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1. CONCEPTO DE SINDROME METABOLICO

La creciente epidemia de obesidad y diabetes mellitus de tipo 2 en los paises
desarrollados y en vias de desarrollo estd dando lugar a la aparicién, cada vez mds frecuente,
del llamado sindrome metabdlico. El concepto de sindrome metabdlico ha evolucionado
mucho desde su intfroduccién en la década de los anos 1920 hasta la actualidad. Aungue los
distintos organismos y grupos de expertos cientifico-médicos no coinciden exactamente en su
definicidén ni en sus componentes, atendiendo a criterios clinicos y epidemioldgicos, la mayoria
conviene en considerarlo como un desorden metabdlico que agrupa toda una serie de
alteraciones metabdlicas y funcionales estrechamente relacionadas entre si, incluyendo
como principales: obesidad de distribucién central, resistencia a la insulina, hiperglucemia,
dislipidemia aterogénica, con elevacién de triglicéridos y disminucién de colesterol-HDL e
hipertensién.

Todos los componentes del sindrome metabdlico constituyen, de forma independiente,
factores de riesgo para el desarrollo de enfermedad cardiovascular y diabetes de fipo 2,
razdn por la que la manifestacion conjunta de varias de estas anomalias metabdlicas en un
mismo individuo, dando lugar a este sindrome, incrementa de forma importante el riesgo de
padecer estas patologias. La presencia del sindrome metabdlico se ha asociado a un
incremento de 5 veces en la prevalencia de diabetes de tipo 2 y de 2 a 3 veces en la de
enfermedad cardiovascular (Zimmet y cols., 2001; Eckel y cols., 2005).

Por otra parte, en los Ultimos afos se ha puesto de manifiesto una relacién directa
entre la existencia de este sindrome vy el riesgo de padecer ciertos tipos de cdncer, como son
el colorrectal y el de mama (Ahmed y cols., 2006; Lorincz y cols., 2006), y estudios recientes
también sugieren la existencia de una asociacién directa entre sindrome metabdlico vy
enfermedad de Alzheimer (Milionis y cols., 2008; Profeno y cols., 2009).

La prevalencia del sindrome metabdlico se estd viendo incrementada de forma
drdstica en todo el mundo, no sélo en las poblaciones de adultos y ancianos (Meigs y cols.,

2003; Ford y cols., 2004), sino también en jbvenes y ninos, experimentando un crecimiento
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paralelo a la presencia de obesidad y diabetes de tipo 2 (Cook y cols., 2003; Weiss y cols.,
2004). Esto hace de este sindrome un importante problema de salud publica a nivel mundial

gue demanda una urgente intervencién terapéutica.

1.1. DEFINICION DE SINDROME METABOLICO

Desde que fue descrito por primera vez por Kylin en los ainos 1920 como la agrupacion
de hipertensién, hiperglucemia y gota (Kylin y cols.,, 1923), el concepto de sindrome
metabdlico ha evolucionado, incluyendo la obesidad con acumulacion excesiva de tejido
adiposo en la parte superior del cuerpo como la anomalia metabdlica mds frecuente
relacionada con la diabetes de tipo 2 y la enfermedad cardiovascular (Zimmet y cols., 2001).

Posteriormente, se han acunado otras denominaciones para este sindrome, como
sindrome X (Reaveny cols., 1988), sindrome de resistencia a la insulina (De Fronzo y cols., 1991),
o “cuarteto de la muerte” (Kapplan y cols., 1989), si bien estos conceptos no han sido
coincidentes en cuanto a las anomalias metabdlicas que englobaban.

Aungue el término de sindrome metabdlico se ha ido afianzando y ha sido finalmente
aceptado por la comunidad cientifica como el mdas utilizado pese a la existencia de
controversias, hasta 1998 no se produjo una iniciativa clara para desarrollar una definicion
reconocida internacionalmente de este sindrome y de sus manifestaciones clinicas y
epidemioldgicas. En este sentido, distintos grupos de expertos han propuesto definiciones,
siendo las mds aceptadas las desarrolladas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
(WHO 1999), el European Group for the Study of Insulin Resistence (EGIR) (Balkau y cols.,1999) vy
el National Cholesterol Education Program-Third Adult Treatment Panel (NCEP ATP Iil, 2001)
(Tabla 1). Todas ellas coinciden en senalar como sus componentes esenciales obesidad,
definida como un indice de masa corporal (IMC) igual o superior a 30 kg/m?2, resistencia a la
insulina, dislipidemia e hipertension, aunque discrepancias en criterios clinicos vy
epidemioldgicos han generado una confusidn considerable, que no sélo ha reducido la

utilidad de estas definiciones en el contexto clinico, sino que también ha dificultado la
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comparacion de la incidencia del sindrome metabdlico en los distintos grupos de poblacion

(Tabla 1).

Tabla 1. Criterios definitorios del sindrome metabdlico segun 3 organizaciones (Alberti y cols., 2006).

OMS (1999)

EGIR (1999)

NCEP ATP Ill (2001)

Intolerancia a la glucosa,
diabetes o resistencia a la

Resistencia a la insulina*
mas dos de los siguientes

Tres o mds de los
siguientes factores:

insulina junto con dos o factores:
mds de los siguientes
factores:
Glucosa 26,1 mM 25,6 mM (100mg/dl)
plasmdtica en (110 mg/dl)
ayunas

pero no diabético

Presién arterial

> 140/90 mmHg

> 140/90 mm/Hg
o en tratamiento

2130/ 285 mm/Hg

Triglicéridos >1,7mM =22 mM 21,7 mM
(150 mg/dl) (178 mg/dl) (150 mg/dl)
o en tratamiento
Colesterol-HDL 3<09mM <1,0mM 3<1,03mM
(35 mg/dl) (39 mg/dl) (40 mg/dl)
2<1,0mM o en fratamiento ?2<1,29 MM
(39 mg/dl) (50 mg/dl)
Obesidad & Ratio cintura-cadera: & Perimetro de cintura & Perimetro de cintura
>0,90 > 94 cm. > 102 cm.
@ Ratio cintura-cadera: Q Perimetro de cintura Q Perimetro de cintura
>0,85 >80 cm. > 88 cm.

IMC > 30 kg/m?

Microalbuminuria

Excrecion de albumina
=20 pg/min.

Excrecion de creatinina =

30 mg/g

*(Hiperinsulinemia: niveles de insulina en ayunas hasta un 25% mds altos que los de la

poblacién no-diabética).

Por esta razén, a propuesta de la Federacidon Internacional de Diabetes (FID) se
constituyd un grupo de consenso formado por miembros de la FID pertenecientes a todas las
regiones geogrdficas y por representantes de distintas organizaciones profesionales, incluidas
las que habian propuesto las definiciones previas del sindrome metabdlico, y se ha emitido

recientemente una nueva definicion del mismo (Tabla 2).

33



Introduccién

Tabla 2. Definicidon de sindrome metabdlico de la Federacién Internacional de Diabetes (FID).

Obesidad central Perimetro de cintura > 94 cm junto con dos de los siguientes factores:
Triglicéridos en plasma 21,7 mM (150 mg/dl) o en fratamiento antihiperlipidémico
Colesterol-HDL 3 < 1,03 mM (40 mg/dl)

? < 1,29 mM (59 mg/dl). O en tratamiento especifico

Presion arterial Sistélica = 130 mm/Hg y diastdlica 2 85 mm/Hg o en tratamiento.

Glucosa plasmdtica en 25,6 mM (100mg/dl) o diabetes tipo 2 previamente diagnosticada. Si

ayunas los niveles de glucosa en ayunas son mayores de 5,6 mM se
recomienda test de tfolerancia a la glucosa pero no es necesario
para el diagndstico.

Ademds de la nueva definicion, los participantes de la FID identificaron oftros
pardmetros adicionales que parecen estar relacionados con el sindrome metabdlico. Estos
factores pueden permitir futuros cambios en su definicién y facilitan la investigacién vy el
diagnéstico en este campo. En esta Ultima propuesta se incluyen caracteristicas como la

existencia de estados proinflamatorio y protrombdtico (Alberti y cols., 2006) (Tabla 3).

34



Introduccién

Tabla 3. Criterios adicionales para la investigacion del sindrome metabdlico.

1. Distribucién anormal de la grasa corporal.

a. Distribucién generalizada de la grasa corporal (DEXA)

b. Distribucion central de la grasa corporal (CT)

c. Biomarcadores del tejido adiposo: adiponectina y leptina
d. Contenido graso del higado

2. Dislipidemia atferogénica (Ademds de las alteraciones en los niveles de triglicéridos y
colesterol-HDL)

a. Apo B (o no-HDL)
b. Particulas pequenas de LDL

3. Infolerancia a la glucosa

4. Resistencia a la insulina

a. Niveles de insulina/proinsulina en ayunas

b. HOMAR

c. Resistencia a la insulina dada por el modelo minimo de Bergman

d. Elevados niveles de dcidos grasos libres (AGL) en ayunas o durante el test de tolerancia a
ala glucosa.

e. Valor-M en clamp

5. Alteracién vascular (Ademds de la hipertensién)
a. Disfuncion endotelial
b. Microalbuminuria

6. Estado proinflamatorio

a. Proteina C reactiva (PCR) elevada

b. Citoquinas inflamatorias elevadas (TNF-a, IL-6, etc.)
c. Descenso en los niveles de adiponectina

7. Estado protrombdtico
a. Factores fibrinoliticos (PAI-1, etc.)
b. Factores protrométicos (Fibrindgeno, etc.)

8. Factores hormonales
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1.2. ETIOPATOGENESIS DEL SINDROME METABOLICO

Las causas que conducen al desarrollo del sindrome metabdlico son mdultiples,
complejas y aun no han sido bien clarificadas. La mayoria de los expertos coincide en senalar
a la obesidad central, junto con la resistencia a la insulina como los principales factores
etiolégicos de este sindrome (Eckel y cols., 2005; Anderson y cols., 2001; Grundy y cols., 2004).
Sin embargo, no se puede descartar la influencia que ofros agentes causales pueden jugar en
su desarrollo. Entre estos destacan factores adquiridos como la inactividad fisica, la edad -que
estd asociada a un aumento de su prevalencia-o el consumo de una dieta inadecuada
(Eckel y cols., 2005; Anderson y cols., 2001; Grundy y cols., 2004; Ukkola y cols., 2001), sin olvidar
el perfil genético. En este sentido, se ha observado que existen diferencias en cuanto a la
frecuencia de aparicion de las alteraciones constitutivas del sindrome metabdlico en
determinados grupos étnicos. Se ha constatado que ciertas poblaciones de Sudamérica o del
sur de Asia parecen ser mds susceptibles de padecer este sindrome, mientras que en la raza
negra se detecta una menor incidencia, quizd debido a una menor prevalencia de
dislipidemia en este grupo étnico. Ademds, existen polimorfismos en determinados genes que
estdn relacionados con la aparicién del sindrome metabdlico, aunque su contribucién a la
incidencia sobre la poblacidon general es escasa y poco conocida (Dandonay cols., 2005).

En otfros casos, se puede asociar la aparicidon de sindrome metabdlico al empleo de
distintos grupos de fdrmacos, como corticosteroides, antidepresivos, antipsicdticos vy
antirretrovirales, fundamentalmente porque producen ganancia de peso o redistribucién del
tejido adiposo que predispone a las principales manifestaciones de la enfermedad, obesidad
y resistencia a la insulina (Grundy y cols., 2004).

Como se indica anteriormente, entre los principales factores etioldgicos del sindrome
metabdlico se encuentran la obesidad, particularmente la de distribucion central, y la
resistencia a la insulina. A lo largo de los Ultimos afos se han hallado indicios que colocaban a

uno y a otro en el origen de la enfermedad, aunque los autores no han conseguido establecer
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cudl se produce primero. Tratando de arrojar luz al respecto, distintos estudios sugieren la

implicacién de un estado inflamatorio entre los agentes causales de este sindrome.

1.2.1. OBESIDAD

La incidencia de obesidad ha crecido de forma exponencial en las Ultimas décadas.
Tanto la obesidad como los desérdenes metabdlicos que van asociados a ella constituyen un
serio problema que afecta a la salud de la poblaciédn mundial. La OMS estima que
actualmente existen en el mundo 1000 millones de personas con sobrepeso, 300 millones de
los cuales presentan obesidad clinica (IMC = 30 kg/m?2) (WHO, 2002). Estudios recientes alertan
de que este aumento de peso se estd produciendo cada vez con mds frecuencia en ninos
(Rocchini 2002). Kopelman y cols. sostienen que si esta tendencia continda, para el ano 2025,
el 45% de la poblacion de Estados Unidos y el 30% de la de Inglaterra serd obesa (Kopelman y
cols. 2000).

Este incremento en la incidencia de obesidad se atribuye principalmente a los
cambios en el estilo de vida que han aparecido en las Ultimas décadas en los paises
desarrollados y en vias de desarrollo. El acusado descenso en la actividad fisica, y la ingesta
cronica de un exceso de energia derivan en una situacién para la que el organismo no estd
preparado fisioldgicamente. A lo largo de la evolucién los mamiferos desarrollaron sistemas de
ahorro y almacenamiento de energia para garantizar la supervivencia en periodos en los que
el acceso a la comida era intermitente, pero no han tenido tiempo para adaptarse a la
nueva situacion de constante abundancia (Hotamisligil, y cols., 2006).

En los Ultimos anos, el tejido adiposo ha pasado de ser considerado como un mero
almacén de energia a constituir un érgano fundamental para la regulacion de la homeostasis
energética del organismo y de la sensibilidad a la insulina (Kahn y cols., 2000; Havel y cols.,
2002). Existe una nueva visidbn del adipocito como una célula endocrina que libera dcidos
grasos libres (AGL) y un gran numero de factores llamados adipocitoquinas, entre los que se

encuentran el factor de necrosis tumoral-a. (TNF-a), la proteina C reactiva (PCR), el inhibidor del
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activador de plasmindégeno-1 (PAI-1), interleukinas como IL-1 e IL-6 y ofras moléculas como
lepting, resistina y adiponectina, entre otros. Estos factores regulan numerosas funciones como
la homeostasis energética, el metabolismo glucidico vy lipidico, la sensibilidad a la insuling,
participan en el control del apetito y la modulacién de la respuesta inmune e inflamatoria, e
intervienen en la funcidén endotelial, la reproduccién y el control hormonal. Estas acciones
reguladoras las ejercen tanto a nivel central como periférico en tejidos como el musculo
esquelético, el higado e incluso el propio tejido adiposo. Ademds, expresa nuMerosos
receptores que le permiten responder a seiales aferentes de diferentes érganos endocrinos y
del sistema nervioso central.

La obesidad consiste en un aumento en el nUmero y en el tamano de los adipocitos
que forman el tejido adiposo del cuerpo, lo que se traduce en un incremento de la masa de
grasa en distintas partes del organismo. Esto provoca cambios en las funciones endocrinas y
metabdlicas de este tejido, lo que genera alteraciones a nivel sistémico que hacen que la
obesidad sea un factor de riesgo en la aparicién de patologias como la diabetes de tipo 2,
trastornos cardiovasculares, etc. Cuando la obesidad presenta una distribucion
predominantemente central, los efectos perjudiciales que ejerce sobre la salud del individuo
se ven incrementados:

- Numerosos estudios han puesto de manifiesto la contribucién de la acumulacidn de
tejido adiposo visceral al desarrollo de alteraciones metabdlicas como resistencia a la
insulina e hiperlipidemia (Richelsen y cols., 1991; Lonngvist y cols., 1995; Matsuzawa,
2005)

- La acumulacién de grasa visceral provoca cambios tanto cuantitativos como
cudlitativos en los niveles de lipidos plasmdticos. Estd relacionada con el aumento de
la relaciéon entre colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (cLDL) y colesterol
unido a lipoproteinas de alta densidad (cHDL), con el incremento de oftros lipidos como
AGL, diacilglicerol (DAG), etc. (Matsuzawa, 2005).

- Se ha demostrado que el tejido adiposo visceral es mucho mds resistente a la accidn

de la insulina que el tejido adiposo subcutdneo (Yamashia y cols., 1996).
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- El depdsito de grasa visceral es el que mds contribuye al aumento de los niveles
circulantes de AGL, ya que tiene una alta tasa de lipdlisis comparado con el depdsito
de grasa subcutdnea (Richelsen y cols., 1991). Esta diferencia se debe a que la accién
lipolitica de las catecolaminas se encuentra incrementada en el tejido adiposo visceral
y su resistencia a la accién de la insulina lo hace menos susceptible a los efectos
antilipoliticos de esta hormona (Razy cols., 2005).

- Eltejido adiposo visceral es el Unico que se encuentra directamente conectado con el
higado a través de la vena porta, o que representa una amenaza para este érgano,
cuya integridad y funcionalidad estdn comprometidas en el sindrome metabdlico
(Arnery cols., 2002).

- Existe un desequilibrio importante en la produccién de adipocitokinas en el tejido
adiposo visceral, caracterizada por un incremento de la secrecidén de citoquinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6, PCR) en detrimento de la de otras antiinflamatorias
como la adiponectina, cuya produccién se ve disminuida (Hotamisligil y cols., 1993).
Esta situacion puede contribuir a la produccién de resistencia a la insulina, trombos, vy

otras enfermedades cardiovasculares (Matsuzawa, 2006).

1.2.2. RESISTENCIA A LA INSULINA

1.2.2.1 PAPEL FISIOLOGICO DE LA INSULINA

La insulina es una hormona sintetizada en las células p de los islotes pancredticos que
se libera al torrente sanguineo en respuesta al aumento de la concentracion de glucosa. Su
funcidon es proporcionar a las células el combustible necesario para sus funciones,
favoreciendo la captacién del azicar por parte de los tejidos e inhibiendo su produccion
hepdtica. Esta hormona es el principal agente regulador de la glucemia. Ademds, posee otras
muchas acciones como estimular el crecimiento y la diferenciacion celular, promover el

almacenamiento de energia en forma de grasa en tejido adiposo, higado y musculo
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esquelético mediante la estimulacién de la lipogénesis, favoreciendo la entrada de AGL para
su utilizacién en la sintesis de triglicéridos (Bonadonna y cols., 1990). También estimula la sintesis
de glucdégeno y proteinas e inhibe los procesos de lipdlisis y glucogenolisis asi como la

degradacion de proteinas (Saltiel y cols., 2001) (Figura 1).

A A Insulina

Glucosa  Aminodcidos A AGL
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Triglicéridos — AGL
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Proteinas

Glucégeno

Figura 1. Efectos metabdlicos de la insulina.
AGL: &cidos grasos libres.

La insulina aumenta la captacién de glucosa por los tejidos mediante la estimulacion
de la traslocacién del transportador de glucosa GLUT-4 desde el citoplasma hacia la superficie
celular. Esta hormona interacciona con su receptor en la membrana celular dando lugar a la
fosforilacion de un resto de ftirosina del sustrato del receptor de la insulina (IRS). Esta
fosforilacion induce a su vez la estimulacion de la fosfatidil-inositol-3-kinasa (PI3K), con la
consiguiente fosforilacion y activacion de Akt y la traslocaciéon de los transportadores de

glucosa GLUT-4 a la membrana celular para captar la glucosa del medio (Figura 2).

Mda&s del 75% de la captacion de glucosa dependiente de insulina se produce en el
musculo esquelético, mientras que en el tejido adiposo se da en una proporcidn mucho
menor (Slip y Paguet, 1990). Esta molécula, ademds, estimula la formacién de glucdgeno en el
musculo. En el tejido adiposo, favorece la captaciéon de glucosa tanto para su utilizacion

como fuente de energia como para ser transformada en lipidos. A nivel hepdtico, esta
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hormona estimula la utilizacién y el almacenamiento de la glucosa en forma de glucégeno o

de lipidos, mientras inhibe su produccion vy liberacion.

Por ofra parte, distintos estudios han puesto de manifiesto el efecto antiinflamatorio de
esta molécula (Dandona y cols., 2001; Dandona y cols., 2002). En ellos se demuestra que
ademds de la funcién esencial que tiene la insulina en el control del metabolismo glucidico,
esta hormona es capaz de suprimir la accidn de varios factores de transcripcion
proinflamatorios como NF-kB y el activador de la proteina 1 (AP-1), aumenta la expresidén de
IkB, y disminuye la generacién de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la expresidon del
componente de la NADPH-oxidasa, p47rhox. En resumen, la insulina estd dotada de

propiedades antiiflamatorias y antioxidantes.

1.2.2.2. RESISTENCIA A LA INSULINA

Dada la importancia de las acciones de la insulina, esta hormona es una pieza
fundamental en el control del metabolismo. Una respuesta menor de lo esperada a una dosis
dada de insulina se conoce como resistencia a la insulina. El origen de esta alteracién no estd
totalmente definido y distintos factores, tanto genéticos como ambientales, contribuyen a su
aparicidn, destacando entre ellos la obesidad y el estilo de vida sedentario. En los Ultimos aios
se ha propuesto que unos elevados niveles de AGL podrian ser el punto de coincidencia entre

obesidad y resistencia a la insulina (Wilding, 2007).

La relaciéon entre el aumento de los AGL vy la resistencia a la insulina fue planteada
hace anos por Randle y cols. (Randle y cols., 1969) y a lo largo del fiempo numerosos estudios
la han corroborado. La administracion sistémica aguda de AGL reduce la captacién de
glucosa por el musculo esquelético de individuos sanos de forma dosis-dependiente (Boden y
cols., 1994; Roden y cols., 1996). Otras investigaciones ponen de manifiesto que incrementos
en la concentracién de AGL, tanto agudos como crénicos, inducen resistencia a la insulina vy,

en parte, son responsables del aumento de la secrecidon de dicha hormona como mecanismo
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compensatorio tanto en individuos delgados, como en obesos diabéticos y no diabéticos
(Santomauro y cols., 1999; Boden y cols., 2003). Esta relacién se confirma al observar que
acciones que reducen la concentfracién plasmdtica de AGL, mejoran la utilizacion de la
glucosa (Reaven y cols., 1988). Otros estudios mostraban como tras una liposuccion, sélo los
pacientes a los que se les extirpd tejido adiposo visceral y no subcutdneo, experimentaron una
reduccion en la resistencia a la insulina (Klein y cols., 2004). Los niveles de AGL parecen ser
bastante parecidos entre individuos con similar IMC y son mayores en aquellos que presentan
sobrepeso u obesidad (Nielsen y cols., 2004). La masa adiposa se ha relacionado con los
niveles de AGL, mds concretamente algunos estudios sefalan al depdsito visceral como el
principal implicado en la liberacién de AGL al plasma, ya que sus adipocitos son mds
lipoliticamente activos que los subcutdneos y mds sensibles a las enzimas movilizadoras de
grasa (Richelsen y cols., 1991; Raz y cols., 2005), y dada la mayor resistencia de este depdsito
de tejido adiposo a la accidon de la insulina no se beneficia de la accién antilipolitica de la
hormona (Bolindre y cols., 1983; Kurioka y cols., 2002).

El mecanismo por el que los AGL producen resistencia a la insulina consiste
principalmente en una alteracién en la via de sefalizacién intracelular de la hormona. La
reduccion en la fosforilacién del IRS es el defecto mds temprano y mds pronunciado en la
cascada de sefnalizacion de la insulina (Herman y cols., 2006). El mecanismo mds importante
que origina este defecto es la fosforilacién de un resto de serina en lugar de un resto de
tirosina (Paz y cols., 1997) en IRS. Existe un gran nimero de kinasas capaces de provocar esta
fosforilacion andémala, incluyendo isoformas de la protein-kinasa C (PKC), lkappaB kinasa p
(IKK-B) y c-Jun N-terminal kinasa (JNK). Todas ellas se encuentran elevadas en estados de
obesidad y resistencia a la insulina y el bloqueo de la transcripcidon de sus genes previene estas
alteraciones (Steinberg y cols., 2007). Estudios en humanos han revelado que elevadas
concentraciones de AGL producen el depdsito de lipidos y derivados lipidicos como DAG y
ceramidas en el interior de las células musculares, y estos lipidos activan a la PKC (Bronfman y
cols., 1988), contribuyendo asi a la alteracién de las vias de senalizacidén activadas por la

insulina. También se ha comprobado que los AGL pueden danar esta via mediante la

42



Introduccién

inhibicion de la fosforilacién de Akt (Belfort y cols., 2005). Los AGL causan resistencia a la

insulina asociada a un incremento en la PKC, causado por el depdsito infracelular de DAG

tanto en higado como en musculo de rata (Boden y cols., 2005).
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Figura 2. Senalizacién del receptor de la insulina. Accién de los AGL y del TNF-a sobre las
vias de sefdlizacion activadas por la insulina. AGL, dcidos grasos libres;
transportador de glucosa.; IkB, inhibidor del factor de franscripcidon NF-kB; IRS, sustrato del
receptor de insulina; NF-kB, factor nuclear «kB; PDK, protein kinasa dependiente de
fosfoinositido;  PI3K, fosfoinositol  3-kinasa; PIP2,  fosfatidilinositol

fosfatidilinositol trifosfato; TNF-a, factor de necrosis fumoral- a.
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1.2.3. COMPONENTE INFLAMATORIO DEL SINDROME METABOLICO

En los Ultimos afos se ha propuesto la existencia de una relacidén directa entre

inflamacién y sindrome metabdlico, al constatar los elevados niveles de marcadores

inflamatorios y citokinas proinflamatorias detectados en los pacientes afectados de este

sindrome (Hotamisligil y cols., 1995).

En este sentido, una revisibn reciente establece una hipdtesis para explicar la

patogénesis del sindrome metabdlico, segun la cual, un estado proinflamatorio induciria la
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resistencia a la insulina y conduciria a las manifestaciones clinicas y bioquimicas de este
sindrome. Esta resistencia a la insulina promoveria a su vez el estado inflamatorio, ya que en
dicho estado se anulan los efectos antiinflamatorios de la insulina, dando lugar a un circulo
vicioso que agrava cada vez mds esta situacién (Dandona y cols, 2005). Por otra parte,
muchas de las enzimas implicadas en la fosforilacion andmala del IRS-1, son activadas por
citoquinas inflamatorias, y a su vez esas enzimas favorecen la transcripcion de mediadores y
enzimas criticos en la senalizacion de la inflamaciéon como IL-6, INOS y TNF-a.

También existe una relacion clara entre obesidad e inflamacién. Teniendo en cuenta
gue el tejido adiposo es capaz de producir moléculas proinflamatorias (Hotamisligil y cols.,
1993), y que lo hace de forma exacerbada en situacion de obesidad (Kern y cols., 2001;
Dandonay cols., 1998), en la Ultima década varios autores se plantearon la posibilidad de que
la obesidad fuera una enfermedad inflamatoria crénica. Se lograron recoger numerosas
pruebas clinicas, epidemiolégicas y experimentales que asocian definitivamente la obesidad
con un estado de inflamacion crénica subclinica (Hotamisligil y cols., 2006).

Estudios recientes han puesto de manifiesto que la ingesta de determinados
macronutrientes origina la aparicién de estrés oxidativo y da lugar a una respuesta
inflamatoria. Las dietas ricas en azUcares y grasas saturadas en consumo crénico, son el
patrén dietético que desencadena una mayor respuesta inflamatoria (Aljada y cols., 2004b).
Se ha demostrado que la administracién de 75g de glucosa aumenta en un 140% los niveles
basales de generacién de anidn superdxido en leucocitos, e induce la expresidn de p47rhox
(una de las subunidades de la enzima NADPH oxidasa, responsable de la produccion de
radical superdxido) (Dhindsa y cols., 2004; Aljada y cols., 2004a). La misma cantidad de
glucosa también afecta a marcadores inflamatorios, induciendo el acoplamiento de NF-kB,
aumentando la expresién de pé5 e inhibiendo la expresion de kB (Dhindsa y cols., 2004; Aljada
y cols., 2004qa; Aljada y cols., 2004b).

La infusion aguda de una emulsidon rica en lipidos que provogque un aumento en la
concentracién plasmdatica de dcidos grasos libres puede provocar esta reaccién oxidativa e

inflamatoria  (Mohanty y cols.,, 2002; Tripathy y cols.,, 2003; Itani y cols., 2005).
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Consecuentemente, una reduccidn en la ingesta calérica y una correccidn de las
proporciones de macronutrientes hacia aquellos menos “reactivos” lleva a una disminucidén en
los marcadores senalados (Dandona y cols., 2001).

Considerando gque la obesidad se puede entender como el resultado de un estilo de
vida en el que destaca el consumo crénico de alimentos ricos en grasa y azicares,
acompanado de una escasa actividad fisica, estos estudios explican que la obesidad en si

misma sea capaz de dar lugar a un estado proinflamatorio.

1.2.3.1. IMPLICACION DE LAS ADIPOCITOQUINAS

Sin duda, el mejor argumento para mantener la hipdtesis del cardcter inflamatorio del
sindrome metabdlico es el desequilibrio en la produccidén de hormonas y citokinas
inflamatorias y antiinflamatorias por el tejido adiposo cuando existe obesidad (Hotamisligil y
cols., 1993). Las distintas moléculas secretadas por el tejido adiposo juegan un importante
papel en la homeostasis energética y en la regulacion de los mecanismos que conducen a la

resistencia a la insulina.

1.2.3.1.1. TNF-a

La relacién que existe entre las citoquinas proinflamatorias y la accidn de la insulina en
obesidad y diabetes tipo 2 fue reconocida por primera vez al observar la elevada produccion
de TNF-a en el tejido adiposo de individuos obesos (Hotamisligil y cols., 1993). El TNF-a es una
proteina de 17 kDa secretada como trimero de 51 kDa que toma su nombre de su
identificacién inicial como factor proapoptético en células tumorales. La evidencia directa de
la participacién de esta citoquina en la resistencia a la insulina se obtuvo al observar que la
infusion aguda de TNF-a inhibia la disponibilidad de glucosa estimulada por la insulina tanto en
roedores obesos (Hotamisligil y cols.,1994; 1996; Hofmann y cols., 1994) como en humanos
sanos (Plomgaard y cols., 2005). La inhibicién de la senalizaciéon del TNF-a o su neutralizaciéon

mediante el uso de receptores solubles restaurd la sensibilidad a la insulina en ratas obesas
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Zucker (Hotamisligil y cols., 1994b), pero no fue efectiva en humanos fratados durante 6
semanas (Ofeiy cols., 1996).

La produccidén de TNF-a fue en un principio atribuida a los adipocitos del tejido
adiposo. Recientemente se ha puesto de manifiesto que cuando existe obesidad se produce
una gran infiltracion de macréfagos en dicho tejido (Weisberg y cols., 2003; Ferrante y cols.,
2007), siendo estos la principal fuente productora de ésta y otras citoquinas (Weisberg y cols.,
2003). Los macréfagos en individuos obesos se encuentran en un estado proinflamatorio
caracterizado por aumentar la activacién del NFkB, disminuir el inhibidor del NF-kB (IkB), y por
aumentar la transcripcién de genes proinflamatorios como TNF-a (Weisberg y cols., 2003;
Ghanim y cols., 2004). Los mecanismos que median este estado proinflamatorio aun no han
sido plenamente dilucidados, pero estudios recientes sugieren que los AGL desempenan un
papel esencial.

Los AGL circulantes se encuentran en elevadas concenfraciones en el sindrome
metabdlico. En un estudio se puso de manifiesto que la infusibn aguda de una emulsién rica
en grasas capaz de elevar la concentraciéon plasmdtica de AGL provocaba un considerable
aumento de la concentracién de TNF-a circulante (Itaniy cols., 2005). Varios estudios sugieren
gue los AGL activan las vias proinflamatorias en los macréfagos bien de forma directa, via
receptor toll-like 4 (TLR-4), bien de forma indirecta mediante reacciones de lipotoxicidad que
son consecuencia de la acumulacion ectdpica de derivados lipidicos (Lee y cols., 2003).

El TNF-a es capaz a su vez de activar rutas lipoliticas en el tejido adiposo (Zhang y cols.
2002), provocando una liberacion masiva de AGL al torrente circulatorio. Este hecho
contribuye a generar resistencia a la insulina asi como a la retroalimentacién de la produccion
de esta citoquina, que también puede desencadenar resistencia a la insulina de forma
directa, por su capacidad para fosforilar un resto de serina del IRS mediante la activacion de
JNK e IkB/NFkB (Arkany cols., 2005; Caiy cols., 2005), inhibiendo la cascada de senalizacién de
la insulina. Ademds, el TNF-a causa alteraciones metabdlicas en tejidos afectados por la
resistencia a la insulina como higado y musculo esquelético. Aunque el mecanismo exacto

aun no se conoce completamente, dichas alteraciones parecen estar relacionadas con un
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descenso de la tasa de oxidacién de AGL, fendbmeno descrito y asociado a la presencia de
obesidad, que podria originarse como consecuencia de la inhibicidon que el TNF-a. causa en la
protein-kinasa activada por 5-AMP (AMPK) (Steinberg y cols.,2007). El TNF-o reduce la
actividad de esta enzima al incrementar la expresion de la fosfatasa encargada de
desfosforilar e inactivar a la AMPK, la proteina-fosfatasa 2C (PP2C) (se ha observado que la
inhibicion de esta fosfatasa evita los efectos del TNF-a sobre la AMPK) (Steinberg y cols., 2007).

Como consecuencia de la inhibicidn de la AMPK, se activa la acetil-CoA carboxilasa 2

(ACC2), que actia inhibiendo la oxidacién de AGL (Hardie y cols., 2003).
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Figura 3. Mecanismos implicados en los efectos metabdlicos del TNF-a. ACC, acetil
Co-A carboxilasa; AMPK, protfein kinasa activada por AMP; CPT1: carnitina palmitoil-
transferasa; DAG: diacilglicerol; IkKB: inhibidor de la kinasa del NF-kB; IRS, sustrato del
receptor de insulina; PDK, protein kinasa dependiente de fosfoinositido; PDK, protein
kinasa dependiente de fosfoinositido; PI3K, fosfatidil inositol 3-kinasa; PIP2, fostatidil-
inositol bifosfato; PIP3, fosatidil-inositol trifosfato; PKC: protein kinasa C; PP2C: proteina
fosfatasa 2C.
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1.2.3.1.2. ADIPONECTINA

De los factores producidos por el tejido adiposo implicados en el confrol de la
homeostasis energética, la adiponectina es el Unico que es exclusivamente sintetizado vy
secretado por dicho fejido (Scherer y cols., 1995; Hu y cols., 1996; Maeda y cols., 1996). La
secrecion de esta molécula se produce en grandes cantidades, representando
aproximadamente un 0,01% del total de las proteinas plasmdticas y su concentracion en
sangre se encuentra en el rango de los pg/ml (Whitehead y cols., 2005). Al contrario de lo que
sucede con otras moléculas secretadas por el adipocito, los niveles de adiponectina
disminuyen al aumentar la masa de tejido adiposo, es decir, cuando existe obesidad (Arita y
cols., 1999) y su concentracion estd igualmente en una relacién inversa con la resistencia a la
insulina (Hotta y cols., 2000).

La adiponectina es una hormona de 30 kDa. Se puede presentar bajo diferentes
formas, como la fraccién globular de la proteina, mondmeros, homotrimeros, hexdmeros que
constituyen la forma completa de la molécula. Su secrecién puede estar influenciada por
distintos factores tales como edad, sexo, fertilidad, ritmos circadianos, ayuno-alimentacion
etc. Muchos de ellos pueden perder esta influencia en situacidon de obesidad y recuperarla
con la pérdida de peso (Calvani y cols., 2004). Se ha observado que en estado de obesidad
existe una correlacién negativa entre secrecidon de adiponectina e IMC, y ésta es mayor en el
tejido adiposo visceral, que en el subcutdneo (Matsuzawa, 2006). También puede verse
afectada la produccién de esta molécula por la secrecidon de otras adipocitokinas como el
TNF-0, con el que parece tener una relacién reciproca de inhibicidn (Maeda y cols., 2002;
Cawthorn y cols., 2008).

La adiponectina ejerce sus acciones en el organismo mediante la interaccién con sus
receptores especificos. Se han identificado dos receptores para esta molécula: adipoR1 y
adipoR2, con una amplia distribucidn en el organismo. Cabe destacar la presencia del
adipoR1 en numerosos tejidos, como musculo esquelético, hueso, pdncreas, etc. Este receptor
presenta una mayor afinidad por la fraccidén globular de la adiponectina. El adipoR2 se

expresa fundamentalmente en el higado, y manifiesta una mayor afinidad por la forma de
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estructura completa (Kadowaki y cols., 2005). Los efectos fisioldgicos que se obtienen de la
unidn de esta adipocitoquina a sus receptores son, por un lado, favorecer la sensibilidad a la
insulina, mediante el aumento de la captacidén de glucosa y de la oxidacidon de AGL, y
mediante la reduccién de la gluconeogénesis, y por otro lado, ejercer un efecto
antfiinflamatorio que mantiene un equilibrio con ofras citoquinas segregadas por el tejido

adiposo (Figura 4).

Adiponectina
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Figura 4. Efectos de la adiponectina mediados por sus receptores. APPLI,
proteina adaptadora que contiene un dominio de homologia pleckstrin, un
dominio de union a fosfotirosina (PTB) y un motivo zipper de leucina; MAPK,
protein kinasa activada por mitdgeno; NF-kB, factor nuclear kB; PDK, protein
kinasa dependiente de fosfoinositido; PI3K, fosfatidil inositol 3-kinasa; PIP2,
fostatidil-inositol bifosfato; PIP3, fosatidil-inositol trifosfato; PKA, protein kinasa A o
protein kinasa dependiente de AMPc.

Actualmente existen numerosas evidencias que sugieren que son necesarios ciertos
niveles de adiponectina para mantener la homeostasis energética y prevenir enfermedades
metabdlicas. Se ha demostrado que bdajos niveles de adiponectina se asocian de forma
independiente con el sindrome metabdlico, siendo dicha asociacion incluso mds fuerte que la

que presentan otros marcadores inflamatorios (Matsushita y cols., 2006).
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También se ha observado que la administracidén exdgena de adiponectina a
individuos obesos aumenta la sensibilidad a la insulina, efecto asociado a una disminucion de
los niveles plasmdaticos de AGL v triglicéridos (Hotta y cols., 2001; Fruebis y cols., 2001). Segin
Yamauchi Ty cols, esta disminucién del nivel de AGL es consecuencia de la activacién de la
AMPK en musculo esquelético por la adiponectina globular y en el higado por la molécula
completa (Yamauchi y cols. 2002). Este grupo de investigacién realizd distintos estudios con el
fin de identificar las vias por las que la adiponectina ejerce sus efectos beneficiosos en estos
desérdenes metabdlicos, llegando a la conclusidn de que esta adipocitoquina es capaz de
activar la fosforilacion de la AMPK, inhibiendo con ello la actividad de la ACC2 y por lo tanto
aumentando la oxidacion de AGL, con el consiguiente descenso de los niveles de estos en
plasma. También demostraron que siguiendo la misma ruta, la adiponectina aumenta la
captacién de glucosa, ya que es capaz de reducir la fosforilacién de los restos de serina del
IRS-1 provocada por los elevados niveles de mediadores inflamatorios mediante la activacion
de la kinasa encargada de fosforilar/activar a la AMPK, LKB1 (Changhua y cols., 2007). Como
consecuencia de esta activacion se producen ademds el incremento de la produccion de
lactato y la reducciéon de la expresién de moléculas implicadas en la gluconeogénesis en el
higado (Combs y cols., 2001). Todos estos efectos desaparecieron al bloguear la via de la
AMPK mediante adenovirus que expresaban un gen nulo para la subunidad a de la AMPK,
demostrando que esta via es necesaria para la obtencidn estos efectos.

Ademds de los acciones metabdlicas mediadas por la AMPK, la adiponectina posee
un potente efecto antiinflamatorio y antiaterogénico (Yamauchiy cols., 2003; Okamoto y cols.,
2002) que la convierten en uno de los mejores aliados del organismo para combatir los

desequilibrios metabdlicos propios de este sindrome.

1.2.3.1.3. LEPTINA

Oftra de las adipocitokinas que interviene de forma destacada en la regulacién de la
homeostasis energética es la leptina. Su descubrimiento en 1994 (Zhang y cols., 1994), abrid las

puertas a toda una serie de investigaciones acerca de los factores derivados del tejido
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adiposo y su papel en el mantenimiento de la homeostasis energética. La leptina es un
péptido de 16 kDa producto del gen ob. Aunque es producida y secretada principalmente
por el tejido adiposo, puede proceder de otros tejidos como la placenta, la mucosa gdstrica y
el epitelio mamario (Masuzaki y cols., 1997). Los niveles plasmdticos de esta molécula suelen
ser bajos -del orden de ng/ml- (Simon y cols., 2002) y guardan una relacién directa con la
masa de tejido adiposo y el IMC. En individuos delgados sanos, la mayor parte de la leptina
gue circula en el plasma lo hace unida a proteinas, siendo ésta la forma mds propicia para ser
captada por los tejidos y desempenar su funcidn. Ademds, de esta forma se retrasa su
aclaramiento renal.

Inicialmente se creia que las acciones de la leptina eran exclusivamente centrales,
pero el descubrimiento de la presencia de sus receptores, OB-R, en prdcticamente todos los
tejidos del organismo ha determinado que se le atribuyan numerosas funciones fisioldgicas
(Frihbeck y caoals., 2002). Existen distintas isoformas de este receptor (a, b, c, d, e y f), pero la
forma larga del receptor, OB-Rb parece ser la Unica que inicialmente se considera funcional
(Lee y cols., 1996). La ausencia o el mal funcionamiento de este receptor es lo que provoca el
fenotipo de obesidad que presentan algunos modelos animales como los ratones db/db o las
ratas fa/fa (Zucker) respectivamente (Chuay cols., 1996).

En los Ultimos anos, el estudio de las rutas de senalizacion derivadas de la unidn de la
leptina a su receptor ha llevado a una mayor comprensidon de los mecanismos biogquimicos y
moleculares de sus acciones en el organismo. El receptor OB-R, se ha incluido en la
superfamilia de receptores de citokinas de clase |, por el elevado grado de homologia que
presenta con sus miembros. Las principales vias de seializacién intracelular implicadas en su
funcionamiento incluyen la activacién de JAK (Janus kinasas) y STAT (Transductores de senales
y activadores de transcripcion) (Sahu y cols., 2004; Hegyi y cols., 2004; Sweeney y cols., 2002;
Ahima y cols., 2004). Sélo el receptor OB-Rb en su forma larga posee los motivos requeridos
para la activacién de la sefalizacion JAK/STAT (Bjeroceck y cols., 1997; Myers y cols., 2004).

La via de JAK/STAT comprende cuatro tirosin-kinasa no asociadas al receptor (JAK) vy

siete factores de franscripcion (STAT) que estdn regulados por fosforilacion en residuos
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especificos de serina y tirosina. La via es tipicamente activada por interferones, interleukinas y

otras citokinas cuyos receptores carecen de actividad kinasa. La secuencia de activacién por

leptina se da de la siguiente manera: la leptina se une a su receptor, dando lugar a un

cambio de conformacidn que permite interaccionar a los JAKs. Esto permite su activacion y

con ella su capacidad para fosforilar otros JAKs y otros restos de tirosina de la region

citoplasmdtica del receptor, lo que a su vez permite la asociacién de STATs, que pasan a ser

sustrato de los JAKs, y, una vez fosforilados, se disocian del receptor para migrar al nicleo y

promover la transcripcién de genes. (Bates y Myers 2003). Esta secuencia y sus efectos son

modulados por un sistema de feed-back negativo mediado por los supresores de sefalizacion

de citokinas (SOCS) (Bjgrbceck y cols., 2000).
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Figura 5. Senalizacién intracelular de la leptina y su interaccidén con la

insulina. IRS, sustrato del receptor de la insulina; JAK, janus kinasas; P,

fosforilado; PI3K, fosfatidil inositol 3-kinasa; SOCS, supresores de sefalizacion

de citoquinas; STAT: fransductor de sefiales y activador de transcripcion.
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Los principales efectos que se le pueden atribuir a la leptina son los del control del
balance energético del organismo, la modulacién del sistema inmunitario y el control de la
reproduccién y el desarrollo sexual. Entre ellos, el que nos ocupa en este caso es el
mantenimiento de la homeostasis energética. En este sentido, la leptina, al ser secretada por
el tejido adiposo en cantidades proporcionales a la masa del mismo, actia como un
indicador del estado de la reserva energética del organismo completo. En consecuencia, en
caso de reserva abundante de energia (elevado IMC), los niveles de leptina se encuentran
aumentados (Isaganaitis y cols., 2005). Este control se lleva a cabo tanto a nivel periférico
como central. En el primer caso, la regulacién se realiza mediante la activacion de diferentes
rutas, destacando la activacion de la enzima 5'-AMPK. Se ha observado que la leptina es
capaz de activar de forma directa e independiente de AMP, en parte mediante estimulacion
simpdtica, la subunidad a2 de la AMPK en tejidos periféricos, lo que conlleva un aumento del
gasto energético mediante la activacion de la oxidacién de glucosa y de AGL (Minokoshi y
cols., 2004; Ceddia y cols., 2005; Kamohara y cols., 1997; Muoio y cols., 1997). En la regulacion
central de la homeostasis energética la leptina actua transmitiendo informacion acerca de la
reserva energética desde el resto del organismo hasta el hipotdlamo, ejerciendo la
modulacién del apetito (Jéquier y cols., 1999; Niswender y cols., 2001). En una situacién de
acumulacién de tejido adiposo, se produce un aumento de la concentracion de lepting,
aportando al hipotdlamo el mensaje de abundancia que se traduce en una reduccién del
apetito y un aumento de la actividad catalitica en los tejidos efectores. Por el contrario, en el
caso de que se produzca una reduccidn del nivel de leptina motivada por un ayuno de 12
horas o mds, o por una pérdida de masa grasa, la senal interpretada por el hipotdlamo es de
escasez, lo que conduce a un aumento del apetito y a la disminucion del gasto energético
(Niswender y cols., 2001; Isaganaitis y cols., 2005).

Estos efectos de la leptina se encuentran intimamente ligados a la accién de la
insulina. Ambas hormonas son sintefizadas y secretadas en situaciones de abundancia
energética, sus receptores se encuentran en las mismas neuronas del hipotdlamo y ambas

producen efectos anorexigenos cuando se administran en el fluido cerebro-espinal, con la
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diferencia de que los niveles de insulina reflejan cambios agudos en la ingesta energética
mientras los de leptina evidencian cambios a medio-largo plazo (Carvalheira y cols., 2005).
Igualmente sus vias de sefnalizacion intracelular estdn conectadas ya que la activacion del
receptor OB-R por la leptina se traduce en la fosorilacidon de un resto de tirosina del IRS,
contribuyendo a la activacién de Akt (Niswender, y cols. 2004).

La concentracién de leptina es proporcional a la masa de tejido adiposo, puesto que
el objetivo de esta molécula consiste en reducir la ingesta en caso de exceso de depdsitos.
Los pacientes obesos suelen presentar una leptinemia muy elevada, acompanada de un
incremento de la relacion leptina libre/leptina unida a proteinas (Houseknecht y cols., 1996),
que, paraddjicamente, no conduce a la pérdida de peso ni ejerce control alguno sobre la
ingesta o el gasto energético. Esta alteracion caracteristica de la obesidad se conoce como
resistencia a la leptina (Cumin y cols., 1996). De hecho, en la obesidad los mecanismos de
control del apetito que ejercen la insulina y la leptina resultan ineficaces. El sistema nervioso
central se resiste a su efecto pese a que los niveles de ambas hormonas se encuentran muy
elevados, lo que resulta en una percepcion equivocada de escasez energética (Isaganaitis y
cols., 2005). Esta resistencia se debe a la conjuncidn de varios mecanismos:

- A nivel central se produce una reduccién del transporte de las hormonas a través de
la barrera hemato-encefdlica y una disminuciéon de la senalizacion intracelular. Lo primero se
justifica porque los transportadores de la barrera son saturables y en situacion de obesidad,
dados los elevados niveles de leptina e insulina, no son capaces de intfroducir cantidades
suficientes para llevar al hipotdlamo la informaciéon real de la situacion energética y obtener
un efecto (Morrison y cols., 2008). La reduccidn de la senalizacion intracelular se debe a que
las dos hormonas comparten la enzima fosfatidil-inositol-3-kinasa (PI3K) en sus cascadas
infracelulares, estableciéndose un sinergismo entre ellas que se ve truncado en el caso del
sindrome metabdlico, ya que la fosforilacidon en un resto de serina en IRS impide |la activacion
de PI3K (Niswendery cols., 2001) (Figura 5).
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- En individuos sanos, la leptina es capaz de aumentar la sensibilidad a la insulina y
ejercer sus acciones beneficiosas en el metabolismo lipidico mediante la activacién de la
AMPK en tejidos periféricos. Para ello, en su cascada de senalizacién requiere la activacién de
PI3K. Pero en individuos obesos, al igual que sucede en el hipotdlamo, estos efectos se pierden
y aparece la resistencia a la leptina, por la anulacidon de la activacién de PI3K por el mismo
mecanismo. Ademds, este obstdculo en la sefalizacion en tejidos periféricos provoca también
resistencia a la insulina, que a su vez se verd agravada por la resistencia a la leptina. Por tanto
en el punto de cruce entre las cascadas de senalizacién de insulina y leptina encontramos
una posible explicacion a la aparicidon de la resistencia a ambas hormonas (Huang y cols.,
2004). Se ha llegado a hipotetizar que, en el sindrome metabdlico, la resistencia a la insulina
podria ser secundaria a la resistencia a la leptina, e incluso podria tratarse de un mecanismo

compensatorio (Unger 2003).

1.3 IMPLICACIONES ENERGETICAS DE LA 5'-AMPK

La AMPK es una proteina sensible al estrés metabdlico, responsable de coordinar el
metabolismo celular y la franscripcidn de genes para conseguir un equilibrio entre
almacenamiento y gasto de energia en funcidon del aporte de nutrientes y las demandas
energéticas (Hardie y cols., 1997). Se trata de una proteina heterotrimérica, formada por tres
subunidades, o, B. y y. El principal estimulo activador de la AMPK es la deplecién energética
manifestada por un aumento en la relacién AMP/ATP, aungque también puede ser activada
por el estrés celular o la hipoxia (Hardie y cols., 2003). La activacién de la AMPK depende
fundamentalmente de la fosforilacién en Thr'72 en el dominio catalitico de la subunidad a,
mediante la kinasa LKB1 (Sakamoto y cols., 2005). Ademds, la AMPK puede ser activada
alostéricamente en la subunidad y por AMP e inhibida por ATP (Davies y cols., 1995). Los

principales efectos de su activacién dan lugar a:
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- La supresion de las rutas de utilizacion de ATP (sintesis de glucdgeno, dcidos grasos,
colesterol y proteinas).
- El aumento de los procesos de sintesis de ATP (transporte de glucosa al interior de la

célula, glucdlisis, oxidacion de dcidos grasos en la mitocondria, etc).
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Figura é. Activacion de la enzma 5'-AMPK. LKBI,
serin/treonin protein kinasa.PP2C, proteina fosfatasa 2C;

Uno de los principales efectos derivados de la activacion de la AMPK es el aumento de
la tasas de oxidacion de dcidos grasos. La AMPK activada fosforila a la ACC, inhibiéndola, lo
gue conduce a una reduccion en el nivel de malonil-CoA y con ello un aumento del flujo de
dcidos grasos hacia el interior de la mitocondria, via carnitina-palmitoil-transferasal (CPT1). En
este aspecto, la AMPK juega un importante papel, coordinando cambios en el metabolismo
lipidico las rutas anabdlicas a catabdlicas en casos de escasez energética (Hardie y cols.,
2003. La AMPK interviene en el control de muchos ofros procesos metabdlicos (Figura 7).
Desempena un papel clave en la regulacién de la sintesis de lipidos mediante la inhibicién de
ofras enzimas implicadas como son la sintasa de dcidos grasos  (FAS), la
glicerolfosfatoaciltransferasa (GPAT) y la hidroximetilglutari-CoA reductasa (HMG-CoA).
También inhibe la sintesis de proteinas, por ser este un proceso de elevado coste energético.
Su accién sobre el metabolismo glucidico viene dado por la inhibicidn de la sintesis de
glucdgeno y el aumento de la captacién de glucosa, para favorecer su oxidacién en la

glucdlisis (Hardie y cols., 2003).
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Figura 7. Funciones de la enzima 5-AMPK. ACC: acetil CoA
carboxilasa; eNOS: o&xido nitrico sintasa endotelial; GLUT-4,
transportador de glucosa; GPAT: glicerolfosfatoaciltransferasa; GS:
glucogeno sintasa; HMGR: hidroximetilglutaril-CoA reductasa; HSL:
lipasa sensible a hormonas; IRS: sustrato del receptor de insuling;
mMTOR: mammalian target of rapamycin; PFK: fosfofructokinasa.

Dada la naturaleza de los efectos de la AMPK, fue necesario conocer qué relacion
existe entre estos efectos y los de la insulina para averiguar qué papel desempena cada una
en el sindrome metabdlico. Las rutas de senalizaciéon de la insulina se activan en abundancia
de nutrientes, mientras que la de la AMPK se activa en escasez de los mismos. La insulina y la
glucosa inhiben la actividad de la AMPK en todos los tejidos estudiados, ya que son senales de
abundancia energética (Kola y cols., 2006). La inhibicién de la AMPK por la insulina se produce
por la fosforilacidon en Ser48s. 41 de la subunidad a por Akt, lo que da lugar a una menor

fosforilacion en Thr'72 (Horman y cols., 2006).

No obstante, insulina y AMPK pueden actuar en el mismo sentido, como en procesos

gue regulan niveles plasmdticos de glucosa (Mhairiy cols., 2006), o en el control de la lipdlisis:

e En el musculo esquelético, la activacién de ambas rutas estimula la captacién de glucosa
mediante el aumento de la translocacién de GLUT-4 a la superficie de la membrana
celular. Posteriormente la glucosa es destinada a fines distintos: la captada por accién de

la insulina se emplea para la sintesis de glucégeno (efecto anabdlico), mientras que la
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captada por accién de la AMPK es oxidada para obtener energia (efecto catabdlico)

(Kramer y cols., 2006; Treebak y cols., 2006).

A nivel hepdtico la activacion de estas dos vias reduce la expresibn de enzimas
gluconeogénicas (Lochhead y cols.,, 2000). La insulina, como hormona liberada en
respuesta a una elevada concentraciéon de glucosa en sangre, reprime la sintesis hepdatica
de glucosa. En el caso de la AMPK, esta represidon de la sintesis hepdtica de glucosa
puede fratarse de una de sus acciones antianabdlicas, y parece ser una de las principales
causas del efecto hipoglucemiante de la adiponectina e incluso de fédrmacos como la

metformina (Shaw y cols., 2005).

Insulina y AMPK ejercen su cooperaciéon también en los adipocitos, donde ambas suprimen
la activacién de la lipasa sensible a hormonas (HSL) y, en consecuencia, la lipdlisis. La HSL
se activa por fosforilacién por protein-kinasas AMPc dependientes (PKA). Las acciones de
insulina y AMPK transcurren por vias de sefalizacion diferentes. La insulina da lugar a la
fosforilacion y activacién de la fosfodiesterasa 3B via Akt, lo que disminuye la cantidad de
AMPc (Wikander y cols.,, 1989). La AMPK fosforila directamente la HSL en Serss,
antagonizando asi su activacién por las PKA (Garton y cols., 1989). Esta fosforilacién impide
su franslocacién a la gota lipidica del adipocito, previniendo con ello su accidn lipolitica
(Daval y cols., 2005). En el caso de la insulina, se puede decir que ésta es una de sus
acciones anticatabdlicas. Sin embargo la actuacién de la AMPK tiene una motivacion
mds compleja. Si los AGL liberados como consecuencia de la lipdlisis no son eliminados de
la célula con rapidez, se reciclan dando lugar a nuevos triglicéridos, consumiendo ATP
(Brooks y cols., 1983). La inhibicidon de la lipdlisis por AMPK, se ha propuesto como un
mecanismo para limitar ese reciclaje, asegurando que la tasa de lipdlisis no supere la tasa
de eliminacién o metabolizacidon de AGL y asi no consumir energia en su transformacién

en triglicéridos (Hardie y cols., 1997).

Los efectos paralelos de insulina y AMPK en la captacién de glucosa en el mUsculo vy la

produccién hepdtica de glucosa, constituyeron la base para proponer que los activadores de
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la AMPK podrian utilizarse en tratamiento de la diabetes de tipo 2 y el sindrome metabdlico
(Windery cols., 1999).

En otros tejidos como el adiposo, se ha observado que el incremento en la captacién
de glucosa puede ser independiente de la cascada de senalizacién de la insulina y podria
estar estimulado por ofras moléculas relacionadas con la actividad de AMPK como la
adiponectina (Wu y cols., 2003). De hecho, uno de los aspectos mds interesantes de la
investigacion acerca de esta enzima, es que se ha demostrado que su actividad en diversos
tejidos estd regulada por factores hormonales como leptina (Minokoshi y cols., 2002; Steinberg
y cols., 2004) y adiponectina (Yamauchi y cols., 2002; Tomas y cols., 2002), que la estimulan, y
por por citoquinas como IL-6 (Carey y cols. ,2006) y TNF-a (Steinberg y cols., 2007) que la
inhiben. Destaca esta regulacién de la AMPK en el tejido adiposo, que secreta de forma
mayoritaria, o incluso exclusiva, estas moléculas.

Por ofra parte, la activacién de la AMPK conduce al aumento de la expresidn de
adiponectina en este tejido (Lihn y cols., 2004; Sell y cols., 2006), aunque no se conoce
exactamente el mecanismo implicado. En los estudios que han conducido a esta
observacion, se puso de manifiesto igualmente cémo la activacién de esta proteina reducia
la produccion de TNF-a e IL-6, lo que se explica por el papel de la adiponectina como

inhibidor de la produccion de TNF-a.
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2. COMPUESTOS POLIFENOLICOS

Los compuestos polifendlicos constituyen uno de los grupos mds numerosos Yy
ampliamente distribuidos del reino vegetal, con una lista de mds de 8000 estructuras que sigue
en confinuo crecimiento. Existen numerosas clasificaciones, pero normalmente se agrupan
segun el nimero de anillos fendlicos que contienen y en funcién de cdmo se unen entre si. Se
distinguen dos grandes grupos de moléculas, polifenoles flavonoides y no flavonoides, siendo
el primero el mds numeroso (figura 8). Los polifenoles también se pueden clasificar en funcion
del nimero de dtomos de carbono de la cadena dlifdtica que se encuentra sustituyendo el
nUcleo bencénico. Sus estructuras van desde moléculas muy simples, como los dcidos
fendlicos, hasta ofras altamente polimerizadas, como los taninos. Suelen encontrarse en la

naturaleza unidos a un resto de azlUcar, que principalmente es la glucosa.

POLIFENOLES
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Figura 8. Clasificaciéon de polifenoles.
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Desde hace décadas, los polifenoles presentes en las plantas han interesado a los
cientificos. Estos compuestos son esenciales tanto en la fisiologia como en la morfologia de los
vegetales. La funcidon de los polifenoles en los vegetales es variada: pueden actuar como
antioxidantes, pueden inhibir o activar el crecimiento de las plantas, inhibir la degradacién de
la auxina (hormona vegetal), también captan el 90% de las radiaciones UV impidiendo los
efectos nocivos de las radiaciones en los tejidos internos, resistencia a plagas o a condiciones
ambientales adversas. Son componentes de esencias y pigmentos de las flores que confieren
aromas y coloraciones atrayentes de insectos con lo que se favorece el proceso de floracion,
en las plantas polinizadas por insectos, del mismo modo los fenoles también confieren aromas
y colores a los frutos que los hacen apetecibles para los herbivoros. A nivel de
microorganismos, las plantas se defienden del ataque de patdégenos sintetizando fitoalexinas,
gue son téxicos para los microorganismos atacantes. También los fenoles protegen a las
plantas generando sabores (principalmente amargos) o texturas (los faninos) que resultan
desagradables para los herbivoros, por lo que este tipo de animales se nutren de otras plantas.
En general la accidn principal de estos compuestos es la de establecer relaciones quimicas de
las plantas con su entorno. Se encuentran prdcticamente en todas las plantas y por tanto se
encuentran integrados en la dieta humana (Cheynier y cols., 2005).

Una vez incorporados a la dieta humanag, los polifenoles pueden tener variados
efectos. Como antioxidantes, se les ha atribuido una gran cantidad de propiedades
beneficiosas para la salud, ya que pueden proteger estructuras celulares del ataque de
especies reactivas del oxigeno y asi limitar el riesgo de padecer enfermedades asociadas al
estrés oxidativo. Existen numerosos estudios que atribuyen a los polifenoles de la dieta un
importante papel en la prevencion de enfermedades cardiovasculares, cdncer, osteoporosis,
diabetes mellitus y enfermedades neurodegenerativas (Scalbert y cols., 2005). Sin embargo, en
los Ultimos anos se han publicado nuevos estudios que sugieren una gran variedad de
mecanismos de accién diferentes a la accidén antioxidante, a través de los cuales los
polifenoles podrian ejercer parte de sus acciones beneficiosas sobre los sistemas bioldgicos.

Entre estos otros mecanismos destacan su capacidad para modular la actividad de enzimas
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tales como la telomerasa (Naasani y cols., 2003), la ciclooxigenasa (Hussain y cols., 2005;
O'Leary y cols., 2004)y la lipooxigenasa (Sadik y cols.,, 2003; Schewe y cols., 2001), o su
capacidad para interaccionar con seiales de transduccidn y receptores celulares (Wiseman'y
cols., 2001; Birt y cols., 2001; Kris Eterno, PM. y cols., 2002). También se han descrito sus efectos
en el tratamiento de la infeccidn por VIH (Artico y cols., 1998), y se han puesto de manifiesto
sus efectos antiinflamatorios (Biesalski y cols., 2007; Rahman y cosl. 2006), antiaterogénicos,

antidiabéticos (Manach y cols., 2005), y antiobesidad (Hsu y cols., 2008).

2.1. FLAVONOIDES

Los flavonoides constituyen un extenso grupo de metabolitos secundarios ampliamente
distribuidos en el Reino Vegetal. Son compuestos polifendlicos de bajo peso molecular que se
encuentran, practicamente, en todas las partes de la planta: fruto, semilla, corteza, etc. Son
los pigmentos responsables de las coloraciones amarilla, naranja y roja de esas partes de las
plantas. El término flavonoide se refiere a un grupo de compuestos quimicos que comparten
un esqueleto comun de tres anillos. Esta estructura bdsica permite multitud de sustituciones y
variaciones que determinan las distintas clases de flavonoides. Esta estructura bdsica se
compone de dos anillos bencénicos (A y B) unidos por un pirano (C) (Figura 9). Se han descrito

mds de 4000 flavonoides distintos y este nUmero continla creciendo cada dia (Cody, 1988).

Figura 9. Estructura bdsica de los flavonoides

Se han realizado diferentes estudios para cuantificar el contenido en flavonoides de
distintas plantas (Bilyk y Sapers, 1985; Hertog y cols., 1992; Rice-Evans y Packer, 1998). La ingesta

diaria de flavonoides (fundamentalmente contenidos en cebollas, manzanas, uvas, citricos,
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vino, té, bayas y algunas especias) en la dieta humana es altamente variable en funcion de
los hdbitos alimenticios. La ingesta media estimada oscila entre 23 mg/dia (Hertog y cols.,
1993a) y mds de 500 mg/dia (KUhnau, 1976; Manach y cols., 1996). Las principales fuentes
dietéticas de flavonoides son frutas y verduras (las cebollas, las manzanas, etc) y bebidas
como el vino tinto y el té (Hertog y cols., 1993b). El consumo de flavonoides en la dieta supera
al de otros antioxidantes naturales como la vitamina E (7-10 mg/dia) o el B-caroteno (2-3
mg/dia) (Hertogy cols., 1993b).

Como polifenoles que son, se ha descrito un amplio rango de acciones biolégicas de
los flavonoides, entre las que destacan acciones antibacterianas, antivirales, antiinflamatorias,
antialergénicas, antihepatotdxicas, antiulcerosas, analgésicas, hipoglicémicas, estrogénicas,
antidiarreicas, antiinflamatorias y anticancerigenas (Formica y Regelson, 1995; Rice-Evans vy
Packer, 1998, Middleton y cols., 2000). Ademds, diversos estudios epidemiolégicos, que han
incluido mds de 100.000 pacientes (Hertog y cols., 1993b; 1995; 1996; 1997; Knekt y cols., 1996;
Rimm y cols., 1996; Yochum y cols., 1999; Hirvonen y cols.,, 2000), han demostrado una
correlacién inversa entre la ingesta de flavonoides en la dieta y la mortalidad a largo plazo
por cardiopatia isquémica y la incidencia de accidentes cerebrovasculares. Por otro lado, se
ha sugerido que los polifencles presentes en el vino, de los cuales los flavonoides son
componentes importantes, podrian ser responsables de la paradoja francesa, es decir, de la
baja tasa de mortalidad por cardiopatia isquémica observada en Francia y en otros paises
mediterrdneos, a pesar de que los pacientes estdn expuestos a una dieta rica en grasa
safurada (St. Legery cols., 1979; Truelsen y cols., 1998).

Los flavonoides son compuestos tipicamente polifendlicos y actian como potentes
agentes quelantes de metales y secuestradores de radicales libres (Thorel y cols., 1986;
Kandaswami y Middelton, 1994). Se cree que su actividad anfioxidante reside, principalmente,
en su habilidad para donar dtomos de hidrégeno vy asi, “barrer” los radicales libres generados

durante la peroxidacion lipidica.

63



Introduccién

2.1.1. QUERCETINA

Entre los flavonoles de la dieta, el flavonol quercetina es el mds abundante,
constituyendo aproximadamente el 60 % de la ingesta total de flavonoides (Hertog y cols.,
19930a). Este flavonoide presenta en su estructura sustituciones hidroxilicas en las posiciones 5,

7,3y 4" (Figura 10).
OH
OH

HO

I OH
OH ©)

Figura 10. Estructura quimica de la quercetina

Los numerosos estudios acerca del potencial terapéutico de la quercetina han llevado
a un aumento del interés por la biodisponibilidad del flavonol administrado por via oral,
llegando a la conclusién de que la forma mds biodisponible es el aglicdn (quercetina libre de

la unidn a azUcares) en dosis elevadas (Bischoff y cols., 2008).

2.2.1.1. EFECTOS DE LA QUERCETINA

La guercetina ha sido descrita por ejercer numerosos efectos, tanto in vivo como in

vitro, sobre los sistemas bioldgicos. Entre estos efectos, destacan los siguientes:

- Capacidad antioxidante. Dentro de la familia de los flavonoides, la quercetina es el

gue posee mayor poder antioxidante contra especies reactivas del oxigeno, incluido el
anion superdxido (Boots y cols.,, 2008). La quercetina reduce la oxidacion de LDL
mediante la inhibicién de la enzima mieloperoxidasa en neutrdfilos (Loke y cols., 2008).
También interfiere con la actividad de la enzima iNOS reduciendo la produccion de

peroxinitrito  (Shutenko 'y cols.,, 1999). La inhibicibn del sistema xantina-
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deshidrogenasa/xantina-oxidasa es ofro importante mecanismo por el que la
qguercetina disminuye el dano oxidativo fras una isquemia u ofras condiciones
patoldgicas (Bindoli 'y cols.,, 1985). Ademds, la quercetina posee accién
antihipertensiva y mejora la funcidén endotelial (Romero y cols., 2008; Duarte y cols.,
19930, 1993b, 2001a). La proteccidon antioxidante y vascular previene accidentes

cerebrovasculares (Knekt y cols., 2000).

Actividad antiinflamatoria. Desde hace varios anos se presenta la quercetina como

posible principio activo antiinflamatorio, ya que ha mostrado ser inhibidor de la
liberacidén de histamina y de otros mediadores inflamatorios en respuesta a
lipopolisacdrido (LPS) en macréfagos aislados (Manjeet and Ghosh, 1999) y mastocitos
(Theoharides y cols., 2001). Dada la importancia de la infiltracién de macréfagos en la
aparicion de inflamacion en los tejidos, también se ha estudiado y puesto de
manifiesto el efecto antiinflamatorio de la quercetina en érganos como el higado
(Simoes Dias y cols., 2005), el tejido adiposo (Rivera y cols., 2008), el cerebro (Singh y
cols., 2008), el intestino (Comalada y cols., 2005; Camuesco y cols., 2004), etc. Los
mecanismos implicados no estdn totalmente definidos, pero existen numerosos estudios
gue proponen una reduccidén en la produccién de citokinas proinflamatorias mediante
una atenuacién de la expresidn de NF-kB, STAT1 y p38 MAPK (H&dmal&inem y cols., 2007;
Min y cols., 2007), inhibicidon de la isoforma inducible de la NOS (iNOS), COX2 y LOX,
blogueando la ruta del dcido araquiddnico y Proteina C reactiva y aumentando la
expresion de adiponectina (Biesalski y cols., 2007; Garcia-Mediavilla y cols., 2007; Rivera
y cols., 2008).

Actividad antimicrobiana. El uso de flavonoides contra la infeccidon por bacterias,

hongos o protozoos tiene dos objetivos: matar al microorganismo invasor, y
contrarrestar los efectos negativos del desarrollo microbiano y de sus posibles toxinas
(Harborne y cols., 1976; McClure, 1975; Lopes y cols., 1998). El mecanismo por el que se
ejerce este efecto no estaba claro, partiendo de la base de que las dianas de los

flavonoides eran enzimas de las que las bacterias, como seres procariotas, carecian.
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Sin embargo, las bacterias poseen enzimas metaloenzimas como las fosfatasas. Por lo
tanto, el efecto bactericida de los flavonoides puede ser una alteracidn metabdlica
(Ohnishi y Bannai, 1993; Contiy cols., 1998). Hace varios anos también se demostrd que
la guercetina inhibe la enzima franscriptasa inversa del VIH (Ono y cols., 1990;
Spedding y cols., 1989), pero dado que existen otras moléculas mds eficaces contra
este virus, la quercetina se ha empleado para fratar infecciones causadas por ofros

como Influenza virus (Neznanov y cols., 2008) y Poliovirus (Davis y cols., 2008).

Actividad antiagregante plaquetaria. El mecanismo por el que la quercetina ejerce sus

efectos antiagregantes es bien conocido. La quercetina inhibe la activacién de la
fosfolipasa C, seguido de una inhibicion de protein-kinasa C y de la formacion de
fromboxano A2, lo cual lleva a una inhibicion de la fosforilacion de p47 vy la
movilizacion del calcio intracelular, resultando finalmente en una inhibicion de la

agregacion plaguetaria (Sheu y cols., 2004).

Actividad antitumoral. Tras ser ampliamente estudiados los principales efectos de la
guercetina como son el efecto antiinflamatorio, antioxidante, etc., surgié la idea de
gue la este flavonol también poseia actividad antitumoral. Mds tarde esta idea cobrd
sentido cuando diversos estudios epidemioldgicos mostraban que las poblaciones en
cuya dieta abundaban los alimentos ricos en flavonoides como son las frutas vy
verduras, presentaban una menor incidencia de ciertos tipos de cdncer. Finalmente se
realizaron estudios in vitro (Van der Word y cols., 2005) e in vivo (Schlachterman y cols.,
2008) que confirmaron estas hipdtesis. El mecanismo propuesto por el que la
quercetina ejerce su efecto antitumoral se basa en la inhibicién de las DNA
topoisomerasas | y ll, induciendo un dano en el DNA y apoptosis (Yamashita y cols.,
2000). Aungue en realidad existen muchos mecanismos por los que la querceting,
como oftros flavonoides puede ejercer su accidén antitumoral y esta es una materia

densa y compleja (Havsteen, 2002).
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- Efectos metabdlicos de la guercetina. Los efectos que la quercetina, como otros

polifenoles, tiene sobre el metabolismo glucidico vy lipidico son complejos y han sido
objeto de numerosos estudios en los Ultimos anos. La quercetina ejerce una accién
beneficiosa sobre la homeostasis lipidica en higado vy tejido adiposo (Peluso y cols.,
2005), que ademds puede verse reflejada en una mejora sustancial del perfil lipidico en
el plasma de animales obesos (Juzwiak y cols., 2005; Kamada y cols., 2005; Zang y cols.,
2006). Ademds se ha observado una mejora en la sensibilidad a la insulina tras el
tratamiento con altas dosis de quercetina (50 mg/kg/dia) en humanos sanos, ratones
ddy y ratas con diabetes inducida por estreptozotocina (Kato y cols., 2008). Los
mecanismos propuestos para explicar estos efectos se centran en el poder
antiinflamatorio y en parte también, antioxidante del flavonol, ya que la obesidad vy el
sindrome metabdlico se entienden como enfermedades inflamatorias cronicas
(Hotamisligil y cols., 2006). Este efecto antiinflamatorio, segun se ha visto tanto en
estudios in vitro como in vivo, resulta en una menor liberacién de dcidos grasos libres al
plasma, que a su vez reduce la respuesta inflamatoria, la resistencia a la insulina etc.

(Bodeny cols., 2005).

2.2. ESTILBENOS: RESVERATROL

Existen distintfos alimentos y bebidas de origen vegetal que contienen varios tipos de
compuestos fendlicos no-flavonoides. Entre estos compuestos, el resveratrol ha sido
identificado como el mds activo de los estilbenos (fitoalexinas), y fue detectado en las uvas
por primera vez en 1976 por Langcake y Pryce. El interés por este compuesto desperté cuando
estudios epidemioldgicos revelaron una relacién inversa entre el consumo de frutas y bebidas
ricas en resveratrol, como las uvas y el vino, y la aparicién de enfermedades cardiovasculares,
concretamente, cuando se observd el fendbmeno conocido como la paradoja francesa. Con
el paso de los anos se han realizado numerosos estudios sobre las cualidades de esta

molécula para mejorar la salud humana, y se han demostrado sus efectos en enfermedades
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como el cdncer, la diabetes mellitus, la obesidad, (Frémont, 2000), enfermedades
cardiovasculares, efectos atribuidos al control de la agregacion plaguetaria, la vasodilatacion
por aumento de la produccién vy liberacién de NO, regulacién del metabolismo lipidico,
efectos antioxidantes, sensibilizacion a la accién de la insulina, o efectos antiinflamatorios
(Alarcén de la Lastra y cols., 2007). Otros estudios recientes atribuyen también al resveratrol el
poder de aumentar la esperanza de vida en algunas levaduras y moscas, con lo que tendria
un efecto antiedad que podria ser importante en ciertas enfermedades humanas
relacionadas con el envejecimiento (Alarcdn de la Lastra y cols., 2005; Holme y cols., 2007).

El resveratrol existe en las formas isoméricas cis- y trans- (Figura 11), pero sélo la isoforma
frans- ha sido aislada en la uva. Es el isémero mds abundante en la naturaleza, ya que es el
mds estable. Su concentracién en esta fruta oscila entre 50 y 400 ug/g de fruto fresco y suele
encontrarse en forma de glucdsido. Se sintetiza principalmente en la piel de las uvas en
respuesta a agresiones del entorno, como son la radiacion ultravioleta o infecciones por
hongos. La razén por la que el vino presenta una cantidad significativa de resveratrol, es por el
tiempo que pasan en contacto la pulpa vy la piel durante el proceso de elaboracién de la
bebida (Cucciollay cols., 2007).

HO —
\ HO
OH
HO OH OH
Trans- Resveratrol Cis- Resveratrol

Figura 11. Estructuras de los isdbmeros trans- y cis- del resveratrol.

Con respecto a su metabolismo y biodisponibilidad, existen varios estudios en distintas
especies de roedores y en humanos que muestran una buena absorcién y distribucion del
resveratrol en diferentes tejidos, con un metabolismo fundamentalmente hepdtico de
conjugacion para dar glucurdnidos vy sulfatos. En plasma se alcanza un pico de concentracion
a los 30 minutos de la administracion oral (Soleas y cols., 2001; Yu y cols., 2002; Goldberg y
cols., 2003; Meng y cols., 2004). Por Ultimo, es importante anadir que la administraciéon conjunta

de varios polifenoles, como ocurre cuando estos se consumen a partir de sus fuentes naturales
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de la dieta, como en el vino, se produce una inhibicién en el metabolismo del resveratrol, pues
se establece una competencia enfre los distintos polifenoles por las enzimas encargadas de
dicha metabolizacién (De Santi y cols.,, 2000), con lo que se ve aumentada la

biodisponibilidad de este compuesto.

2.2.1. EFECTOS BIOLOGICOS DEL RESVERATROL.

Los efectos beneficiosos que se atribuyen al resveratrol son los siguientes:

- Actividad antioxidante. El reconocimiento del resveratrol como agente antioxidante

llegd con Zini y colaboradores en 1999 (Zini y cols.,1999), quien sugirié tres mecanismos
por los que se ejerceria esta accién (Alarcén de la Lastra y cols., 2007):

- Competicién con el coenzima Q mitocondrial.

- Inactivando radicales activos del oxigeno formados en la mitocondria.

- Inhibiendo la peroxidacién lipidica.

Ademds, se ha demostrado que el resveratrol es capaz de mantener la
concentraciéon infracelular de los anfioxidantes enddgenos localizados en varios

tejidos, como es el caso del glutation (Losa y cols., 2003).

- Efectos antiinflamatorios. La accién antiinflamatoria del resveratrol se ha propuesto

como mecanismo de accidn responsable de varios efectos beneficiosos que se le
atribuyen, como la accidén antitumoral, acciones sobre el sistema nervioso, el higado o
el sistema cardiovascular. Esta regulacion de la respuesta inflamatoria se lleva a cabo
mediante la inhibicién de la sintesis y liberacién de mediadores pro-inflamatorios como
el TNF-a, modificacion de la sintesis de eicosanoides (Kimura y cols., 1985; Rotondo y
cols., 1998; Pace-Asciak y cols., 1995), inhibicidn de enzimas como iNOS, LOX y COX, o
inhibiendo factores de transcripcién pro-inflamatorios como el NF-kB y AP-1 (Alarcén de
la Lastra y cols., 2005). Ademds, el resveratrol estimula la produccién la adipocitokina
antiinflamatoria adiponectina, que también contribuye a los efectos metabdlicos

beneficiosos del polifenol (Banks y cols., 2008) (Figura 12).
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AA COX TNF-a AP-1

Resveratrol —
INFLAMACION

Figura 12. Mecanismos por los que el resveratrol
ejerce su efecto antiinflamatorio.

Cardioproteccién. La capacidad del resveratrol para proteger el sistema

cardiovascular fue apreciada ftras la observacion de diferentes estudios
epidemiologicos (Paradoja francesa). La primera evidencia cienfifica de este poder
cardioprotector llegd con los estudios que mostraban que el resveratrol protegia
corazones aislados del dano por isquemia-reperfusidon (Renaud y cols., 1992; Ray y cols.,
1999). Los mecanismos responsables de esta proteccidn son su papel como
anfioxidante intracelular, agente antinflamatorio y capacidad para inducir la
expresion de eNOS (Bhat y cols., 2001). La proteccién ejercida por el resveratrol se
debe a que este polifenol, por los mecanismo postulados, produce los siguientes

efectos (Das y cols., 2006; Pace-Asciak y cols., 1995; Chan y cols., 2008):

- Inhibe las moléculas de adhesién ICAM y VCAM.

- Es antihipertensivo.

- Inhibe la peroxidacion lipidica.

- Inhibe la endotelina.

- Reduce el dano provocado por la isquemia-reperfusion.
- Disminuye las arritmias ventriculares.

- Induce vasorelajacién.

- Reduce la agregacion plaguetaria.

- Reduce la hipertrofia cardiaca mediante la activaciéon de la AMPK.
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Actividad antitumoral. El resveratrol ha sido descrito por sus efectos tanto quimio-

preventivos como antitumorales. Para ejercer dichos efectos, el resveratrol, una vez
absorbido, puede actuar mediante diferentes mecanismos, como pueden ser la
inhibiciéon de la activacion metabdlica de compuestos carcindgenos, la estimulaciéon
de la detoxificacion de esos compuestos y la prevencidn de su interaccién con el ADN.
Lo hace mediante la inhibicidn de las enzimas COX-1 y COX-2 y del complejo
citocromo P450 e induciendo la enzima quinona-reductasa. Con la inhibicién de las
prostaglandinas y de la generacién NO, previene la estimulacidon que estos ejercen
sobre el desarrollo del tumor. La causa y el desarrollo del cdncer también incluye la
generacién de especies reactivas del oxigeno, y el resveratrol, como potente
antioxidante, se opone a este proceso. Los numerosos estudios in vitro, ex vivo € in vivo
han demostrado que ademds de lo mencionado, el resveratrol posee actividad
quioterapéutica. Esta molécula suprime el crecimiento de distintas lineas celulares
tumorales, en parte mediante la inhibicién de las enzimas DNA-polimerasa y

ribonucledtido-reductasa y en parte induciendo la apoptosis (Gusman y cols., 2001).

Efectos metabdlicos v antiedad del resveratrol. De los efectos del resveratrol, los que

afectan al control metabdlico y a la homeostasis energética han recibido una gran
atencién por parte de la comunidad cientifica en los Ultimos anos. El resveratrol ha
demostrado ser capaz de reducir los efectos negativos de la obesidad inducida en
ratones por una dieta rica en grasas y energia, reduciendo ademds la resistencia a la
insulina y la diabetes tipo 2, mediante el aumento y optimizacién del metabolismo
oxidativo y gasto energético en distintos tejidos, como musculo esquelético (Park y
cols., 2007), higado (Zang y cols., 2006) y tejido adiposo (Milne y cols., 2007). Ademds
este polifenol aumenta la sensibilidad a la insulina y reduce el desajuste lipidico propios
de esta patologia, ya que modula el metabolismo glucidico v lipidico a nivel hepdtico
(Baury cols. ,2006). El mecanismo propuesto para realizar tales acciones se basa en la

activacion de la via de la enzima 5'-AMPK y de SIRT-1, uno de los siete homdlogos de
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Sir2 que se encuentran en los mamiferos (Lagouge y cols., 2006; Baur y cols., 2006). SIRT-
1 es una deacetilasa dependiente de NAD*, cuya funcidn es modular las rutas
metabdlicas derivadas de la restriccion caldrica que estdn relacionadas con los
efectos beneficiosos que ésta tiene para la salud, especialmente en lo referente a la
homeostasis energética y sensibilidad a la insulina (Mine y cols.,, 2007). En
concordancia con estos mecanismos, se encuentra el hecho de que una activacién
de AMPK vy SIRT-1, aumenta in vivo los niveles plasmdticos de adiponecting,
adipocitoquina antiinflamatoria y con capacidad para aumentar la sensibilidad a la
insulina (Banks y cols., 2008). Otros mecanismos implicados son la estimulacién de la
expresion y actividad de la enzima eNOS (Leighton y cols., 2006) y los efectos

antioxidante y antiinflamatorio del resveratrol.
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En las Ultimas décadas la prevalencia del sindrome metabdlico se ha incrementado de
forma drastica en todo el mundo, no sélo en las poblaciones de adultos y ancianos (Meigs y
cols., 2003; Ford y cols., 2004), sino también en jévenes y nifios, experimentando un crecimiento
paralelo a la presencia de obesidad y diabetes de tipo 2 (Cook y cols., 2003; Weiss y cols.,
2004) e incrementando el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares. Esto hace de
este sindrome un importante problema de salud publica a nivel mundial que demanda una
urgente intervencion terapéutica. En cuanto a las dimensiones del problema en Espafia,
también son preocupantes. La prevalencia de la obesidad en nuestro pais es mayor que en
paises del norte de Europa como Dinamarca, Suecia, los Paises Bajos o Francia, pero menor
que en Estados Unidos, Canada o Reino Unido. Japon presenta las tasas de prevalencia de
obesidad mas bajas entre los palises desarrollados. En el estudio SEEDO 2000, destaca que la
prevalencia de la obesidad en Espafa fue del 14,5% (intervalo de confianza [IC] del 95%,
13,93-15,07%), significativamente mas elevada en el colectivo femenino (15,75%; IC del 95%,
14,89-16,61%) que en el masculino (13,39%; IC del 95%, 11,84-14,94%). La prevalencia de
obesidad aumentd significativamente con la edad en varones y en mujeres, observandose las
proporciones mas elevadas de personas obesas en el grupo de mayores de 55 afios, el 21,58%
en varones (IC del 95%, 18,68-24,48%) y el 33,9% en mujeres (IC del 95%, 32,73-35,07%). Ademas,
este problema es manifiesto en las poblaciones mas j6venes. Segun datos del Instituto
Nacional de Estadistica (INE), el 8,9 por ciento de los espafioles de entre 2 a 17 afios presenta
obesidad y el 18,7 por ciento tiene sobrepeso. Las consecuencias sanitarias de la prevalencia
de dicha alteraciéon metabdlica en nuestro pais no se han hecho esperar, y se ponen de
manifiesto, por ejemplo, en la disminuciéon en la esperanza de vida de la poblaciéon femenina,
que presenta una mayor mortalidad por enfermedad cardiovascular asociada a estos

trastornos.

En la actualidad no existen en el mercado muchos farmacos que permitan el
tratamiento de este sindrome. Aunque se habian depositado grandes esperanzas en el

rimonobant, la Agencia Europea del Medicamento ha recomendado recientemente la
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“suspension temporal” de su comercializacion, ya que el tratamiento tiene algunos efectos
secundarios graves, sobre todo de caracter psiquiatrico. El imonabant se ha utilizado como
adyuvante de la dieta y el ejercicio para el tratamiento de pacientes obesos (IMC > 30
kg/m?2), o pacientes con sobrepeso (IMC > 27 kg/m?2) con factores de riesgo asociados, tales
como diabetes tipo 2 o dislipidemia. Se trata de un antagonista selectivo del receptor
canabinoide-1 (CB1) que inhibe los efectos farmacoldgicos de los agonistas canabinoides
tanto in vitro como in vivo. El sistema endocannabinoide es un sistema fisiolégico presente en
el cerebro y en los tejidos periféricos (incluyendo los adipocitos) que afecta el balance
energético, el metabolismo de la glucosa y los lipidos, y el peso corporal; y en las neuronas del
sistema mesolimbico modula la ingesta de alimentos altamente apetecibles ricos en azlcar o

grasas.

Sin duda, el mejor tratamiento del sindrome metabdlico consistiria en la modificacion
de los habitos de vida, combinando el ejercicio con una alimentacién adecuada. Una posible
contribucién a dicha alimentacién puede basarse en la inclusion de alimentos funcionales
gue contengan moléculas que, sin afectar al apetito, contribuyan a mejorar las alteraciones
funcionales y metabdlicas caracteristicas de este sindrome. Este podria ser el caso de distintos
polifenoles de la dieta, que han manifestado numerosas acciones beneficiosas para la salud,

entre las que se encuentran efectos metabdlicos.

En consecuencia, el objetivo general de este trabajo ha sido analizar los efectos de la
administracion oral créonica de dos polifenoles que han despertado gran interés en la
comunidad cientifica, el flavonol quercetina y el estibeno resveratrol, en el modelo
experimental de sindrome metabdlico de ratas Zucker obesas. Hemos estudiado la accién de
estas moléculas sobre las principales alteraciones metabdlicas que caracterizan a dicho

modelo, determinando los siguientes parametros:
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Variables morfolégicas:

0 Incremento de peso corporal.
0 Ingesta diaria de alimento.

o0 Peso de 6rganos afectados.

Marcadores plasméaticos:

0 Lipidos plasmaticos: triglicéridos, colesterol total y acidos grasos libres.
0 Glucosa, insulina y leptina.

Marcadores en tejidos insulino-resistentes.

0 Tejido adiposo visceral:
= Secrecion de factor de necrosis tumoral o (TNF- o), y adiponectina
» Fosforilacion de Protein kinasa activada por AMP (AMPK) y acetil CoA
carboxilasa (ACC)
= Expresion proteica de las isoformas inducible y endotelial de la 6xido
nitrico sintasa (INOS y eNOS respectivamente).
o Higado:
=  Acumulacion de lipidos hepaticos.
= Fosforilacion de AMPKy ACC
Presion arterial
Actividad antioxidante: Concentracion de especies reactivas del acido tiobarbitdrico
(TBARS).
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las Normas Institucionales para el
trato ético de los animales.

Las experiencias se han realizado con ratas Zucker macho obesas (fa/fa) de 450-490 g
de peso y delgadas (fa/+) de 390-400g de peso de 13 semanas de edad, proporcionadas por
los Laboratorios Charles River (Barcelona, Espainal). Para facilitar su adaptacién, los animales se
mantuvieron en el estabulario del laboratorio dos semanas antes de iniciar los experimentos, a
una temperatura de 22 + 2 °C y con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. Las ratas se alojaron
en cubetas de makrolon dispuestas en racks de acero inoxidable con lecho de viruta, en
grupos de 5 ratas por jaula, fueron alimentadas con una dieta estdndar (Panlab A04) y

recibieron agua corriente ad libitum.

1.1. TRATAMIENTO CON QUERCETINA

Las ratas, tanto obesas como delgadas, se dividieron respectivamente en tres grupos.
Uno de ellos, recibié diariamente una dosis de quercetina de 2 mg/kg interpuesta en una
solucién de metilcelulosa al 1%, administrada mediante sonda gastroesofdgica en un volumen
fiio de Tml. Otro grupo recibi® una dosis de quercetina de 10 mg/kg/dia de quercetina
interpuesta en el mismo vehiculo. A los animales del tercer grupo (control), se les administrd el
mismo volumen de vehiculo (metilcelulosa al 1%). El tratamiento se llevd a cabo durante 10
semanas. Los grupos control se designan como LC, para las ratas delgadas, y OC, en el caso
de las obesas. Los grupos de ratas delgadas y obesas que recibieron las distintas dosis de
quercetina se denominan respectivamente LQ2 y LQ10 (ratas delgadas) y OQ2 y OQI10 (ratas
obesas). Con el fin de evitar los efectos agudos de la administracion de la quercetina, 48 horas
antes del sacrificio de los animales se suspendid el tratamiento. Durante el periodo
experimental los animales fuvieron libre acceso a la comida y al agua, midiendo diariamente

su ingesta.



Material y métodos

1.2. TRATAMIENTO CON RESVERATROL

Las ratas, obesas y delgadas, se dividieron en dos grupos. Uno de ellos recibié 10
mg/kg/dia de resveratrol, disuelto en agua, administrado mediante sonda gastroesofdgica en
un volumen fijo de 1T ml, durante 8 semanas. El grupo control recibidé el mismo volumen de
vehiculo. Los grupos control de ratas delgadas y obesas se designan como LC y OC. Los
grupos de ratas, delgadas y obesas, tratadas con resveratrol reciben los nombres LR y OR
respectivamente. Con el fin de evitar los efectos agudos del resveratrol, 48 horas antes del
sacrificio de los animales se suspendid la administracidn del mismo. Durante este tratamiento
los animales también tuvieron acceso libre a la comida y el agua, procediendo diariamente a

la determinacion de su ingesta.

2. METODOS EXPERIMENTALES

2.1. DETERMINACION DE LA PRESION ARTERIAL SISTOLICA

La presion arterial sistdlica (PAS) se determind semanalmente en la cola de la rata
mediante pletismografia. El sistema utilizado consta de un manguito de presién, acoplado a
una unidad de insuflado semiautomdtica y a la unidad transductora del pletismégrafo, a la
gue se conecta un sensor neumdtico. La unidad fransductora estd conectada, a su vez, a la
unidad de registro visual del pletismdgrafo (LE 5000, Letica S.A., Barcelona). Antes de realizar la
medida, la rata es infroducida en una estufa a 37 °C, durante 15-20 minutos, para favorecer la
dilatacién de los vasos de la cola.

Se readlizan entre 8 y 10 medidas de presion de cada rata, calculando la media
aritmética de los siete Ultimos valores obtenidos con una diferencia menor de 5 mmHg. Las
medidas de presidon se llevaron a cabo por la manana, 18-20 horas después de la

administracién del plifenol o de vehiculo.
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2.2. SACRIFICIO DE LOS ANIMALES Y RECOGIDA DE
MUESTRAS

En el momento del sacrificio, las ratas fueron anestesiadas con una dosis de 2,5 mi/kg
intraperitoneal de equitensina. Se realizé una incisién en el abdomen hasta visualizar la aorta
descendente de la que se exirajo de sangre utilizando una jeringa previamente heparinizada.
Posteriormente, se obtuvo el plasma mediante centrifugacién de esta sangre a 4000 r.p.m.
durante 10 minutos, que fue alicuotado y congelado a -80 °C hasta su andlisis.

A continuacion, se procedid, rdpidamente, a la extraccidon de corazdn, rindn derecho,
aorta, tejido adiposo visceral y epididimal e higado. Los érganos fueron lavados con solucion
Krebs fria, cuya composicidon es: NaCl 118 mM, KCI 4,75 nM, CaClz 2 mM, MgSO4x7H20 1,2 mM,
KH2PO4 1,2 mM, NaCOsH 25mM, Glucosa 11 mM. Después fueron secados y pesados para el
estudio de sus cambios morfoldgicos, mediante el andlisis de la relacidon del peso del érgano y
peso corporal del animal, calculado dividiendo el peso del érgano entre el peso corporal del
animal en el momento de la muerte. Finalmente, los érganos fueron divididos en varios
fragmentos destinados a distintas determinaciones bioguimicas, congelados en nitrégeno

liguido y mantenidos a -80 °C hasta su andlisis.

2.3. VALORACION DEL ESTADO OXIDATIVO

2.3.1. DETERMINACION DE MALONILDIALDEHIDO (MDA) EN HIGADO

El grado de peroxidacion lipidica que sufren los tejidos por la accidn de los radicales
libres puede ser determinado segUn el método descrito por Zingarelli en 1999 (Zingarelli y cols.,
1999).
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Reactivos:

1. Solucién de KCI 1,15 % (p/v).

2. Solucién de laurilsulfato sddico (SDS) al 8,1 % (p/v).

3. Solucién de dacido acético glacial al 20 % (v/v) pH = 3,5.

4. Solucién de dcido-2-tiobarbitUrico (4,6-dihidroxi-pirimidina-2-tiol) (TBA) al 0,8 % en
dcido acético glacial 20 %.

5. Solucién madre de 1,1,3,3-tetframetoxipropano 1 mM en KCI 1,15 %. A partir de ésta

se obtuvieron soluciones de distintas concentraciones para construir la curva patrén.

Técnica:

El tejido se homogeneizd, en frio, en KCI 1,15 % en proporcién 1:5 (p/v), con un
homogenizador Heidolph. Tras centrifugar las muestras a 2500 r.p.m. durante 5 minutos, se
utilizé el sobrenadante para la determinacién de MDA. A continuacién se procedid a preparar
la mezcla de reaccidn en tubos de vidrio con tapdn de rosca. En cada tubo se anadieron 750
ul de dcido acético glacial 20 %, 750 pl de TBA, 350 ul de agua destilada, 100 ul de la soluciéon
de SDS y 50 ul del sobrenadante de la muestra o de la solucion patrén. Cada tubo fue
agitado, cerrado con su tapdn e incubado durante 1 hora en un bano a 95 °C. La reaccidon se
detuvo colocando los fubos en un bano de agua-hielo y posteriormente el contenido de estos
tubos se traspasd a tubos eppendorf que se centrifugaron a 3000 g durante 10 minutos.
Finalmente, el sobrenadante obtenido, se midid espectrofotométricamente a 532 nm en un
lector de placas Microplate reader (Benchmarck). El cdiculo de MDA contenido en las
muestras, se realizd por interpolacidon en la curva patrdn. Los resultados se expresaron como
uM MDA/100 mg tejido.
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2.3.2. DETERMINACION DE MDA PLASMATICO

Reactivos:

1. Reactivo cromogénico: solucion de 1-metil-2-fenilindol 1,03 mM en acetonitrilo.
2. Solucién de dcido clorhidrico al 37 % (v/v).

3. Solucién madre de 1,1,3,3- tetframetoxipropano 42,5 uM.
Técnica:

El método seguido fue el descrito por Esterbauer y Cheeseman en 1990 (Esterbauer y
cols. 1990). Se mezclaron en fubos eppendorf 150 ul del plasma con 350 ul del reactivo
cromogénico y 113 ul del HCI y se agité. La mezcla se incubd durante 40 minutos a 45 °C.
Posteriormente se centrifugaron los tubos de reaccién a 13000 g durante 5 minutos. La
absorbancia del sobrenadante midié en 586 nm en un lector de placas Microplate Reader de
Benchmark. El cdlculo del contenido en MDA se realizd por interpolacion en la curva patrén,

expresando los resultados como concentracién (uM) de MDA en plasma.

2.4. DETERMINACION DE PARAMETROS PLASMATICOS

2.4.1. LIPIDOS PLASMATICOS

Se determinaron las concentraciones de triglicéridos y colesterol total mediante kits de
Spinreact (Spinreact, S.A., Espafia). Los dcidos grasos libres se midieron con un kit NEFA C test
de Wako (Wako Chemicals, Richmond, VA).

2.4.1.1. Colesterol. El colesterol presente en la muestra origina un compuesto

coloreado segun la siguiente reaccion:
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Donde:

Esteres colesterol + HHO —» Colesterol + Acidos grasos libres

CHO

» 4- colestenona + HxO2

Colesterol + Oz

POD

2 HoO2+ 4 —AF + fenol ————=—» Quinonimina + 4H2.0

- LPL: Lipoproteinlipasa

- GPO: Glicerolfosfato deshidrogenasa

- GK: Glicerol kinasa
- G3P: Glicerol-3-fosfato

- DAP: Dihidroxiacetona fosfato

- H202: Peréxido de hidrogeno

- 4-AF: 4-Aminofenazona
- POD: Peroxidasa

2.4.1.2. Triglicéridos. La concentracion de triglicéridos presentes en la muestra es

directamente proporcional a la intensidad de la coloracién roja que aparece segun las

siguientes reacciones:
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Triglicéridos + HaOn LPL > Glicerol + Acidos grasos libres
Glicerol + ATP Glicerol » G3P+ADP
G3P + O2 GPO . DAP + H02

H202+ 4 —AF + p-Clorofenol

>

POD > Quinona + H20

Donde:

H2O2: Perdxido de hidrégeno
CHOD: colesterol oxidasa
4-AF: 4- Aminofenazona
POD: Peroxidasa
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- CHE: Colesterol esterasa
- POD: Peroxidasa

2.4.1.3. Acidos grasos libres. La determinacién se llevé a cabo siguiendo el

método ACS-ACOD, en el que la concentracidén de dcidos grasos libres es directamente

proporcional a la intensidad de color rojo segun la siguiente reaccion:

RCOOH + ATP + CoA-SH ACS » Acyl-CoA + AMP+PPi

Acyl-CoA + O2 ACOD

2 H202+ 4 —~Aminoantipirina + MEHA —PO—D> Quinoneimina + 4H20

2,3-tfrans-Enoyl-CoA + H2O2

v

Donde:
- RCOOH: Acido graso
- CoA-SH: Coenzima-A
- PPi: Pirofosfato
- ACS: Acyl-CoA-Sintetasa
- ACOD: Acyl-CoA-Oxido
- POD: Peroxidasa
- MEHA: 3-Metil-N-Etil- N-(B-hidroxietil)anilina

2.4.2. PARAMETROS PLASMATICOS RELACIONADOS CON LA
RESISTENCIA A LA INSULINA.

Las variables implicadas en la resistencia a la insulina determinadas en nuestros
estudios han sido la glucosa plasmdtica, medida por una técnica colorimétrica, y la insuling,
medida por enzimoinmunoensayo. Para valorar el grado de resistencia a la insulina, se aplicd

el modelo matemdtico HOMAR.
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2.4.2.1. Glucosa. La glucosa oxidasa cataliza la oxidacién de la glucosa a dcido
glucoénico y H.0,. Este se detecta mediante un aceptor cromdgeno de oxigeno (fenol-
ampirona). La concentracién de glucosa es proporcional a la intensidad de color formado

segun la siguiente reaccién:

GOD ]
B- D-Glucosa + Oz + HHO — Acido Glucénico + H202

H202 + fenol + Ampirona &» Quinona + H20

Donde:
- GOD: Glucosa oxidasa
- H202: Peréxido de hidrogeno

- POD: Peroxidasa

2.4.2.2. Insulina. La concentracion de insulina fue cuantificada con un kit
enzimoinmunoensayo para rata (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) basado en la
competicidén entre la insulina no marcada de la muestra y una cantidad fija de insulina
marcada, por una cantidad limitada de anticuerpo especifico (Figura 13). Asi la intensidad de

color producida es inversamente proporcional a la cantidad de insulina (no marcada) de la

muestra.
Estandar ~ Amplificador Sustrato
Ac 0 muestra
anti- cerdo HRP
HRP
Insulina-

Pocillo

Biotina HRP
Hrp + TMB
\ HRP l
Insulina HRP  Stop y medida
HRP de densidad optica

anti- 1nsu11na
(cerdo)

Figura 13. Principio del ensayo de determinacién de insulina en plasma por ELISA.
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2.4.2.3. HOMAR. El HOMAR (Homeostasis Model Assessment) es un modelo

matemdtico presentado por Matthews y cols. (1985) que permite realizar estimaciones de
resistencia insulinica y funcién de las células beta mediante las concentraciones de la glucosa

y la insulina plasmdticas en ayunas. Para el cdiculo se utiliza la siguiente férmula:
HOMAR = (insulina x glucosa)/22,5

Donde la insulina se expresa en pU/ml y la glucosa en mM. De acuerdo con este método, un

elevado indice de HOMAR significa una baja sensibilidad a la insulina.

2.4.3. OTROS PARAMETROS PLASMATICOS

Para conocer el estado inflamatorio de los animales y cdmo se ve afectado por la
qguercetina, se determinaron la adipocitokina antiinflamatoria adiponectina, la citokina
proinflamatoria TNF-a y el nivel de nitratos y nitritos (NOx) indicativo de una elevada actividad
iNOS.

2.4.3.1. Adiponectina. Se midi6 la concentracién de adiponectina con un kit de
ELISA para ratén/rata (B-Bridge International, Inc., CA, USA) basado en la reaccién

esquematizada en la Figura 14.

Ac de conejo frente Estreptavidina
Adiponectina  a anti-adiponectina conjugada Sustrato
Con HRP Color
L KX © 0 000 090
¢ LRR
KK 000

1

4
| sy | 1@155?

o B g =

Figura 14. Principio del ensayo de determinacién de adiponectina en plasma.

Ac anti-adiponectina
de ratén pegado
al pocillo
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2.4.3.2. Nitratos mas nitritos (NOX). La determinaciéon de nitritos plasmaticos,
como marcadores de produccion de NO (6xido nitrico) se realizé utilizando el método de
Granger (Granger y cols., 1996). Este método requiere que los nitratos presentes en la muestra
sean previamente reducidos a nitritos, utilizando la enzima nitrato reductasa, para su posterior

determinacion espectrofotométrica mediante la reaccion de Griess.

Reactivos:

1. Solucidn enzimdtica de nitrato reductasa. La nitrato reductasa se obtiene a partir de
un liofiizado procedente de Aspergillus, que se disuelve en agua destilada hasta
obtener una concentracién de 10 U/ml. De esta solucion se obtienen alicuotas que se
congelan a -80 °C hasta su utilizacién.

2. HEPES: dcido (N-[2-hidroxietil] piperazina-N'-[2-etanolsulfénico] 0,5 M, pH = 7,4.

3. Solucién de flavin adenin dinucledtido (FAD) 0,05 mM.

4, Solucién de B-NADPH 1 mM.

5. Solucién enzimdatica de lactato deshidrogenasa (LDH) de musculo bovino 150 U/ml.
6. Solucién de dcido pirdvico 0,1 M.

7. Reactivo de Griess: compuesto por partes iguales de una solucién de N-1-naftil-
etilen-diamina 0,1 % (p/v) en agua destilada y una solucion de sulfonilamida 1 % (p/v)
en dcido ortofosférico 5 % (v/v).

8. Solucién patrén de NaNO2 100 uM en agua destilada.

Técnica:

Para redlizar el ensayo se mezclan: 10 ul de muestra, 5 ul de nitrato reductasa, 5 ul de
HEPES, 5 ul de FAD, 5 ul de NADPH y 20 ul de agua destfilada. Se incuba este coctel de
reaccion a 37 °C durante 30 minutos. Posteriormente se adicionan 5 pl de LDH y 5 pl de dcido
pirlvico, con el objeto de regenerar el NADPH gue ha consumido la nitrato reductasa,
incubando nuevamente, durante 10 minutos, a 37 °C. Finalmente se anaden 100 ul de reactivo

de Griess y se incuba 10 minutos a temperatura ambiente, realizando la determinacion
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espectrofotométrica a 543 nm en el Microplate Reader de Benchmark. La concentracion de
NOx en plasma se obtiene por interpolacion de los valores en la recta patrdn. Los resultados se

expresan como concentracién (uM) de NOx en plasma.

2.5. PARAMETROS TISULARES

2.5.1. EXTRACCION Y DETERMINACION DE LIPIDOS HEPATICOS

Para la cuantificacion de triglicéridos y colesterol en el tejido hepdtico se realizd una
extraccion de los lipidos en el tejido segun el método Blight and Dyer (Blight y cols., 1959) y una
determinacién posterior mediante el uso de kits de Spinreact (Spinreact, S.A., Espana), como

se describe en la determinacién de lipidos plasmdaticos (Seccion 2.4.1).

Reactivos:
- Cloroformo
- Metanol

- Isopropanol

Descripcidon de la técnica:

Se selecciond una muestra de higado de cada rata por triplicado de igual peso
(aproximadamente 100 mg) y se incluyeron en una mezcla de cloroformo/metanol de
proporcién 1:2 para posteriormente ser homogenizados en sonicador de células. A
continuacién, se anade al homogenado la misma cantidad de cloroformo que hemos
anadido al principio mds una parte igual de agua, se mezcla bien en un vortex y se lleva a
centrifugar 5 minutos a 3000 r.p.m. a 4° C. Se extrae la fase cloroférmica (inferior) y se guarda.
A la fase acuosa restante se le anade de nuevo cloroformo en relacién al peso de la muestra

de tejido de la siguiente forma:
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1250 mg tejido ——— 1880 pl cloroformo

Peso de mi Volumen de
muestra de tejido — . cloroformo a anadir

Volver a mezclar bien en el vortex y centrifugar de nuevo 5 minutos a 3000 rrp.m. a 4 °C y
seguidamente recoger la nueva fase cloroférmica que se mezclard con la primera. Una vez
obtenida toda la fase lipidica, pasamos a la eliminacion del cloroformo mediante
evaporacion a 55°C en corriente de nitrégeno. A continuacion se disuelve el extracto en una

cantidad de isopropanol segun el peso de la muestra de higado de la siguiente forma:

1250 mg tejido  ——— 2000 pl isopropanal

Peso de mi Volumen de
muestra de tejido isopropanol a anadir

En esta suspensidon se medird la concentracién de colesterol y triglicéridos.
2.5.2. DETERMINACION DE TNF-a EN TEJIDO ADIPOSO

Una dlicuota de tejido adiposo visceral de cada rata fue homeginazada en tampdn
PBS, cuya composicion es 137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 4,3 mM de NazHPO4, 1,4 mM de
KH2PO4, con un homogenizador Hiodolph en proporcion 1:1 (p/v), mds tarde se incubaron las
muestras a 37°C durante 20 minutos y después se centrifugaron a 15000 r.p.m. durante 15
minutos recogiéndose el sobrenadante como muestra que se analizd mediante un kit de ELISA

para TNF-a de rata (Diaclone, Inc., France) basado en la siguiente reaccién (Figura 15).
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Ac anti TNF-a

Enzima
marcado con .
biotina conjugada
TNF-a con HRP
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Figura 15. Principio del ensayo de determinacién de TNF-a en tejido adiposo.

2.5.3. DETERMINACION DE ADIPONECTINA EN TEJIDO ADIPOSO

Una alicuota de tejido adiposo visceral de cada rata fue homogeneizada en tampdn
PBS de composicion 137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 43 mM de Na2HPOs v 1,4 mM de
KH2PO4, con un homogenizador Hiodolph en proporcién 1:1 (p/v). Posteriormente los
homogenados obtenidos se centrifugaron a 15000 r.p.m. durante 15 minutos recogiéndose el
sobrenadante. En éste, tras realizar la dilucidén adecuada -para obesas 1:4000 y para delgadas
1:5000- se determind la concentracién de adiponectina mediante un kit de ELISA especifico
para adiponectina de rata (B-Bridge International, Inc., CA, USA), de acuerdo con lo descrito

en el apartado 2.4.3.1.

2.5.4. DETERMINACION DE NITRATOS MAS NITRITOS (NOx) EN TEJIDO
ADIPOSO

Para realizar el andlisis de NOx en tejido adiposo visceral, se tomd una alicuota del
tejido de cada rata y fue homeginazada en tampdn PBS cuya composicion es 137 mM/L de
NaCl, 2,7 mM de KCI, 4,3 mM de Na2HPO4, 1,4 mM de KH2PO4 con un homogenizador Hiodolph

en proporcién 1:1 (p/v), posteriormente se centrifugaron a 15000 r.p.m. durante 15 minutos
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recogiéndose el sobrenadante como muestra que se analizd mediante la técnica expuesta

en el punto 2.4.3.2.

2.5.5. DETERMINACION DE LA EXPRESION PROEICA DE eNOS e iNOS
EN TEJIDOS MEDIANTE WESTERN BLOT

Preparacion de las muestras:

La determinacién se realizd en anillos adrticos y en tejido adiposo visceral. Los anillos
adrticos de 3-4 mm de longitud se homogeneizaron en tampdn de homogeneizacién, en una
proporcién 1:10 (p/v) y con un homogeneizador Heidolph, en frio. Los lisados de tejido adiposo
visceral se obtuvieron por homogenizacion del tejido en otro tampdn de homogenizacion
especifico en proporcion 1:1 (p/v) en las mismas condiciones. Los homogenados se

centrifugaron a 15000 g durante 30 minutos a 4 °C y se tomé el sobrenadante.

Reactivos:
1. Tampdn de homogenizacién de los anillos adrficos:

- 10 mM Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfénico (HEPES) pH 7,4
- 0,32 M Sucrosa

- 100 uM Etilendiamino-tetraacetato sédico (EDTA)

- 1 mM Ditiotreitol (DTT)

- 0,5 mM Fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF)

- 10 yg/ml Leupeptina

2. Tampdn de homogenizacion del tejido adiposo (Tampdn RIPA modificado):

- 50 MM Tris-HCI pH =7,4
- 1% Triton X-100

- 0,2 % Deoxicolato sédico
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- 0,2 % Dodecilsulfato sédico (SDS)
- 1 mMEDTA

- 1 mMPMSF

- 5ug/ml Aproftinina

- 5ug/ml Leupeptina

3. Tampdn de carga:

- 50 mM Tris pH =6,8

- 10% Glicerol

- 1%SDS

- 5% 2-Mercaptoetanol

- 5 mMEDTA

- 0,007 % Azul de bromofenol

4. Tampdn de lavado (TBS-T):

- 10mMTrispH=7,5
- 100 mM NaCl

- 0,1 % Polioxietilensorbitan-monolaurato (Tween-20)

5. Tampdén de bloqueo: Solucidon de leche desnatada en polvo al 5 % en TBS-T. En ésta se

disolvieron los siguientes anficuerpos (1:2500):

- Anticuerpo monoclonal de ratén anti-eNOS (BD Transduction laboratorios)

- Anticuerpo policlonal de conejo anti-INOS (BD Transduction Laboratories)

Descripcidn de la técnica:

Cantidades equivalentes de proteina (50 ng) de cada muestra, suspendidas en
tampdn de carga y desnaturalizadas mediante ebullicion durante 5 minutos, fueron separadas

por electroforesis en gel de poliacriaomida al 8 %. Posteriormente las proteinas fueron
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transferidas a una membrana de nitrocelulosa a voltaje constante de 35 mV durante toda la
noche a 4 °C. A continuacidén las membranas se incubaron en tampdn de bloqueo durante 2
horas a temperatura ambiente y después se incubaron con el anticuerpo primario anti-eNOS y
anti-iNOS (1:2500) por un periodo de 2 horas a temperatura ambiente. Seguidamente se
lavaron con tampdn TBS-T 5 veces cambiando dicha solucidn cada 10 minutos, antes de
incubarse durante 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario (1:2000). Tras
5 lavados de 10 minutos con TBS-T las membranas se incubaron con una solucion ECL
(PerkinElmer Life Sciences, Boston) durante 2 minutos y se expusieron a una pelicula

autoradiogrdfica para detectar la guimioluminiscencia.

2.5.6. DETERMINACION DE LA EXPRESION Y FOSFORILACION DE AMPK
EN TEJIDOS MEDIANTE WESTERN BLOT

Preparacién de las muestras:

La determinacion se realizd en higado y en tejido adiposo visceral. El higado se
homogeneizd en tampdn especifico, en una proporcién 1:20 (p/v) y con un homogeneizador
Heidolph, en frio. Y los lisados de tejido adiposo visceral se obtuvieron por homogenizacion del
tejido en otro tampdn especifico en proporcién 1:1 (p/v) en las mismas condiciones.

Los homogenados se centrifugaron a 15000 g durante 30 minutos a 4 °C y se toméd el
sobrenadante, donde se determind la concentracién de proteinas mediante la técnica del

dAcido bicinconinico.

Reactivos

1. Tampdén de homogenizacién de higado
- 20 mM Tris-HCI, pH = 8.0
- 1%Igepal
- 1 mMEDTA
- T mMEGTA
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- 1 mM Ortovanadato de sodio
- 1 mMDTT

- 1 mM PMSF

- 2ug/ml Aproftinina

- 2ug/ml Leupeptina

2. Tampdn de homogenizacion de tejido adiposo visceral (RIPA modificado) descrito en el

apartado 2.5.

3. Tampdn de lavado (TBS-T):
- 02MTrispH=7.,6
- 1,37 M NaCl

- 0,1 % Polioxietilensorbitan-monolaurato (Tween-20)

4. Tampdén de bloqueo: Solucidon de leche desnatada en polvo al 5 % en TBS-T. En ésta se
disolvieron los siguientes anficuerpos (1:1000):
- Anticuerpo policlonal de conejo anti-AMPK-a (Cell Signaling Technology, Inc)

- Anticuerpo policlonal de conejo anti-fosfo-AMPK-a (Cell Signaling Technology, Inc))

Descripcidon de la técnica:

Cantidades equivalentes de proteina (30 pg) de cada muestra suspendidas en
tampodn de carga (descrito en el apartado anterior) y desnaturalizadas mediante ebullicion
durante 5 minutos, fueron separadas por electroforesis en gel de poliacriiaomida al 10 %.
Posteriormente las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa a voltaje
constante de 90 mV durante 2 horas a 4 °C. A continuacion las membranas se incubaron en
tampdn de bloqueo durante 2 horas a temperatura ambiente y después se incubaron con el
antficuerpo primario anti-AMPK-a y anti-fosfo-AMPK-a (1:1000) durante toda la noche a 4° C.
Seguidamente se lavaron con tampdn TBS-T 3 veces cambiando dicha solucién cada 10

minutos, antes de incubarse durante 2 horas a temperatura ambiente con el anficuerpo
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secundario (1:2000). Tras 5 lavados de 10 minutos con TBS-T las membranas se incubaron con
una solucién ECL (PerkinElmer Life Sciences, Boston) durante 2 minutos y se expusieron a una

pelicula autoradiogrdfica para detectar la quimioluminiscencia.

2.5.7. DETERMINACION DE LA EXPRESION Y FOSFORILACION DE ACC
EN TEJIDOS MEDIANTE WESTERN BLOT

Siguiendo el mismo procedimiento de preparacidon de muestras de higado vy tejido
adiposo y la misma técnica de western blot que para la AMPK, se procedié a la
determinacién de la expresion y fosforilacion de la ACC con los siguientes anticuerpos en
diluciéon 1:1000 en tampdn de bloqueo:

- Anticuerpo policlonal de conejo anti-ACC (Cell Signaling Tchenology, Inc)

- Anticuerpo policlonal de conejo anti-fosfo-ACC (Cell Signaling Technology, Inc).

2.5.8. DETERMINACION DE PROTEINAS

La determinacion de las proteinas en tejidos se realizé mediante la técnica “del dcido
bicinconinico”. Cuando la sal disédica de este dcido reacciona con las proteinas de un tejido,
forma un complejo con inones Cu*2 de color pUrpura intenso cuya absorbancia puede

medirse espectrofotométricamente a 562 nm.

Reactivos:
- A) Solucién de dcido bicinconinico en medio alcalino (pH = 11,25):
- Acido bicinconinico 25 uM
- Na2CO3'H20 0,16 M
- Tartrato sédico 5,7 uM
-NaOHO,T M
-NaHCO3 0,1 M
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- B) Sulfato de cobre (CuSO45H20) 0,16 M

Curva patrén: se preparan soluciones de concentraciones conocidas de albUmina
sérica bovina (fraccién V) a partir de una solucién madre de 1 mg/ml mediante diluciones

seriadas de 1/2 en agua destilada o en solucién salina.

Descripcidon de la técnica:

Se procede mezclando los reactivos A+B en proporcién 50:1 (v/v) respectivamente. En
una placa de ELISA se cargan 5 ul de cada muestra o curva patrén, a los que se anaden 200
ul de la mezcla A+B y se incuba la placa a 37°C durante 30 minutos hasta que desarrolle el
color puUrpura. Posteriormente se procede a su determinacién espectrofotométrica a 543 nm
en el lector de placas Microplate Reader de Benchmark. La cantidad de proteina se obtiene

por interpolacién de los valores de las muestras en la curva patrén.

3. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se expresan como media aritmética + error estdndar de la media
(SEM) de un determinado nUmero (n) de animales. El andlisis estadistico de los resultados se
realizé mediante el cdlculo de la varianza utilizando un ANOVA de dos vias, seguido del test
de Bonferroni, donde P<0,05 se considerd diferencia significativa estadisticamente. Para llevar
a cabo este andlisis se empled el programa estadistico Graph-Pad Prism versién 4.00 para

windows (Graph-Pad Software, San Diego, CA).
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1. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CRONICO CON
QUERCETINA EN RATAS ZUCKER OBESAS

Las ratas Zucker (fa/fa) son homocigdticas para un receptor de leptina no funcional, y
se caracterizan por desarrollar obesidad, hiperlipidemia e hiperinsulinemia, mientras que las
heterocigdticas (fa/+) se mantienen delgadas y presentan perfiles lipido e insulinico normales.
La resistencia a la insulina aparece en los animales jovenes (5-7 semanas de edad)
instaurdndose el sindrome metabdlico hacia las 10-12 semanas, razén por la que constituyen
un modelo animal adecuado para el estudio de este sindrome.

En este modelo se puede apreciar una marcada hiperinsulinemia, elevados niveles
plasmdticos de AGL, triglicéridos y colesterol, ademds de la resistencia a la leptina derivada
del defecto en el receptor OB-R y manifestada como una marcada hiperleptinemia. También
aparecen depdsitos grasos en tejidos no destinados a ello como higado, pdncreas y mUsculo
esquelético. También aon caracteristicas la hiperfagia y la obesidad. (Chen y cols. 2005). Para
valorar los efectos que ejerce el tratamiento crénico con quercetina en este modelo se han

valorado los siguientes pardmetros:

1.1. VARIABLES MORFOLOGICAS

1.1.1. PESO CORPORAL E INGESTA DE COMIDA

La obesidad es uno de los principales factores que determinan el sindrome metabdlico
y en este modelo, los animales homocigdticos (fa/fa) la desarrollan ya desde edades
tempranas, estando completamente instaurada hacia la décima semana y aumentando a lo
largo de la vida, pudiendo llegar a alcanzar los 700g. Las ratas obesas presentaban un peso

mayor que las delgadas desde el inicio del experimento (P < 0,05). La administracion crénica
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de las dos dosis de quercetina no produjo cambios significativos en el peso final de los
animales pero si logré que los animales tratados con la dosis mayor ganaran menos peso que

los no tratados (Figura 16).

600 -
@ 550
§ 500 -2 OC
S -8 0Q2
S 450 - —A OQI10
O 400 Lo
Q - 1LQ2
L 350 - A LQI0
300

Tiempo (semanas)

Figura 16. Evolucion del peso corporal de los animales obesos y delgados que
recibieron quercetina vehiculo o quercetina a las dosis de 2 6 10 mg/kg/dia
durante 10 semanas. Grupos experimentales: LC, ratas delgadas que recibieron
vehiculo; LQ2, ratas delgadas que recibieron 2 mg/kg/dia de quercetina; LQ10,
ratas delgadas que recibieron 10 mg/kg/dia de quercetina; OC, ratas obesas que
recibieron vehiculo; OQ2, ratas obesas que recibieron 2 mg/kg/dia de querceting;
OQ10, ratas obesas que recibieron 10 mg/kg/dia de quercetina. Los valores estdn
expresados como media aritmética £ EEM (n = 7-8). Los valores para un mismo
tiempo con distinta letra, presentan diferencia significativa (P< 0,05).

La hiperfagia caracteristica en este modelo pudo apreciarse en el valor medio de la
ingesta diaria de comida que fue superior en las ratas obesas, comparada con la ingesta de
las delgadas. Sin embargo entre los grupos fratados y controles no se observaron diferencias
(Tabla 4).
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Tabla 4. Ingesta media de comida y peso corporal de las ratas que recibieron vehiculo o quercetina a las

dosis de 2 6 10 mg/kg/dia durante 10 semanas.

Grupos LC LQ2 LQ10 ocC 0Q2 0Q10
experimentales

Ingesta media 1994020 20,4+0,50 19,7+0,3> 22,6+1,19 225+0,9> 223+1,1a
(g/rata/dia)

Peso corporal 3452+ 5,75 344,0£10,8° 342,2+4,9° 401,7+11,6° 400,0+3,79 400,0 + 7,20
inicial (g)

]f_’es?(c‘)’rpora' 437,0+8,4c 433,7+9,9c 411,0+6,29 535141559 522,3+10,29 504,8+11,50
inal (g

Grupos experimentales: LC, ratas delgadas que recibieron vehiculo; LQ2, ratas delgadas que
recibieron 2 mg/kg/dia de quercetina; LQI10, ratas delgadas que recibieron 10 mg/kg/dia de
quercetina; OC, ratas obesas que recibieron vehiculo; OQ2, ratas obesas que recibieron 2 mg/kg/dia
de quercetina; OQI0, ratas obesas que recibieron 10 mg/kg/dia de quercetina. Los valores estdn
expresados como media + EEM (n = 7-8). Enfre los valores que presentan letras distintas existe
diferencia significativa (P< 0,05).

1.1.2. PESO RELATIVO DE ORGANOS

Las ratas Zucker obesas presentaron un incremento en el peso del higado de
aproximadamente un 40% en relacién con las ratas delgadas (P < 0,00001). En este modelo de
sindrome metabdlico los animales manifiestan un acimulo de grasa en tejidos no adiposos,
como es el caso del higado, por lo que era de esperar encontrar hepatomegalia y esteatosis
hepdtica. Este mayor peso hepdtico no se vio afectado por el tratamiento con quercetina. Los
pesos del rindn y del corazdén, asi como sus pesos relativos no presentaban diferencias entre

obesas y delgadas ni entre controles y tratadas (Tabla 5).
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Tabla 5. Peso de los érganos y peso relativo de los mismos con respecto al peso corporal de las ratas que

recibieron vehiculo o quercetina a las dosis de 2 6 10 mg/kg/dia durante 10 semanas.

Grupos LC LQ2 LQ10 oc 0Q2 0Q10
PH (g) 11.77£0.38>  11,070,64>  10.91+0.366  20.71+0.970 19,210,749 20.25 +0.90°
PRH(g) 2.56+0.0430 2,58+0,17°  2.46+0.0520 3.74+0.09%  3,75:0,11a  3.73+0.11¢
PC(g) 1,15£0,03  1,14£0,05¢  1,10£0,02¢  1,174£0,04c  1,13£0,02¢ 1,15+ 0,03¢
PRC(Q) 2,50+0,02¢  2,65£0,100  2,49+0,03e  2,15£0,03¢  2,22+0,03a  2,13+0,03°
PR(g) 1,12¢0,02¢ 1,520,029  1,15£0,02¢  1,15£0,04c  1,06£0,04c 1,14+ 0,05
PRR(g) 2,63+0,03°  2,69+0089  2,69+0,04c  2,10+0049  2,07+0,059  2,08+0,03°

Grupos experimentales: LC, ratas delgadas que recibieron vehiculo; LQ2, ratas delgadas que recibieron
2 mg/kg/dia de quercetina; LQ10, ratas delgadas que recibieron 10 mg/kg/dia de quercetina; OC, ratas
obesas que recibieron vehiculo; OQ2, ratas obesas que recibieron 2 mg/kg/dia de quercetina; OQ10,
ratas obesas que recibieron 10 mg/kg/dia de quercetina. Los valores estdn expresados como media +
EEM (n = 7-8). Entre los valores que presentan letras distintas, existe diferencia significativa (P< 0,05). PH:
peso del higado; PRH: peso relativo del higado; PC: peso del corazdn, PRC: Peso relativo del corazdn;
PR: peso del rindn; PRC: Peso relativo del rindn.

1.2. PARAMETROS BIOQUIMICOS EN PLASMA

1.2.1. LIPIDOS PLASMATICOS

La dislipidemia se valoré mediante la determinacién de la concentracién de colesterol

total, triglicéridos y AGL en plasma en ayunas.

1.2.1.1. Colesterol. Como se esperaba, se aprecié una concentracion plasmatica

de colesterol mayor en las ratas obesas que en las delgadas (P < 0,05). El fratamiento con las

dos dosis de quercetina redujo estos niveles en un 17 % (Figura 17A).
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1.2.1.2. Triglicéridos. Los elevados niveles de triglicéridos plasmadticos que

presentaban las ratas obesas con respecto a las delgadas (P < 0,05) se vieron reducidos en un

30 % en el grupo OQ2y enun 33,2 % en el grupo OQ10 (Figura 17B).

1.2.1.3. Acidos grasos libres. Se observé una concentraciéon plasmdtica de AGL

1,5 veces mayor en las ratas obesas que en las delgadas (P < 0,05). El fratamiento con las dos

dosis de quercetina redujo estos niveles en un 25 % (Figura 17C).
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Figura 17. Concentracién plasmdtica de colesterol (A), triglicéridos (B) y dcidos
grasos libres (AGL) (C) en ratas delgadas y obesas que recibieron vehiculo
(Control) o quercetina a las dosis de 2 (Q2) 6 10 mg/kg/dia (Q10) durante 10
semanas. Los valores estdn expresados como media = EEM (n = 7-8). Entre los
valores que presentan letras distintas existe diferencia significativa (P< 0,05).
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1.2.2. RESISTENCIA A LA INSULINA

1.2.2.1. Glucosa. No se observaron diferencias en la concentracion de glucosa en

ninguno de los grupos, fanto entre controles y tratados como entre obesas y delgadas (Figura
18A).

1.2.2.2. Insulina. Como corresponde a este modelo, se halld una concentracion

plasmdtica de insulina 17 veces superior en las ratas obesas con respecto a las delgadas (P <
0.05) (Figura 18B). El tratamiento con ambas dosis de quercetina (2 y 10 mg/kg/dia) lograron

reducir ese incremento en un 74,2% y un 76,2% respectivamente (P <0,05) (Figura 18B).

1.2.2.3. HOMAR. Las ratas obesas presentaron valores mayores de HOMAR en

relacién con las ratas delgadas (P < 0,01) (Figura 18C). La administracién de las dos dosis de
quercetina corrigié estos valores en un 74,7% para la dosis de 2 mg/kg/dia y un 79,0% para la
dosis de 10 mg/kg/dia (P < 0,05 vs OC) (Figura 18C).
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Figura 18. Concentracion plasmdatica de glucosa (A) e insulina (B) y valoracion de la
resistencia a la insulina como HOMAR (C) en ratas delgadas y obesas que recibieron
vehiculo (Conftrol) o quercetina a las dosis de 2 (Q2) 6 10 mg/kg/dia (Q10) durante
10 semanas. Los valores estdn expresados como media = EEM (n = 7-8). Entre los

valores que presentan letras distintas existe diferencia significativa (P< 0,05).

1.2.3. RESISTENCIA A LA LEPTINA

El grado de resistencia a la leptina se determind mediante el estudio de la
concentraciéon plasmdtica de leptina mediante kit de ELISA, ya que en este modelo, el animal
produce una cantidad muy elevada de leptina para compensar la falta de eficacia de su
receptor, provocando hiperleptinemia. Una disminucién significativa de estos niveles, se
interpretard como una mejora en la sensibilidad a la proteina y por tanto una reduccion de la

resistencia (DaSilva y cols., 1998; Croase y cols., 1998; FrGhbeck y cols., 2006).
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Las ratas obesas control presentaron una leptinemia 6 veces superior a la de las
delgadas (P < 0,0001). Ninguna de las dos dosis de quercetina logré modificar la

hiperleptinemia (Figura 19).
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Figura 19. Concentracion de leptina en plasma de ratas delgadas y obesas que
recibieron vehiculo (Control) o quercetina a las dosis de 2 (Q2) 6 10 mg/kg/dia
(Q10) durante 10 semanas. Los valores estdn expresados como media £ EEM (n =
7-8). Entre los valores que presentan letras distintas existe diferencia significativa
(P<0,05).

1.2.4. CONCENTRACION DE NITRATOS MAS NITRITOS (NOX)

La concentracion plasmdtica de NOx puede interpretarse como indicador del
equilibrio entre las isoformas endotelial e inducible de la NOS, de modo que un nivel elevado
de NOx puede indicar exceso de actividad de la isoforma inducible (Yugar-Toledo y cols.,
2004; Kapur y cols., 1999; Bedard y cols., 1997), contribuyendo a la inflamacién del sindrome
metabdlico. Ademds este desequiliorio podria afectar la funcidn endotelial ayudando
también al desarrollo de una moderada hipertension.

En las ratas OC se observaron niveles de NOx 5 veces superiores a los de las ratas LC (P

< 0,001). En las ratas OQ10 estos niveles se redujeron a la mitad (P< 0,001 vs OC). La dosis
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menor de quercetina no produjo ningUn cambio significativo en los niveles de NOx de las ratas

obesas (Figura 20).

NOx plasma (umol/l)
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Figura 20. Niveles plasmdticos de NOx en ratas delgadas y obesas que

recibieron vehiculo (Control) o quercetina a las dosis de 2 (Q2) ¢ 10 mg/kg/dia
(Q10) durante 10 semanas. Los valores estdn expresados como media £ EEM (n
= 7-8). Enfre los valores que presentan letras distintas existe diferencia
significativa (P< 0,05).

1.2.5. ADIPONECTINA

Los niveles plasmdaticos de adiponectina fueron 1,8 veces mds bajos en las ratas OC
que en las LC (P < 0,0001). El tratamiento con 10 mg/kg/dia de quercetina aumentd estos
niveles hasta un 37,7 % (P < 0,001 vs OC), pero la dosis de 2 mg/kg/dia no produjo ningun
cambio significativo. No se observaron diferencias entre los grupos de ratas delgadas (Figura
21).
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Figura 21. Niveles plasmdticos de adiponectina en ratas delgadas y obesas que
recibieron vehiculo (Control) o quercetina a las dosis de 2 (Q2) 6 10 mg/kg/dia
(Q10) durante 10 semanas. Los valores estdn expresados como media = EEM (n =
7-8). Enfre los valores que presentan letras distintas existe diferencia significativa
(P<0,05).

1.3. EFECTOS DE LA QUERCETINA EN TEJIDOS INSULINO-
RESISTENTES.

Para conocer mds profundamente el efecto de la quercetina sobre la resistencia a la
insulina, nos centramos en el estudio de dos tejidos fundamentalmente: el tejido adiposo

visceral y el higado.
1.3.1. TEJIDO ADIPOSO VISCERAL

Como se destaca en la introduccion, destaca la inflamacidn cronica del tejido
adiposo como una de las principales causas de este desorden metabdlico. Por esto, nos
hemos centrado en el estudio de distintas variables que pueden caracterizar estos fendbmenos.
Para conocer el papel hormonal y antiinflamatorio del efecto de la quercetina, hemos

evaluado ademds de los niveles plasmdticos de NOx (descrito en el apartado 1.2.4. de esta

112



Resultados

seccion) y adiponectina (secretada exclusivamente por el tejido adiposo y descrita
anteriormente en el apartado 1.2.5 ), la produccién de la citoquina proinflamatoria TNF-a y la
expresion proteica de las formas constitutiva e inducible de la enzima NOS, ya que un
desequilibrio entre estas dos isoformas es indicativo de inflamacion y estrés oxidativo (Persichini
y cols., 2006).

1.3.1.1. PRODUCCION DE TNF-a EN TEJIDO ADIPOSO VISCERAL

Los niveles de TNF-a en las ratas obesas fueron 1,5 veces superiores a los de las ratas
delgadas (P < 0,0001). La administracion de la dosis mayor de quercetina (10 mg/kg/dia) a
ratas obesas redujo estos niveles hasta valores similares a los de los animales delgados. En las

ratas OQ2 no se observaron diferencias con respecto alas OC en este pardmetro (Figura 22).
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Figura 22. Niveles de TNF-a en tejido adiposo de ratas delgadas y obesas que
recibieron vehiculo (Control) o quercetina a las dosis de 2 (Q2) 6 10 mg/kg/dia
(Q10) durante 10 semanas. Los valores estdn expresados como media = EEM (n = 7-
8). Enfre los valores que presentan letfras distintas existe diferencia significativa (P<
0.05).
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1.3.1.2. EXPRESION DE eNOS E iNOS EN TEJIDO ADIPOSO VISCERAL

Debido a que los efectos antinflamatorios deducidos del aumento en la
concentracion de adiponectina en plasma y del descenso de la produccion de TNF-a en
tejido adiposo, sélo aparecen tras la administraciéon de la dosis mayor de quercetina (10
mg/kg/dia), fue en este grupo en el que se midid la expresidon de eNOS y de iINOS. Al igual que
en estudios realizados por otros autores (Persichini y cols., 2006), la expresion eNOS estaba
disminuida y la de iINOS aumentada en las ratas obesas control. La administraciéon de 10

mg/kg/dia de guercetina logrd equilibrar significativamente la expresiéon de ambas proteinas

(Figura 23).
8? A 6= B
%g 1,2 a a Z§4,5
O A Lo o
%0 b o9
o> 08 Oa 3 b
28 o Q
205 06 09
5 c S c
5_> 0.4 g_Z],S c
c .
. 0,2 0 >
8= ﬂ 5 < Wﬂ
O- 0 O~ 0
6 < LC LQI10 OC 0OQIl10 g < LC LQI10 OC OQI0
< O i
L
ENOS === o o — s — - INOS ™ = e e e

B-AcCting . - G= m=— a= == am o [-Acfing e —— . ——

LC LQ1I0O OC OQI0 LC LQ1I0 OC OQI0

Figura 23. Expresidn proteica de eNOS (A) e iNOS (B) en tejido adiposo visceral (TAV) de ratas
delgadas y obesas que recibieron vehiculo o 10 mg/kg/dia de quercetina durante 10 semanas.
Grupos experimentales: LC, ratas delgadas que recibieron vehiculo; LQ10, ratas delgadas que
recibieron 10 mg/kg/dia de quercetina; OC, ratas obesas que recibieron vehiculo; OQ10, ratas
obesas que recibieron 10 mg/kg/dia de quercetina. Los valores relativos estdn expresados como
media £ EEM (n = 5) y proceden del andlisis densitométriico en relacion a la p-actina, asignando
el valor 1.0 al grupo LC. Entre los valores que presentan letras distintas existe diferencia
significafiva (P< 0,05).
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1.3.2. HIGADO

El higado es uno de los principales érganos implicados en el metabolismo glucidico y
lipidico, y por tanto es una de las dianas fundamentales en el tratamiento de la resistencia a la

insulina.

1.3.2.1. ACUMULACION HEPATICA DE LIPIDOS

En el modelo Zucker de sindrome metabdlico existe depdsito ectdpico de lipidos en el
higado, y se planted como posible, el hecho de que el contenido lipidico se viera modificado
por el tfratamiento con quercetina. Para averiguarlo, se procedié a la extraccién de estos
lipidos mediante la técnica de Blight and Dyer (Blight y Dyer, 1959) para su posterior

cuantificacion.

1.3.2.1.1. Colesterol total. El contenido hepdtico de colesterol en las ratas obesas
control fue 2,6 veces mayor que el de las delgadas (P < 0,00001) (Figura 25A). Tras la
administracion de la dosis de 10 mg/kg/dia de querceting, este se vio reducido en un 45%, sin

afectar en este caso a los animales delgados (Figura 25A).

1.3.2.1.2. Triglicéridos. Las ratas obesas control mostraron una cantidad de
triglicéridos hepdticos 2,3 veces mayor que la que mostraron las delgadas (P < 0,00001) (Figura
25B). El tratamiento con la dosis de 10 mg/kg/dia de quercetina redujo este contenido en un
50% (P < 0,00001) en los animales obesos y un 20% en los delgados (P < 0,001) (Figura 25B).
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Figura 25. Contenido de colesterol total (COL) (A) vy triglicéridos (TG) (B) en ratas delgadas y
obesas que recibieron vehiculo (Control) o quercetina a las dosis de 2 (Q2) 6 10 mg/kg/dia
(Q10) durante 10 semanas. Los valores estdn expresados como media + EEM (n = 7-8). Entre los
valores que presentan letras distintas existe diferencia significativa (P< 0,05).

1.3.2.2. EXPRESION DE AMPK TOTAL Y FOSFORILADA

Al ser la AMPK una de las enzimas implicadas en la homeostasis energética y en
concreto en la regulacién del metabolismo lipidico, y dada su alteracién en transtornos
metabdlicos (Mhairi y cols., 2007), hemos querido analizar los efectos de la quercetina sobre
esta enzima y la via de inhibicién que produce sobre la ACC. Para ello hemos valorado la
activacion de la AMPK mediante la determinacién de la relacion entre la expresion de la
proteina fosforilada en Thr'72 (activada) y la expresidon de AMPK-a total, medidas por western
blot.

Se pudo apreciar que mientras la expresion constitutiva de la enzima permanecid
constante, su activacion por fosforilacion fue significativamente menor en ratas obesas control
(OC) en relaciéon a las ratas delgadas (LC) (P < 0,05) y que el tfratamiento con la dosis mayor

de quercetina (10mg/kg/dia) restaurd en un 41% la activacion de esta via. La dosis menor de
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qguercetina no produjo cambios significativos y tampoco se vio efecto sobre los controles

delgados (Figura 26).
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Figura 26. Expresion hepdtica de la proteina AMPK-a y de la fraccion fosforilada de
la misma (p-AMPK-a) en ratas delgadas y obesas que recibieron vehiculo,
quercetina 2 mg/kg/dia o quercetina 10 mg/kg/dia durante 10 semanas. Grupos
experimentales: LC, ratas delgadas que recibieron vehiculo; LQ2, ratas delgadas
que recibieron 2 mg/kg/dia de querceting; LQ10, ratas delgadas que recibieron 10
mg/kg/dia de quercetina; OC, ratas obesas que recibieron vehiculo; OQ2, ratas
obesas que recibieron 2 mg/kg/dia de quercetina; OQI10, ratas obesas que
recibieron 10 mg/kg/dia de quercetina. Los valores relativos estdn expresados como
media + EEM (n = 5) y reflejan la relacion densitométrica entre la fraccion fosforilada
de AMPK-a y el total de la proteina, asignando el valor 1.0 al grupo LC. Entre los
valores que presentan letras distintas existe diferencia significativa (P< 0,05).
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1.3.2.3. EXPRESION DE ACC TOTAL Y FOSFORILADA

Tras valorar la activacion de la AMPK en el higado, se analizé la inhibicidén de la enzima
acetil-CoA carboxilasa (ACC), determinando por western blot su forma constitutiva y su forma
fosforilada. Mientras la expresién constitutiva de la enzima permanecié constante, las ratas
obesas control presentaron menor fosforilacion relativa que las ratas delgadas (P < 0,05). En las
ratas OQ10 la fosforilacion relativa de ACC aumentd un 41% en relacion con el grupo OC (P <

0,05), sin que se observaran diferencias entre los grupos OQ2 y OQ10 (Figura 27).
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Figura 27. Expresion hepdtica de la proteina ACC y de la fraccidn fosforilada de la
misma (p-ACC) en ratas delgadas y obesas que recibieron vehiculo, quercetina 2
mg/kg/dia o quercetina 10 mg/kg/dia durante 10 semanas. Grupos experimentales:
LC, ratas delgadas que recibieron vehiculo; LQ2, ratas delgadas que recibieron 2
mg/kg/dia de quercetina; LQ10, ratas delgadas que recibieron 10 mg/kg/dia de
quercetina; OC, ratas obesas que recibieron vehiculo; OQ2, ratas obesas que
recibieron 2 mg/kg/dia de quercetina; OQI10, ratas obesas que recibieron 10
mg/kg/dia de quercetina. Los valores relativos estdn expresados como + EEM (n = 5)
y reflejan la relacién densitométrica entre la fraccién fosforilada de ACC vy el total de
la proteina, asignando el valor 1.0 al grupo LC. Entre los valores que presentan letras
distintas existe diferencia significativa (P< 0,05).
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1.4. EFECTOS DE LA QUERCETINA SOBRE LA PRESION
ARTERIAL

Segun las definiciones del sindrome metabdlico dadas por diversos grupos de expertos
como Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (WHO 1999), el European Group for the Study
of Insulin Resistence (EGIR) (Balkau B y cols. 1999) y el National Cholesterol Education Program-
Third Adult Treatment Panel (NCEP ATP Ill, 2001), entre las alteraciones que lo caracterizan se
encuentra la hipertensién, debido a que la funcionalidad de la enzima eNOS se encuentra
comprometida, resultado una produccién inadecuada de NO y una disfuncidn endotelial.
Ademds, este fallo enzimdtico se ha relacionado, entre otros factores, con desequilibrios en la
defensa antioxidante (Chatterjee y cols., 2008).

Segun estudios previos de este grupo (Duarte y cols., 2001; Galisteo y cols., 2004), la
guercetina posee accidn antihipertensiva y antioxidante, por lo tanto estos dos aspectos del

sindrome metabdlico también fueron estudiados.

1.4.1. PRESION ARTERIAL SISTOLICA

Al inicio del experimento se hizo una medida basal de la PAS que oscilaba entre 124
mmHg para las ratas delgadas y 141 mmHg para las obesas, por tanto existia una moderada
pero significativa hipertension en las ratas obesas (P < 0,0001). Estos valores fueron
aumentando lentamente a lo largo del experimento en el grupo OC mienfras que en los
tratados con quercetina (OQ2 y OQ10) disminuyeron. En el caso de la dosis de 2 mg/kg/dia
(0Q2), el descenso fue significativo (P < 0,01) a partir de la quinta semana de tratamiento,
mientras que en grupo de la dosis mayor (OQ10) la diferencia aparecié a la tercera semana
(Figura 28).

Al final del tratamiento, los valores de presidon arterial para los grupos OQ2 y OQ10
fueron de 14y 17 mmHg menos respectivamente, en comparacion con el grupo control OC (P

<0,001), mientras que no se observd ningun efecto en las ratas delgadas.
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Figura 28. Evolucién de la PAS medida por pletismografia en la cola de los
animales delgados y obesos que recibieron vehiculo o quercetina a las dosis de 2
6 10mg/kg/dia durante 10 semanas. Grupos experimentales: LC, ratas delgadas
que recibieron vehiculo; LQ2, ratas delgadas que recibieron 2 mg/kg/dia de
quercetina; LQ10, ratas delgadas que recibieron 10 mg/kg/dia de quercetina; OC,
ratas obesas que recibieron vehiculo; OQ2, ratas obesas que recibieron 2
mg/kg/dia de quercetina; OQ10, ratas obesas que recibieron 10 mg/kg/dia de
quercetina. Los valores estdn expresados como media £ EEM (n = 7-8). Los valores
de un mismo tiempo con distinta letra, presentan diferencia estadisticamente
significativa (P< 0,05).

1.4.2. EXPRESION DE eNOS EN AORTA

Para evaluar la implicacion de la enzima eNOS en el efecto antihipertensivo de la
guerceting, se analizdé mediante técnica de western blot la expresidon proteica de la enzima en
la aorta.

La expresion proteica de eNOS en los anillos adrticos de las ratas obesas control (OC)
se encontraba reducida comparado con la de las ratas delgadas (P < 0,001)(Figura 30). El
tratamiento con 10 mg/kg/dia de quercetina aumentd la expresién de la enzima hasta ser

similar a la de las ratas delgadas (P < 0,001 vs OC) (Figura 29).
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Figura 29. Expresidén proteica de eNOS en aorta de en ratas delgadas y obesas
que recibieron vehiculo o quercetina a la dosis de 10 mg/kg/dia durante 10
semanas. Grupos experimentales: LC, ratas delgadas que recibieron vehiculo;
LQ10, ratas delgadas que recibieron 10 mg/kg/dia de quercetina; OC, ratas
obesas que recibieron vehiculo; OQ10, ratas obesas que recibieron 10 mg/kg/dia
de quercetina. Los valores relativos estdn expresados como media £ EEM (n=5) y
proceden del andlisis densitométriico en relacion a la B-actina, asignando el valor
1.0 al grupo LC. Entfre los valores que presentan letras distintas existe diferencia
significativa (P< 0,05).

1.5. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Para realizar una valoracion del estado oxidativo de los animales se procedid a la

medida del nivel hepdtico de TBARS (especies reactivas al dcido tiobarbitirico) expresado
como MDA.
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1.5.1. CONCENTRACION DE MDA EN HIGADO Y PLASMA

Las ratas obesas presentaron una peroxidacidon lipidica expresada como
concentracién de MDA tres veces mayor que las ratas delgadas (P < 0,05). El fratamiento con
ambas dosis de quercetina redujeron estos valores en un 40% en plasma y en un 25% en
higado (P < 0,05) (Figura 30).
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Figura 30. Concentracién de malonildialdehido (MDA) en plasma (A) e higado (B) en
ratas delgadas y obesas que recibieron vehiculo (Control) o quercetina a las dosis
de 2 (Q2) 6 10 mg/kg/dia (Q10) durante 10 semanas. Los valores estdn expresados
como media * EEM (n = 7-8). Enfre los valores que presentan letras distintas existe
diferencia significativa (P< 0,05).
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2. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CRONICO CON
RESVERATROL EN RATAS ZUCKER OBESAS

2.1. VARIABLES MORFOLOGICAS

2.1.1. PESO CORPORAL E INGESTA DE COMIDA

Las ratas obesas presentaban un peso mayor que las delgadas desde el inicio del
experimento (P < 0,05). La administracion crénica de resveratrol no produjo cambios
significativos en el peso final de los animales pero si consigui® que los animales tratados

ganaran menos peso que los no fratados (Figura 31, tabla 6).
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Figura 31. Efecto de la administracion de resveratrol sobre la evolucion del peso
corporal de las ratas obesas y delgadas que recibieron vehiculo o resveratrol (10
mg/kg/dia) durante 8 semanas. Grupos experimentales: LC, ratas delgadas que
recibieron vehiculo; LR, ratas delgadas que recibieron resveratrol; OC, ratas obesas
que recibieron vehiculo; OR, ratas obesas que recibieron resveratrol. Los valores
estdn expresados como media aritmética + EEM (n = 7-8). Entre los valores para un
mismo tiempo que presentan letras distintas, existe diferencia significativa (P< 0,05).
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Como corresponde al modelo, al igual que en el experimento con la querceting, la
media de la ingesta diaria de comida fue marcadamente superior en las ratas obesas
comparadas con la ingesta de las delgadas (P < 0,05), alimentadas con la misma dieta. Sin

embargo entre los grupos fratados y controles no se observaron diferencias (Tabla 6).

Tabla 6. Ingesta media de comida y peso corporal de las ratas que recibieron vehiculo o resveratrol (10

mg/kg/dia) durante 8 semanas.

Grupos LC LR ocC OR
experimentales
Ingesta media

b b
(o/ratasdia) 20,7 + 0,1 20,4+ 0,2 22,6+ 0,60 22,5+ 0,50
Peso corporal 340,3 + 7,00 339,4+ 5,60 418,9+ 6,00 416,9 + 8,0
inicial (g)
Peso cozggmral final | 43804970 419,74+ 8,4 535,44 7,5 520,0 + 11,00

Grupos experimentales: LC, ratas delgadas que recibieron vehiculo; LR, ratas delgadas que
recibieron resveratrol; OC, ratas obesas que recibieron vehiculo; OR, ratas obesas que recibieron
resveratrol. Los valores estdn expresados como media + EEM (n = 7-8). Entre los valores que
presentan letras distintas existe diferencia significativa (P< 0,05).

2.1.2. PESO RELATIVO DE ORGANOS

En las ratas obesas se aprecid un incremento en el peso del higado (P < 0,0001) con
respecto a las delgadas, pero estos pardmetros no se vieron afectados por el tratamiento con
resveratrol. Los pesos del rindn, corazdn y grasa visceral asi como sus pesos relativos no
presentaban diferencias entre obesas y delgadas ni enfre controles y tratadas, sin embargo, el
peso de grasa epididimal, representativo del acumulo de grasa corporal, si se vio reducido en

un 21% vy su peso relativo en un 18% (P < 0,05) tras el fratamiento con resveratrol (Tabla 7).
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Tabla 7. Peso relativo de érganos de las ratas que recibieron vehiculo o resveratrol (10 mg/kg/dia)

durante 8 semanas.

Grupos LC LR ocC OR

PH (g) 14,27+ 0.42° 13,02+ 0,65P 24,69+ 1,232 24,13+ 1,100
PRH(g) 3,29+ 0,15 3,19+ 0,10P 4,68+ 0,259 4,68+ 0,16¢

PC(9) 1,12+ 0,01¢ 1,03+ 0,039 1,14+ 0,029 1,12+ 0,02

PRC(g) 2,65+ 0,059 2,62+0,11¢@ 2,16+ 0,040 2,17+ 0,03b

PR(Q) 1,01£0,03¢ 0,94+ 0,03 ¢ 1,00+ 0,059 0,96+ 0,02¢

PRR(Q) 2,34+ 0,06 2,32+ 0,05¢ 1,93+ 0,100 1,84+ 0,020

PEPI(g) 3,38+ 0,20¢ 3,49+ 0,48¢ 8,61+ 0,57¢ 6,81+ 0,36b

PREPI(Q) 7,83+ 0,57¢ 8,49+ 0,74¢ 16,26+ 0,932 13,23+ 0,63
PVIS(Q) 3,79+ 0,290 3,72+ 0,72b 12,45+ 0,43 ¢ 12,56+ 0,33 ¢
PRVIS(g) 8,80+ 0,65P 9,00+ 1,11k 23,61+ 0,97 @ 24,44+ 0,66

Grupos experimentales: LC, ratas delgadas que recibieron vehiculo; LR, ratas delgadas

que recibieron 10 mg/kg/dia de resveratrol; OC, ratas obesas que recibieron vehiculo; OR,

ratas obesas que recibieron 10 mg/kg/dia de resveratrol. Los valores estdn expresados

como media + EEM (n =

7-8). Entre los valores que presentan letras distintas existe

diferencia significativa (P< 0,05). P: peso del érgano; PR: peso relativo del érgano con

respecto al peso corporal. H: higado, C: corazdn, R: rindn, EPI: tejido adiposo visceral y VIS:

tejido adiposo visceral.
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2.2. PARAMETROS BIOQUIMICOS EN PLASMA

2.2.1. LIPIDOS PLASMATICOS

2.2.1.1. LIPIDOS PLASMATICOS BASALES

2.2.1.1.1. Colesterol. Se observé una concentraciéon plasmdtica de colesterol
significativamente mayor en las ratas obesas respecto a las delgadas (P < 0,0001),

representado por un 45% de incremento en ratas OC (Figura 32A).

2.2.1.1.2. Triglicéridos. Las ratas obesas presentaron un nivel de triglicéridos en plasma
un 89,5% superior al de sus confroles delgados antes de comenzar el fratamiento (P < 0,001)
(Figura 32B).

2.2.1.1.3. Acidos grasos libres. En nivel de AGL en plasma de los animales obesos fue

un 26,6% superior al de los controles delgados (P < 0,01) (Figura 32C).
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Figura 32. Concentraciones plasmdaticas de colesterol (COL) (A), triglicéridos (TG) (B) vy
dcidos grasos libres (AGL) (C) en ratas delgadas y obesas antes de iniciar el tratamiento.
Los valores estdn expresados como media = EEM (n = 7-8). Existe diferencia significativa
(P<0,05) entre los valores que presentan lefras distintas.

2.2.1.2. LIPIDOS PLASMATICOS A LAS 4 SEMANAS

2.2.1.2.1. Colesterol. La elevada concentracion de colesterol total que presentaron
las ratas OC con respecto a las LC (P < 0,0001), se redujo en un 28% a las cuatro semanas de
fratamiento en las ratas OR (P < 0,01 vs OC) (Figura 33A).

2.2.1.2.2. Triglicéridos. Tras cuatro semanas de administracién oral de resveratrol se
produjo una reduccién de un 20 % en los niveles plasmdticos de triglicéridos de las ratas OR
con respecto a los observados en las ratas OC (P < 0,05), que a su vez mostraban valores 8

veces superiores a los de las ratas LC (P <0,00001) (Figura 33B).
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2.2.1.2.3. Acidos grasos libres. En la cuarta semana de tratamiento con resveratrol,
en los animales OR se aprecid una disminucién del 33,4% en los niveles de AGL (P < 0,05 vs OC)
(Figura 33C).
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Figura 33. Concentraciones plasmdaticas de colesterol (COL) (A), triglicéridos (TG) (B) y
dcidos grasos libres (AGL) (C) en ratas obesas y delgadas que recibieron vehiculo
(Control) o Resveratrol (10 mg/kg/dia) durante 4 semanas. Los valores estdn
expresados como media + EEM (n = 7-8). Existe diferencia significativa (P< 0,05) entre
los valores que presentan letras distintas.

2.2.1.3. LIPIDOS PLASMATICOS A LAS 8 SEMANAS

2.2.1.3.1. Colesterol. Los elevados niveles de colesterol que presentaban las ratas

obesas con respecto a las delgadas (P < 0,0001) fueron reducidos en un 29,7% en los animales
OR (P <0,0001 vs OC) (Figura 34A).
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2.2.1.3.2. Triglicéridos. La concentracién de triglicéridos que fue superior en las ratas

OC (P < 0,0001 vs LC), disminuyd un 31,6% en las ratas obesas que recibieron resveratrol
durante 8 semanas (P < 0,01 vs OC) (Figura 34B).

2.2.1.3.3. Acidos grasos libres. El nivel de AGL en el las ratas OC fue 1,5 veces
superior al de sus controles delgados (P < 0,05). La administracién del resveratrol produjo una

disminucion del 26,2% en las ratas obesas (P < 0,05 vs OC) sin afectar a los animales delgados
(Figura 34C).
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Figura 34. Concentraciones plasmdticas de colesterol (COL) (A), triglicéridos (TG) (B)
y dcidos grasos libres (AGL) (C) en ratas obesas y delgadas que recibieron vehiculo
(Control) o Resveratrol (10 mg/kg/dia) durante 8 semanas. Los valores estdn
expresados como media * EEM (n = 7-8). Existe diferencia significativa (P< 0,05)
entre los valores que presentan letras distintas.
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2.2.2. RESISTENCIA A LA INSULINA.

2.2.2.1. RESISTENCIA A LA INSULINA BASAL

2.2.2.1.1. Glucosa. En el modelo Zucker no siempre se da la presencia de
hiperglucemia en los animales de edades jévenes, de hecho, en anteriores experimentos no
se ha manifestado. Sin embargo, en este caso, se aprecié una glucemia 1,2 veces superior en

las ratas obesas con respecto a las delgadas (P < 0,001) (Figura 35A).

2.2.2.1.2. Insulina. Como corresponde al modelo, los animales obesos ya presentaban
hiperinsulinemia a las 15 semanas de edad, con unos niveles plasmdaticos 3,2 veces superiores

a los de los animales delgados (P < 0,01) (Figura 35B).

2.2.2.1.3. HOMA. El resultado de aplicar el modelo matemdtico del indice HOMAR
para valorar la resistencia a la insulina revela que los animales obesos ya manifiestan dicha
resistencia claramente a las 15 semanas de edad antes de iniciar el fratamiento, con valores

10 veces superiores a los de los delgados (P < 0,05) (Figura 35C).

2.2.2.2. RESISTENCIA A LA INSULINA A LAS 4 SEMANAS

2.2.2.2.1. Glucosa. La diferencia en la glucemia entre obesas y delgadas que se
manifestd en animales no tratados crecid ligeramente durante las 4 primeras semanas de
tratamiento (P < 0,0001). Sin embargo, las ratas del grupo OR de obesas tratadas no sélo no
siguid ese comportamiento, sino que su glucemia descendid un 20% con respecto a las del
grupo OC, situdndose en valores similares a los de los controles delgados, que no se vieron

afectados por el fratamiento (Figura 35A).

2.2.2.2.2. Insulina. Durante las 4 primeras semanas de tratamiento, las ratas OC
experimentaron un aumento en su nivel de insulina de un 52%. Por el contrario, las ratas que

recibieron el tratamiento con resveratrol (OR) mantuvieron estable su concentracién de
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insulina, abriéndose entre ambos grupos una diferencia de un 42% (P < 0,01). Los animales

delgados no experimentaron cambios (Figura 35B).

2.2.2.2.3. HOMAR. Como era de esperar, el indice de resistencia a la insulina aumentd
en el grupo OC durante la primera mitad del tfratamiento, manteniéndose estable en el grupo
OR, estableciendo una diferencia de un 47% con respecto a OC (P <0,01). No hubo diferencia

enftre los animales delgados durante el fratamiento (Figura 35C).

2.2.2.3. RESISTENCIA A LA INSULINA A LAS 8 SEMANAS

2.2.2.3.1. Glucosa. Al final del tratamiento, la glucemia de todos los grupos
experimentd un incremento que se produjo manteniendo las diferencias establecidas a las 4
semanas: el grupo OR aumentd su glucemia siguiendo el mismo patrén que los animales
delgados, mientras el grupo OC lo hizo manteniendo valores 1,3 veces por encima, con una
diferencia del 16% (P < 0,05 vs LC). Los animales delgados no se vieron afectados por el

fratamiento (Figura 35A).

2.2.2.3.2. Insulina. El grupo OC se sitUa con valores 17 veces superiores a los de los
animales delgados (P < 0,0001), que no experimentaron cambios a lo largo del periodo
experimental (Figura 35B). Las ratas obesas que recibieron resveratrol, disminuyeron su
concentracion plasmdatica de insulina con respecto al valor tomado a las 4 semanas,

estableciendo una diferencia final con el grupo OC de un 60,5% (P < 0,0001) (Figura 35B).

2.2.2.3.3. HOMA. Al final del tfratamiento, la resistencia a la insulina que manifestaban
las ratas OC fue 22,5 veces superior a la de las LC (P <0,0001) y casi 3 veces superior a la de las
ratas obesas que recibieron tratamiento con resveratrol, con una diferencia del 66% (P <
0,0001 vs OC). El fratamiento con resveratrol no produjo cambios en los animales delgados
(Figura 35C).
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Figura 35. Evolucion de los niveles plasmdticos de glucosa (A) e insulina (B) y del indice
de resistencia a la insulina, HOMAR, (C) en ratas delgadas y obesas antes (basal), alas 4
y alas 8 semanas de tratamiento con vehiculo o con resveratrol (10 mg/kg/dia). Grupos
experimentales: LC, ratas delgadas que recibieron vehiculo; LR, ratas delgadas que
recibieron resveratrol; OC, ratas obesas que recibieron vehiculo; OR, ratas obesas que
recibieron resveratrol. Los valores estdn expresados como media + EEM (n = 7-8). Existe
diferencia significativa (P< 0,05) entre los valores que presentan letras distintas para un
mismo momento del periodo experimental.

2.2.3. RESISTENCIA A LA LEPTINA

El grado de resistencia a la leptina se determind mediante el estudio de la
concentracion plasmdatica de leptina, ya que en este modelo, el animal produce una

canfidad muy elevada de leptina para compensar la falta de eficacia de su receptor,
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provocando hiperleptinemia. Una disminucién significativa de estos niveles, se interpretard
como una mejora en la sensibilidad a la proteina y por tanto una reduccion de la resistencia
(DaSilva y cols., 1998; Croase y cols., 1998; FrUhbeck y cols., 2006).

2.2.3.1. RESISTENCIA A LA LEPTINA BASAL

Antes de iniciarse el fratamiento, los animales obesos mostraban una marcada
hiperleptinemia, con valores de leptina circulante 18 veces superiores a los de los animales
delgados (P < 0,05) (Figura 36).

2.2.3.2. RESISTENCIA A LA LEPTINA A LAS 4 SEMANAS

La leptina plasmdatica de los animales obesos control aumentd un 25,8% durante las 4
primeras semanas del experimento, mientras en los animales del grupo OR el incremento de
este pardmetro fue de un 16%, diferencia que no fue significativa frente al grupo OC (P > 0,1).

En los grupos de ratas delgadas la leptinemia se mantuvo constante (Figura 36).

2.2.3.3. RESISTENCIA A LA LEPTINA A LAS 8 SEMANAS

Al final del tratamiento, la leptinemia de los animales OC era 26 veces superior a la de
los animales LC. Con respecto a la situacién basal, los animales OC experimentaron un
incremento de su concentracion de leptina de un 45%, mientras que los animales obesos
tratados con resveratrol, s6lo aumentaron este pardmetro en un 26% desde el inicio del
fratamiento, alcanzando una diferencia significativa con respecto a OC (P < 0,01). No se

observaron diferencias entre los grupos de ratas delgadas (Figura 36).
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Figura 36. Evolucién de los niveles de leptina plasmdtica en ratas delgadas y obesas
que recibieron vehiculo o resverafrol (10 mg/kg/dia) en distinfos momentos del
periodo experimental: antes del inicio del tfratamiento, a las 4 y alas 8 semanas del
mismo. Grupos experimentales: LC, ratas delgadas que recibieron vehiculo; LR, ratas
delgadas que recibieron 10 mg/kg/dia de resveratrol; OC, ratas obesas que
recibieron vehiculo; OR, ratas obesas que recibieron 10 mg/kg/dia de resveratrol. Los
valores estdn expresados como media + EEM (n = 7-8). Existe diferencia significativa
(P<0,05) entre los valores que presentan lefras distintas para un mismo tiempo.

2.2.4. ADIPONECTINA EN PLASMA.

En las ratas obesas se observd un nivel plasmdtico de adiponectina, en relacion con el
peso de tejido adiposo del animal, 2,4 veces menor al de las delgadas (P < 0,05). El
tratamiento con resveratrol produjo un aumento del mismo de un 39% (P < 0,001 vs OC) sin

afectar alos animales delgados (Figura 37).
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Figura 37. Concentraciéon de adiponectina en plasma de ratas obesas y
delgadas que recibieron vehiculo (Control) o 10 mg/kg/dia de resveratrol
(Resveratrol). Los valores estdn expresados como media £ EEM (n = 7-8). Existe
diferencia significativa (P< 0,05) entre los valores que presentan lefras distintas.

2.3. EFECTOS DEL RESVERATROL EN TEJIDOS INSULINO-
RESISTENTES

Al igual que hicimos con la quercetina, para conocer mds profundamente el efecto
del resveratrol sobre la resistencia a la insulina, nos centramos fundamentalmente en el estudio

de dos tejidos: el tejido adiposo visceral y el higado.

2.3.1. TEJIDO ADIPOSO VISCERAL

El tejido adiposo visceral juega un papel fundamental en el sindrome metabdlico, por
lo que en este caso, también nos hemos centrado en su estudio para caracterizar el efecto

del resveratrol en la resistencia a la insulina.
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2.3.1.1. ADIPONECTINA

Basdndonos en los dptimos resultados obtenidos en la adiponectina plasmdatica con la
guerceting, en este caso dimos un paso mds vy se realizé una medida directa en el tejido
adiposo visceral para conocer no sélo la secrecion sino también la produccién en el tejido.
Como cabia esperar, en el tejido de los animales OC se halld también una menor
concentracion de adiponectina con respecto a los LC (P < 0,0001). En el grupo OR estos
niveles aumentaron en un 32 % (P < 0,05 vs OC). Tampoco se observaron diferencias entre los

grupos de ratas delgadas (Figura 38).
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Figura 38. Niveles de adiponectina en tejido adiposo visceral de ratas
obesas y delgadas que recibieron vehiculo (Control) o Resveratrol 10
mg/kg/dia durante 8 semanas. Valores expresados como media + EEM (n =
7-8). Existe diferencia significativa (P< 0,05) entre los valores que presentan
letras distintas.

2.3.1.2. FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-a (TNF-a)

Revelando el estado proinflamatorio en que se encuentra este tejido en el sindrome
metabdlico, la produccidn de TNF-a en las ratas obesas control se encontrd 3 veces superior

la de las ratas delgadas. El fratamiento con resveratrol resultd en una disminucion de esta
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produccién de TNF-a en las ratas obesas de un 30% (P < 0,01 vs OC), sin afectar a los niveles

observados en las ratas delgadas (Figura 39).
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Figura 39. Produccion de TNF-a en tejido adiposo visceral (TAV) en ratas
obesas y delgadas que recibieron vehiculo (Control) o resveratrol 10
mg/kg/dia (Resveratrol) durante 8 semanas. Los valores estdn expresados
como media + EEM (n = 7-8). Existe diferencia significativa (P< 0,05) entre los
valores que presentan letras distintas.

2.3.1.3. EXPRESION eNOS EN TEJIDO ADIPOSO VISCERAL

En condiciones normales, las pequenas cantidades de NO producidas por la isoforma
constitutiva de la NOS (eNQS), juegan un importante papel en el control de la homeostasis
metabdlica (Wenjuan y cols., 2005; Duplain y cols., 2001), y sabemos que en ratas Zucker, la
expresion de esta enzima se encuentra disminuida debido a la accién del TNF-a (Valerio y
cols., 2006), asi que se valord este aspecto mediante la determinacién de la expresiéon de
eNOS en tejido adiposo visceral por técnica de Western Blot.

Se aprecié una reduccién a la mitad en la expresidn de eNOS en el tejido adiposo
visceral de las ratas OC con respecto a las LC (P < 0,001). En el tejido adiposo visceral de las
ratas obesas tratadas con resveratrol se incrementd la expresidon de eNOS, alcanzando valores

similares a los de los animales delgados (P < 0,05 vs OC) (Figura 40).
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Figura 40. Expresion proteica de eNOS en tejido adiposo visceral (TAV) de ratas
delgadas y obesas que recibieron vehiculo o resveratrol (10 mg/kg/dia) durante
8 semanas. Grupos experimentales: LC, ratas delgadas que recibieron vehiculo;
LR, ratas delgadas que recibieron resveratrol; OC, ratas obesas que recibieron
vehiculo; OR, ratas obesas que recibieron de resveratrol. Los valores relativos
estdn expresados como media + EEM (n = 5) y proceden del andlisis

densitométriico en relacion a la B-actina, asignando el valor 1.0 al grupo LC.

Existe diferencia significativa (P< 0,05) entre los valores que presentan letras
distintas.

2.3.1.4. NITRATOS MAS NITRITOS (NOX)

obesas presentaron una concentracion de NOx 1,7 veces superior a la de las delgadas (P <

0,01) y el fratamiento con resveratrol la redujo en un 38% (P < 0,01 vs OC) (Figura 41), hasta

En este experimento se midid la concentracién de NOx en tejido adiposo. Las ratas

niveles similares a los de los controles delgados.
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Figura 41. Concentracion de NOx en tejido adiposo de ratas
delgadas y obesas que recibieron vehiculo (Control) o resveratrol (10
mg/kg/dia) durante 8 semanas. Los valores estdn expresados como
media £ EEM (n = 7-8). Existe diferencia significativa (P< 0,05) entre los

valores que presentan letras distintas.

2.3.1.5. EXPRESION DE AMPK TOTAL Y FOSFORILADA

Para valorar la activaciéon de la via dependiente de AMPK en tejido adiposo visceral
se realizaron andlisis por western blot tanto de la expresion total de la subunidad o de la
enzima como de la fraccién fosorilada en Thr'72 (activada) de la misma. Se pudo apreciar que
mientras la expresion total de la enzima permanecidé constante, su activacién por fosforilacion
fue significativamente menor en el grupo OC con respecto al grupo LC (P < 0,001). El
tratamiento de las ratas obesas con resveratrol restaurd en un 35% la expresidon de la forma
fosforilada, mostrando la activacién de esta via (P < 0,01 vs OC). No se observaron diferencias

enftre los grupos de ratas delgadas (Figura 42).
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Figura 42. Fosforilacion relativa a la expresion de AMPK en higado de ratas
delgadas y obesas que recibieron vehiculo o resveratrol (10 mg/kg/dia).
Grupos experimentales: LC, ratas delgadas que recibieron vehiculo; LR,
ratas delgadas que recibieron resveratrol; OC, ratas obesas que recibieron
vehiculo; OR, ratas obesas que recibieron resveratrol. Los valores relativos
estdn expresados como media + EEM (n = 5) y reflejan la relacion
densitométrica entre la fraccion fosforilada de AMPK y el total de la
proteina, asignando el valor 1.0 al grupo LC. Existe diferencia significativa
(P<0,05) entre los valores que presentan lefras distintas.

2.3.1.6 EXPRESION DE ACC TOTAL Y FOSFORILADA

Para confirmar los efecos del resveratrol sobre la via de la AMPK en el tejido adiposo
visceral y su implicacién en la regulacién del metabolismo lipidico, el siguiente paso fue
analizar la expresion de la ACC en sus formas total y fosforilada mediante western blot, para
determinar el grado de inhibicion (fosforilacion) de este sustrato de la AMPK. Como se
esperaba, mientras la expresidon de la ACC total permanecid constante, las ratas obesas

control presentaron menor grado de fosforilacion que las ratas delgadas (P < 0,05), mientras
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las ratas OR mostraron un aumento de la misma de un 28,8% en relacion con las ratas OC (P <
0,05) (Figura 43).
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Figura 43. Fosforilaciéon relativa a la expresion de ACC en tejido adiposo
visceral de ratas delgadas y obesas que recibieron vehiculo o resveratrol
(10 mg/kg/dia). Grupos experimentales: LC, ratas delgadas que recibieron
vehiculo; LR, ratas delgadas que recibieron resveratrol; OC, ratas obesas
gue recibieron vehiculo; OR, ratas obesas que recibieron resveratrol. Los
valores relativos estdn expresados como media + EEM (n = 5) y reflejan la
relacién densitométrica entre la fraccioén fosforilada de AMPK y el total de
la proteina, asignando el valor 1.0 al grupo LC. Existe diferencia significativa
(P<0,05) entre los valores que presentan letras distintas.

2.3.2. HIGADO.

Como es caracteristico del modelo, el higado es uno de los principales drganos
implicados en la resistencia a la insulina, y por ello profundizamos en su estudio. Igual que en el
tratamiento con quercetina, se han analizado los niveles lipidicos hepdticos y se ha valorado
la implicacién en los efectos de la AMPK, mediante la determinacion de la expresion de la

proteina total y la proteina fosforilada por western blot, y analizando por densitometria la
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fosforilacion relativa de dicha enzima. Se procedié de igual manera con su siguiente sustrato,
la ACC.

2.3.2.1. ACUMULACION HEPATICA DE LIPIDOS

2.3.2.1.1. Colesterol total. El contenido hepdtico de colesterol en las ratas obesas
control fue 2 veces mayor que el de las delgadas (P < 0,00001). La administracion de
resveratrol durante 8 semanas produjo una reduccién de este pardmetro en las ratas obesas
de un 41% con respecto a las ratas OC (P < 0,00001), sin afectar a los animales delgados
(Figura 44A).

2.3.2.1.2. Triglicéridos. Las ratas obesas control mostraron un nivel de triglicéridos
hepdticos 2,5 veces mayor que el observado en las delgadas (P < 0,00001). El tfratamiento con
resveratrol redujo este pardmetro en un 39,4% en los animales obesos (P < 0,00001 vs OC) y en
un 18% en los delgados (P < 0,001 vs LC) (Figura 44B).
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Figura 44. Contenido en colesterol total (COL) (A) vy triglicéridos (TG) (B) en el
higado de ratas obesas y delgadas que recibieron vehiculo (Control) o resveratrol
(10 mg/kg/dia) durante 8 semanas. Los valores estdn expresados como media *
EEM (n = 7-8). Existe diferencia significativa (P< 0,05) entre los valores que
presentan letras distintas.
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2.3.2.2. EXPRESION DE AMPK TOTAL Y FOSFORILADA

Para valorar la activacion de la via dependiente de AMPK se realizaron andlisis por
western blot tanto de la expresion total de la subunidad a de la enzima como de la fraccién
fosorilada en Thr72 (activada) de la misma.

Se pudo apreciar gue mientras la expresion total de la enzima permanecié constante,
su activacién por fosforilaciéon fue significativamente menor en el grupo OC con respecto al
grupo LC (P < 0,001). El tratamiento de las ratas obesas con resveratrol restaurd en un 37% la
expresion de la forma fosforilada, mostrando la activacién de esta via (P < 0,01 vs OC). No se

observaron diferencias entre los grupos de ratas delgadas (Figura 45).
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Figura 45. Fosforilacion relativa a la expresion de AMPK en higado de ratas

delgadas y obesas que recibieron vehiculo o resveratrol (10 mg/kg/dia).
Grupos experimentales: LC, ratas delgadas que recibieron vehiculo; LR, ratas
delgadas que recibieron resveratrol; OC, ratas obesas que recibieron
vehiculo; OR, ratas obesas que recibieron resveratrol. Los valores relativos
estdn expresados como media + EEM (n = 5) y reflejan la relacion
densitométrica entre la fraccion fosforilada de AMPK y el total de la proteina,
asignando el valor 1.0 al grupo LC. Existe diferencia significativa (P< 0,05)
enftre los valores que presentan lefras distintas.

143



Resultados

2.3.2.3. EXPRESION DE ACC TOTAL Y FOSFORILADA

Para confirmar los efecos del resveratrol sobre la via de la AMPK en el higado y su
implicacién en la regulacién del metabolismo lipidico, el siguiente paso fue analizar la
expresion de la ACC en sus formas total y fosforilada mediante western blot, para determinar
el grado de inhibicion (fosforilacién) de este sustrato de la AMPK.

Como se esperaba, mientras la expresion de la ACC total permanecidé constante, las
ratas obesas control presentaron menor grado de fosforilacidn que las ratas delgadas (P <
0,05), mientras las ratas OR mostraron un aumento de la misma de un 34% en relacion con las
ratas OC (P <0,05) (Figura 46).
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Figura 46. Fosforilacion relativa a la expresion de ACC en higado de ratas
delgadas y obesas que recibieron vehiculo o resveratrol (10 mg/kg/dia).
Grupos experimentales: LC, ratas delgadas que recibieron vehiculo; LR, ratas
delgadas que recibieron resveratrol; OC, ratas obesas que recibieron
vehiculo; OR, ratas obesas que recibieron resveratrol. Los valores relativos
estdn expresados como media * EEM (n = 5) vy reflejan la relacion
densitométrica entre la fraccion fosforilada de AMPK vy el total de la proteina,
asignando el valor 1.0 al grupo LC. Existe diferencia significativa (P< 0,05)
entre los valores que presentan lefras distintas.
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2.4. EFECTOS DEL RESVERATROL SOBRE LA PRESION ARTERIAL

La hipertension moderada es una de las alteraciones que forman parte del sindrome
metabdlico. Existen estudios que atribuyen al resveratrol una accién antihipertensiva directa
(Liu y cols., 2005; Bradamante y cols., 2004), o relacionada con su accién antioxidante

(Martinez y cols., 2000). Analizamos los efectos del fratamiento sobre la PAS.

2.4.1. PRESION ARTERIAL SISTOLICA

Al inicio del experimento se realizé una medida basal de la PAS, encontrando unos
valores de 124 + 3 mmHg para las ratas delgadas y de 141 £ 2 mmHg para las obesas. Esta
primera medida confirmaba la existencia de una moderada pero significativa hipertensiéon en
las ratas obesas con respecto a las delgadas (P < 0,0001). Estos valores se incrementaron
ligeramente a lo largo del experimento en el grupo OC mientras que en las ratas obesas
fratados con resveratrol disminuyeron. El descenso fue significativo (P < 0,01 vs OC) a partir de
la primera semana de tratamiento. Desde la cuarta semana y hasta el final del mismo, la
reduccion en los valores de presidn arterial para el grupo OR, fue aproximadamente de 21
mmHg con respecto al grupo control OC (P < 0,001). No se observé ningun efecto del

resveratrol sobre la presidn arterial de las ratas delgadas (Figura 47).
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Figura 47. Evoluciéon de la presidon arterial sistdlica (PAS) medida por pletismografia en la
cola de los animales delgados y obesos que recibieron vehiculo o resveratrol
(10mg/kg/dia) durante 8 semanas. Grupos experimentales: LC, ratas delgadas que
recibieron vehiculo; LR, ratas delgadas que recibieron resveratrol; OC, ratas obesas que
recibieron vehiculo; OR, ratas obesas que recibieron resveratrol. Los valores estdn
expresados como media = EEM (n = 7-8). Para los valores de un mismo tiempo que
presentan letras distintas, existe diferencia significativa (P< 0,05).

2.4.2. EXPRESION DE eNOS EN AORTA

resveratrol, se analizé mediante la técnica de western blot la expresidén proteica de dicha

Para evaluar la implicacién de la enzima eNOS en el efecto antihipertensivo del

enzima en muestras de aorta procedentes de los distintos grupos experimentales.

de las del grupo LC (P < 0,001). En las aortas de las ratas OR dicha expresion experimentd un

Las ratas del grupo OC presentaron una expresion adrtica de eNOS 3 veces inferior a la

incremento del 65% con respecto ala hallada en OC (P <0,01) (Figura 48).
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Figura 48. Expresidn proteica de eNOS en aorta de ratas delgadas y obesas
que recibieron vehiculo o resveratrol (10 mg/kg/dia). Grupos experimentales:
LC, ratas delgadas que recibieron vehiculo; LR, ratas delgadas que recibieron
resveratrol; OC, ratas obesas que recibieron vehiculo; OR, ratas obesas que
recibieron resveratrol. Los valores relativos estén expresados como media *
EEM (n = 5) y proceden del andlisis densitométriico en relacién a la p-acting,
asignando el valor 1.0 al grupo LC. Existe diferencia significativa (P< 0,05)
enfre los valores que presentan letras distintas.
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2.5. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Para realizar una valoraciéon del estado oxidativo de los animales se llevd a cabo la

medida del nivel hepdtico de MDA.
2.5.1. CONCENTRACION DE MDA EN HIGADO

Las ratas obesas presentaron una concentracion hepdtica de MDA 1,5 veces superior
a la de las ratas delgadas (P < 0,05). El tratamiento con resveratrol redujo estos valores en un

25% en higado (P < 0,05 vs OC) (Figura 49).
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Figura 49. Concentracidén de MDA en higado de ratas delgadas y
obesas que recibieron vehiculo (Control) o Resverafrol (10
mg/kg/dia) durante 8 semanas. Los valores estdn expresados como
media + EEM (n = 7-8). Existe diferencia significativa (P< 0,05) entre

los valores que presentan letras distintas.
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1. RATA ZUCKER OBESA: MODELO EXPERIMENTAL DE
SINDROME METABOLICO.

Como modelo experimental de sindrome metabdlico utilizamos la rata Zucker obesa
(fa/fa). Hemos llevado a cabo nuestros experimentos con ratas macho Zucker (fa/fa) de 15
semanas de edad, que ya manifestaban la mayor parte de las alteraciones funcionales
caracteristicas de este sindrome con respecto a las ratas control delgadas (fa/+) de la misma
edad: obesidad, hiperlipidemia, resistencia a la insulina e hipertensidn moderada. La mayoria
de estas alteraciones se vieron incrementadas al transcurrir las 8-10 semanas del periodo de

experimentacion.

1.1. VARIABLES MORFOLOGICAS

Al iniciar nuestros experimentos, los animales obesos presentaban un peso corporal un
23% superior al de las ratas control delgadas. Al final del periodo experimental, esta diferencia
fue de un 26%. La rata Zucker obesa (Zucker Fatty Rat) surge como resultado del cruce de
ratas Merck Stock M y Sherman, y se caracteriza por presentar un fenotipo obeso, ya que sufre
la mutacidén recesiva “fatty” (fa) (Zucker y Zucker, 1968). Esta mutacion afecta al receptor Ob-
R para la leptina y consiste en la sustitucidn de un resto de glutamina en posicidon 268 por otro
de prolina (GIn2¢¢ »Pro). Como consecuencia de esta mutacién se produce una disfuncion
del receptor Ob-R para la leptina, que se fraduce tanto en una disminucién en el nUmero de
receptores expresados en la superficie celular como en la alteracidén en la cascada de
senalizacién intracelular mediada a través de dicho receptor, lo que conduce en Ultima
instancia a una marcada resistencia a la accidén de la leptina. Esta mutacién no implica una
ausencia fotal del efecto de la leptina (Crouse y cols., 1998; Da Silva, y cols., 1998). Los
animales homocigotos para el alelo fa (fa/fa) son manifiestamente obesos a las 5 semanas de

vida; a las 14 semanas, su composicion corporal contiene de mds de un 40% de lipidos. Por el
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contrario, las ratas con genotipos homocigoto dominante (+/+) y heterocigoto (fa/+) no
presentan obesidad, pudiendo ser considerados como controles sanos (Arias-Diaz y cols.,
2007). Como consecuencia de procesos de hipertrofia e hiperplasia, el crecimiento del tejido
adiposo en la rata Zucker fa/fa es anormal desde su primera semana de vida, fendmeno
indicativo de la alteraciébn de mecanismos relacionados con el mantenimiento de la
homeostasis energética desde el nacimiento y que posteriormente se ven agravados por el
comportamiento hiperfagico (Argilés y cols., 1989).

En nuestros estudios, la ingesta dietética de los animales obesos fue superior a la de los
controles delgados. Este hecho es atribuible a la hiperfagia caracteristica del modelo de rata
Zucker fa/fa, y que es mds notoria en las primeras semanas de vida, estabilizdndose
aproximadamente hacia la semana 10. En ese momento cobran mayor importancia otros
mecanismos en el desarrollo de la obesidad (Vasselli y cols., 1985). Nuestras experiencias
encajan con este fendmeno, ya que los animales empleados fueron de 15 semanas de edad
y la diferencia en la ingesta, aunque significativa, representa sélo un 11% con respecto a las
ratas fa/+, manteniéndose estable durante las 10 semanas de tratamiento. Este aumento de la
ingesta tiene su origen en el deterioro de la accién de la leptina y, por lo tanto, uno de sus
principales efectos, el control de la ingesta, se encuentra comprometido (Niswender y cols.,
2001).

1.2. ALTERACIONES BIOQUIMICOS EN PLASMA

Observamos que en ratas Zucker obesas la concentracion plasmdtica de leptina era
unas 20 veces superior a la de las delgadas, como era de esperar dada la mutacién del
receptor OB-R. Como consecuencia, se produce un excesivo almacenamiento de energia en
forma de grasa. La leptina es una hormona producida por el tejido adiposo en proporcion
directa a la cantidad del mismo, de manera que un individuo obeso originard elevados

niveles de leptina (FrGhbeck y cols., 2006).
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En situacion de abundancia energética, la leptina, a través de sus receptores centrales
y periféricos, envia mensajes para reducir la ingesta de alimento y aumentar el gasto
energético mediante la activacién de la AMPK y rutas de termogénesis y disipacion de
energia. En el marco de unos receptores afuncionales, estas sefales no llegan a su destino y
no se ponen en marcha tales mecanismos. El organismo interpreta una situacion de déficit
energético y dirige sus esfuerzos a la captaciéon y acumulacion de energia en forma de tejido
adiposo.

Al inicio de nuestros experimentos, las ratas obesas presentaban niveles plasmdticos
elevados de triglicéridos, colesterol y AGL con respecto a las ratas delgadas, y los valores de
dichos pardmetros en las ratas fa/fa aumentaron entre un 10 y un 30% durante el periodo
experimental. La rata Zucker obesa es hiperlipidémica debido a un desequilibrio entre la
sintesis y la oxidacién de lipidos (Chanussot y cols., 1983). El agravamiento de la hiperlipidemia
con la edad es el resultado de una ingesta elevada de nutrientes de forma crénica en el
marco de la resistencia a la leptina y a la insulina. Para favorecer la captacién de glucosa, la
insulina induce en las células de tejidos insulino-resistentes la expresidon de enzimas lipogénicas
mediante la activacién del factor de tfranscripcion lipogénico SREBP-1c, dotando a la célula
de la maqguinaria necesaria para la sintesis de novo de lipidos. Estas enzimas lipogénicas se
encuentran sobre-expresadas en casos de resistencia a la insulina, con lo que la lipogénesis
aumenta de forma considerable. Los nuevos lipidos, mds los aportados por la dieta, circulan
en grandes cantidades por el torrente sanguineo. Ademds, al existir resistencia a la leptina, el
papel protector que ésta ejerce sobre el proceso queda anulado. Esto conlleva el aumento
del acumulo de lipidos en tejidos no adiposos, contribuyendo a las alteraciones metabdlicas
del sindrome (Kakuma y cols., 2000).

También comprobamos que las ratas Zucker obesas mostraban unos niveles
plasmdticos de insulina 8 veces mayores que los de los controles sanos a las 15 semanas de
edad, niveles que fueron aumentando con el fiempo alcanzando al final del experimento,
valores que duplicaban a los del inicio. Estos datos confirman la existencia de resistencia a la

acciéon de la insulina en las ratas fa/fa a las 15 semanas de edad, alteracién metabdlica que
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se va agravando con el tiempo, al finalizar nuestros experimentos, los valores de insulina
plasmdtica en ayunas de las ratas obesas multiplicaban por 18 los observados en las ratas
delgadas. Los principales tejidos implicados en el control del metabolismo glucidico v lipidico
son el higado, el musculo esquelético vy el tejido adiposo. Todos ellos estdn fuertemente
influenciados por las acciones metabdlicas de la leptina, que protege de la acumulacion
nociva de lipidos. En la situaciéon de resistencia a esta proteina que viven estas ratas, sus rutas
de actuacion se encuentran afectadas, produciéndose una acumulaciéon intracelular de
intermediarios lipidicos provocando la resistencia a la insulina (Unger y cols., 2003; Ceddia y
cols., 2005; Perseghin y cols., 2003). Cuando la rata es joven, existe mayor resistencia a la
accién de la insulina en musculo e higado comparado con el tejido adiposo, que sigue siendo
sensible, y continla captando glucosa para sintetizar nuevos lipidos favoreciendo la
acumulacion de masa grasa. A medida que avanza la edad, la resistencia a la insulina es
generalizada (Debant y cols., 1987). Una vez instaurada, esta resistencia se caracteriza por
una hipersecrecion pancredtica de insulina, acompanada de un menor aclaramiento

hepdtico de la hormona, que da lugar a la hiperinsulinemia.

La concentracién plasmdtica de glucosa en ayunas de las ratas Zucker fa/fa fue similar
o ligeramente superior a la que presentaron las ratas fa/+, dependiendo de los estudios
realizados. Este modelo no ha sido ufilizado muy extensamente para diabetes tipo 2,
precisamente porque, a diferencia de los ratones db/db y ob/ob, su hiperglucemia es
discreta, existiendo variaciones entre colonias. No obstante, presenta algunas complicaciones
similares a la enfermedad en humanos, como hiperinsulinemia secundaria a resistencia

periférica a la insulina, especialmente marcada en musculo e higado (Argilés y cols., 1989).

1.3. ALTERACIONES EN TEJIDOS INSULINO-RESISTENTES

En la Ultima década, el tejido adiposo ha dejado de considerarse exclusivamente un

almacén de energia, para ser tenido en cuenta como un érgano endocrino capaz de regular

154



Discusion

la homeostasis energética vy la sensibilidad a la insulina mediante la secrecidn de numerosas
moléculas llamadas adipocitoquinas (Kershaw y cols., 2004). En el modelo de rata Zucker fa/fa
hemos podido comprobar la existencia de un desequilibrio en la secrecién de dos importantes
citoquinas implicadas en la funcién metabdlica del tejido adiposo con respecto a las ratas
fa/+. La secrecién de TNF-a, una citoquina inflamatoria, se encuentra aumentada mientras la
de adiponectina, principal adipocitoquina antiinflamatoria aparece disminuida. Este
desequilibrio ha sido descrito anteriormente tanto en humanos como en distinfos modelos
experimentales (Whitehead y cols., 2005) y corrobora el planteamiento del sindrome
metabdlico como una enfermedad inflamatoria crénica (Hotamisligil y cols., 1995; Dandona y
cols., 2005).

Otro pardmetro que encontramos notablemente alterado en el tejido adiposo de las
ratas Zucker obesas fue la expresion de la proteina eNOS, que se encontraba disminuida en
aproximadamente un 40% con respecto a la de las ratas delgadas. Esta enzima juega un
importante papel en el control de la homeostasis metabdlica. Existen estudios en los que
ratones carentes de eNOS desarrollaban sindrome metabdlico (Duplain y cols., 2001). Ademds
se ha visto que la expresion de eNOS estd regulada negativamente por el TNF-a, y cuando
éste aumenta, se reduce la expresion de la enzima (Valerio y cols., 2006).

El higado es ofro tejido con una gran implicaciéon en las manifestaciones del sindrome
metabdlico, lo que motivé que también nos centréramos en su estudio. El higado es uno de los
principales érganos responsables del control del metabolismo glucidico v lipidico. Las ratas
obesas Zucker de nuestros estudios presentaron un contenido hepdtico de triglicéridos y
colesterol que duplicaba el de las ratas delgadas. Ademds, el peso hepdtico los animales
obesos fue un 40% superior al de los delgados, indicando hepatomegalia, como ha sido
descrito por otfros autores (Bach y cols., 1981). La esteatosis hepdtica estd relacionada en este
modelo con la resistencia a la leptina originada por la mutacién del receptor Ob-R. De hecho,
en modelos experimentales de obesidad inducida por una dieta rica en grasa en roedores
sanos, el aumento del tejido adiposo que se produce, conduce a un aumento en la

produccién de leptina (Zhang y cols., 2002) y de su concentracidon en plasma. La leptina
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ejerce su efecto protector y el depdsito extra-adiposo de lipidos es minimo. Por el contrario, en
animales resistentes a la leptina, este depdsito de lipidos es mucho mayor incluso cuando se
les alimenta con una dieta baja en grasa (Lee y cols., 2001). Se indica asi que la leptina

determina el destino del exceso de grasa aportado por la dieta.

1.4. ALTERACIONES EN LA PRESION ARTERIAL

Las ratas obesas empleadas en nuestros estudios revelaron valores de presidn sistdlica
mayores que los de las ratas delgadas, con una diferencia de aproximadamente 20 mmHg. En
este modelo, entre los 4 0 5 meses de edad, puede aparecer una hipertension moderada,
basada en una disfuncién endotelial producida por varios posibles factores. También existen
camadas en las que esta caracteristica no aparece (Kurtz y cols., 1989). Los factores que
pueden influir en su aparicion son:

o Dano del epitelio por especies reactivas del oxigeno inducidas por los AGL
circulantes y el estrés oxidativo (Chinen y cols., 2007).

o Desaparicion del efecto vasodilatador que ejerce la leptina al unirse a sus
receptores endoteliales (Winters y cols., 2000).

. Efecto negativo del exceso de insulina en plasma sobre la vasodilatacién por
aumento de los receptores para la endotelina-1 (Wu y cols., 1999).

o Aumento de la expresién de la isoforma inducible de la NOS (iINOS) en detrimento
de la isoforma constitutiva endotelial (eNOS), danando la produccién de NO
vasodilatador a nivel endotelial y favoreciendo el estado inflamatorio sistémico vy

las alteraciones metabdlicas y vasculares (Kapur y cols., 2000).
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2. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CRONICO CON
QUERCETINA EN RATAS ZUCKER OBESAS

Para conocer los efectos de la quercetina en ratas Zucker obesas, hemos
seleccionado dos dosis, una de 2 mg/kg/dia, similar a la cantidad aportada por una dieta
muy rica en este flavonoide y otra mds elevada de 10 mg/kg/dia comparable a la cantidad
aportada por un suplemento de quercetina. Las dos dosis se han administrado diariamente
por via oral durante 10 semanas. Transcurrido el tiempo del tfratamiento, observamos que con
ambas dosis hemos obtenido una mejora significativa en los principales aspectos de este
sindrome, ya que en los animales tratados se da una menor ganancia de peso corporal, una
reduccién de la concentraciéon plasmdtica de lipidos e insulina y una disminuciéon de los
valores de presion arterial. Con la dosis de 10 mg/kg/dia de quercetina se observa ademds un
aumento en la secrecidon de adiponectina y una reduccién en la de TNF-a en el tejido
adiposo, asi como un restablecimiento del equilibrio en la expresidén de eNOS/INOS en dicho
tejido. A nivel hepdtico, la administracion créonica de esta dosis elevada de quercetina dio

lugar a una menor acumulacién de lipidos asi como a la activacién de la via de AMPK.

2.1. EFECTOS DE LA QUERCETINA SOBRE VARIABLES
MORFOLOGICAS

La administracion crénica de ambas dosis de quercetina produjo en la Ultima semana
de tratamiento una ligera pero significativa reduccién en la ganancia de peso en los animales
obesos con respecto a los no fratados. Este efecto no responde a una disminucidén de la
ingesta, ya que ésta fue similar en los distintos grupos de ratas obesas y se mantuvo constante
durante todo el periodo, lo que descarta posibles efectos centrales de la quercetina sobre la
saciedad. La persistencia de una ingesta constante indica también que a la edad a la que

comenzé el experimento, la hiperfagia estd ya estabilizada y son otros mecanismos los que
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actian en el desarrollo de la obesidad. Posiblemente, el efecto de la quercetina sobre estos
mecanismos sea la causa de esta menor ganancia de peso. En este sentido, destaca el
efecto antiinflamatorio de la quercetina a nivel adiposo que se fraduce en un aumento de la
secrecion de adiponectina por este tejido. Existen estudios en humanos que relacionan el
aumento de la adiponectina con ligeras pérdidas de peso (Esposito y cols., 2003). Puede que
en tratamientos mds prolongados en el tiempo si se pueda apreciar una diferencia

significativa en el peso final.

2.2. EFECTOS DE LA QUERCETINA SOBRE ALTERACIONES
BIOQUIMICAS EN PLASMA.

Uno de los efectos mds importantes que tuvo el tratamiento con ambas dosis de
quercetina sobre los animales obesos, fue el descenso en la concentracidn plasmdatica de
insulina, sugiriendo una mejora en la respuesta a la insulina. La quercetina y sus efectos
metabdlicos han sido estudiados ampliamente y existen frabajos que demuestran la
capacidad de este flavonol para mejorar la sensibilidad a la insulina y el metabolismo
glucidico (Kato y cols.,, 2008). Los mecanismos propuestos para estas acciones, son
fundamentalmente su actividad antioxidante, al igual que ocurre con otros compuestos
similares como el epigalo-catecol-galato del té verde o el y-tocoferol (Venables y cols., 2008;
Singh y cols., 2008; Résen y cols., 2001), y a su actividad anfiinflamatoria, demostrada tanto in
vitro como in vivo en diferenfes modelos experimentales de enfermedades inflamatorias,
relaciondndola con la inhibicidn de la via de NF-kB (Comalada vy cols., 2006; Camuesco y cols.,
2004). En nuestro trabajo, el mecanismo que parece ser predominante es el anfioxidante, ya
gue la dosis menor de quercetina administrada no manifestd efecto antiinflamatorio y sin
embargo disminuyd los niveles plasmdticos de insulina.

La administracion oral crénica de 2 y 10 mg/kg/dia de quercetina redujo
significativamente las elevadas concentraciones circulantes de los distintos lipidos analizados.

La quercetina vy su glucdsido han demostrado también actividad hipolipemiante en otros
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modelos experimentales. En conejos alimentados con una dieta rica en colesterol, la
guercetina redujo la hiperlipidemia y el estado oxidativo de los vasos sanguineos (Kamada vy
cols., 2005). Otfro estudio con quercetina y otros polifenoles como el resveratrol en hamsters
hipercolesterolémicos dio resultados similares (Auger y cols., 2005). Al igual que la mayoria de
los efectos beneficiosos de los polifenoles, los efectos hipolipemiantes se han atribuido a su
actividad antioxidante, puesto que inhiben la oxidacién de las LDL. Pese a ello, actualmente
se plantea también la implicacién de otros mecanismos, como pueden ser modificaciones en
la absorcidn hepdtica de colesterol, cambios en el ensamblaje y la secrecién de triglicéridos o
mediante efectos antiinflamatorios (Zern y cols., 2005). Nuestros resultados apuntan a que el
descenso en los niveles de lipidos en plasma es secundario a la mejora en la resistencia a la
insulina producida por el efecto antioxidante de la quercetina, y no al efecto antiinflamatorio,
ya que como en el caso anterior, la dosis menor administrada mostré actividad hipolipemiante
sin ejercer efecto antiinflamatorio. Naturalmente, no se descarta que la reduccién de la
hiperlipidemia puede estar ademds reforzada por el efecto antioxidante directo de la
quercetina sobre las LDL u otros mecanismos. En este sentido, los flavonoides también han sido
descritos como moduladores de la homeostasis lipidica en tejido adiposo e higado mediante
la inhibicién de fosfodiesterasas (Peluso y cols., 2006).

Finalimente, las ratas obesas no presentaron una glucemia mayor que la de las
delgadas y ademds no se vio afectada por el tratamiento con ninguna dosis. Como
citGbamos anteriormente, la hiperglucemia en estos animales no es un rasgo caracteristico y

depende de la camada.
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2.3. EFECTOS DE LA QUERCETINA EN TEJIDOS INSULINO-
RESISTENTES

Con el fin de conocer mds profundamente las acciones de la quercetina en este
modelo experimental de sindrome metabdlico, estudiamos sus efectos en dos de los
principales tejidos afectados por la resistencia a la insulina, el tejido adiposo y el higado.

Dada la importante contribucién del desequilibrio que existe en el tejido adiposo de las
ratas Zucker obesas al desarrollo del sindrome metabdlico, analizamos los efectos de la
administracion crénica de ambas dosis de quercetina sobre la secrecidon de la citoquina
inflamatoria TNF-a y la antfiinflamatoria adiponectina por el tejido graso. La dosis mayor de
quercetina disminuyd la secrecidon de TNF-a y aumentd la de adiponecting, lo que demuestra
que se redujo el estado inflamatorio general de los animales

Por otro lado, el estado inflamatorio estd también evidenciado por los elevados niveles
de NOx en plasma (Yugar-Toledo y cols., 2004; Coscum y cols., 2005), que reflejan una
produccién aumentada de NO por la iINOS. En estos desdrdenes metabdlicos existe una sobre-
expresion de esta isoforma inducible de la NOS en tejido adiposo y muUsculo esquelético
(Kapur y cols., 1999; Bedard y cols., 1997) en perjuicio de la isoforma constitutiva, eNQOS, quien
en condiciones normales produce pequenas cantidades de NO responsable de controlar la
vasodilataciéon a nivel endotelial y de mantener la homeostasis metabdlica. Un estudio es
ratones carentes de eNOS, relaciona el desarrollo de sindrome metabdlico con la ausencia de
esta enzima (Duplain y cols., 2001). En este sentido, el TNF-a producido en el tejido adiposo
reduce la expresion de eNOS y aumenta la de iINOS en este tejido (Valerio y cols., 2006). La
elevada actividad iNOS produce grandes cantidades de NO que contribuyen a la resistencia
a lainsulina y a las complicaciones cardiovasculares asociadas a este sindrome. Finalmente,
se puede llegar a plantear que los tratamientos que limiten este desequilibrio eNOS/INOS,
mejorardn las alteraciones propias del sindrome metabdlico (Perreault y cols., 2001). En este
trabajo hemos observado que los animales obesos mostraron niveles plasmdaticos de NOx muy

superiores a los normales, y que sdlo la dosis de quercetina de 10 mg/kg/dia fue capaz de
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reducirlos. Basdndonos en este resultado, analizamos la expresidon de iINOS y eNOS en tejido
adiposo y observamos que efectivamente existia un desequilibrio favorable a iINOS en las ratas
obesas con respecto a las delgadas. La dosis alta de quercetina redujo la expresidén de iINOS
mientras incrementd la de eNOS, restableciendo significativamente el equilibrio y mejorando
tanto el estado inflamatorio como las alteraciones metabdlicas derivadas. Posiblemente este
efecto se deba ala accidn inhibitoria de la quercetina sobre la produccién de TNF-a, que es la
principal citoquina causante del aumento de la iINOS y disminucidon de la eNOS en tejido
adiposo (Kapur y cols., 1999; Valerio y cols., 2006). Los resultados concuerdan con los efectos
antiinflamatorios descritos para la quercetina (Comalada y cols., 2006; Camuesco y cols.,
2004). Ademds, un estudio reciente indica que la administracién de este flavonol reduce los
niveles plasmaticos de NO en ratas diabéticas tratadas con estreptozotocina (Coscum y cols.,
2005).

La resistencia a la insulina caracteristica del modelo provoca el depdsito de lipidos en
otros tejidos distintos del adiposo. En la rata Zucker fa/fa se produce un acumulo de grasa de
forma destacada en el higado, originando esteatosis hepdtica. Ademds estas ratas obesas
presentan hepatomegalia (Anderson y cols., 2008; Scheen y cols., 2002). El fratamiento con la
dosis mayor de quercetina redujo el contenido hepdtico de colesterol y triglicéridos, mientras
gue la dosis menor no produjo ningun efecto. Se ha descrito que la activacion de la AMPK, da
lugar a través de la fosforilacion e inhibicién de la ACC, a una mayor oxidaciéon de los lipidos,
reduciendo su acumulacion en tejidos insulino-resistentes como el higado (Unger y cols. 2003).
Para confirmar que el mecanismo por el que la quercetina a altas dosis reduce la esteatosis
hepdtica es la activacion de AMPK, analizamos esta via en el higado. Observamos que la
dosis de 10 mg/kg/dia de quercetina aumentd significativamente la fosforilacién/activacion
de AMPK vy la fosforilacién/inhibicion de ACC a nivel hepdtico en las ratas Zucker obesas. Esta
es la primera vez que se describe esta activacion hepdtica de la AMPK por una dosis elevada
de quercetina en este modelo. Distintos estudios muestran que moléculas capaces de activar
esta via, como AICAR (Yu y cols., 2004) y berberina (Kim y cols., 2009) previenen la

acumulaciéon de lipidos fuera del tejido adiposo, la diabetes y mejora otras complicaciones
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del sindrome metabdlico como la hipertensidn en animales con defectos en el receptor de la
leptina como la rata Zucker fa/fa (Buhl y cols., 2002). Se ha propuesto en estudios recientes
que diferentes polifenoles presentan una accién activadora de AMPK (Zang y cols., 2006). Sin
embargo el hecho de que la quercetina no modifique la actividad de esta enzima en el tejido
adiposo (datos no mostrados) nos lleva a pensar que la activacién que se produce en el
higado sea indirecta al efecto antiinflamatorio. La reduccién de la produccion de TNF-a y el
aumento de la secrecion de adiponectina por el tejido adiposo originados por la
administracién crénica de la dosis mayor de quercetina, pueden ser los responsables de la
activacion de la AMPK en el higado (Yamauchi, T. y cols. 2002). El efecto antioxidante de la
quercetina y la mejora de la respuesta a la insulina que produce, también podrian contribuir al
efecto, pero por si solos no son suficientes para activar AMPK, por esto la administracion de la
dosis de 2 mg/kg/dia de quercetina no logra activar esta via ni reducir significativamente la
esteatosis hepdtica. Por ofro lado, esta rebaja en el contenido lipidico del higado que se
obtiene con la dosis de 10 mg/kg/dia no resulta en un peso menor del érgano. La capacidad
regenerativa del higado, con una sustitucién de la masa grasa por nuevos hepatocitos, podria

explicar este fendmeno.

2.4. EFECTOS DE LA QUERCETINA SOBRE LA PRESION
ARTERIAL.

El fratamiento con ambas dosis de quercetina redujo significativamente los valores de
presion arterial de las ratas Zucker obesas. La dosis mayor hizo patente su efecto a la tercera
semana de tratamiento y logré una reduccion mdxima de 17 mmHg. Los efectos de la dosis
de 2 mg/kg/dia sobre la presidn arterial se empezaron a observar tras 5 semanas de
tratamiento, alcanzando una reduccidn mdxima en este pardmetro de 14 mmHg. La
quercetina ha sido descrifa como un eficaz agente antihipertensivo a la dosis de 10
mg/kg/dia en distintos modelos experimentales de hipertensién arterial (Duarte y cols., 2002;

Galisteo y cols., 2004; Sanchez y cols., 2006). En este trabajo hemos comprobado que a
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menores dosis (2mg/kg/dia) la quercetina es eficaz para reducir la presidon arterial en un
modelo de hipertension moderada. Este efecto antihipertensivo ha sido relacionado con los
beneficios que ejerce la quercetina sobre el endotelio vascular, que aun no han sido
explicados completamente pero que se afribuyen entre ofros mecanismos a su actividad
antioxidante (Duarte y cols., 2002). Esto ratifica que la dosis menor actia por mecanismos
antfioxidantes para ejercer sus otros efectos en este modelo.

La eNOS del endotelio vascular no sélo es una de las enzimas clave en el control de la
presion arterial sino que también un dafo en su expresidon y actividad puede conducir a la
aparicién de sindrome metabdlico (Duplain y cols., 2001; Cook y cols. 2003). Para evaluar la
implicacién de la eNOS en el efecto antihipertensivo de la quercetina, valoramos la expresion
de esta enzima en anillos adrticos de las ratas tratadas con la dosis mds eficaz. Observamos
que las ratas obesas tenian muy reducida su expresion adrtica y que el tratamiento con
qguercetina la restablecié casi por completo, indicando que ademds de la actividad
antioxidante, la quercetina protege la funcidn endotelial normalizando la expresion de eNOS

en los vasos.

En resumen, nuestros estudios sobre los efectos de la quercetina en el modelo de
sindrome metabdlico de rata Zucker obesa, podemos afirmar que las dosis empleadas son
capaces de reducir de forma similar manifestaciones propias de las ratas Zucker obesas como
la ganancia de peso, la hiperlipidemia, la resistencia a la insulina y la presidon arterial. La dosis
mayor ademdas logrd ejercer un apreciable efecto antiinflamatorio y una reduccion de la
esteatosis hepdtica. Analizando los resultados obtenidos podemos proponer dos posibles

mecanismos implicados en estos efectos de la quercetina:

o La actividad antioxidante que presenta la quercetina puede ser responsable
directa de la mejora en la respuesta a la insulina, la reduccidn de la hiperlipidemia
y disminucién de la presion arterial. Esto indica que la actividad antioxidante es el

primer efecto que ejerce el flavonol.
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A dosis altas la quercetina estd dotada de una actividad antiinflamatoria que se
manifiesta en el tejido adiposo con el aumento de la secrecidon de adiponectina
en detrimento de la de TNF-a que conlleva el restablecimiento del equilibrio
eNOS/iNOS. El aumento de la secrecidn de adiponectina podria justificar la
reduccién de la esteatosis hepdtica a través de la activacién de la via de la AMPK
en el higado. Este mecanismo refuerza los efectos mediados por la actividad

antioxidante.

[ QUERCETINA|

Actividad
antiinflamatoria

1eNOS /inos 13{1;
TAcrp30

IONOS / b 'l Adipocito
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l Esteatosis

Presion l Resistencia
Qrterial a lainsulina l Hiperlipidemia
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Figura 50. Hipdtesis de los mecanismos por los que la quercetina ejerce sus
efectos en el sindrome metabdlico. Acrp30, adiponectina; AMPK, protein
kinasa activada por AMP; eNOS, éxido nitrico sintasa endotelial; iNOS, dxido
nitrico sintasa inducible; TNF-a, factor de necrosis fumoral-a.
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3. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CRONICO CON
RESVERATROL EN RATAS ZUCKER OBESAS

Con objeto de analizar los efectos del resveratrol sobre las alteraciones metabdlicas de
ratas Zucker obesas, administramos una dosis diaria de este polifenol de 10 mg/kg/dia a las
ratas obesas (fa/fa) y delgadas (fa/+) durante 8 semanas. Existen numerosos estudios in vivo
que utilizan un amplio rango de dosis de resveratrol que va desde 100 ng a 3g/kg peso,
dependiendo del animal de experimentacion utilizado y los objetivos de los estudios (Baur y
Sinclair, 2006; Crowell y cols., 2004). En nuestro frabajo seleccionamos una dosis de 10
mg/kg/dia porque se encuadra entre las utilizadas en modelos similares (Baur y cols., 2006) y
en Ultima instancia para establecer una comparaciéon entre los efectos de este polifenol y los
del flavonol quercetina. La duracién de este estudio se redujo en 2 semanas con respecto a
los de quercetina porque a las 8 semanas de tratamiento ya observamos importantes efectos
del resveratrol sobre la presidon arterial y sobre pardmetros plasmdaticos, y dado el elevado
coste de esta molécula decidimos concluir el estudio en ese punto.

La administracion de resveratrol redujo los valores de presidon arterial de las ratas Zucker
obesas desde la primera semana de tratamiento y continué este comportamiento durante
todo el periodo experimental. A la luz de este efecto, decidimos andalizar pardmetros
plasmdticos transcurridas 4 semanas desde el inicio del experimento. Observamos una mejora
significativa en la mayor parte de los marcadores determinados. Se redujeron las
concentraciones de lipidos circulantes, glucosa e insulina de las ratas Zucker obesas tratadas
con resverafrol con respecto a las no fratadas. Estos efectos confinuaron e incluso se hicieron
mds patentes a las 8 semanas de tratamiento, momento en el que también detectamos un
descenso significativo de la concentracion plasmdtica de leptina en las ratas Zucker obesas
tratadas con resveratrol. A partir de este momento se sacrificaron los animales y se analizaron
los efectos de la administracién crénica con este polifenol en los tejidos. En el tejido adiposo se

produce un aumento en la secrecion de adiponectina y una reduccién en la de TNF-a, asi
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como un aumento de la expresion de eNOS. A nivel hepdtico se produce una menor
acumulacion de lipidos acompanada de la activacion de la via de AMPK. En el momento del

sacrificio también observamos una menor ganancia de peso corporal.

3.1. EFECTOS DEL RESVERATROL SOBRE VARIABLES
MORFOLOGICAS.

Aunque no hubo diferencias significativas en el valor del peso corporal al finalizar el
fratamiento, en los animales obesos fratados con resveratfrol la ganancia de peso fue
significativamente menor que en los no tratados. La ingesta dietética fue similar en ambos
grupos, lo que nos sugiere la ausencia de efectos del resveratrol sobre la saciedad a nivel del
SNC. Estudios recientes han puesto de manifiesto que el resveratrol es capaz de proteger a
roedores de las complicaciones derivadas de la obesidad inducida por la ingesta de una
dieta hipercaldrica, incluso que ratones alimentados con este tipo de dieta mds resveratrol
eran ligeramente mds delgados que los que no tomaron este polifenol (Raz y cols., 2005; Baur
y cols., 2006). Estos resultados sugieren que fratamientos prolongados con resveratrol podrian
producir reducciones en el peso corporal a largo plazo. En nuestros experimentos se observa
una secuencia temporal de mejoria en distintos marcadores plasmdticos que podria redundar
en una disminucion del peso corporal de los animales obesos tratados con resveratrol: la
resistencia a la insulina disminuye a las 4 semanas de tratamiento y la hiperleptinemia lo hace
a las 8 semanas. Estas mejoras que produce el tratamiento crénico oral con resveratrol en la
respuesta a la insulina y a la leptina podrian dar lugar, con el tiempo, a una disminucién del
peso corporal de los animales obesos, que se empieza a manifestar con una mejora en la
respuesta a la insulina, ya que estudios demuestran que concentraciones altas de insulina en

sangre conllevan un aumento del peso corporal (Russell-Jones y cols., 2006).
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3.2. EFECTOS DEL RESVERATROL SOBRE PARAMETROS
BIOQUIMICOS EN PLASMA

Tras 4 semanas de fratamiento, las ratas Zucker fa/fa que recibieron resveratrol ya
presentaban mejoria en la resistencia a la insulina expresada por el indice HOMAR. Este efecto
fue incrementdndose con el tiempo, de modo que al final del periodo experimental, el
HOMAR en las ratas obesas tratadas con resveratrol era un 30% menor con respecto al valor
que presentaban a las 4 semanas. La capacidad del resveratrol para reducir la resistencia a la
insulina ha sido demostrada en varios estudios, que atribuyen dicho efecto a la activacién que
este polifenol ejerce sobre la AMPK (Baur y cols., 2006; Sun y cols., 2007; Breen y cols., 2008).
Una reactivacion de esta via conduce a una mejor respuesta a la insulina, debido al efecto
directo sobre la accién de la insulina (Yamauchi y cols., 2002; Mhairi y cols., 2007), y a la
reduccion del depdsito de lipidos fuera del tejido adiposo (Viollet y cols., 2006). Existe también
un componente inflamatorio en el origen de la resistencia a la insulina que se pone de
manifiesto con el aumento de la secrecién de TNF-a y la disminucién en la de adiponectina,
perdiéndose gran parte del efecto sensibilizador a la insulina de esta Ultima adipocitoquina
(Dandona y cols., 2005; Perseghin y cols., 2003). El fratamiento con 10 mg/kg/dia de resveratrol
durante 8 semanas aumentd la produccidn de adiponectina y redujo la de TNF-a por el tejido
adiposo visceral, contfribuyendo a la mejora en la sensibilidad a la insulina. Este resultado es
corroborado por los obftenidos en ofros estudios, en los que se describe que el resveratrol
ejerce un efecto antiinflamatorio, restableciendo el equilibrio entre la secrecidén de estas dos
moléculas mediante la activacién de SIRT-1 (Ahn y cols., 2007) vy la inhibicién de NF-kB y AP-1
(Alarcén de la Lastra y cols. 2005).

La mejora de la resistencia a la insulina estuvo acompanada por un descenso en los
niveles plasmdticos de las tres fracciones lipidicas estudiadas: triglicéridos, colesterol total y
AGL. Existen varios trabajos que muestran el resveratrol como un eficaz agente hipolipemiante.
Ahn y cols. demostraron que el resveratrol inhibe la expresiéon de genes relacionados con la

lipogénesis, como Fdftl, implicado en la sintesis de colesterol y Fasn, en la sintesis de dcidos
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grasos libres (Ahn y cols., 2008). Ofro estudio afribuye este efecto hipolipemiante a la
activacion de la AMPK que produce el resveratrol (Zang y cols., 2006). La activacién de la
AMPK favorece la oxidacién de los lipidos en la mitocondria y reduce su sintesis. Ademds, la
AMPK dificulta la excesiva movilizacion de dcidos grasos desde el tejido adiposo (Daval y cosl.,
2005). Por ofro lado, el efecto antiinflamatorio del resveratrol también contribuye al efecto
hipolipemiante, ya que una reduccidon de la concentracion de TNF-a reduce el estado
inflamatorio del tejido adiposo y con ello la lipdlisis y liberacion de AGL al torrente circulatorio
(Cawthorn y cols. 2008). El poder antioxidante del resveratrol también ejerce un papel muy
importante en estos efectos. Se ha demostrado que el resveratrol reduce la oxidacion de LDL
(Frankel y cols., 1993) y que es capaz de revertir los efectos negativos de un exceso de AGL en
el plasma mediante la activacién de FoxO1 (Subauste y cols., 2007).

Al inicio de nuestro experimento, las ratas Zucker obesas presentaron una glucemia
significativamente mayor a la que presentaron las delgadas. Tras las 4 semanas de tratamiento
con resveratrol, estos niveles de glucosa descendieron y continuaron con valores similares a los
de los animales sanos. Este efecto se puede atribuir a la reduccion de la resistencia a la
insulina que produce el polifenol.

La hiperleptinemia que presentan las ratas Zucker fa/fa se vio significativamente
reducida tras 8 semanas de tratamiento con resveratrol. Este efecto es indicativo de una
disminucidn en la resistencia a la leptina que podria ser una consecuencia directa de la
reduccion de hiperinsulinemia que se observa a las 4 semanas de tratamiento: Dada la
interaccién entre ambas hormonas, la recuperacion de la accién de la insulina, repercute
favorablemente en la accidn de la leptina (Fruehwald-Schultes y cols., 2002; Carvalheira y
cols., 2005).
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3.3. EFECTOS DEL RESVERATROL EN TEJIDOS INSULINO-
RESISTENTES

La administracion oral créonica de resveratrol, ademds de una mejora en el perfil
lipidico y una reduccién de la acumulacién ectdpica de lipidos en las ratas Zucker obesas,
produjo una disminucion significativa del contenido graso abdominal. Este hecho sugiere que
ha tenido lugar una degradacién de tejido adiposo. Uno de los principales mecanismos por los
gue este efecto puede aparecer es como consecuencia de la activaciéon de AMPK a nivel de
la grasa visceral. La activacion por fosforilacion de la AMPK conduce a la
fosforilacion/inhibicién de la ACC, aumentando la oxidacion de dcidos grasos en la
mitocondria y reduciendo su sintesis (Hardie y cols., 2003). El tratamiento con resveratrol activd
significativamente esta via enzimdtica en el tejido adiposo de las ratas Zucker obesas. Esto
permite explicar esa reduccidén en la masa adiposa abdominal ademds de la menor
concentracién de AGL en plasma. Un descenso en la activacién de la AMPK origina una
excesiva movilizacién de AGL provocando el aumento de la concentracién de estos lipidos y
propiciando su acumulacién junto con triglicéridos en musculo e higado (Yu y cols., 2004).
Ademds, los AGL estimulan la sintesis hepdtica de triglicéridos (Julius y cols., 2003). A la vista de
estos fendmenos, un producto capaz de activar la via de la AMPK, como el resveratrol,
contribuiria a una mejora en el metabolismo lipidico.

El fratamiento crénico con resveratrol redujo la produccién de TNF-a y aumentd la de
adiponectina por el tejido adiposo visceral de ratas Zucker obesas. Estudios anteriores en
modelos in vitro (Ahn y cols., 2007) corroboran nuestros resultados, por lo que podemos hablar
de un efecto anfiinflamatorio directo del resveratrol en el tejido adiposo. Por ofro lado, en
condiciones normales, la reducida concentracién de NO producida por la eNOS ejerce un
papel en el control de la homeostasis metabdlica (Duplain y cols., 2001). En las ratas Zucker la
expresion de eNOS en el tejido adiposo se encuentra disminuida por la accién del TNF-a,
(Valerio y cols., 2006). En consecuencia, los tfratamientos capaces de restaurar la expresion de
eNOS, deben mejorar las alteraciones del sindrome metabdlico (Perreault y cols., 2001).

Nuestros resultados muestran que el resveratrol no sélo reduce la produccién de TNF-a, sino
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que este efecto se acompana del aumento de la expresidn proteica de eNOS en el tejido

adiposo.

La adiponectina es uno de los factores capaces de activar la AMPK (Yamauchi y cols.,
2002; Tomas y cols., 2002; Huypens y cols., 2005). El aumento en su secrecion por el tratamiento
con resveratrol, se suma al efecto activador que este polifenol puede tener sobre esta via de
forma directa, ya que hay estudios recientes que ponen de manifiesto la accién activadora
de distintos polifenoles sobre la AMPK. Zang y cols. comprobaron cémo diferentes polifenoles,
unos naturales como resveratrol y apigenina y otro sintético (S17834), fueron capaces de
activar AMPK y obtener resultados similares en ratones deficientes en el receptor LDL y en la
linea celular HepG2 (Zang y cols., 2006).

En la rata Zucker el acumulo de grasa se produce de forma destacada en el higado,
originando esteatosis hepdtica y hepatomegalia (Anderson y cols., 2008; Scheen y cols., 2002).
En nuestras experiencias, el tratamiento con resveratrol redujo el contenido hepdtico de
colesterol y triglicéridos. Estos resultados fueron acompanados por la activacion de la via
AMPK en el higado de las ratas Zucker fa/fa, con la consiguiente fosforilacién/inhibicidén de
ACC. La activacidon hepdtica de la AMPK por el resveratrol en este modelo justifica el
descenso que el tratamiento con este polifenol produce en la concentracién plasmdatica de
AGL, asi como en la reduccién de la produccién, liberacidén y acumulacién hepdtica de
triglicéridos y colesterol. Este efecto también contribuye a mejorar la resistencia a la insulina
(Viollet y cols., 2006; Mhairi y cols., 2007).

3.4. EFECTOS DEL RESVERATROL SOBRE LA PRESION ARTERIAL

La administracion cronica oral de 10 mg/kg/dia de resveratrol a ratas obesas Zucker ha
puesto de manifiesto una importante reduccién de la hipertension arterial en este modelo.
Nuestros resultados muestran que este polifenol fue capaz de reducir desde la primera
semana la presion arterial, alcanzando, a las 4 semanas, un descenso mdaximo de 21 mmHg

que se mantuvo hasta el final del tratamiento. El resveratrol ha sido descrito como un eficaz

170



Discusion

agente antihipertensivo en modelos de hipertensibn como en ratas con hipertensién inducida
por nefrectomia parcial (Liu, Z. y cols. 2005) y en ratas espontdneamente hipertensas (SHR)
(Mizutani y cols., 2000), pudiendo estar relacionado con sus beneficios sobre la funcién
endotelial. Los mecanismos implicados en este efecto pueden ser tanfo la actividad
antioxidante como el aumento en la expresion de eNOS (Li-Man Hung y cols. 1999; Wallerath,
T. y cols. 2002; Leifert, WR. Y cols. 2008). Nuestros resultados concuerdan con este
planteamiento, ya que el tratamiento con resveratrol redujo los niveles de MDA hepdtico e
incrementd de forma contundente la reducida expresidn de eNOS en anillos adrticos de ratas
Zucker obesas. A esta accidn podria igualmente contribuir la reduccién de los AGL en plasma,
puesto que en modelos de sindrome metabdlico, se ha descrito que los AGL no sélo estdn
involucrados en la resistencia a la insulina, sino también en la reduccién de la actividad de
eNOS en aorta (Du, X. y cols. 2006; Steinberg, HO. Y cols. 1997).

Podemos concluir que la administracion oral crénica de 10 mg/kg/dia de resveratrol,
reduce eficazmente las alteraciones tipicas del sindrome metabdlico en el modelo
experimental de ratas Zucker obesas. Ademds podemos anadir que la reduccién de la
hiperlipidemia y de la resistencia a la insulina son patentes a las 4 semanas de tratamiento y se
incrementan a lo largo de todo el periodo experimental. Al final del mismo, se suman la
reduccién de la hiperleptinemia, la inflamacién y la esteatosis hepdtica, con una menor
ganancia de peso corporal y una reduccidon en el contenido adiposo visceral. Todo ello
acompanado de una reduccidon de la presién arterial desde el inicio del tratamiento.

Anadlizando todos estos resultados de forma conjunta, podemos proponer tres
mecanismos fundamentales por los que podria actuar este polifenol en el modelo de sindrome

metabdlico de rata Zucker obesa:

o La actividad antfioxidante que presenta el resveratrol puede contribuir de forma
importante a la mejora en la respuesta a la insulina, la reduccidén de la

hiperlipidemia y disminucidn de la presion arterial.
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El resveratrol ejerce un efecto antiinflamatorio que se manifiesta en la inhibicién de
la secrecién de TNF-a y aumento de la de adiponectina por el tejido adiposo
visceral. Este efecto antiinflamatorio produce una recuperaciéon en la expresidon

eNOS y una reduccién de los niveles de NOx.

Por Ultimo, el principal mecanismo del resveratrol es la activacion de la via de la
AMPK, tanto a nivel hepdtico como a nivel del tejido adiposo visceral, dirigiendo la
actividad metabdlica hacia el consumo de energia. Con ello contribuye a la
reduccién de la hiperlipidemia, de la esteatosis hepdtica y de la resistencia a la
insulina. Este efecto, a su vez, reforzaria los debidos a las acciones antioxidante y

anfiinflamatoria de este polifenol.

L ®
" Actividad
tantioxidante
E '?# 1]
ol

RESVERATROL

o

Activacion

‘Actividad

\;antii-h;ﬂ%matoria
Ienjos /-\

7 f TNFa |
= e —_— IAcrp30/‘ .,r‘
l | feNOS ~
1 Esteatosis d Presion arterial / | _",'
|Resistencia a = s .

la insulina Adipocito

-

v

J Hiperlipidemia

Figura 51. Hipdtesis de los mecanismos por los que el resveratrol ejerce sus
efectos en el sindrome metabdlico. Acrp30, adiponectina; AMPK, protein
kinasa activada por AMP; eNOS, dxido nitrico sintasa endotelial; INOS, dxido
nitrico sintasa inducible; TNF-a, factor de necrosis tumoral-a.
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La administracién oral del flavonoide quercetina a las dosis de 2 y 10 mg/kg/dia durante
10 semanas a ratas Zucker obesas con sindrome metabdlico, disminuye el incremento de
peso, las concentraciones plasmaticas de triglicéridos, colesterol total, AGL, insulina asi
como la presion arterial. A la dosis mas elevada, ademas se manifiesta un efecto
antiinflamatorio en el tejido adiposo, acompafiado de una disminucién de los lipidos
hepaticos, efecto asociado a la activacidon de la AMPK, con la consecuente inhibicion

por fosforilacion de la ACC en dicho tejido.

La administracion oral diaria de 10 mg/kg/dia del estilbeno a ratas Zucker obesas durante
8 semanas reduce la hipertension desde la primera semana de tratamiento y produce
una disminucion patente de la disipemia y la resistencia a la insulina ya a las 4 semanas
de administracién. Estos efectos se ven incrementados y se acompafian del descenso de
la hiperleptinemia al final del tratamiento en este modelo experimental de sindrome
metabdlico. Los efectos del resveratrol se asocian ademas a una reduccion del estado
inflamatorio en el tejido adiposo y de la activacion de la AMPK en tejidos diana

caracteristicos de este sindrome metabdlico como el higado y el tejido adiposo.

Los resultados obtenidos en nuestros estudios corroboran los efectos beneficiosos de
ambos polifenoles en las alteraciones metabdlicas y los convierten en herramientas
potenciales como constituyentes fundamentales en la preparaciéon de alimentos
funcionales orientados al tratamiento de patologias relacionadas con el sindrome

metabdlico.
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