detectando los menores niveles en aquellas ratas con LF (Lépez M, 2005a; Lépez
M, 2007b). Los altos niveles de adiponectina y bajos de leptina a los 90 dias de edad con
LF son consistentes con la extensa bibliografia de ambas adipocitoquinas (Dullaart RP,
2007; Fantuzzi G, 2007; Stork S, 2007; Xita N, 2007), destancando el hecho de que la
hipoadiponectinemia ha emergido como un factor de riesgo para DM2 y enfermedad
cardiovascular, ademas de que una creciente literatura ha reportado asociaciones
inversas de adiponectina con CRP y otros marcadores de inflamacién subclinica (Ouchi N,
2003). Respecto a la insulina es interesante el hecho de que a los 122 dias estuvo
disminuida en las ratas que habian sido alimentadas previamente con HF, y aumentada
en las LF y este dato coincide con el mayor FE en las ratas alimentadas con LF durante el

periodo de 90 a 122 dias.
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5.3. Hipoxia

No hay muchos datos aun que expliquen la relacion entre obesidad, VWAT y genes de
hipoxia involucrados a su vez en la adipogénesis. HIF-1 y HIF-2 ademas de estar
relacionados con la respuesta a hipoxia parecen estar involucrados en la adipogénesis
(Yun Z, 2002; Lolmede K, 2003; Shimba S, 2004) y de favorecer la angiogénesis
(Kaufman B, 2004). Nuestros resultados demuestran una mayor expresion de estos dos
genes en las ratas SLHF, siendo congruente con lo publicado en relacién a hipoxia y
obesidad. No obstante, no podemos descartar la posibilidad de la expresion de HIF sea
especificamente regulada en los diferentes depodsitos grasos. También es importante
tener en cuenta que en condiciones de normoxia, HIF-1a es minimo o indetectable ya que
sufre una rapida ubiquitinacion y degradacion proteosoémica (Rapisarda A, 2002).

La induccién de HO-1 ha demostrado aminorar la inflamacién (Wagener FA, 2001) y
proteger al higado de las ratas Zucker, genéticamente obesas, del dafio de isquemia y
reperfusion (Amersi F, 1999). Nuestros datos muestran que los niveles de ARNm de HO-1
estan mas incrementados en ratas alimentadas con HF, sugiriendo que podria ser un
mecanismo de proteccion frente a dieta rica en grasa, de hecho esta perfectamente
establecido que la induccién de HO-1 es una respuesta al estrés oxidativo (Bocci V,
2007).

Se sabe que eNOS esta reducido en VWAT de animales obesos (Valerio A, 2006). Mas
aun, ratones eNOS-null muestran incremento en la masa debido a una mayor
acumulacién de grasa abdominal cuando se comparan con animales wild-type (Nisoli E,
2003). Consistente con trabajos previos, nuestros datos mostraron que la expresioén de
ARNm de eNOS esta infraregulada en animales obesos alimentados con HF; esta
inhibicién se pierde cuando se da alimentacién con dieta normal. Tomado en conjunto,

nuestros datos sugieren que las citoquinas proinflamatorias podrian ser las responsables

137



Discusion

de la disminucion de los niveles de eNOS, tal y como se ha demostrado anteriormente
(Valerio A, 2006).

Por lo que respecta a hepcidina, esta elevada en las ratas mas obesas, lo que coincide
con modelos animales de inflamacién (Pigeon C, 2001; Nicolas G, 2002), lo sorprendente
es que este incremento tiende a persistir incluso un mes después de alimentaciéon con
dieta normal, enfatizando la influencia de la programacién perinatal. En cuanto a
lipocortina, su expresion no fue concluyente aunque a los 90 dias hay tendencia a estar
disminuida en caso de las ratas alimentadas con HF, perdiéndose este efecto a los 122

dias.

54. Mecanismos metabdlicos

Cada dia se amplia la informacion de los mecanismos reguladores de la ingesta con un
papel preponderante por parte del hipotalamo, el cual se encuentra en un ciclo de
bioretroalimentacion con los nutrientes, manteniendo generalmente una homeostasis
entre ingesta y energia consumida, equilibrio que se ve afectado por la cantidad y tipo de
dieta de cada individuo. Como se ha demostrado por la extensa bibliografia, las sefiales
aferentes/eferentes del hipotalamo involucradas en la ingesta son mucho mas complejas
de lo que se suponia hace tan soélo un lustro, desde las mas conocidas insulina y leptina,
pasando por las adipoquinas y las multiples citoquinas proinflamatorias que podrian estar
involucradas, en distinto grado, en una disfuncion hipotalamica (Mendieta-Zeréon H, 2007).
La respuesta de FAS a la dieta parece ser tejido-especifica (Laux T, 1990). Una dieta
carente de grasa aumenta la expresion de FAS en el higado (Lakshmanan MR, 1972;
Laux T, 1990), lo que hablaria de un tipo de control translacional en la activacion de esta
enzima. En nuestro estudio, HF a nivel periférico, disminuye la expresién de FAS en tejido

adiposo e higado de ratas crecidas en camadas pequefias; esto ultimo en concordancia
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con lo conocido en la literatura en estudios en rata (Shillabeer G, 1990) y en humanos con
obesidad (Hudgins LC, 2007).

Evidencias recientes demuestran que la via de AMPK integra las sefiales hormonales y de
nutrientes para regular la ingesta y el balance energético a través de sus efectos en
hipotalamo y tejidos periféricos (Kahn BB, 2005; Xue B, 2006). El aumento de la relacién
AMP/ATP lleva a la fosforilacién y activacién de AMPK (Ronnett GV, 2008). A nivel del
SNC leptina inhibe AMPK en hipotalamo, especificamente en el ARC y PVN (Minokoshi Y,
2004). Nuestro trabajo aporta datos de que la dieta HF de alguna manera contribuye a la
disminucion de pAMPK en hipotalamo, coincidiendo con Martin et al. quien demostré que
la obesidad inducida por dieta (DIO) altera la respuesta de AMPK a leptina (Martin TL,
2006).

Cada vez hay mas evidencia del papel regulador de FAS en la ingesta (Ronnett GV, 2006;
Wolfgang MJ, 2006). Por estudio de doble marcaje se sabe que el ARNm de FAS esta
colocalizado con el de NPY/AgRP en el ARC (Shimokawa T, 2002) y se sabe que su
inhibicién, por ejemplo, con C75, cerulenina o tamoxifeno, reduce la ingesta y produce
pérdida ponderal (Loftus TM, 2000; Lopez M, 2006). Nuestro estudio aporta indicios de
que para la expresion de FAS es importante tanto el efecto de “programming” como el
subsecuente estado de obesidad, estando FAS incrementado en las ratas SL, lo que
podria explicar la tendencia a la hiperfagia del modelo, especialmente en LF.

En nuestro trabajo, en el ARC, la expresién de AgRP estuvo incrementada con HF, lo cual
coincide con la mayoria de los autores (Gao J, 2002; Enriori PJ, 2007). Al respecto, el
aumento de péptidos orexigénicos se ha explicado como efecto de la resistencia a leptina
(Enriori PJ, 2007) y nuestros datos son congruentes con la publicacion reciente de
Nogueiras et al, donde se demuestra que el factor de transcripcion Bsx, que media la
transcripcion de AgR e implicado en la actividad motora espontanea y respuesta

hiperfagica, también esta aumentado con HF en el ARC (Nogueiras R, 2008).
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Por otra parte, varios autores han publicado que la HF reduce la expresion del ARNm de
NPY en el ARC en comparacién con la LF (Stricker-Krongrad A, 1998; Dziedzic B, 2007) y
que esto esta probablemente relacionado con el aumento sustancial de leptina circulante
(Qian H, 1998). Nosotros, por el contrario, no hemos identificado diferencias significativas.
La explicacién para esta divergencia no esta clara pero podria deberse al grado de
obesidad alcanzado, tiempo y tipo de alimentacién (Stricker-Krongrad A, 1998; Lin S,
2000; Hansen MJ, 2004; Velkoska E, 2005), porcentaje de lipidos (Giraudo SQ, 1994;
Hansen MJ, 2004), tipo de lipidos y si estos son o no saturados, etc. (Ziotopoulou M,
2000; Wang HQ, 2002; Hansen MJ, 2004; Tabb K, 2004). Teniendo en cuenta que los
circuitos de NPY y melanocortina del ARC se desarrollan durante la segunda y tercera
semanas postnatales (Bouret SG, 2004; Grove KL, 2005), la sobrenutricién durante este
periodo podria impactar en su desarrollo normal y alterar permanentemente el
metabolismo energético. Otra posibilidad seria la presencia de regulacion regionales
dentro del propio ARC, de hecho, se ha publicado una expresién aumentada de NPY en el
hipotalamo de ratas SL en el ARC posterior (Lépez M, 2005a).

Por otra parte, las ratas con obesidad inducida por dieta (DIO) tienen incremento de la
expresion de NPY en el ARC antes de hacerse obesas (Levin BE, 1997). Estos niveles
elevados caen a valores observados en ratas resistentes a obesidad con un incremento
paralelo de leptina después de 4 semanas de llevar una dieta hipercalérica (Levin BE,
2002). La leptina actia de manera diferente sobre las de las neuronas POMC vy
NPY/AgRP en el ARC (Schwartz MW, 1996; Xu AW, 2005) y la resistencia a leptina en
estas neuronas podria ser una causa de la DIO (Munzberg H, 2004; Enrioni PJ, 2007),
pues el mantener la sensibilidad a esta hormona es una accion protectora contra la DIO
(Ren D, 2005).

En nuestro modelo de DIO, la expresion de POMC y CART estuvo disminuida en el grupo

SLHF, lo cual podria explicar la tendencia a la hiperfagia de las ratas SLHF, al carecer de
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regulaciéon anoréctica adecuada. Al respecto existe controversia en la literatura (Harrold
JA, 1999; Lin S, 2000; Tian DR, 2004; Wortley KE, 2004; Dziedzic B, 2007) que podria

atribuirse al tiempo de alimentacion con HF y a la proporcion de lipidos en la misma.

5.5. Cirugia bariatrica

Con relacién a la cirugia bariatrica, convencionalmente se ha explicado la pérdida de
masa debido a 1) el tamafo gastrico reducido que limita la ingesta caldrica y 2)
acortamiento del transito intestinal, disminuyendo la absorciéon de nutrientes. También se
ha discutido que la seccion de las fibras simpaticas y parasimpaticas durante la
gastrectomia no explicarian por si mismas las consecuencias a largo plazo de la BPBP-
RYGB (Phillips RJ, 2005).

A pesar de los resultados favorables con la CxB, aproximadamente un 10%—40% de
pacientes no logran una pérdida ponderal éptima (Christou NV, 2004). Aun con la BPD,
que es la intervencion quirdrgica mas efectiva para la obesidad mérbida, hay un 20% de
fallos (Larrad-Jiménez A, 2007; Larrad-Jiménez A, 2008), esto pese a que consigue una
reduccion parcial del estado obeso asi como de comorbilidades sin el incremento
compensador en la ingesta y nuevo aumento ponderal que se presentan con la mayoria
de tratamientos (le Roux CW, 2006). En un trabajo llevado a cabo en la Universidad de
Navarra con bypass gastrico en Y de Roux por via laparoscopica en humanos, se
encontréo que, ademas de la pérdida ponderal, hubo un cambio significativo en la
composicion corporal del paciente, con un descenso medio del 124% en el
compartimiento graso a 3-5 afios de seguimiento postoperatorio (Pastor C, 2008).

El patron exitoso de pérdida ponderal progresiva que sucede después de la BPD-RYGBP
en ratas, es similar al patron de dos etapas en la pérdida de masa en humanos después

de una BPD exitosa (Larrad-Jiménez A, 2008). Después de la CxB, es posible que

141



Discusion

multiples mecanismos actiuen en concierto para alcanzar pérdida ponderal sostenida,
tales como el efecto restrictivo de la gastrectomia y el aumento de la pérdida en el
balance energético derivado de la malabsorcion lipidica permanente y la malabsorciéon
parcial de almidén ademas de alteraciones posibles en el SNC, sefalizacion hormonal,
almacenamiento energético, FE, etc. (Flancbaum L, 2003; Wardé-Kamar J, 2004). Mas
aun, y a pesar del escaso conocimiento que existe todavia, también debe considerarse la
implicacion de la modificacién en los efectos de los péptidos gastrointestinales después
de la intervencion quirargica bariatrica en el control de la ingesta y saciedad.

Los cambios observados en la expresion de péptidos reguladores del apetito y saciedad
no son del todo claros. Las publicaciones al respecto incluyen disminucién de motilina y
GIP, aumento de neurotensina, enteroglucagon y GLP-1 (ambos involucrados en la
adaptacion intestinal) y una reduccion temprana considerable (5 dias) en las
concentraciones de leptina, que persiste mas de doce meses y que parece estar mas
relacionada con la pérdida de masa que con la cirugia. De la misma manera, algunos
péptidos gastrointestinales como GLP-2 (Drucker DJ, 2005) han sido relacionados con la
ingesta y control de masa después de la cirugia bariatrica, pero ni sus mecanismos
intimos de accidn ni su interaccion con otros péptidos involucrados en la ingesta (PYY),
GLP-1, etc., han sido explicados de manera satisfactoria (le Roux CW, 2006; Borg CM,
2007), asi como tampoco ha sido explicado el mecanismo de ganancia ponderal que se
sucede nuevamente y que resulta crucial para entender la obesidad y ofrecer nuevas
alternativas de manejo.

Los resultados reportados para ghrelin son contradictorios y mientras que Garcia Unzueta
et al. (Garcia-Unzueta MT, 2005) y Adami et al. (Adami GF, 2004) describen
concentraciones aumentadas al primer afno después de la técnica clasica de BPD de
Scopinaro (con ulterior normalizacion), Rubio et al. (Rubio MA, 2003) demostré una

reduccion similar en los niveles de ghrelin tanto con la técnica de Larrad como con el

142



Discusion

bypass gastrico, que coincide con nuestros datos de no compensacion en la expresion de
ghrelin en el estébmago residual. En humanos, se argumenta que la falta de ghrelin en el
estdbmago residual y por ende de su secrecién, contribuye a la pérdida ponderal en los
primeros meses después de la cirugia.

En nuestro estudio queda demostrada una vez mas la efectividad de la BPBP-RYGB en la
reduccion de masa y de acuerdo a la ingesta ajustada por 100 g de masa, asi como a un
grupo pairfed a mediano plazo, podemos asumir que la pérdida ponderal no se debe a
menor ingesta calérica. Como alternativa a explicar la pérdida ponderal estarian cambios
metabdlicos como aumento en termogénesis (Vincent RP, 2007).

Hasta ahora se ha acumulado evidencia del papel desempefado por varias hormonas
(Cummings DE, 2004; Borg CM, 2006), después del BPBP-RYGB, pero existen pocos
datos que analicen los cambios histolégicos intestinales que se suceden tras la
intervencion. Nuestros resultados al respecto, estan en concordancia con lo reportado por
otros autores (Levi AC, 1991; Evrard S, 1993), mas aun, el alargamiento de las
vellosidades intestinales en las ratas operadas, manifestacion de una compensacion
intestinal podria explicar, al menos parcialmente, los casos de re-ganancia ponderal que
se da en ratas y en humanos (Larrad-Jiménez A, 2008).

Por ultimo, esta pendiente profundizar en la investigacion que explique los mecanismos
de “mejora” de la DM2 (Buchwald H, 2004) y comorbilidades (Sjostrom L, 2004) después
de la cirugia bariatrica. Es muy probable que los cambios en péptidos intestinales y sus
efectos tengan algo que ver (Ballantyne GH, 2005; Ballantyne GH, 2006; Rubino F, 2006).
En cuanto a las opciones terapéuticas aun falta un largo camino por recorrer ya que los
farmacos en uso, tanto de accion periférica como central tienen efectos limitados (Lopez
M, 2005b; Atkinson TJ, 2008). En esta area se esperan mayores aportes con un manejo
individual aplicando la nutrigendmica/nutrigenética que permitan desarrollar farmacos con

una accién mucho mas especifica en el SNC.
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La sobrealimentacion perinatal predispone a mantener un fenotipo obeso en etapa
adulta, que es dificil revertir incluso llevando una dieta equilibrada.

CRP, PAI-1 y MCP-1 son las citoquinas proinflamatorias con mayor expresién en
SVF de tejido adiposo visceral en el modelo de alimentacion con dieta alta en
grasa.

Los genes de hipoxia con mayor incremento después de llevar una dieta alta en
grasa fueron HIF-1a, HIF-2, HO-1 y hepcidina, mientras que esta misma dieta
reduce los niveles de eNOS.

La dieta alta en grasa se asocia a incremento de AgRP y disminucion de POMC y
CART, asi como reduccion de pAMPK y pACC a nivel hipotalamico.

La cirugia bariatrica produce una reduccién ponderal sostenida a largo plazo que

se acompafa de alargamiento de vellosidades intestinales.
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