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AdipoR1 Receptor de adiponectina 1
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AMPK Protein kinasa activada por 5-AMP
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Apo B Apoproteina B
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Proteina C reactiva
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Protein kinasa A o protein kinasa dependiente de AMPc
Protein kinasa C

Peroxidasa

Proteina fosfatasa 2C

Receptor activador de la proliferacion de peroxisomas
Proteina transportadora del retinol-4

Especies reactivas del oxigeno

Lauril sulfato sodico

Supresores de sefializacion de citoquinas
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Introduccién

1. CONCEPTO DE SINDROME METABOLICO

Durante las dos ultimas décadas, se ha producido un fuerte incremento en el nimero
de individuos afectados por el sindrome metabdlico en todo el mundo. La incidencia de este
sindrome esta estrechamente relacionada con la epidemia de obesidad y diabetes que afecta a
la poblacién mundial (Zimmet y cols., 2001). El dramatico incremento de ambos trastornos,
considerados como los componentes fundamentales del sindrome metabdlico, estd teniendo
lugar en paises tanto desarrollados como en vias de desarrollo y afectando a poblaciones de
todas las edades (Alberti y cols., 2004).

El sindrome metabdlico es un desorden que agrupa a toda una serie de alteraciones
metabdlicas y funcionales entre las que destacan obesidad central, hipertension, dislipemia
aterogénica (niveles elevados de triglicéridos y colesterol-LDL y reducidos de colesterol-HDL),
y resistencia a la insulina. Estad asociado a un mayor riesgo de desarrollar posteriormente
graves patologias cronicas como diabetes de tipo 2 y enfermedades cardiovasculares, ya que
cada una de las alteraciones que lo componen constituye un factor de riesgo independiente
para desarrollar estas enfermedades (Reaven y co/s., 1988; Liese y cols., 1998). En este
sentido, la presencia del sindrome metabdlico se ha asociado a un incremento de 5 veces en
la prevalencia de diabetes tipo 2 y de 2-3 veces en la de las enfermedades cardiovasculares
(Eckel y cols., 2005 y Zimmet y co/s., 2001). El incremento del riesgo de padecer diabetes de
tipo 2 y enfermedades cardiovasculares requiere atencion terapéutica urgente y una

apropiada intervencion para aquellos pacientes que presentan alto riesgo.

Por otra parte, estudios recientes establecen una asociaciéon directa entre el sindrome
metabolico o alguno de sus componentes y el riesgo de desarrollar otras patologias crénicas
graves, entre las que se incluyen sindrome de ovario poliquistico (De Leo y co/., 2009 ),
higado graso (Marchesini y col., 2001), asma (Hacken y co/s., 2009), alteraciones del suefio
(Nieto y cols., 2009), distintos tipos de cancer, como el colorrectal o el de mama (Ahmed y
cols., 2006; Lorincz y cols., 2006), o con distintos tipos de demencia clinica, como Ia

enfermedad de Alzheimer (Kivipelto y co/s., 2008).

Por todo lo expuesto, el sindrome metabdlico se ha convertido actualmente en una de
las principales amenazas sanitarias del S. XXI, y las autoridades sanitarias se estén volcando

en su prevencion y tratamiento.



Introduccidn

1.1. DEFINICION DE SINDROME METABOLICO

El concepto de sindrome metabdlico se “acufio” a finales de los afios 80. Esta
agrupacioén de alteraciones metabdlicas, fue descrita por primera vez en el afio 1923 por Kylin,
un médico sueco, que lo defini6 como la asociacion en un mismo paciente de hipertensién,
hiperglucemia y gota (Kylin y co/s., 1923). En 1947, Vague publicé un articulo en el que
llamaba la atencion sobre el hecho de que el fenotipo de obesidad con acumulacion excesiva
de tejido adiposo en la parte superior del cuerpo (obesidad de tipo androide o masculino) se
asociaba con las alteraciones metabdlicas que se observaban en la diabetes tipo 2 y en las
enfermedades cardiovasculares (Vague y co/s., 1947). La importancia clinica del sindrome
metabolico fue destacada de nuevo 40 afios después por Reaven (Reaven y co/s., 1988),
quien describié la presencia de un conjunto de alteraciones metabdlicas cuya causa
fisiopatoldgica central era la resistencia a la insulina. De manera sorprendente, Reaven no
incluyd entre los componentes del sindrome metabdlico a la obesidad que, sin embargo, se ha
recogido en el concepto de sindrome metabdlico en todas las definiciones posteriores
(Organizacién Mundial de la Salud 1999; Balkau y co/s., 1999).

El sindrome metabdlico ha tenido numerosas denominaciones, como el cuarteto de la
muerte (Kaplan y cols., 1989), Sindrome X (Reaven y co/s., 1988) 6 sindrome de resistencia a
la insulina (DeFronzo y cols., 1991). Distintos grupos de expertos han propuesto definiciones
para el sindrome metabdlico. Las mas aceptadas mundialmente han sido propuestas por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), The European Group for the Study of Insulin
Resistance (EGIR) y the National Cholesterol Education Program-Third Adult Treatment Panel
/NCEP ATP III) (World Health Organization. 1999; Balkau y cofs., 1999; NCEP Y ATPIII JAMA
2001). Todos estos grupos coinciden en destacar que los componentes centrales del sindrome
metabolico son obesidad, resistencia a la insulina, dislipemia e hipertensién. Sin embargo, se
apoyan en diferentes criterios clinicos para identificar tal asociacién de elementos (Tabla 1), lo
que ha generado una importante controversia en cuanto a la definicion del sindrome

metabdlico.



Introduccién

Tabla 1. Definiciones del Sindrome metabdlico segiin OMS, EGIR y ATP III.

OMS 1999

EGIR 1999

ATP III 2001

Diabetes ¢ intolerancia a la glucosa
. - . ) S5
0 resistencia a la insulina

Mas dos de los siguientes:

1. Obesidad: IBM>30 Kg/m? ¢
relacion cintura-cadera>0,9
(hombres), >0,85 (mujeres)

2. Dislipemia: Triglicéridos >150
mg/dl (>1,7 mmol/l), Colesterol
HDL <35 mg/dl (0,9 mmol/l) en
hombres y <40 mg/dl (<1,0
mmol/l) en mujeres

3. Hipertension arterial: Presion
arterial >140/90 mmHg ¢}
medicacion

4. Microalbuminuria: Excreccion de
albumina >20pg/minuto 6 relacién

Resistencia a la insulina o}
hiperinsulinemia (solo para sujetos
no diabéticos)

Mas dos de los siguientes:

1. Obesidad central: circuferencia de
cintura >94 cm (hombres) >80 cm
(mujeres)

2. Dislipemia: Triglicéridos >177
mg/dl (>2,0 mmol/l) 6 Colesterol
HDL <40 mg/dl (<1,0 mmol/l)

3. Hipertension arterial: Presion
arterial >140/190 mmHg 6
medicacion

4. Glucosa en ayunas: >110 mg/dl
(>6,1 mmol/l)

Tres de los siguientes
criterios:

1. Obesidad central:
circuferencia de cintura >102
cm (hombres), >88 cm
(mujeres)

2. Hipertrigliceridemia:
Triglicéridos >150 mg/dl (1,7
mmol/I)

3. Colesterol HDL: <40 mg/dI
(<1,0 mmol/I) en hombres,
<50 mg/dl (<1,3 mmol/l) en
mujeres

4. Hipertension arterial:
Presion arterial >130/85
mmHg 6 medicacién

albumina/creatinina >30mg/g

5. Glucosa en ayunas: >110
mg/dl (6,1 mmol/I)

“definida como la concentracién superior de insulina en ayunas en la poblacion no diabética.

Estas definiciones no soélo han presentado diferencias en cuanto a los componentes
propuestos, sino también en los valores umbrales utilizados para definir la presencia de cada
uno de esos componentes, lo que ha generado una confusion considerable. Esta confusion no
s6lo ha reducido la utilidad de las definiciones en el contexto clinico, sino que también ha
dificultado la comparacion de la incidencia del sindrome metabdlico en los diferentes grupos
de poblacién. Por ello, la Federacion Internacional de Diabetes (FID) solicité en 2005 a su
grupo de trabajo epidemioldgico la creacidn de un grupo de expertos de las diferentes
regiones del mundo para establecer una nueva definicion que pudiera tener alcance universal
(Zimmet y cols., 2005). El objetivo de este grupo fue desarrollar una nueva definicién, que
facilitara la practica clinica, permitiera la comparacion entre las investigaciones del sindrome
metabodlico a través de paises y poblaciones, y destacara las areas donde la investigacion

fuera mas necesaria.
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La FID propone que la obesidad central es el determinante mas importante del
sindrome metabdlico y que existe una fuerte asociacion entre la circunferencia de la cintura,
las enfermedades cardiovasculares y otros componentes del Sindrome metabdlico (Tabla 2).
Por lo tanto la obesidad central es el componente esencial y ocupa la posicion principal de esta
nueva definicion, en la que, por primera vez se ofrece un valor umbral para definir la obesidad
gue varia segun los diferentes grupos étnicos. La presencia de resistencia a la insulina no es

requisito indispensable en esta definicion.

Tabla 2. Definicion mundial de Sindrome metabdlico seglin la Federacion Internacional de
Diabetes (FID).

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

? < 1,29 mM (59 mg/dl). O en tratamiento especifico
Presion arterial Sistdlica = 130 mm/Hg y diastdlica = 85 mm/Hg o en tratamiento.

Glucosa plasmatica en ayunas > 5,6 mM (100mg/dl) o diabetes tipo 2 previamente diagnosticada. Si
los niveles de glucosa en ayunas son mayores de 56 mM se
recomienda test de tolerancia a la glucosa pero no es necesario para el
diagnostico.

Ademas de la nueva definicion para el sindrome metabdlico, el grupo de consenso de
la FID establecié parametros adicionales que deben emplearse en los estudios de investigacion
para determinar su capacidad para pronosticar las enfermedades cardiovasculares o la
diabetes tipo 2. Estas investigaciones también permitirdn ajustar ain mas la definicion de
Sindrome metabdlico y validar la nueva definicidon clinica en los diferentes grupos étnicos
(Tabla 3).
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Tabla 3. Criterios metabdlicos adicionales para emplear en la investigacion. Segun la

Federacion Internacional de Diabetes (FID).

1. Alteraciones en la distribucion de la grasa corporal.

a. Distribucion general de la grasa corporal, por absordometria dual de rayos X

b. Distribucidon central de la grasa, mediante tomografia digital 6 resonancia magnética
c. Biomarcadores del tejido adiposo: leptina, adiponectina

d. Contenido de grasa en higado, mediante espectroscopia por resonancia magnética nuclear

2. Dislipemia aterogénica (ademas de triglicéridos elevados y bajo colesterol ligado a HDL en el plasma).
a. Apolipoproteina B (Apo B) 6 colesterol que no este ligado a HDL

b. Pequefias particulas de LDL

3. Disglucemia.

a. Prueba oral de tolerancia a la glucosa

IS

. Resistencia a la insulina (ademas de la glucemia elevada en ayunas).

. Concentraciones de insulina y proinsulina en ayunas

o o

. Indice de resistencia a la insulina, mediante el modelo matematico HOMA

(]

. Resistencia a la insulina, segun el modelo minimo de Bergman
d. Aumento de acidos grasos libres (en ayunas y durante la prueba oral de tolerancia a la glucosa)

e. Sensibilidad a la glucosa (valor M) con pinzamiento

5. Disregulacién vascular (ademas de hipertension).
a. Medicion de la disfuncion endotelial

b. Microalbuminuria

6. Estado proinflamatorio.
a. Aumento de la proteina C reactiva de alta sensibilidad (proteina amiloide A en el suero)
b. Aumento de citoquinas inflamatorias (TNF-a, IL-6)

c. Reduccion de las concentraciones d adiponectina plasmatica

7. Estado protrémbotico.
a. Factores fibrinoliticos

b. Factores de la coagulacién (fibrindgeno)

8. Factores hormonales.

a. Eje hipotadlamo-hipdéfiso-suprarrenal




Introduccidn

1.2. ETIOPATOGENESIS DEL SINDROME METABOLICO

Las causas que conducen al desarrollo del sindrome metabdlico son multiples,
complejas y aun no han sido bien esclarecidas. La mayoria de los expertos coinciden en
sefialar a la obesidad central junto con la resistencia a la insulina como los principales factores
etioldgicos de este sindrome (Eckel y cols., 2005; Anderson y cols., 2001; Grundy y cols.,
2004). No obstante, no se puede descartar la influencia que otros agentes causales, como el
perfil genético y factores adquiridos como la inactividad fisica, la edad, o el consumo de una
dieta inapropiada, pueden desempefiar en su desarrollo (Eckel y cols., 2005; Anderson y cols.,
2001; Ukkola y cols., 2001).

En los Ultimos afos se ha propuesto ademas la existencia de una relacién directa entre
inflamacion y sindrome metabdlico, ya que pacientes afectados por este sindrome presentan
niveles anormales de marcadores y citoquinas inflamatorios (Kirilmaz y co/s., 2010). Entre los
marcadores y citoquinas relacionadas con el sindrome metabdlico y las alteraciones que lo
componen como la obesidad 6 resistencia a la insulina, destacan la interelucina 6 (IL-6), la
proteina C reactiva (PCR) y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) (Pickup y co/s., 1997;
Matsuzawa y co/s., 2006). En este sentido, una revision establece una hipdtesis para explicar
la patogénesis del sindrome metabdlico, segun la cual el estado proinflamatorio induciria la
resistencia a la insulina y conduciria a las manifestaciones clinicas y bioquimicas propias de
este sindrome. A su vez la resistencia a la insulina promoveria un estado inflamatorio a través
de un incremento en la concentracién de acidos grasos libres (AGL), que interferiria con los
efectos antiinflamatorios de la insulina (Dandona y co/s., 2005). Otra perspectiva que apoya
esta hipdtesis propone que en el sindrome metabdlico existe una produccién anormal de
hormonas y citoquinas por el tejido adiposo, puesta de manifiesto por un aumento de la
produccién y liberacidn de moléculas inflamatorias como IL-6 y TNF-a y una baja secrecion de
moléculas antiinflamatorias como la adiponectina (Kadowaki y co/s., 2006). De hecho, se ha
demostrado que los bajos niveles de adiponectina se asocian de forma independiente con el
sindrome metabdlico, siendo dicha asociacidn incluso mas fuerte que la que presentan otros
marcadores inflamatorios como TNF-a, IL-6 6 PCR (Matsushita y co/s., 2006; Pickup y cols.,
1997; Matsuzawa y col/s., 2006). En cualquier caso, el estado proinflamatorio, la resistencia a
la insulina y la obesidad central estan intimamente asociados y estan relacionados con el resto

de alteraciones que integran el sindrome metabdlico.
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1.2.1. RESISTENCIA A LA INSULINA

1.2.1.1. PAPEL FISIOLOGICO DE LA INSULINA

La insulina es la principal hormona anabdlica y anticatabdlica en el ser humano. Es
sintetizada en las células B de los islotes pancreaticos y se libera al torrente circulatorio en
respuesta al aumento de los niveles de glucosa en sangre. Su accién es esencial para un
apropiado desarrollo y crecimiento de los tejidos. Es la encargada del mantenimiento de la
homeostasis de la glucosa, ya que su funcion fundamental es la de mantener la concentracion
de glucosa en sangre en un rango normal, entre 80-105 mg/dl (Satiel y cols., 2001). En
situaciones normales, tras la ingesta, los niveles de glucosa en plasma del individuo
aumentan, esta subida es detectada por las células B del pancreas que proceden a la
secrecion de insulina para mantener los niveles de glucosa plasmaticos constantes. La insulina
promueve la entrada de glucosa en el musculo, el tejido adiposo y el higado, favoreciendo su
almacenamiento. Ademas, regula el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas y
promueve la divisidn y el crecimiento celular a través de sus efectos mitogénicos (Avruch y
cols., 1998; Myers y cols., 2002).

Los principales efectos metabdlicos de la insulina afectan al musculo, al tejido adiposo
y al higado (Zierath y co/s., 2000). En el musculo esquelético la insulina promueve la entrada
de glucosa por la translocacion del transportador de glucosa GLUT-4 desde el nlcleo de la
célula a su membrana plasmatica. En el higado, la insulina inhibe la expresién de enzimas
gluconeogénicas y ejerce dos acciones en el tejido adiposo: por un lado favorece la
adipogénesis (sintesis de triglicéridos) y, por otro, ejerce una accién antilipolitica, lo que

conduce a una disminucién en la liberaciéon de AGL desde el tejido adiposo.

Por otra parte, distintos estudios describen a la insulina como una molécula
antiinflamatoria. Esta hormona suprime la accion de varios factores de transcripcién
proinflamatorios como el factor nuclear Kappa B (NF-kB) y el activador de la proteina 1 (AP-
1), a la vez que aumenta la expresion del inhibidor del factor nuclear kappa B (IkB) (Dandona
y cols., 2001; Aljada y col/s., 2002). Ademas, posee un efecto antioxidante, al producir la
inhibicidon de la generacidon de especies reactivas del oxigeno (ROS) y disminuir la expresion
proteica de p47°", uno de los componentes de la NADPH, necesario para la produccién del
agente oxidante O, (Dandona y cols., 2001; Chaudhuri y cols., 2004).
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Tabla 4. Efectos bioldgicos clasicos de la insulina.

Accién normal de la insulina

Carbohidratos

VProduccién hepatica de glucosa
wUtilizacién de glucosa

fGIucogénesis

Lipidos

*Lipélisis
*AGL y glicerol
fLipogénesis

THDL

*Triglicéridos

Proteinas

*Gluconeogénesis
*Aminoécidos

?Sl’ntesis de proteinas

Purinas

‘Formacién de acido urico

La insulina ejerce todas sus acciones en los distintos tejidos mencionados, mediante
su interaccion con un receptor especifico. La unidn desencadena una compleja cascada de
sefializacién intracelular que se ramifica en 2 vias principales: la via de la proteina cinasa
activada mitogeno-Ras (MAPK), denominada la via mitogénica y la fosfatidilinositol-3-Kinasa
(PI3K), denominada la via metabdlica. Estas vias moleculares actian de forma integrada para
coordinar la regulacion del trafico vesicular, la sintesis de proteinas, la activacién de enzimas
claves y, principalmente la expresion genética desde el nlcleo, de transportadores de glucosa
(GLUT-4), cuyo resultado final es la regulacion del metabolismo de la glucosa, de los lipidos y

de las proteinas (Patty y co/s., 1998).
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El intermediario comuUn de estas vias de sefializacion es el sustrato del receptor de insulina
(IRS), del cual se conocen 4 isoformas IRS-1 a IRS-4. La activacion del receptor de la insulina
conduce a una fosforilacién en el residuo tirosina Tyr®%® y Tyr%2® del IRS-1, dando lugar de

este modo al inicio de la cascada de sefalizacion.

D D Insulina
[
Receptor
Insulina
\
CAP/Cb -l ST
/ PI3K
Ras/MAPK
Transportador \.
de Glucosa  ™—_
- Proliferacion
Sintesis Slnte5|s Diferenciacion
Glucégeno Proteinas
Gluconeogene5|s Li POIISIS

Figura 1. Sefalizacion del receptor de la insulina. CAP/Cbl, protooncogen asociado a la proteina
adaptadora CAP; IRS, Sustrato del receptor de insulina; PI3K, Fosfoinositol 3 kinasa; AKT, Familia
de protein-kinasa, que también se llaman protein-kinasa B (PKB); Shc, Proteinas de sefializacion;

Ras/MAPK, Protein kinasas activadas por mitédgenos.

1.2.1.2. RESISTENCIA A LA INSULINA

La insulina, por la importancia de sus acciones, es una molécula clave en el control del
metabolismo. Una respuesta insuficiente de los érganos diana (higado, musculo esquelético y
tejido adiposo) ante niveles plasmaticos fisiolégicos de insulina se puede definir como
Resistencia a la insulina. Entre los mecanismos moleculares mas importantes que pueden
originarla destaca la interferencia o interrupcion en las vias de sefalizacion que desencadena
la interaccién de la insulina con su receptor. La resistencia a la insulina conduce a un aumento

en la produccién de insulina por las células B pancreatica como mecanismo compensatorio,
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dando lugar a hiperinsulinemia, una de las primeras manifestaciones clinicas de la resistencia

la insulina.

El origen de esta alteracidon en la respuesta a la insulina no estd bien esclarecido y
factores ambientales 6 relacionados con el estilo de vida, como el exceso de ingesta y la
inactividad fisica, pueden contribuir a su desarrollo (Park y cols., 2003; Zhu y col/s., 2004).
Otros factores, como la suceptibilidad genética (Phillips y co/s., 2006) y el desequilibrio en el
sistema nervioso auténomo pueden también estar involucrados en la aparicion de la
resistencia a la insulina (Kreier y co/s., 2003). En los Ultimos afos se apunta a que, desde un
punto de vista metabdlico, los AGL podrian jugar un papel central en la patogénesis de la

resistencia a la insulina.

El mecanismo por el que los AGL inducen resistencia a la insulina ha generado mucha
controversia desde su inicio. La primera evidencia de la participacion de los AGL en la menor
captacion de glucosa en el musculo fue propuesta en 1963 por Randle (Randle y cols., 1963).
Estos investigadores propusieron una conexion entre la resistencia a la insulina en el
esquelético musculo y concentraciones elevadas de AGL. Demostraron que los AGL competian
por la glucosa como sustrato energético en el musculo y el tejido adiposo, y describieron esta

relacion como el ciclo de la glucosa-AGL.

Con el paso de los afios, se ha demostrado que niveles elevados de AGL, mantenidos
de manera de cronica, estan fuertemente asociados tanto con la obesidad como con la
diabetes mellitus tipo 2. Se ha pensado que los AGL pueden ser el nexo de unidn entre estas
dos enfermedades (Carvalho y co/s., 1999; Arner y cols., 2002; Boden y co/s., 2002). En
individuos con obesidad visceral, existe una menor inhibicion de la lipolisis inducida por la
insulina, esto conlleva un incremento en la concentracion de AGL circulantes que favorece la
resistencia a la insulina en el higado y tejidos periféricos, al verse afectada la via de

sefializacion de la insulina.

Se ha observado que la acumulacién lipidica intracelular inhibe la sefializacion de la
insulina. Estudios /n vivo sugieren que la acumulacién intramiocelular de triglicéridos esta
estrechamente relacionado con la resistencia a la insulina en el muisculo en humanos (Kelley y
cols., 2002). Mediante resonancia magnética nuclear se ha mostrado una estrecha relacion
entre el contenido en triglicéridos intramiocelulares y la resistencia a la insulina a nivel central

en pacientes con obesidad y diabetes tipo 2 (Hwang y co/s., 2001). Existen ratones
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transgénicos en los que el desarrollo normal del tejido adiposo esta impedido, lo que genera
una mayor acumulacién de grasa en los tejidos periféricos (lipodistrofia) con respecto a
animales normales. Estos ratones acumulan el doble de lipidos en musculo e higado, lo que
los vuelve irremediablemente resistentes a la insulina. De hecho, cuando a estos ratones
transgénicos se les transplanta tejido adiposo normal, los lipidos intracelulares y la

sensibilidad a la insulina se normalizan (Boden y cols., 2002).

La acumulacién de los AGL 6 sus metabolitos en tejidos periféricos (musculo
esquelético, tejido adiposo e higado) (Boden y co/s., 1997; Petersen y cols., 2002; Shulman y
cols., 2000) induce fosforilacion en residuos de serina en lugar de los residuos de tirosina en
el IRS-1 (Paz y cols., 1997). Existe un gran numero de kinasas capaces de provocar esta
fosforilacién andmala, incluyendo isoformas de la protein-kinasa C (PKC) y la quinasa del
inhibidor Ikp (IKKB). Estas Kinasas se encuentran elevadas en situaciones donde se acumula
un exceso de lipidos y derivados como diacilglicerol (DAG) y ceramidas en el interior de las
células musculares activando a la PKC (Griffin y cols., 1999), contribuyendo asi a la alteracion

de las vias de sefializacién activadas por la insulina.

\l, la fosforilacion en tirosina del IRS-1y IRS-2
T la fosforilacion en serina/treonina del IRS-1 y IRS-2

-}' . “tekc

MKKB Kinasa

Glucosa \l/ PI3K
GLUT-4 /Acyl-Co-A grasos,

/ Diacylglycerol,
Ceramidas

GLUT-4

Glu!osa AG L %

Figura 2. Efecto de los acidos grasos libres (AGL) en la sefializacién de la insulina.
PKC, Protein kinasa C; IKKB, Quinasa del inhibidor IkB; IRS-1 Sustrato del receptor de

la insulina 1; IRS-2, Sustrato del receptor de la insulina 2; PI3K, Fosfoinositol 3

kinasa; GLUT-4, Transportador de glucosa sensible a la insulina.
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1.2.2. OBESIDAD

En los paises desarrollados y en vias de desarrollo la incidencia de la obesidad ha
crecido de forma exponencial y sigue aumentando. Los valores de incidencia en el mundo se
han triplicado en los ultimos 20 afios afectando a todo tipo de poblacién y ocurriendo incluso
en individuos a edades muy tempranas (Rocchini y cols., 2002). En 2005 la OMS estimo que
globalmente existia mas de mil millones de adultos con sobrepeso (indice de masa corporal:
(IMC) >27 Kg/m?), de los cuales 300 millones eran obesos (IMC: >30 Kg/m?) (OMS., 2005).
Sélo en Europa, la poblacién afectada en el afio 2010 puede alcanzar unos 150 millones de
personas (20 % de la poblacién), incluyendo 15 millones de nifios y adolescentes (10 % de la
poblacién) (OMS). Este hecho plantea una importante cuestion de salud publica: la obesidad y
el sobrepeso incrementan el riesgo de desarrollar enfermedades crdnicas, como diabetes tipo
2, enfermedades cardiovasculares, hipertension, hipercolesterolemia, hipertriglicéridemia,
artritis, asma, ciertos tipos de cancer, o enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer
(Mokadad, A. H y cols., 2001; ).

La incidencia de obesidad ha aumentado por cambios en el estilo de vida, con un
descenso en la actividad fisica y desajustes en la ingesta dietética marcados por un exceso
calorico, lo que conduce a una situacién para la que el organismo no estd preparado. A
diferencia de la situacién actual en paises desarrollados y en vias de desarrollo, durante la
mayor parte de su historia, el ser humano ha tenido que vivir en situaciones en las que el
acceso a la comida no siempre estaba asegurado. En este sentido, los mamiferos en general y
el ser humano en particular desarrollaron sistemas de almacenamiento de energia, que les
permitieran subsistir en periodos de escasez alimentaria. Sin embargo, el hombre no ha
tenido tiempo material para adaptarse a la nueva situacion de acceso facil y de abundancia a

los alimentos (Hotamisligil y co/s., 2006).

La obesidad refleja un desequilibrio en el que la energia ingerida excede a la
consumida, y es almacenada en forma de grasa, lo que ocasiona la expansién del tejido
adiposo. Cuando un individuo llega a ser obeso, su tejido adiposo se extiende, los adipocitos
se hipertrofian y se hacen mas sensibles al efecto lipolitico de las catecolaminas teniendo una
menor respuesta a las acciones de la insulina. La pérdida de la sensibilidad a la insulina hace

que ésta no inhiba eficazmente la lipdlisis, dando lugar al aumento de los niveles plasmaticos
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de AGL y glicerol. Existe un umbral, condicionado por factores genéticos y adquiridos, en el
que se satura la capacidad de almacenamiento del tejido adiposo, de forma que el exceso de
grasa se redirige a depdsitos ectopicos en otros 6rganos como el higado, el pancreas 6 el
musculo. En estos 6rganos la acumulacion de lipidos intracelulares ejerce un efecto toxico e
induce la resistencia a la insulina, fendmeno conocido como lipotoxicidad (Danforth y cols.,
2000; Machann y co/s., 2004; Seppala-Lindroos y cols., 2002; Bajaj y cols., 2003; Tomas y
cols., 2002a; Ruderman y co/s., 2003; Kahn y co/s., 2000; Boden y cols., 1997).

El tejido adiposo cada vez se percibe mas como un o6rgano endocrino clave en la
regulacién de la homeostasis energética del organismo y no como un mero almacén de grasa
y de energia (Kahn y cols., 2000; Havel y co/s., 2002). Los adipocitos liberan AGL y un gran
numero de moléculas que actian como auténticas hormonas, responsables, entre otras
funciones, del control de la ingesta y del gasto energético (Mora y cols., 2002). Estas
hormonas, también llamadas adipocitoquinas, incluyen al TNF-a, la leptina, la IL-6, la
angiotensina, el inhibidor del activador del plasminogeno (PAI-1), la PCR, la adiponectina, la
resistina, la proteina transportadora del retinol-4 (RBP-4). Todos estos factores intervienen en
la regulacion de numerosas funciones, como la homeostasis energética, el metabolismo
glucidico y lipidico, 6 la sensibilidad a la insulina. Participan en el control del apetito y la
modulacion de la respuesta inmune e inflamatoria, e intervienen en otros muchos procesos
como la funcién cardiovascular, la reproduccion y la regulacion hormonal. Las acciones de
estas moléculas se llevan a cabo tanto a nivel central como periférico, en tejidos como el
musculo esquelético, el higado e incluso el propio tejido adiposo, que expresa numerosos
receptores que le permiten dar respuesta a sefiales aferentes procedentes de distintos

dérganos endocrinos y del sistema nervioso central.

La expansién del tejido adiposo, produce una alteracién en el patrén de secrecién de
estas moléculas. Principalmente se incrementa la liberacion de citoquinas inflamatorias, como
TNF-a e IL-6 y disminuye la secreccion de adiponectina (Jaswinder y cols., 2007). Este
desequilibrio afecta negativamente a la via de sefalizacion de la insulina, constituyendo de

forma importante a la menor respuesta a dicha hormona.
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A lo largo de las dos ultimas décadas, se ha visto que la obesidad es consecuencia del
aumento en el numero y tamano de los adipocitos que conforman el tejido adiposo, lo que se
traduce en un incremento de la masa de grasa en distintas partes del organismo. Esto
ocasiona cambios en las funciones metabdlicas y endocrinas de este tejido, provocando
alteraciones a nivel sistémico que justifican que la obesidad sea un factor de riesgo en

enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2, etc.

Pero ademas del incremento 6 expansion del tejido graso, la distribucion 6
localizacién de la grasa también desempefia un papel clave en la obesidad, y en las
alteraciones metabdlicas asociadas. Muchos estudios han demostrado que el exceso de grasa
en la parte superior del cuerpo (visceral 6 abdominal) considerada como “obesidad tipo
androide 6 masculina” (Vague y cols., 1947), estd mas relacionada con un incremento en la
mortalidad y en padecer desdérdenes como diabetes, hiperlipidemia, hipertensién vy
arterosclerosis, que la obesidad ginoide (la grasa se acumula en la parte baja del cuerpo,
sobretodo en el tejido adiposo subcutaneo femoral y gluteal) (Larsson y co/s., 1984; Lapidus y
cols., 1984; Ducimetiére y cols., 1986; Donahue y co/s., 1987). La grasa visceral posee
diferente actividad metabdlica y histoldgica que la grasa subcutanea, lo cual puede explicar su
diferente papel en relacion a padecer enfermedades metabdlicas y cardiovasculares (Garaulet
y cols., 2006). Concretamente, los adipocitos viscerales son mas lipoliticos que los adipocitos
subcutdneos, en parte debido a que poseen un mayor numero de receptores adrenérgicos
(Wajchenberg y co/s., 2000). Este aumento en la sensibilidad a la catecolaminas, puede llevar
a una liberacién masiva de AGL al sistema porta, dando lugar al aumento de la produccién de
glucosa y de la secrecién de lipoproteinas de muy baja densidad, y a una disminucion en la
excrecion de la insulina hepatica. La alta actividad lipolitica del tejido adiposo visceral (TAV),
junto con la conexidn directa con el higado, esta asociado con una elevacion con los AGL en la
circulacion portal y sistémica (Bjorntorp y co/s., 1996). Por lo tanto, el incremento del TAV
contribuye a desarrollar dislipemia, aumento de la gluconeogénesis, y resistencia a la insulina
(Wajchenberg y co/s., 2000; Ritchie y co/s., 2007).

Estudios en roedores han puesto de manifiesto que la eliminacién de la grasa visceral
mediante cirugia mejora las alteraciones metabdlicas relacionadas con la produccion excesiva
de este tejido (Barzilai y cols., 1999; Einstein y col/s., 2008; Borst y co/s., 2005; Gabriely y
cols., 2002; Pitombo y cols., 2006; Kim y cols., 1999).
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1.2.3. INFLAMACION Y SINDROME METABOLICO

Numerosos autores han sugerido en los Ultimos afios la existencia de una asociacion
directa entre inflamacion y sindrome metabdlico, teniendo en cuenta los elevados niveles de
marcadores y citoquinas inflamatorios detectados en los pacientes afectados por este
sindrome (Hotamisligil y co/s., 1995). De hecho, la inflamacidn crénica puede representar un
factor desencadenante del sindrome metabdlico (Pickup, J y cols., 2004). La idea que
establece una relacion entre inflamacién y alteraciones metabodlicas como obesidad vy
resistencia a la insulina se introduce por primera vez en un estudio de Hotamisligil y co/s.,
1993, en el que ponen de manifiesto que los adipocitos expresanban de forma constitutiva la
citoquina proinflamatoria TNF-a, y que dicha expresién se encontraba aumentada en los
adipocitos de animales obesos (raton ob/ob, ratén db/db y rata fa/fa) (Hotamisligil y cols.,
1993). Paralelamente, otros autores propusieron, a raiz de otras investigaciones, que la
diabetes tipo 2 podria ser considerada una condicién inflamatoria caracterizada por elevadas
concentraciones plasmaticas de IL-6 y &cido sidlico (Crook y cols., 1993; Pickup y cols.,
1997).

Se ha demostrado que la ingesta de determinados macronutrientes puede inducir
estrés oxidativo y respuestas inflamatorias. El patrén dietético de consumo crénico de dietas
ricas en azlcares y grasas saturadas es el que desencadena una mayor respuesta
inflamatoria. En este sentido, la ingesta de 75 g de glucosa, induce en leucocitos un
incremento en la generacion de anidon superoxido, ademas de un aumento de la expresion de
p47°"°* (Mohanty y cols., 2000). La ingesta de cantidades equivalentes de grasa también
produce estrés oxidativo (Mohanty y co/s., 2002). Igualmente se ha visto que tanto la ingesta
de glucosa como la de grasa implica una inflamacién a nivel global, debido a un incremento
del NF-«B (Dhindsa y co/s., 2004; Aljada y co/s., 2004 (a); Aljada y cols., 2004 (b)). Ademas,
se ha demostrado que la infusion intravenosa de lipidos a individuos sanos, induce inflamacién
y estrés oxidativo (Tripathy y cols., 2003). Se ha observado que todos estos genes que dan
lugar a moléculas inflamatorias 6 a enzimas implicadas en el estrés oxidativo y que ven
incrementada su expresion en respuesta a la ingesta aguda de los nutrientes descritos, se
encuentran también sobreexpresados en sujetos obesos durante su estado basal.
Logicamente, una reduccion en la ingesta de macronutrientes en estos sujetos (1000 Kcal/d, 4
semanas) promueve la reduccion de los mediadores inflamatorios y del estrés oxidativo
(Dandona y co/s., 2001).
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1.2.3.1. IMPLICACION DE LAS ADIPOCITOQUINAS

Sin duda, el mejor argumento para sostener la hipétesis del origen inflamatorio del
sindrome metabdlico se basa en el desequilibrio en la produccién de adipocitoquinas
inflamatorias y antiinflamatorias por el tejido adiposo que existe ante la presencia de
alteraciones metabdlicas como la 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.

a) TNF-a

El TNF-a es una proteina de 17 kD secretada como trimero de 51 kD que toma su
nombre de su identificacion inicial como factor proapoptético en células tumorales. Fue
identificado por primera vez en macréfagos, aunque posteriormente se descubrié que también
es producido por los adipocitos, y cumple una funcién paracrina y autocrina (Ruan y co/s.,
2003). Hotamisligil y co/s. demostraron que tanto la expresion de ARNm como de proteina del
TNF-a, estaban fuertemente aumentadas en el tejido adiposo de animales obesos (Hotamisligil
y cols., 1993) y de humanos obesos (Hotamisligil y cols., 1995).

La evidencia directa de la participaciéon de esta citoquina en la resistencia a la insulina
se obtuvo al observar que la infusidn aguda de TNF-a inhibia la disponibilidad de glucosa
estimulada por la insulina tanto en roedores obesos (Hotamisligil y co/s., 1994a; 1996;
Hofmann y cols., 1994) como en humanos sanos (Plomgaard y co/s., 2005). La inhibicién de la
sefalizacion del TNF-a o su neutralizacion mediante el uso de receptores solubles restauro la
sensibilidad a la insulina en ratas obesas Zucker (Hotamisligil y cols., 1994b), pero no fue
efectiva en humanos tratados durante 6 semanas (Ofei y cols., 1996).

El TNF-a, guarda una relacion directamente proporcional con la cantidad de masa
grasa corporal del individuo, ya que la pérdida de peso disminuye la expresion y secrecion de
TNF-a por el tejido adiposo (Kern y co/s., 1995). La produccion 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 macrdéfagos en dicho tejido
(Weisberg y cols., 2003; Ferrante y co/s., 2007) en el que actian como células “barredoras”
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(“scanveger”) de adipocitos muertos. Los macrofagos constituyen la principal fuente
productora de ésta y otras citoquinas inflamatorias en el tejido adiposo (Weisberg y cols.,
2003), como las cantidades significativas de IL-6 y el aumento de la expresion de oxido
nitrico sintasa (Weisberg y co/s., 2003). En individuos obesos los macréfagos del tejido se
encuentran en un estado proinflamatorio caracterizado por el aumento de la activacién del NF-
kB, la reduccién IKB, y por aumentar la transcripcién de genes proinflamatorios como TNF-a
(Weisberg y cols., 2003 y Ghanim y co/s., 2004). Estudios recientes sugieren que los AGL
desempenan un papel esencial en este estado proinflamatorio.

Los AGL circulantes se encuentran en altas concentraciones en el sindrome
metabdlico. En un estudio se observd que la infusidon aguda de una emulsion rica en grasas
que elevaba la concentracién plasmatica de AGL provocaba un considerable aumento de la
concentracion de TNF-a circulante (Itani y cols., 2002). Varios estudios sugieren que 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 acumulacién ectdpica de derivados lipidicos (Lee y cols., 2003). El TNF-a a su vez, activa
rutas lipoliticas en el tejido adiposo (Zhang y cols. 2002), provocando una liberacidon masiva
de AGL al torrente circulatorio. Este hecho contribuye a generar resistencia a la insulina asi
como a la retroalimentacion de la produccidon 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 (Arkan y col/s., 2005; Cai y
cols., 2005), inhibiendo la cascada de sefalizacion de la insulina. Ademas, el TNF-a causa
alteraciones metabdlicas en otros tejidos como higado y musculo esquelético que parecen
estar relacionadas con un descenso en la tasa de oxidacién de AGL y que podria ser
consecuencia de la inhibicién que el TNF-a causa en la protein-kinasa activada por 5-AMP
(AMPK) (Steinberg y co/s., 2007). El TNF-a reduce la actividad de esta enzima al incrementar
la expresidon de la fosfatasa encargada de desfosforilar e inactivar a la AMPK, la proteina-
fosfatasa 2C (PP2C) (Steinberg y cols., 2007). Como consecuencia de la inhibicion de la AMPK,
se activa la acetil-CoA carboxilasa 2 (ACC2), que actla inhibiendo la oxidacién de AGL (Hardie
y cols., 2003).
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b) ADIPONECTINA

La adiponectina es la Unica de las moléculas secretadas por el tejido adiposo que
intervienen en la regulacion de la homeostasis energética, exclusivamente sintetizada por
dicho tejido (Scherer y cols., 1995; Maeda y co/s., 1996). Su concentracidon en sangre se
encuentra en el rango de los pg/ml (Whitehead y co/s., 2006), pues el tejido graso la secreta
en grandes cantidades, suponiendo aproximadamente un 0,01% del total de las proteinas
plasmaticas. 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 (Arita y cols.,
1999) y su concentracién estd igualmente en una relacidon inversa con la resistencia a la

insulina (Hotta y co/s., 2000).

La adiponectina es una hormona de 30 kDa. Se puede presentar bajo diferentes
formas, como la fraccion globular de la proteina, mondmeros, homotrimeros, hexameros que
constituyen la forma completa de la molécula (Figura 3).Su secrecion puede estar influenciada
por factores como edad, sexo, fertilidad, ritmos circadianos, ayuno-alimentacion, etc. Muchos
de ellos dejan de ejercer esa influencia en situacion de obesidad y recuperarla con la pérdida
de peso (Calvani y cols., 2004). Se ha observado que en estado de obesidad existe una
correlacion negativa entre secrecion de adiponectina e IMC, y ésta es mayor en el TAV, que en
el subcutaneo (Matsuzawa y co/s., 2006). La produccidn de esta molécula también puede
verse afectada por la secrecién de otras adipocitokinas como el TNF-a, con el que parece
tener una relacion reciproca de inhibicion (Maeda y cols., 2002; Cawthorn y co/s., 2008).
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Figura 3. Estructura del mondémero y de los homocomplejos de adipoenctina. A) Representacion
esquematica del mondmero de adiponectina con el dominio globular en el extremo C-terminal y la
secuencia sefial en el extremo N-terminal. Se indica la ubicacion de los aminoacidos con los que
forma los puentes disulfuro y el lugar de actuacién de la proteasa. B) (i) mondémero y (ii)
homotrimero globulares obtenidos /in vitro mediante digestion con proteasa, (iii) mondmero
completo, (iv) homotrimero, (v) hexamero & supracomplejo de peso molecular (LMW). Los
supracomplejos de alto peso molecular (HMW) estan férmados por complejos de doce (vi) y

dieciocho (vii) mondémeros.

La adiponectina ejerce sus acciones en el organismo mediante la interaccidon con sus
receptores especificos. Se han descrito dos isoformas diferentes de receptores para la
adiponectina (Yamauchi y col/, 2003), los receptores adipoR1 y adipoR2. Los efectos
bioldgicos de la adiponectina no dependen solo de sus niveles circulantes en plasma y de las
propiedades de sus isoformas, sino también de la expresién de sus subtipos de receptores,
que es especifica de tejido. La expresidn de estos receptores es bastante ubicua, aunque el
adipoR1 se expresa principalmente en musculo esquelético, ademas de en otros tejidos como
hueso y pancreas, mientras que el adipoR2 se expresa a niveles mas altos en higado
(Kadowaki y cols., 2005) (Yamauchi y cols., 2003). Ambos receptores se expresan en el
preadipocito pero su expresion aumenta notablemente a lo largo de la adipogénesis

(Fasshauer y co/s., 2004; Bluher y cols., 2005). Ademas los dos receptores estan expresados
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en célula B pancreatica y los AGL regulan sus niveles (Kharroubi y cols., 2003). La hormona
del crecimiento (GH) es un regulador positivo de adipoR2 en células 3T3 y la insulina regula
negativamente los niveles de mRNA de ambos receptores a través de la activacion del PI3K
(Tsuchida y cofs., 2005). La expresion de estos receptores aumenta en higado y musculo
esquelético con el ayuno, y la ingesta restablece rapidamente sus valores. En musculo
esquelético de ratones hipoinsulinemicos e hiperglucémicos tratados con estreptozotocina,
ambos receptores aumentan significativamente su expresion; el tratamiento con insulina
revierte completamente sus niveles. La expresién del ARNm de adipoR1 y adipoR2 estd
disminuida también en musculo y tejido adiposo de ratones con resistencia a insulina (ob/ob),
estos ratones tiene ademads alterados los sitios de union de baja y alta afinidad para
adiponectina globular en musculo esquelético, asi como una disminucion de la activacion de
AMPK por adiponectina. En conjunto estos datos sugieren que en ratones con niveles de
expresion reducidos de adipoR1 y adipoR2 existe una resistencia a adiponectina, cuyo papel

es crucial en el desarrollo de la resistencia a la insulina (Kadowaki y Yamauchi., 2005).

Los efectos fisioldgicos derivados de la interaccion entre la adiponectina y sus
receptores son, por un lado, favorecer la sensibilidad a la insulina, mediante el aumento de la
captacion de glucosa y de la oxidacion de AGL, y mediante la reduccion de la gluconeogénesis,
y por otro lado, ejercer un efecto antiinflamatorio que mantiene un equilibrio con otras

citoquinas segregadas por el tejido adiposo.

Numerosas evidencias sugieren que son necesarios ciertos niveles de adiponectina
para mantener la homeostasis energética y prevenir enfermedades metabdlicas. Se ha
demostrado que bajos niveles de adiponectina se asocian de forma independiente con el
sindrome metabdlico (Matsushita y co/s., 2006). Ademas, la administracion exdgena de
adiponectina a individuos obesos aumenta la sensibilidad a la insulina, efecto asociado a una
disminucién de los niveles plasmaticos de AGL vy triglicéridos (Hotta y co/s., 2001; Fruebis y
cols., 2001). Esta reduccién de AGL seria consecuencia de la activacion de la AMPK en
musculo esquelético por la adiponectina globular en un efecto mediado por adipoR1 (Figura 3)
(Yamauchi y cofs., 2002). En el higado, tanto por la molécula completa como globular,
mediante la unidn con adipoR2 y adipoR1 respectivamente, activan AMPK y al receptor
activador de la proliferacion de peroxisomas (PPAR a), reduciendo por tanto las moléculas

implicadas en la gluconeogénesis y estimulando la oxidacién de acidos grasos (Figura 3).
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La adiponectina da lugar a la activacion de la AMPK a través de su fosforilaciéon, con la
consecuente inhibicién de la actividad de la ACC, dando lugar al incremento de la oxidacion de
AGL, con el consiguiente descenso de los niveles de estos en plasma. A través de la misma
via, la adiponectina aumenta la captacidon de glucosa, ya que es capaz de reducir la
fosforilacion 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
ademas el incremento de la produccién de lactato en el mulsculo esquelético y la reduccion de
la expresion de moléculas implicadas en la gluconeogénesis en el higado (Combs y cols.,
2001), donde se promueve la fosforilacion de ACC y una reduccién en la expresion de
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) y de glucosa-6-fosfatasa (G-6-pasa) (Combs y
cols., 2002; Yamauchi y cols., 2002). Todos estos efectos desaparecieron al bloquear 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.

En humanos existen pocos estudios sobre la regulacion de los receptores de
adiponectina. La expresion de los receptores de adiponectina se encuentra disminuida en el
musculo esquelético de pacientes con diabetes tipo 2 (Debard y co/s., 2004). Ademas, se ha
establecido una correlacién entre la expresién génica de los receptores de adiponectina y la
sensibilidad a la insulina en poblaciones de mexicanos no diabéticos con o sin historial familiar
de diabetes tipo 2 (Civitarese y cols., 2004). Staiger y colaboradores encontraron una
correlacion positiva entre la expresion de adipoR1 en musculo esquelético humano vy
concentraciones de insulina, péptido C, primera fase de secrecidon de insulina, triglicéridos
plasmaticos y concentraciones de colesterol, mientras que la expresion de adipoR2 sélo se
correlacion6 con las concentraciones plasmaticas de triglicéridos (Staiger y co/s., 2004). En un
estudio mas reciente, se puso de manifiesto una correlacion positiva de la expresion de ambos
receptores en musculo esquelético humano con la composicion corporal, la sensibilidad a la
insulina y diferentes pardmetros metabdlicos (Bluher y cols., 2006). Ademas existen varios
estudios que asocian ciertos polimorfismos de los receptores con una mayor suceptibilidad de
padecer diabetes tipo 2 (Damcott y co/s., 2005; Stefan y co/s., 2005; Vaxillarie y cols., 2006).
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La adiponectina puede regular la fosforilacién del receptor de insulina (Stefan y col.,
2002) y su actividad tirosinquinasa (Yamauchi y cols., 2002), paso esencial en la cascada de
sefializacion de la insulina. El raton genosuprimido para el gen de la adiponectina, alimentado
con dieta alta en lipidos y carbohidratos, presenta una mayor resistencia a la insulina y una
menor fosforilacion del sustrato del receptor de la insulina-1 (IRS-1), efectos asociados a un
descenso en la actividad del PI3K (Maeda y cols., 2002). Asi pues, la adiponectina puede
interaccionar directamente con la sefializacién de la insulina, mediante mecanismos que se

desconocen, afectando a su capacidad de accién (Figura 3).

Adiponectina completa y globular L Adiponectina globular
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Figura 4. Modelo de accién de la adiponectina en higado y musculo esquelético. ACC:
Acetil-CoA carboxilasa; AMPK: quinasa dependiente de AMP; Glucosa-6-Pasa: Glucosa-
6-fosfatasa; GLUT-4: transportador de glucosa-4; PEPCK: fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa; PPAR-alfa: receptor alfa activador de la proliferacion de los

peroxisomas; TG: triglicéridos.
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c) LEPTINA

Otra adipocitokina implicada de forma destacada en la regulaciéon de la homeostasis
energética es la leptina. Su descubrimiento (Zhang y cols., 1994), abrid las puertas a toda
una serie de estudios acerca de las moléculas secretadas por el tejido 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 sintetizada y secretada fundamentalmente por el tejido adiposo, puede
proceder de otros tejidos como la placenta, la mucosa gastrica y el epitelio mamario
(Masuzaki y cols., 1997). Los niveles plasmaticos de leptina suelen ser bajos -del orden de
ng/ml- (Simon y co/s., 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 plasmatica circula unida a
proteinas, lo que favorece su captacion por los tejidos y el desempefio de su funcién. Ademas,

de esta manera se retrasa su aclaramiento renal.

Inicialmente se pensd que las acciones de la leptina eran producidas exclusivamente a
nivel central. Sin embargo, la deteccion de la presencia de sus receptores, OB-R, en
practicamente todos los tejidos del organismo determind que se hayan atribuido a esta
molécula numerosas funciones fisioldgicas (Friihbeck y cols., 2002). Existen distintas
isoformas del receptor para la leptina (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 co/s.,1996). La ausencia o el
mal funcionamiento de este receptor da lugar al fenotipo de obesidad que muestran algunos
modelos animales como los ratones db/db o las ratas fa/fa (Zucker) respectivamente (Chua y
cols., 1996).

En los ultimos afios, el estudio de las rutas de sefializacion activadas como
consecuencia de la unién de la leptina a su receptor ha llevado a una mayor comprension de
los mecanismos bioquimicos y moleculares de sus acciones en el organismo. Las principales
vias de sefializacidon intracelular implicadas incluyen la activacion de JAK (Janus kinasas) y
STAT (Transductores de sefiales y activadores de transcripcién) (Sahu y cols., 2004; Hegyi y
cols., 2004; Sweeney y cols., 2002; Ahima y cols., 2004). Sdlo el receptor OB-Rb en su forma
larga posee los motivos requeridos para la activacion de la sefializacion JAK/STAT (Bjgrbaeck y
cols., 1997; 2004; Myers y cols., 2004).
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La via JAK/STAT comprende cuatro tirosin-kinasa no asociadas al receptor (JAK) y siete
factores de transcripcion (STAT) que estan regulados por fosforilacion en residuos 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
conformacion que permite interaccionar a los JAKs. Esto permite su activacién y con ella su
capacidad para fosforilar otros JAKs y otros restos de tirosina de la region citoplasmatica 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) (Bjgrbeaeck y cols., 2000).
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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 modulacidn del sistema inmunitario y el control de la
reproduccion 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, actla 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 regulacidon 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 estimulacién simpatica, la
subunidad a2 de la AMPK en tejidos periféricos, lo que conlleva un aumento del gasto
energético mediante la activacién de la oxidacion de glucosa y de AGL (Minokoshi y cols.,
2002; Ceddia y cols., 2005; Kamohara y co/s., 1997; Muoio y cols., 1997). En la regulacién
central de la homeostasis energética la leptina actia transmitiendo informacién acerca de la
reserva energética desde el resto del organismo hasta el hipotalamo, ejerciendo la modulacién
del apetito (Jéquier y co/s., 1999; Niswender y co/s., 2001). En una situacién de acumulacién
de tejido adiposo, se produce un aumento de la concentracion de leptina, aportando al
hipotdlamo el mensaje de abundancia que se traduce en una reduccion del apetito y un
aumento de la actividad catalitica en los tejidos efectores. Por el contrario, en el caso de que
se produzca una reduccion del nivel de leptina motivada por un ayuno de 12 horas o mas, o
por una pérdida de masa grasa, la sefial interpretada por el hipotdlamo es de escasez, lo que
conduce a un aumento del apetito y a la disminucién del gasto energético (Niswinder y cols.,
2004; Isaganaitis y cols., 2005).

Estos efectos de la leptina se encuentran intimamente ligados a la accién de la
insulina. Ambas hormonas son sintetizadas 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
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 col/s., 2005).
Igualmente sus vias de sefializacidon intracelular estdn conectadas ya que la activacién del
receptor OB-R por la leptina se traduce en la fosorilacion de un resto de tirosina del IRS,

contribuyendo a la activacién de AKT (Niswender y co/s., 2004).
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La concentracion 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 depodsitos. Los
pacientes obesos suelen presentar una leptinemia muy elevada, acompafiada 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 percepcidén equivocada de escasez energética (Isaganaitis y

cols., 2005). Esta resistencia se debe a la conjuncidn de varios mecanismos:

A nivel central se produce una reduccion del transporte de las hormonas a través de la
barrera hemato-encefalica y una disminucidon de la sefalizacién 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 introducir cantidades
suficientes para llevar al hipotdlamo la informacién real de la situacién energética y obtener
un efecto (Morrison y cols., 2008). La reduccién de la sefializacion intracelular se debe a que
las dos hormonas comparten la enzima PI3K en sus cascadas intracelulares, estableciéndose
un sinergismo entre ellas que se ve truncado en el caso del sindrome metabdlico, ya que la
fosforilacion en un resto de serina en IRS impide la activacion de PI3K (Niswender y cols.,
2001) (Figura 4).

En individuos sanos, la leptina incrementa la sensibilidad a la insulina y ejerce sus
acciones beneficiosas sobre el metabolismo lipidico mediante la activacion de la AMPK en
tejidos periféricos. Para ello, en su cascada de sefializacién requiere la activacién de PI3K.
Pero en individuos obesos, al igual que sucede en el hipotalamo, estos efectos se pierden y
aparece la resistencia a la leptina, al anularse la activacion de PI3K por el mismo mecanismo.
Ademas, este obstaculo en la sefializacidén en tejidos periféricos provoca también resistencia a
la insulina, que a su vez se vera agravada por la resistencia a la leptina. Por tanto en el punto
de cruce entre las cascadas de senalizacion de insulina y leptina encontramos una posible

explicacion a la aparicién de la resistencia a ambas hormonas (Huang y co/s., 2004).
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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).

Se ha observado, una estrecha relacion entre niveles elevados de leptina y el riesgo
de padecer diabetes tipo 2 y sindrome metabdlico (Lee y cols., 2009). Estudios recientes han
demostrado que no hay un consenso en los niveles de leptina a nivel de la poblacion mundial,
indicando que existen diferencias en funcidén de la raza étnica a la que pertenezca el individuo
(Liew y cols., 2003; Ruhl y cols., 2001; 2004; Peréz-Bravo y cols., 1998). Un trabajo reciente
establece que los Indios Asiaticos tienen niveles de leptina superiores a los encontrados en la
poblacién Criolla y Europea, independientemente del ajuste de estos niveles a las medidas
tradicionales para el cédlculo de la obesidad, como el IMC vy la relacién cintura-cadera (Lilja y
cols., 2010).

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 transcripcion de genes para conseguir un equilibrio entre
almacenamiento y gasto de energia en funcidon del aporte de nutrientes y las demandas
energéticas (Hardie y co/s., 1997). Se trata de una proteina heterotrimérica, formada por tres
subunidades, a, B, y y. El principal estimulo activador de la AMPK es la deplecidon energética
manifestada por un aumento en la relacién AMP/ATP, aunque también puede ser activada por
el estrés celular o la hipoxia (Hardie y cols., 2003). La activacion de la AMPK depende

fundamentalmente de la fosforilacién en Thr'’?

en el dominio catalitico de la subunidad a,
mediante la kinasa LKB1 (Sakamoto y co/s., 2005) (Figura 6). Ademas, 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 activacion originan:

- La supresiéon de las rutas de utilizacidon de ATP (sintesis de glucégeno, acidos grasos,

colesterol y proteinas).

- El aumento de los procesos de sintesis de ATP (transporte de glucosa al interior de la

célula, glucdlisis, oxidacion de acidos grasos en la mitocondria, etc).
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Figura 6. Activacion de la enzima AMPK. LKB1, serin/treonin protein kinasa; HMG-CoA
reductasa, Hidroximetil-glutaril-CoA reductasa; ACC, Acetil Co-A carboxilasa; FOXO1, factor de

transcripcién forkheadl.

Uno de los principales efectos derivados de la activacion de la AMPK es el aumento de
la tasas de oxidacion de acidos 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
acidos 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 la regulacion de muchos otros procesos metabdlicos.
Desempena un papel clave en el control de la sintesis de lipidos a través de la inhibicién de
otras enzimas implicadas como la sintasa de acidos grasos (FAS), la
glicerolfosfatoaciltransferasa (GPAT) y la hidroximetilglutaril-CoA reductasa (HMG-CoA).
También inhibe otro proceso de elevado coste energético como es la sintesis proteica. Su
accion sobre el metabolismo glucidico consiste en la inhibicidén de la sintesis de glucégeno y en
el aumento de la captacién de glucosa favoreciendo su oxidacién en la glucdlisis (Hardie y
cols., 2003).

Dada la naturaleza de los efectos de la AMPK, es importante conocer la relacion
existente entre dichos efectos y los de la insulina, para dilucidar qué papel desempefia cada
una de ellas en el sindrome metabdlico. Las rutas de sefializacién de la insulina se activan en
abundancia de nutrientes, mientras que las de la AMPK lo hacen en escasez de los mismos. La
insulina y la glucosa inhiben la actividad de la AMPK en todos los tejidos estudiados, ya que
son sefiales de abundancia energética (Kola y co/s., 2006). La inhibicion de la AMPK por la
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insulina se produce por la fosforilacién en Ser*®®® 4! de la subunidad o por AKT, lo que

conlleva un menor grado de fosforilaciéon en Thr'’2 (Horman y co/s., 2006).

No obstante insulina y AMPK pueden actuar en un mismo sentido, como ocurre en

procesos que regulan los niveles plasmaticos de glucosa (Mhairi y cols., 2007), o en el control

de la lipdlisis:

En el musculo esquelético, la activacion de ambas rutas estimula la captacion de glucosa
mediante el aumento de la translocacion 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
captada por acciéon de la AMPK es oxidada para obtener energia (efecto catabdlico)
(Kramer y cols., 2006; Treebak y co/s., 2006).

A nivel hepatico la activacién de estas dos vias reduce la expresidn de enzimas
gluconeogénicas (Lochhead y co/s., 2000). La insulina, como hormona liberada en
respuesta a una elevada concentracion de glucosa en sangre, reprime la sintesis hepatica
de glucosa. En el caso de la AMPK, esta represidn de la sintesis hepatica de glucosa puede
tratarse de una de sus acciones antianabdlicas, y parece ser una de las principales causas
del efecto hipoglucemiante de la adiponectina e incluso de farmacos como la metformina
(Shaw y cols., 2005).

Insulina y AMPK ejercen su cooperacion 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 fosforilacion por protein-kinasas dependientes de (PKA) (AMPc). Las
acciones de la insulina y la AMPK transcurren por vias de sefializaciéon diferentes. La
insulina da lugar a la fosforilacién y activacidon de la fosfodiesterasa 3B via AKT, lo que
disminuye la cantidad de AMPc (Wijkander y co/s., 1998). La AMPK fosforila directamente
la HSL en Ser®®®, antagonizando asi su activacién por las PKA (Garton y co/s., 1989). Esta
fosforilacién impide su translocacién a la gota lipidica del adipocito, previniendo con ello su
accion 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
motivacién més 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 inhibicion de la lipdlisis por AMPK, se ha

propuesto como un mecanismo para limitar ese reciclaje, asegurando que la tasa de
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lipdlisis no supere la tasa de eliminacion o metabolizacion 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 captacion de glucosa en el musculo y la
produccion hepatica de glucosa, constituyeron la base para proponer que los activadores de la
AMPK podrian utilizarse en el tratamiento de la diabetes tipo 2 y el sindrome metabdlico
(Winder y 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 sefializacion de la insulina y podria estar
estimulado por otras moléculas relacionadas con la actividad de AMPK como la adiponectina
(Wu y cols., 2003). De hecho, uno de los aspectos mas interesantes de la investigacién acerca
de esta enzima, es que su actividad en diversos tejidos esta regulada por factores como la
leptina (Minokoshi y cols., 2002; Steinberg y cols., 2004), la adiponectina (Yamauchi y col/s.,
2002; Tomas y cols., 2002b), la IL-6 (Carey y cols., 2006) y el TNF-a (Steinberg y co/s.,
2007). Destaca esta regulacion de la AMPK en el tejido adiposo, que secreta de forma

mayoritaria, o incluso exclusiva, estas moléculas.

Por otra parte, la activacién de la AMPK conduce al aumento de la expresién de
adiponectina en este tejido (Lihn y cofls., 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 como la activacion de esta enzima reducia la expresion de
TNF-a e IL-6, lo que se explica por el papel de la adiponectina como inhibidor de la expresion
de TNF-a.
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2. FIBRA DIETETICA

2.1. CONCEPTO

El concepto de fibra es complejo y ha ido evolucionando a lo largo de los afios.
Establecer una definicidn de la fibra dietética no es una tarea facil y todavia hoy, no existe una

definicién universalmente aceptada de la fibra dietética.

Fue Hipsley, en 1953, quien acufid por primera vez el término “fibra dietética” como
una forma sencilla de referirse a los componentes no digeribles que constituyen la pared
celular vegetal (Hispley y co/s., 1953). Entre 1972 y 1975, Burkitt y Trowell adoptaron esa
denominacién de “fibra dietética”, definiéndola como “e/ remanente de los componentes de /a
planta que son resistentes a la hidrolisis por las enzimas intestinales humanas’ (Trowell y
cols. 1972(a); Trowell y cols. 1972(b); Burkitt y cols. 1975). Esta definicién engloba tanto a
componentes de la pared celular (celulosas, hemicelulosas y lignina) como a otros
polisacaridos presentes en las plantas (gomas, mucilagos, celulosas modificadas,
oligosacaridos y pectinas) que son comestibles y resistentes a la digestién. El motivo que
indujo a estos investigadores a incluir estos nuevos componentes de las plantas en la
definicion de fibra dietética fue basandose en las propiedades fisioldgicas atribuidas a la
misma, pero no necesariamente a su similitud en cuanto a composicion quimica o su

localizacién en la pared celular.

Investigaciones realizadas en las dos Ultimas décadas han demostrado que la fibra es
resistente a las enzimas intestinales humanas, pero puede ser fermentada por la flora
saprofitica del intestino grueso (fundamentalmente, por especies de Lactobacillus o
Bifidobacterium). Esta fermentacion es muy importante para la homeostasis coldnica, pues
por una parte favorece el crecimiento de esta microbiota beneficiosa en detrimento de
bacterias patégenas y, por otra, porque la fermentacién de la fibra origina acidos grasos de
cadena corta (AGCC), especialmente el butirato, que constituye la fuente de energia
fundamental del colonocito (Zarzuelo y co/s. 2001; 2005).

Estos nuevos descubrimientos han conducido a la propuesta de un nuevo concepto de
fibra dietética elaborado por la American Association of Cereal Chemist (AACC) (Dietary Fiber

Definition Committe of the American Association of Cereal Chemist, 2001), que podria hacerse
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sindnima de fibra funcional, definida como “la parte comestible de las plantas o hidratos de
carbono analogos que son resistentes a la digestidon y absorcion en el intestino delgado, con
fermentacién completa o parcial en el intestino grueso. La fibra funcional engloba
polisacaridos, oligosacaridos, lignina y sustancias asociadas a la planta. Las fibras dietéticas
promueven efectos beneficiosos fisioldgicos como el laxante, y/o atenlda los niveles de
colesterol en sangre y/o atenua la glucosa en sangre”. Este concepto resalta nuevos aspectos,
como incluir en la definicion la resistencia de la fibra a la digestién y su capacidad de
fermentacion en menor o mayor grado en el intestino grueso y destacar los efectos fisioldgicos
de la fibra, diferenciando ademas que los beneficios de su consumo van a depender del tipo
de fibra. Asi, la American Dietetic Association (Marletty y co/s. 2002) propone que el consumo
de fibra insoluble es Util para el estrefiimiento o la prevencidon de la diverticulosis, mientras
que el de fibra soluble es especialmente beneficioso para la prevencion de la obesidad, la

enfermedad cardiovascular y la DM2.

2.2. CLASIFICACION DE LA FIBRA DIETETICA

Las fibras se pueden diferenciar atendiendo a las distintas caracteristicas que las
definen y que han ido ampliando su concepto. En este sentido, se podrian clasificar en funcion

de su composicidon quimica, su localizacién en la planta o sus propiedades fisicoquimicas.

Una primera clasificacion de los productos catalogados como fibra dietética puede
hacerse atendiendo a la composicién quimica. Numerosos compuestos, clasificados como fibra
dietética se encuentran presentes, en distintos alimentos integrantes de la dieta humana
habitual. En este sentido la AACC agrupa a estos tipos de fibra en polisacéaridos,

oligosacaridos, analogos de los hidratos de carbono y derivados no hidrocarbonados (Tabla 5).
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Tabla 5. Compuestos considerados “fibra dietética”, segun la definicion de la American Association of

Cereal Chemists.

Polisacaridos Oligosacérnidos Andlogos de HC Derivados no HC
Celulosa Inulina Dextrinas no digeribles Lignina
Hemicelulosa Fructooligosacaridos Maltodextrinas resistentes Ceras
Pectinas Galactooligosacaridos Polidextrosa Ftatos
Gomas Metilcelulosa Cutinas y suberinas
Mucilagos Hidroxipropilmetilcelulosa Compuestos

polifendlicos (taninos)
Polifructosas HC sintéticos

Sin embargo, en general se emplean otros criterios para clasificar las fibras,
destacando los que atienden a dos de sus propiedades mas importantes, y en las que residen
gran parte de sus beneficios fisioldgicos: su comportamiento con el agua 6 solubilidad y su

capacidad de fermentabilidad.
a) Clasificacion de las fibras en funcién de la solubilidad

Atendiendo a este criterio, se habla de fibras solubles y fibras insolubles. Al entrar en
contacto con el agua las fibras solubles forman un reticulo donde ésta queda atrapada,
originando geles de consistencia viscosa. Son fibras con elevada capacidad para retener agua.
Dentro de este grupo destacan: las pectinas, algunas hemicelulosa, las gomas y mucilagos,
polisacaridos procedentes de las algas, metilcelulosa, entre otras. La capacidad gelificante de
estas fibras es la responsable de muchos de los efectos fisioldgicos que presentan, como la
disminucién de la glucemia posprandial 6 la atenuacion de los niveles plasmaticos de

colesterol.

Las fibras insolubes, se caracterizan por su escasa capacidad para formar geles de
consistencia viscosa. En contacto con el agua, las fibras insolubles, como las celulosa, diversas
hemicelulosas y la lignina, pueden retener agua, aunque esta capacidad es siempre menor
que la que presentan las solubles. Poseen un efecto mas marcado en la regulacion intestinal,

con reduccion del tiempo de transito digestivo y aumento del peso de las heces.
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b) Clasificacién en funcion de la fermentabilidad

La fermentabilidad es probablemente la propiedad mas importante de un gran nimero
de fibras y permite explicar multiples efectos bioldgicos tanto locales como sistémicos, que se
derivan de su ingesta.

La fibra dietética llega al intestino grueso de forma inalterada y, una vez alli, las
bacterias del colon (mayoritariamente Bifidobacterium y Lactobacillus), con sus numerosas
enzimas de gran actividad metabodlica, pueden digerirla en mayor o menor medida,
dependiendo de su estructura quimica. Los principales productos de fermentacién de la fibra
son acetato, propionato y butirato, en una proporcidon molar casi constante (60:25:15). Se
puede calcular por ejemplo que 64,5 moles de glucidos fermentados producen 48 moles de
acetato, 11moles de propionato y 5 moles de butirato (Sastre y co/s., 2003; Garcia Peris y
cols., 2002).

Una vez absorbidos, los AGCC (especialmente el butirato) son metabolizados por el
epitelio coldénico y constituyen su mayor sustrato energético. Aproximadamente el 90% del
butirato y el 50% del propionato son metabolizados por la mucosa coldnica. El remanente del
propionato y el acetato alcanzan el higado a través del sistema porta. El propionato es
metabolizado en el higado, actuando como molécula precursora en los procesos de
gluconeogénesis y lipogénesis. Una parte del acetato puede ser metabolizado en los tejidos
periféricos, esencialmente en el musculo, para obtener energia. Atendiendo al criterio de

fermentabilidad, las fibras se pueden clasificar en:

1. Fibras no fermentables (<10%). Entre éstas, destacan fibras insolubles como la
lignina y algunas fibras solubles como la carragenina, la metilcelulosa y Ila

carboximetilcelulosa.

2. Fibras parcialmente fermentables (10-70%), entre las destacan las fibras insolubles
ricas en celulosa. También se pueden podemos incluir en este grupo algunas fibras solubles

como el agar.

3. Fibras fermentables (presentan una capacidad de fermentacién superior al 70%).
Dentro de este grupo se incluyen fibras solubles ricas en hemicelulosas (goma guar,
glucomanano) o ricas en acidos glucurdonicos (pectinas o algunas gomas) vy los

fructooligosacaridos.
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2.3. EFECTOS BENEFICIOSOS DE LA FIBRA DIETETICA

Las primeras aportaciones sobre el papel beneficioso de la fibra dietética en la salud
humana surgieron a raiz de unas investigaciones llevadas a cabo en el este de Africa hace
mas de 30 afios por Trowell. Este realizd unas observaciones, confirmadas mas tarde por
Burkitt, que sugerian que una alimentacion rica en fibra e hidratos de carbono no refinados
protegia frente a numerosas patologias propias de los paises occidentales como la enfermedad
cardiovascular, la diabetes mellitus, el cancer de coldn, la obesidad, la hipercolesterolemia y el
estrefiimiento (Trowell y cols., 1972(a); Trowell y cols., 1972(b); Burkitt y cols., 1975).

Desde entonces, numerosos estudios han intentado evaluar la importancia del
consumo de la fibra dietética para nuestra salud y, en muchos casos, los resultados obtenidos
han sido contradictorios (Roediger y co/s., 1980; Pitcher y cols., 1996; Harris y cols., 1999).
Las causas que contribuyen a esta posible controversia podrian no estar originadas en la
misma fibra, sino en la heterogeneidad de las fibras dietéticas estudiadas, en la variabilidad
de las dosis utilizadas y en la duracién de los periodos de consumo. En este mismo sentido, a
pesar del amplio convencimiento sobre el beneficio para la salud que supone el consumo de
fibra dietética, los datos provenientes de ensayos randomizados, a doble ciego y controlados,
no han existido hasta hace muy poco tiempo (James y co/s., 2003).

A pesar de las evidencias acumuladas a favor del consumo de fibra, las
recomendaciones actuales sobre el tipo de fibra que se debe consumir y su cantidad dptima
estan aun por definir. La ingestion de una cantidad elevada de fibra (< 25-30 g/dia), a partir
de diferentes fuentes alimentarias (frutas, verduras, legumbres y cereales) parece ser la

mejor manera de prevenir muchas de las enfermedades anteriormente citadas.

Muy probablemente, la fibra dietética no sea la panacea para prevenir las
enfermedades mencionadas en los estudios epidemioldgicos. Probablemente se trate de un
nutriente funcional con efectos saludables en un buen numero de situaciones patoldgicas, o tal
vez sea, simplemente, un marcador de habito dietético y estilo de vida mas saludable y, por
tanto, protector frente a diversas enfermedades.

El predominio e intensidad de los efectos de la fibra dietética va a depender tanto del
tipo y la cantidad de fibra, como de la persona que la ingiere. El grado en que cada tipo de
fibra ejerce sus efectos fisioldgicos depende de una accién conjunta y compleja debido a sus
propiedades estructurales, quimicas y fisicas (Blackwood y co/s., 2000).

37



Introduccidn

Entre los efectos fisiolégicos que se han asociado al consumo de fibra dietética
destacan, el incremento del peso fecal, la regulacién del transito intestinal, alteraciéon de la
actividad de la flora bacteriana colodnica, influencia sobre la sensacion de apetito, absorcidn de
toxicos y modificacion de la absorcidon de grasas, azUcares, minerales y acidos biliares
(Chaplin y cols., 2003).

Influencia sobre la sensacion de
apetito

Alteracion del tiempo de transito
gastrointestinal

FIB,RA Modificacion de la absorcion de
DIETETICA L nutrientes y acidos biliares

Absorcion de toxinas

~
Alteracién de la actividad de la flora
bacteriana colénica

Incremento del peso fecal

— T T T T

Figura 7. Efectos fisioldgicos asociados al consumo de fibra dietética (Chaplin y cols., 2003).

Debido a estos efectos fisioldgicos que presenta el consumo de fibra se utiliza como

agente terapéutico en diversas enfermedades 6 alteraciones funcionales:

- Estrefiimiento: La fibra dietética alivia el estrefiimiento debido a su capacidad para
regular la velocidad de transito intestinal. Tanto el aumento del residuo indigerible que
provoca la fibra insoluble, como la retencién de agua y el aumento de la masa
bacteriana que provoca la fibra soluble, suponen un aumento de la masa fecal y por
tanto un aumento del peristaltismo y velocidad de transito intestinal (Cummings y
cols., 2004).
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Enfermedad inflamatoria intestinal: La fibra soluble representa un sustrato altamente
fermentable por la flora bacteriana colonica. Dicha fermentacién provoca la liberacion
AGCC que actlan como sustrato nutritivo tanto para las células de la mucosa coldnica
como para la misma flora intestinal saprofita. Por este mecanismo se piensa que
puede ser Util para la prevencion de la enfermedad inflamatoria intestinal (Roeddiger y
cols., 1980). Ademas, los AGCC son capaces de inhibir la produccion de citoquinas
inflamatorias, como el TNF-a, tanto en lineas celulares, como en ensayos /n Vivo
(Kvale y cols., 1995; Limb y cols., 1997).

Diverticulosis: En cuanto a la enfermedad diverticular, ya en la década de los afios 70,
Burkitt y cols. advirtieron de la relacién inversa entre la ingesta de fibra y la
diverticulosis (Burkitt y co/s., 1975). Un interesante trabajo indica que el tipo de fibra
insoluble mas util para la enfermedad diverticular era la procedente de las verduras y
frutas y, en menor grado, la procedente de los cereales integrales (Aldoori y cols.,
1998). La patogenia de este proceso tan prevalente se basa en que la fibra ayudaria a
disminuir la presién intraluminal de colon, evitando la formacion sacular a través de la

pared intestinal.

Cancer de colén: La fibra dietética es uno de los factores mas estudiados en la
carcinogénesis colorrectal, aunque la naturaleza precisa y la magnitud de la relacion
entre la ingestion de fibra y el riesgo de cancer colorrectal no ha sido suficientemente
clarificada. Diferentes estudios ecolégicos muestran un efecto protector elevado 6
moderado atribuible a la fibra dietética o alimentos ricos en fibra (American
Gastroenterology Association, 2000; Potter y cofls., 1993; Hill y cols., 1998;
Greenwald y cols., 1987) En cambio, en un estudio realizado a largo plazo (8 afios) si
se ha descrito una relacién negativa entre la fibra y la aparicion de adenomas
colorrectales diagnosticados endoscopicamente, especialmente la fibra procedente de
las frutas, pero no asi de la fibra procedente de los cereales, trigo, vegetales o
vegetales cruciferos. Soélo la fibra soluble fue la que se relacioné con un menor riesgo

de adenomas (Platz y co/s., 1997).

39



Introduccidn

2.3.1. EFECTOS DE LA FIBRA DIETETICA Y LAS ALTERACIONES
INCLUIDAS EN EL SINDROME METABOLICO

De entre los numerosos efectos beneficiosos de la fibra dietética, destacan los que
ejerce en el control de las distintas alteraciones funcionales y metabdlicas agrupadas dentro
del sindrome metabdlico.

2.3.1.1. FIBRA DIETETICA Y OBESIDAD

Existen diversas evidencias epidemioldgicas que ligan el consumo de fibra a la
regulacién del peso corporal. Asi, la obesidad es muy poco frecuente en paises en vias de
desarrollo en los que se ingiere gran cantidad de fibra. En cambio, en los paises desarrollados,
en los que, la prevalencia de obesidad aumenta de manera alarmante, se tiende a ingerir cada
vez menos hidratos de carbono complejos y fibra (Kromhout y cols., 2001; Howarth y cols.,
2001). Por otra parte, la poblacién vegetariana presenta una menor prevalencia de obesidad,

lo que sugiere que la ingesta de fibra podria incidir en este hecho (Van Itallie y co/s., 1978).

Diversos estudios de intervencidn tratan de analizar el efecto de la suplementacion o
enriquecimiento de la alimentacion con fibra sobre la regulacidon del peso corporal. En una
revision (Howarth y cols., 2001) sobre este tipo de estudios se indica que la mayoria de las
investigaciones al respecto muestran un descenso de la ingesta calérica en respuesta al
consumo de suplementos de fibra (entre 6 y 40 g/dia, dependiendo de los estudios), lo que se
traduce en una reduccién del peso corporal. En esta revisidon se llega a la conclusion de que la
ingesta de unos 12 g de fibra al dia se asocia a una disminucién del 10% de la energia
ingerida y a una pérdida de peso de 1,9 Kg en 3,8 meses, siendo la pérdida de peso medio
incluso superior en los pacientes que presentaban obesidad (18% de reduccion de la ingesta
calorica y 2,4 Kg de pérdida de peso).

Evidencias cientificas establecen la existencia de un efecto de la fibra dietética sobre el
hambre y la saciedad, basandose en mecanismos relacionados con varias hormonas
intestinales. La fibra dietética puede alterar el patrén de secrecion de dichas hormonas
afectando concretamente al péptido glucagdn-like-1 (GLP-1) é a la colecistokinina (CCK). El
GLP-1 actia como un factor de saciedad y consecuentemente disminuye el peso corporal
tanto en animales como en humanos (Orskov y cols., 1989; Naslund y cols., 1999; Meier y

cols., 2002; Zander y col/s., 2002). Esta hormona secretada en respuesta tanto a la glucosa y
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a los lipidos, como a fibras fermentables y otros estimulos, ha mostrado una accion retardante
del vaciado gastrico y una disminucion del hambre promoviendo la pérdida de peso cuando se
administra de forma exdgena en humanos (Gutzwiller y co/s., 1999). La secrecion de GLP-1
estd reducida en individuos obesos (Ranganath y co/s., 1996; Naslund y co/s., 1998). En
estudios con animales, la ingesta de fibra soluble promueve la secrecion de GLP-1 (Gee y
cols., 1996; Reimer y cols., 1996). Este péptido ha sido considerado como un agente
antidiabetégeno ya que estimula la secrecion de insulina, inhibe la secrecion de glucagén y
retrasa el vaciamiento gastrico (Holst y cols., 1997). La CCK también estd implicada en la
regulacion del peso corporal y de la ingesta. Es secretada después de las comidas y regula la
motilidad intestinal, la contraccién vesicular, y la secrecion de enzimas pancreaticas,
ocasionando un retraso en el vaciamiento gastrico e induciendo saciedad central (Liddle y
cols., 1997). Algunos estudios han demostrado un incremento en la circulacién de CCK tras la
ingesta de alimentos ricos en fibra en relacidon con dietas energéticamente similares pero con

bajo contenido en fibra (Holt y co/s., 1992; Bourdon y co/s., 1999).

Hace unos afios se descubrid la grelina, una hormona producida principalmente por el
estdmago (Kojima y Kangawa, 2002) que también participa en la homeostasis energética. Es
una hormona orexigena que estimula el apetito, e incrementa las concentraciones plasmaticas
de insulina (Tsubone y co/s., 2005). Su administracion periférica induce en ratas un
incremento de la ingesta y del peso corporal. Diversos estudios muestran que los niveles
circulantes de grelina son elevados en el ayuno y se reducen en respuesta a la alimentacion
(Asakawa y cols., 2001). El consumo de fibra disminuye las concentraciones plasmaticas de
grelina (Garcia y cols., 2007), posiblemente mediante su interaccidén con la somatostatina que
aumenta en humanos después de una ingesta de fibra (Hagander y co/s., 1986). Se ha
comprobado en ratas que la somatostatina suprime la secrecién de grelina (Shimada y co/s.,
2003) disminuyendo sus niveles circulantes en humanos (Norrelund y col/s., 2002). Varios
autores han demostrado que el GLP-1, cuyos niveles aumenta con el consumo de fibra, puede
reducir la secrecién de grelina (Djurhuus y cols., 2002; Lippl y cols., 2004).

En definitiva, tanto estudios en modelos de animales de experimentacion (Oku y cols.,
1982; Galisteo y cols., 2005) como ensayos clinicos (Rigaud y cols., 1990; Solum y cols.,
1987) ponen de manifiesto que el consumo de fibra dietética, sobre todo rica en fibra soluble,
como psyllium, goma guar o glucomanano provocan la pérdida de peso corporal. Sin embargo
distintos ensayos clinicos subrayan que la utilidad de administrar suplementos de fibra a largo
plazo con el objetivo de inducir la pérdida de peso no esta todavia clarificada (Pittler y cols.,
2001; 2004).
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2.3.1.2. FIBRA DIETETICA Y RESISTENCIA A LA INSULINA

Distintos ensayos clinicos han demostrado que la fibra dietética soluble reduce los
niveles de glucosa postprandial y mejora la sensibilidad a la insulina tanto en personas
diabéticas como no diabéticas (Hanai y col/s., 1997; Anderson y co/s., 1999; Sierra y cols.,
2001; Sierra y cols., 2002; Chandalia y cols., 2000; Pastors y cols., 1991). También se han
descrito estos efectos en modelos experimentales (Wilson y co/s., 1984; De Leeuw y co/s.,
2004). Estos efectos podrian estar relacionados con la capacidad de la fibra dietética soluble
para aumentar la viscosidad del contenido del estomacal, lo que impediria la absorcién de
hidratos de carbono y de macronutrientes (Lecrere y cols., 1994), aunque también se ha
comprobado que la ingesta de fibra favorece la captacion de glucosa por el musculo
esquelético. En un estudio en ratas con ictus genéticamente hipertensas, se observd que la
ingesta de una dieta suplementada con fibra soluble de A. ovata prevenia la resistencia a la
insulina, y este efecto estaba asociado a un incremento de los transportadores de glucosa
sensibles a la insulina, GLUT-4, en la membrana plasmatica del musculo esquelético a través
de un mecanismo diferente al de la activacién de PI3K (Song y co/s. 2000). Una hipdtesis que
explicaria este hecho sugiere que AGCC, como el propionato y el butirato, resultantes de la
fermentacion anaerdbica coldonica de la fibra soluble, incrementan en el musculo los
transportadores GLUT-4, a través de la estimulacion del receptor activador de la proliferacion

de peroxisomas (PPAR y) (Song y cols., 2000; Park y cols., 1998).

No obstante, el control de la glucemia y la disminucidén de la resistencia a la insulina
no pueden ser atribuidos Unicamente a la fibra soluble. Aunque las fibras insolubles son
esencialmente no viscosas y afectan poco a la absorcidon de los nutrientes, muchos estudios
epidemiolégicos demuestran claramente que el consumo de fibra cereal insoluble mejora la
sensibilidad a la insulina y disminuye las concentraciones plasmaticas de insulina (Ylonen y
cols., 2003; Pereira y cols., 2002; Esposito y cols., 2003). En el Framingham Offspring Study
se ha demostrado que tanto el consumo de fibra de fruta como de cereales se relaciona
inversamente con la resistencia a la insulina (McKeown y co/s., 2004). El mecanismo implicado
en este efecto podria estar relacionado con el hecho de que el consumo de fibra de cereal,
donde predomina la fraccion insoluble, acelera la respuesta temprana de la insulina, efecto
gue se asocia con un incremento en la secrecion de la hormona polipeptidica insulinotrdpica
dependiente de la glucosa (GIP), sin afectar los niveles de GLP-1. No obstante, los efectos de
la fibra dietética en la respuesta postprandial de las incretinas GIP y GLP-1 no estan
totalmente esclarecidos. En este sentido, debemos resaltar que fibras solubles como los
oligofructosacaridos, presentan otros efectos sobre dichas hormonas, ya que incrementan
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tanto la secrecion de GIP como la concentraciéon de GLP-1 (Cani y co/s., 2004; Kok y cols.,
1998; Cani y cols., 2005).

2.3.1.3. FIBRA DIETETICA Y DISLIPIDEMIA

Distintos estudios en humanos muestran que la fibra dietética ejerce un efecto
saludable sobre el metabolismo lipidico. Keys y cols., en 1961, fueron los primeros en
establecer que ciertas formas de fibra dietética pueden disminuir la colesterolemia en
humanos (Keys y cols., 1961). Con posterioridad, numerosos estudios clinicos vy
experimentales han puesto de manifiesto las propiedades hipocolesterolémicas de las
principales fibras solubles (Gallaher y co/s., 2000; Galisteo y col/s., 2005; Anderson y cols.,
1999; Sierra y cols., 2001; Fernandez y col/s., 2001). En estos trabajos se demuestra que
formas solubles de fibra como la pectina, la goma guar y los B-glucanos de la avena,
disminuyen la colesterolemia tanto en sujetos sanos como en individuos con dislipemia. Por

otro lado, fibras insolubles, como las del trigo o la celulosa, no presentan este efecto.

Brown y cols. 1999, evaluaron el efecto hipocolesterolemiante de las pectinas,
psyllium, salvado de avena y goma guar de 67 estudios realizados sobre un total de 2.990
sujetos. Los resultados de este estudio conducen a la conclusién de que todas estas fibras son
similarmente efectivas en la reduccidn plasmatica del colesterol total y del colesterol LDL,
mientras no se observaron cambios en el colesterol HDL plasmatico ni en las concentraciones

de triglicéridos.

En la practica clinica, se han venido utilizando las dietas ricas en fibra dietética, asi
como los suplementos de fibra dietética, con el objetivo de disminuir la colesterolemia y asi
prevenir las enfermedades cardiovasculares. Las Ultimas recomendaciones del panel de
expertos americanos sobre el control del colesterol (NCEP-III), sugieren la conveniencia de
afadir a la dieta una cantidad variable de fibra soluble (10-25 g/dia) y de fitoesteroles
(2g/dia) (Expert Panel on Detection, Evaluation and Treatment of High Blood Cholesterol in
Adults of the NCEP, 2001), como estrategia en prevencidn primaria o secundaria para retrasar
el tratamiento farmacoldgico o evitar incrementar innecesariamente la dosificacién de los

farmacos hipolipemiantes.
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Investigaciones en distintos modelos de experimentacion animal han puesto de
manifiesto una asociacién inversa entre el efecto hipocolesterolemiante y el consumo de
dietas con un alto contenido en fibras solubles como psyllium, pectinas, y goma guar
(Fernandez y cols., 1995a, 1995b; Horton y cols., 1994; Gallaher y col/s., 2000 Galisteo y
cols., 2005). Ademas, algunos de estos estudios también muestran una reducciéon en los

niveles de triglicéridos plasmaticos.

Se han propuesto multiples mecanismos en el efecto hipocolesterolemiante de la fibra
dietética:

- La fibra dietética comporta una disminucién en la absorcién intestinal de acidos
biliares (Kritchevsky y cols., 1974), pues dificulta su difusién hacia la superficie
intestinal. Con ello incrementa la pérdida fecal de éstos acidos y provoca un aumento
de la sintesis hepatica de novo a partir del colesterol intracelular (Everson y cols.,
1992; Marlett y cols., 1994; Anderson y co/s., 1984; Kay y cols., 1977; Jenkins y
cols., 1993). La fibra soluble facilita la pérdida de acidos biliares interrumpiendo su
circulacion enterohepatica (Trautwein y cols., 1999) y, con ello, la tasa de absorcion
de los lipidos de la dieta. Como consecuencia, el aporte de colesterol y triglicéridos
vehiculizados a través de los quilomicrones es menor y el pool hepatico de colesterol
libre para formar sales biliares disminuye (Fernandez y co/s., 1995b). En la conversion
hepatica del colesterol en sales biliares participa la enzima colesterol-7-a-hidroxilasa.
La fibra soluble y las resinas de intercambio idnico incrementan la actividad enzimatica
de la colesterol-7-a-hidroxilasa (Noshiro y col/s., 1990), contribuyendo aun mas a

disminuir las concentraciones intracelulares de colesterol libre.

- La fibra dietética provocaria una reducciéon en la estimulacion insulinica de la

lipogénesis hepatica (Jenkins y cols., 1993; Jones y cols., 1993).

- La fermentacién de la fibra dietética por la flora intestinal induciria una modificacion
en la produccion de AGCC favoreciendo la reduccion de acetato e incrementando el
propionato, reduciendo la sintesis enddgena de colesterol, acidos grasos y las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (Thacker y cols., 1981; Wolever y cols.,
1995; Wright y cols., 1990; Cheng y co/s., 2000; Chen y cols., 1984; Venter y cols.,
1989; Todesco y cols., 1991; Iliman y co/s., 1988).

- La fibra dietética provocaria la alteracion de la sintesis lipoproteica post-prandial
secundaria al retraso en la absorcidén lipidica (Jenkins y cols., 1991; Spiller y cols.,
1999).
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2.3.1.4. FIBRA DIETETICA E HIPERTENSION ARTERIAL

La hipertension es otro de los componentes del sindrome metabdlico y un importante
factor de riesgo de cardiopatia isquémica, ictus e insuficiencia renal. Estudios observacionales
han sugerido que la ingesta de fibra dietética esta inversamente relacionada con la tension
arterial (Ascherio y cols., 1996; Sacks y col/s., 1988). En un estudio experimental realizado en
ratas, la administracion de psyllium atenud significativamente la hipertension arterial inducida
por NaCl en comparacién al placebo 6 a la administracion de celulosa, probablemente debido a
un aumento de la excrecion fecal de sodio (Obata y co/s., 1998). Algunos estudios controlados
y randomizados han identificado un efecto hipotensor de la fibra dietética (Kelsay y cols.,
1978; Brussaard y co/s., 1981; Onning y co/s., 1999; Saltzman y co/s., 2001). Sin embargo,
muchos de los ensayos clinicos realizados para estudiar la eficacia de la ingesta de fibra
dietética en disminuir la tensidn arterial se han realizado a partir de muestras de reducido
tamafio, que no proporcionan un poder estadistico suficiente para detectar una modesta, pero

potencialmente importante, reduccion de la tension arterial.

Recientemente se ha publicado un meta-anadlisis a partir de 25 ensayos clinicos
controlados y randomizados, evaluando el efecto de la ingesta de fibra dietética sobre la
presion arterial de una poblacion de 1.477 pacientes con un amplio rango de caracteristicas
étnicas y geograficas. En dicho estudio, la ingesta de fibra dietética se asocia con una
reduccion significativa de -1,65 mmHg en la presion arterial diastdlica y con una reduccién no
significativa de -1,15 mmHg en la presién arterial sistélica. Unicamente se identificé una
reduccion significativa de la presion arterial sistolica y diastélica en los 5 ensayos realizados
exclusivamente sobre pacientes hipertensos. En dicho meta-analisis se muestra una evidencia
de reduccidn de la tension arterial en los ensayos realizados sobre pacientes normotensos.
Finalmente, no se establecié una relacidén dosis-respuesta entre el incremento de la ingesta de
fibra dietética y la reduccidon de la tension arterial (Whelton y co/s., 2005). Se han propuesto
diversos mecanismos a través de los que la fibra dietética podria influir sobre la tensién
arterial. Las fibras hidrosolubles ejercen una reduccién de la resistencia a la insulina y de los
niveles de insulina, tanto en pacientes diabéticos como en personas sanas (Anderson y cols.,
1991; Fukagawa y cols., 1990). La resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia
compensadora concomitante han sido definidas como el mecanismo patogénico mas

importante en el desarrollo de la hipertensién (Ferrannini y cols., 1987).
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Por otra parte, la suplementacion de la dieta con fibra dietética ha dado lugar, en algunos
estudios a una reduccion del peso corporal (Rigaud y cols., 1990; Solum y cols., 1987;
Rossner y cols., 1987; Ryttig y cols., 1989), el cual, es un importante factor de riesgo de
hipertension arterial. De hecho, la practica clinica demuestra que discretas pérdidas

ponderales (5-10% del peso corporal) se acompanan de disminucién en las cifras tensionales.

2.3.1.5. FIBRA DIETETICA Y ESTADO INFLAMATORIO

Existen numerosas aportaciones que relacionan el consumo de fibra dietética con las
concentraciones plasmaticas de marcadores infalamatorios como la PCR y las citoquinas IL-6,
IL-8 y TNF-a, pardmetros que ademas se encuentran anormalmente elevados en el sindrome
metabdlico. Por otra parte, algunos estudios encuentran una asociacion directa entre consumo

de fibra dietética y niveles plasmaticos de adiponectina, una adipocitoquina antiinflamatoria.

Los resultados de dos estudios epidemioldgicos del National Health and Nutrition
Examination (NHANES) 1999-2000 que evaltan la relacion entre fibra dietética y PCR,
encuentran una asociacion inversa entre el consumo de fibra y las concentraciones
plasmaticas de este marcador inflamatorio (King y co/s., 2003; Ajani y cols., 2004). Los
resultados de otro estudio observacional confirman esta asociacién inversa entre consumo de
fibra total, fibra soluble y fibra insoluble y concentraciones de PCR (Ma y co/s. 2006). Estos
datos apoyan la hipotesis de que el consumo de altas cantidades de fibra dietética reduciria
las concentraciones de este factor. Recientemente, un estudio en mujeres diabéticas (Qi y
cols., 2006) indica que, tras ajustar por edad, IMC y estilos de vida, el consumo de semillas
de cereales enteras y de salvado se asocia con un descenso significativo de la PCR y el
receptor 2 del TNF-a. Por otra parte, un estudio en pacientes con hipertensién, diabetes u
obesidad, muestran que un incremento en el consumo de fibra dietética se tradujo en una
reduccion de la PCR plasmatica, concluyendo que existia una asociacion inversa entre el
consumo de fibra y los marcadores inflamatorios, e incluso que esta relacidn era mas intensa
entre los pacientes que presentaban dos 6 mas componentes del sindrome metabdlico (King y
cols., 2005).
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Los resultados que relacionan el consumo de fibra y la adiponectina no estan claros.
En un ensayo randomizado a corto plazo realizado durante tres dias en pacientes con
sobrepeso u obesos, no se encontraron diferencias entre los niveles de adiponectina y el
consumo de fibra insoluble (Weickert y cols., 2006). En cambio, dos estudios transversales
realizados respectivamente en hombres y mujeres diabéticos, mostraron que dietas con bajo
indice glucémico y alto contenido en fibra de cereal estaban asociadas con un incremento en
las concentraciones circulantes de adiponectina (Qi y co/s., 2005; 2006). Investigaciones en
ratas Zucker obesas han demostrado que la ingesta de una dieta suplementada cuticulas de A.
ovata durante 25 semanas reduce las concentraciones plasmaticas de TNF-a e incrementa los
niveles circulantes de adiponectina (Galisteo y cols., 2005). Es posible que las diferencias en
los resultados obtenidos en los distintos estudios que han analizado la relaciéon entre consumo
de fibra y concentracién de adiponectina se deban a la duracidn del periodo en el que se llevd
a cabo el incremento en el consumo de fibra, ya que los ensayos en los que éste se realizo
durante periodos largos de tiempo se observé un aumento en la concentracién plasmatica de
adiponectina, mientras que cuando el incremento en el consumo de fibra tuvo lugar durante
periodos cortos de tiempo no se aprecié modificacion en los niveles circulantes de esta

adipocitoquina.
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Objetivos

En las Ultimas décadas la prevalencia del sindrome metabdlico ha crecido de forma
espectacular en todo el mundo, afectando no sélo a poblaciones de adultos y ancianos (Meigs
y cols., 2003; Ford y cols., 2004), sino también a jovenes y nifios, experimentando un
incremento paralelo a la presencia de obesidad y diabetes de tipo 2 (Cook y co/s., 2003;
Weiss y cols., 2004). Su elevada prevalencia unida al incremento del riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares y/o diabetes de tipo 2, hacen de este sindrome un importante
problema de salud publica a nivel mundial que demanda una urgente intervencion, tanto

desde un punto de vista profilactico como terapéutico.

La prevalencia del sindrome metabdlico es diferente entre poblaciones debido a la
influencia de numerosos factores como la raza, el sexo, la edad entre otros. De acuerdo con
los criterios del ATP-III, la prevalencia media en EE.UU. se encuentra entre el 20-30% (Ford y
cols., 2002). También en Espafia las dimensiones del problema son preocupantes, con unas
estimaciones de su prevalencia que serian de aproximadamente un 25% segun el informe del
Spanish Insulin Resistance Study (Lorenzo y co/s., 2003), oscilando, de acuerdo con distintos
estudios epidemioldgicos, entre un 17% en Segovia (Martinez-Larrad y co/s., 2005), pasando
por el 24,4% en Canarias (Alvarez Ledn y cols., 2003), y un 28,9% en Valencia (Ascaso y
cols., 2003). Las diferencias entre estos estudios pueden estar motivadas por la edad de los
participantes, el IMC promedio de la muestra y la contribucién porcentual de cada uno de los

componentes al sindrome metabdlico.

En la actualidad no se dispone en el mercado de farmacos que permitan de forma
realmente eficaz el tratamiento de este sindrome. Aunque se habian depositado grandes
esperanzas en el rimonobant, la Agencia Europea del Medicamento ha recomendado

|II

recientemente la “suspensién temporal” de su comercializacién, ya que el tratamiento
presenta algunos efectos secundarios graves, sobre todo de tipo psiquiatrico. El rimonabant se
ha utilizado como adyuvante de la dieta y el ejercicio fisico para el tratamiento de pacientes
obesos (IMC > 30 kg/m?), o pacientes con sobrepeso (IMC > 27 kg/m?) con factores de riesgo
asociados, tales como diabetes tipo 2 o dislipidemia. Se trata de un antagonista selectivo del
receptor cannabinoide-1 (CB1) que inhibe los efectos farmacoldgicos de los agonistas
cannabinoides tanto /n vitro como /n vivo. El sistema endocannabinoide es un sistema
fisioldgico presente en el cerebro y en tejidos periféricos, como el tejido adiposo, que afecta al
balance energético, al metabolismo de la glucosa y los lipidos, y a la regulacion del peso
corporal. Concretamente, en las neuronas del sistema mesolimbico modula la ingesta de

alimentos altamente apetecibles, como los ricos en azucar o grasas.
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Sin duda, el mejor tratamiento del sindrome metabdlico consistiria en la modificacion
de los habitos de vida, combinando el ejercicio fisico moderado con una alimentacion
adecuada. Una posible contribucion a dicha alimentacion puede basarse en la inclusiéon de
alimentos funcionales que aporten mejoras sustanciales a las alteraciones funcionales y
metabolicas caracteristicas de este sindrome. Este podria ser el caso de las fibras dietéticas,
que, de forma general, han manifestado numerosas acciones beneficiosas para la salud, entre

las que se encuentran interesantes efectos metabdlicos.

En investigaciones previas, nuestro grupo puso de manifiesto que la ingesta de una
dieta suplementada en un 3,5% con cuticulas de P. ovata durante 25 semanas, prevenia o
disminuia la aparicién de hipertension, dislipemia, obesidad e hiperinsulinemia en ratas Zucker
obesas de 6 semanas en las que las alteraciones caracteristicas del sindrome metabdlico adn
no se habian desarrollado en su totalidad (Galisteo y cols., 2005). Por esta razon, el objetivo
general de esta Tesis Doctoral ha sido evaluar la capacidad de esta fibra dietética
administrada en la dieta, en la misma proporcion empleada en nuestros estudios previos, para
revertir las alteraciones metabdlicas y funcionales plenamente desarrolladas en el modelo
experimental de sindrome metabdlico de ratas Zucker obesas adultas, y profundizar en los
mecanismos responsables de sus posibles efectos. Para el desarrollo de este estudio y la

consecucion de este objetivo general, nos planteamos los siguientes, mas concretos:

1. Analizar los efectos de la ingesta durante 10 semanas de dietas suplementadas al
3,5% con diferentes fibras dietéticas, concretamente celulosa microcristalina, metilcelulosa y
cuticulas de P. ovata (fibra insoluble, fibra soluble no fermentable y fibra soluble fermentable,
respectivamente) en ratas Zucker obesas de 15 semanas de edad, en las que las alteraciones
metabdlicas y funcionales ya estaban plenamente instauradas, con objeto de analizar su

posible capacidad para revertir dichas alteraciones.

2. Mediante la comparacion de los efectos de las distintas dietas, profundizar en el
mecanismo de accién por el que la ingesta de la dieta suplementada con cuticulas de P, ovata
durante 10 semanas puede ejercer sus efectos beneficiosos en ratas Zucker obesas de 15
semanas de edad, analizando al final del tratamiento vias de transcripcion implicadas en el
metabolismo sobre dos de los principales tejidos insulino-resistentes, como son el tejido
adiposo visceral y el higado.
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1. PREPARACION DE LAS DIETAS Y REACTIVOS

La metilcelulosa y todos los reactivos fueron suministrados por la compafiia Quimica

Sigma (Madrid, Espafia).

La celulosa microcristalina y las cuticulas de Plantago ovata (P. ovata) (Plantabén),
fueron proporcionadas por Madaus S.A. (Barcelona, Espafia). Las dietas ensayadas fueron
suplementadas con un 3,5 % de las distintas fibras dietéticas objeto de estudio. Las dietas
suplementadas con celulosa y metilcelulosa fueron preparadas afiadiendo 3,5g de estas fibras
a 96,5 g de dieta estandar “Chow” pulverizada. Para la preparacion de la dieta suplementada
al 3,5 % en cuticulas de P. ovata se utilizé Plantabén, que contiene un 70 % de esta fibra, por
lo que la dieta se obtuvo afiadiendo 5g de Plantabén a 95g de dieta estandar “Chow”
pulverizada (Tabla 6).

2. 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 (/a/7/a) y delgadas
(fa/-) de 13 semanas de edad, suministradas por los laboratorios Charles River, Barcelona,
Espafia. Los animales se mantuvieron en el estabulario del laboratorio dos semanas antes de
iniciar los experimentos, a una temperatura constante de 22 £2 °C y con un ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas. Las ratas se alojaron en cubetas de makrolon, en grupos de 5 ratas
por jaula y recibieron dieta y agua ad /ibitum.
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Tabla 6. Composicidn de las dietas experimentales.

. i Dieta
Composicién Dieta Dieta Dieta suplementada
, ,..a suplementada suplementada ful
imica (%) estandar . cuticulas P. ovata
quimica (% celulosa metilcelulosa
Proteinas 17,2 16,6 16,6 16,3
Grasa 2,7 2,6 2,6 2,6
Carbohidratos 59,7 57,6 57,6 56,7
Fibra 3,9 3,8 3,8 3,7
Minerales” 4,5 4,3 4,3 4,3
Agua 12 11,6 11,6 11,4
Plantabén® 0 0 0 5
Celulosa 0 3,5 0 0
Metilcelulosa 0 0 3,5 0
Calorias
(Kcal/100g) 331,9 320,2 320,2 322,9

@ a dieta estdndar usada fue Panlab A04, suministrada por Panlab S. L (Barcelona, Espafia). 1Kg de dieta

contiene las siguientes vitaminas: Vitamina A, 15000 UI; Vitamina D3, 1500 UI; Vitamina E, 20 mg; Acido
pantoteico, 15 mg; Piridoxina, 4 mg; Biotina, 0,1 mg; Acido foélico, 1 mg; Cianocobalamina, 20 mg;
Choline, 500 mg.

® Minerales incluidos en la dieta (g/Kg): Calcio, 8,80; Fésforo, 5,9; Magnesio, 1,40; Sodio, 2,5; Cloruro,

3,1.

¢ El Plantabén contiene un 30% de excipientes (sacarina sodica, bicarbonato sddico, &cido tartarico

amarillo, esencia de naranja, colorante naranja Pal super (E-110)) y un 70% de cuticulas de P. ovata. El
60% del contenido total de Plantabén consiste en fibra soluble, conteniendo (%): ramnosa (0,98),
arabinosa (24,42), xilosa (62,21), manosa (0,86), galactosa (4,46), glucosa (0,96), acido urico (6,42).
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3. GRUPOS EXPERIMENTALES

En el disefio de este experimento usamos 10 ratas Zucker delgadas, como grupo
blanco (control sano) y 40 ratas Zucker obesas que se distribuyeron aleatoriamente en otros 4

grupos experimentales, como se detalla a continuacion:

-GRUPO CONTROL-delgadas (LB) (n=10). Ratas delgadas que fueron alimentadas con

dieta estandar.

-GRUPO CONTROL-obesas (OB) (n=10). Ratas obesas que fueron alimentadas con una
dieta estandar.

-GRUPO CELULOSA-obesas (OC) (n=10). Ratas obesas que fueron alimentadas con

una dieta suplementada con celulosa microcristalina al 3,5%.

-GRUPO METILCELULOSA-obesas (OM) (n=10). Ratas obesas que fueron alimentadas

con una dieta suplementada con metilcelulosa al 3,5%.

-GRUPO PLANTABEN-obesas (OP) (n=10). Ratas obesas que fueron alimentadas con

una dieta suplementada con cuticulas de P. ovata al 3,5%.

El periodo experimental fue de 10 semanas, se inicié cuando las ratas contaban con 15
semanas de edad, durante las cuales se realizo un seguimiento diario del consumo de comida

y de bebida, también se determiné semanalmente la evolucion del peso de cada animal.

4. METODOS EXPERIMENTALES

4.1. SACRIFICIO DE LOS ANIMALES Y RECOGIDA DE
MUESTRAS

Al finalizar el periodo experimental, y antes del sacrificio los animales se mantuvieron
en ayunas durante 24 h, con su correspondiente agua de bebida ad /ibitum y posteriormente
se obtuvo sangre de la vena de la cola. Mediante centrifugacién a 4000 r.p.m. 10 minutos se
obtuvo el plasma, que fue alicuotado y congelado a -80°C. En el momento del sacrificio, las
ratas fueron anestesiadas por via intraperitoneal con una dosis de 2,5 ml/kg de equitesina. Se
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realizd una incision en el abdomen hasta visualizar la arteria aorta descendente donde se
procedi6 a la extraccion de sangre, utilizando una jeringa previamente heparinizada.
Posteriormente, se obtuvo el plasma mediante centrifugacion de la sangre a 4000 r.p.m
durante 10 minutos. El plasma obtenido fue alicuotado y congelado a -80°C hasta su analisis

para la determinacion de distintos parametros.

A continuacién, se procedid, rapidamente, a la extraccion de tejido adiposo visceral
(TAV), tejido adiposo epididimal, rifidn, corazéon, e higado para el estudio de los cambios
ponderales de dichos érganos, mediante el analisis de la relacién del peso del érgano y peso
corporal del animal. Los 6rganos fueron lavados con solucion de buffer fosfato salino (PBS)
(composiciéon: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM Na,HPO,, 1,4 mM KH2PO4). Después
fueron secados y pesados, para el estudio de sus cambios morfoldgicos, mediante el analisis
de la relacion del peso del érgano y peso corporal del animal, calculado dividiendo el peso del
dérgano entre el peso corporal del animal en el momento de la muerte. Finalmente, los drganos
fueron divididos en varios fragmentos destinados a distintas determinaciones bioquimicas,
congelados en nitréogeno liquido y mantenidos a -80°C hasta su analisis.

4.2. DETERMINACION DE PARAMETROS PLASMATICOS

4.2.1. LIPIDOS PLASMATICOS

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

4.2.1.a. COLESTEROL PLASMATICO.

Determinacién cuantitativa de colesterol: Principio del método: El colesterol presente

en la muestra origina un compuesto coloreado segun la reaccion siguiente:

. CHE
Esteres colesterol + H,O ———— >~ Colesterol + Acidos grasos
Colesterol + O, % 4-Colestenona + H,0,

POD . S
2H,0, + Fenol + 4-Aminofenazona — >~ Quinonimina + 4H,0
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Reactivos:

- CHE: Colesterol esterasa
- CHOD: Colesterol oxidasa
- POD: Peroxidasa

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de colesterol presente en la

muestra ensayada.

4.2.1.b. TRIGLICERIDOS PLASMATICOS.

Determinacién cuantitativa de triglicéridos: Los triglicéridos incubados con

lipoproteinas (LPL) liberan glicerol y acidos grasos libres. El glicerol es fosforilado por
glicerolfosfato deshidrogenasa (GPO) y ATP en presencia de glicerol quinasa (GK) para
producir glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-difosfato (ADP). El G3P es entonces convertido
a dihidrooxiacetona fosfato (DAP) y perdxido de hidrogeno H,0,) por GPO. Al final, el perdxido
de hidrogeno H,0, reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y p-clorofenol, reaccion catalizada

por la peroxidasa (POD) dando una coloracién roja:

LPL ,
Triglicéridos + H, O ———> Glicerol + Acidos grasos libres

Glicerol quinasa
Glicerol + ATP G3P + ADP

G3P+0, TO- DAP+H,O0,

H, O, + 4-AF + p-Cloro fenol % Quinona + H,0

Reactivos:

- LPL: Lipoprotein lipasa

- GPO: Glicerol-3-oxidasa
- POD: Peroxidasa

- 4-AF: 4-Aminophenazone

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracidon de triglicéridos presentes

en la muestra ensayada.
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4.2.1.c. ACIDOS GRASOS LIBRES PLASMATICOS.

Determinacién cuantitativa de AGL:

ACS
RCOOH + ATP + CoA-SH —— =~ Acyl-CoA + AMP + PPi
ACOD
Acyl-CoA + O, — > 2,3-TRANS-Enoyl-CoA + H,O,
2H,0, + 4-Aminoantipirina + MEHA _— POD - cgiorante Quinoneina + 4 H,O
Reactivos:

-ACS: Acetil-CoA-Sintetasa
-ACOD: Acyl- CoA-Oxido
-POD: Perdxido

La intensidad del pigmento rojo es proporcional a la concentracion de AGL de la muestra. El
acido ascdrbico se elimina de la muestra mediante el éxido de ascorbato.

4.2.2. PARAMETROS PLASMATICOS RELACIONADOS CON LA
RESISTENCIA A LA INSULINA

Para evaluar el grado de resistencia a la insulina en nuestro estudio determinamos la
concentracion plasmatica de glucosa e insulina en ayunas, y determinamos el indice de

resistencia a la insulina (HOMA-IR).

4.2.2.a. GLUCOSA

Las concentraciones plasmaticas de glucosa fueron medidas por técnicas

colorimétricas usando un kit Spinreact (Spinreact, S.A., Espafia).

Determinacién cuantitativa de glucosa: Principio del método: La glucosa oxidasa

(GOD) cataliza la oxidacion de glucosa a acido glucénico. El perdxido de hidrégeno (H,0,;),
producido se detecta mediante un aceptor cromogénico de oxigeno, fenol-ampirona en
presencia de peroxidasa (POD):
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Esteres colesterol + H,0 % Colesterol + Acidos grasos

Colesterol + O, % 4-Colestenona + H,0,

2H,0, + Fenol + 4-Aminofenazona —P% Quinonimina + 4H,0

Reactivos:

-GOD: Glucosa oxidasa
-POD: Peroxidasa
-4-AF: 4-Aminofenazona

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de glucosa presente en la

muestra ensayada.

4.2.2.b. INSULINA

Las concentraciones plasmaticas de insulina fueron cuantificadas mediante el uso de
un kit de ELISA, (Amersham Biosciences, Buckinghamsshire, UK). Los resultados se expresan

como ng/ml.

Principio del método: La técnica de ELISA es un procedimiento de ensayo
inmunoenzimatico. De un modo general se procede a la fijacion de uno de los componentes de
la reaccion inmunoldgica (antigeno o anticuerpo) a un soporte soélido, poniendo luego ese
sistema en contacto con una fase fluida que contiene el reactivo complementario. El complejo
inmunoldgico formado es enfrentado luego a las moléculas capaces de reconocer a sus
componentes mas superficiales, marcadas con una enzima; agregandose posteriormente un
sustrato cromogénico de la enzima marcadora. La existencia de una reaccién inmundlogica se
demuestra y se cuantifica midiendo espectofotométricamente la cantidad de producto

enzimatico resultante.
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Figura 8. Principio del ensayo de determinacién de insulina en plasma por ELISA, basado en la
competicién entre la insulina no marcada de la muestra y una cantidad fija de insulina marcada, por una
cantidad limitada de anticuerpo especifico. Asi la intensidad de color producida es inversamente

proporcional a la cantidad de insulina (no marcada) de la muestra.

4.2.2.c. INDICE DE RESISTENCIA A LA INSULINA HOMA (HOMA-IR)

El HOMA (Homeostasis Model Assessment) es un modelo matematico que permite
realizar estimaciones de resistencia insulinica y funcién de las células beta mediante las
concentraciones de la glucosa y la insulina plasmaticas en ayunas (Matthews y co/s. 1985).

Este indice de resistencia a la insulina se calcula utilizando la férmula siguiente:

HOMA-IR = (insulina x glucosa)/22,5

Donde la insulina se expresa en pU/ml y la glucosa en mmol/L. De acuerdo con este
modelo matematico, un elevado valor de HOMA-IR es indicativo de una baja sensibilidad a la

insulina.
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4.2.3. LEPTINA

La leptina plasmatica fue determinada mediante un kit de enzimoinmunoensayo

(Assay Designs, Inc., Ann Arbor, MI, USA). Los resultados se expresan como ng/ml.

Anticucrpo unido a

Anticuerpo pegado
‘ a la placa

Figura 9. Principio del ensayo de determinacién del ensayo de leptina en plasma por ELISA, donde la placa
estd recubierta por el anticuerpo donde adicionamos la muestra y el estandar. Incubamos durante un
periodo de tiempo determinado y se le afiade un marcador enzimatico, incubamos un determinado tiempo
y una vez transcurrido lavamos la placa y adicionamos un sustrato enzimatico y un cromégeno, que

permitird una reaccion de color, la cual cuantificamos.

4.3. DETERMINACION DE PARAMETROS TISULARES

4.3.1. PRODUCCION DE TNF-a POR EL TEJIDO ADIPOSO
VISCERAL

Preparacién de la muestra:

El TAV obtenido de cada rata fue homogenizado en PBS 1X en proporcion 1:1 (p/v),
usando un homogenizador Heidolph polytron. El homogenado fue incubado a 37°C durante 20
min en agitacion y centrifugado a 15.000 g durante 15 min a 4°C, finalmente se recogié el

sobrenadante.
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La concentracion de TNF-a en el sobrenadante del TAV se determind mediante Kit de

ELISA TNF-a (Diaclone, Inc., Besancon, France).

Anticuerpo pegadoala
YYYYY placa anti-TNF-a

Adicionamos muestra

v
4 que conticne TNF-a

»
F Y
v '
YYYYY
Adicionamos anticuerpeo especifico
(anti-TNF-a de conejo)

Decarmollo de color y
lectura de la placa Adicionamos el

sustrato ? ? \? ‘7{ \‘ff ,,f v Adicionamus HRP-conjugado con
#..;( L IgGanti conejo de cabra
LLLLL X
YYYYY

La concentraccion de TNIMa es
directcamente proporcional a la
intensidad del color

Figura 10. Principio del ensayo de determinacidn de TNF-a en tejido adiposo.

4.3.2. PRODUCCION DE ADIPONECTINA POR EL TEJIDO
ADIPOSO VISCERAL

Preparacién de la muestra:

El TAV obtenido de cada rata fue homogenizado en PBS 1X, usando un homogenizador
Heidolph polytron. Los homogenados se centrifugaron a 15.000 g durante 15 min a 49°C,

finalmente se recogio el sobrenadante.

La concentracién de Adiponectina en el sobrenadante del TAV se determind mediante
Kit de ELISA Adiponectina (B-Bridge International, Inc., CA, USA).
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Figura 11. Principio del ensayo de determinacién de adiponectina en tejido adiposo.

4.3.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO LIPIDICO EN HIGADO

La extraccion de lipidos totales se llevé a cabo mediante el método de Bligh y Dyer
(Blight y cols., 1959).

Preparacién de la muestra:

Cortamos 1,25 g de tejido hepatico, que homogenizamos con 3,75 ml de la mezcla
cloroformo-metanol (1:2). El homogenado fue agitado vigorosamente en un vortex durante 15
minutos y posteriormente afiadimos 1,25 ml de cloroformo y 1,25 ml de agua destilada,
centrifugamos a 3000 r.p.m. para separar las fases. La fase inferior fue transferida a otro
ependorff, mientras que, a la fase superior se volvié a lavar con 1,88 ml de cloroformo,
agitamos y centrifugamos de nuevo a 3000 r.p.m. De nuevo recogimos la fase inferior y la
transferimos al ependorff anterior que contenia la fase inferior de la primera extraccion.
Evaporamos con nitrogeno gas a 55°C y el extracto lipidico fue disuelto en 2 ml de 2-

propanol. La determinacién cuantitativa de triglicéridos y colesterol fue realizada mediante
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métodos colorimétricos descritos anteriormente en los parametros plasmaticos (apartado
3.B.1.1y 3.B.1.2).

4.3.4. DETERMINACION DE PROTEINAS EN TEJIDOS

La cuantificacién de las proteinas en muestras homogeneizadas de los distintos tejidos
se realizé mediante la técnica del acido bicinconinico (D8284-5G sigma-aldrich). Cuando la sal
disédica de este acido reacciona con las proteinas de un tejido, forma un complejo con iones
Cu™? de color purpura intenso cuya absorvancia puede medirse espectrofotométricamente a
540nm.

Reactivos:

-A) Solucidon de acido bicinconinico en medio alcalino (pH=11,25):
- Acido bicinconinico 25 pM
- Na,C03.H,0 0,16 M
- Tartrato sédico 5,7 uM
-NaOH 0,1 M
- NaHCO5 0,1 M
-B) Sulfato de cobre (CuS04.5H,0) 0,16 M
Curva patrén: se preparan soluciones de concentraciones conocidas de albumina

sérica bovina (fracciéon V) a partir de una solucion madre de 1mg/ml mediante diluciones

seriadas de - en agua destilada 6 en solucion salina.

Principio 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 pl de cada muestra o curva patrén, a los
que se le afladen 200 ul de la mezcla A+B y se incuba la placa a 37°C durante 30 min hasta
que se desarrolle el color purpura. Posteriormente se procede a su determinacion
espectrofotométrica a 540nm. La cantidad de proteina se obtiene por interpolacién de los

valores de las muestras en la curva patroén.

66



Material y Métodos

4.3.5. EXPRESION PROTEICA DE LOS RECEPTORES DE
ADIPONECTINA POR WESTERN BLOT EN TEJIDOS

Preparacién de las muestras:

La determinacién se realizd en tejido adiposo visceral e higado que se homogenizaron,
en una proporcién 1:1 (p/v) en el tejido adiposo y 1:10 (p/v) en el higado, con un
homogenizador Heidolph en frio. Los homogenados se centrifugaron a 10.000 r.p.m. durante
5 minutos a 4°C y se recogidé el precipitado al cual le adicionamos 100 pl del tampén de
homogenizacion, centrifugamos a 13.000 r.p.m. durante 20 min a 4°C y recogimos el
sobrenadante. La concentracién de proteinas en el sobrenadante fue determinada por el
método del acido bicinchoninico.

Reactivos:
1. Tampon de homogenizacidn en los distintos tejidos:
Las muestras se homogenizaron en tampén RIPA modificado:

- 50 mM Tris-Hcl

- 1mMEDTA ——p pH 6,8
- 1% Triton x-100

- 0,2% deoxicolato sddico

- 0,2% SDS

- 1 mM PSMF

- 5 ug/ml leupeptina

- 5 pg/ml aprotinina

2. Tampoén de carga:
- 50mM Tris pH=6,8
- 10% Glicerol
- 1% SDS
- 5% 2-Mercaptoetanol
- 5mM EDTA
- 0,007% Azul de bromofenol
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3. Tampédn de lavado (TBS-T):
- 10 mM Tris pH=7,5
- 100mM NacCl
- 0,1% Polioxietilensorbitan-monolaurto (Tween-20)

4. Tampodn de bloqueo: Solucion de leche desnatada en polvo al 5% en TBS-T. En ésta se
disolvieron los siguientes anticuerpos (1:200):

- Anticuerpo policlonal de conejo anti-adipoR1 (Phoenix Pharmaceuticals, Inc., Belmont,
CA, USA).

- Anticuerpo policlonal de conejo anti-adipoR2 (Phoenix Pharmaceuticals, Inc., Belmont,
CA, USA).

Principio de la técnica:

Cantidades equivalentes de proteina (10 ug) de cada muestra para el tejido adiposo
visceral y 20 ug de cada muestra para el higado fueron suspendidas en tampén de carga y
desnaturalizadas mediante ebullicidn durante 5 minutos. Posteriormente fueron separadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 %. Tras su separacion, las proteinas fueron
transferidas a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF, previamente activada con
metanol) a voltaje constante de 35 mV toda la noche a 4°C. A continuacién las membranas se
incubaron en tampén de bloqueo durante 2 horas a temperatura ambiente. Seguidamente se
lavaron con tampdén TBS-T 3 veces cambiando dicha solucion cada 5 minutos y después se
incubaron con el anticuerpo primario anti-adipoR1 y anti-adipoR2 (1/200) por un periodo de 2
horas a temperatura ambiente. Se lavaron de nuevo 3 veces durante 5 minutos en TBS-T y se
incubaron con anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa, diluccion
1/2000 (SantaCruz Biotechnology, Santa Cruz, EE.UU) en TBS-T con leche en polvo desnatada
al 5% durante otras 2 horas a temperatura ambiente. Tras lavar de nuevo las membranas 3
veces durante 5 minutos en TBS-T, la unién al anticuerpo se detecté mediante una incubacién
con ECL (PerkinElmer Life Sciences, Boston) de 1 minuto y se expusieron a una pelicula

autoradiografica para detectar la quimioluminiscencia.
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4.3.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AMPK EN TEJIDOS

Preparacidon de las muestras:

La determinacion se realizé en higado y TAV.
Higado:

El higado se homogenizo en tampon especifico, en una proporcién 1:20 (p/v) con un
homogenizador Heidolph, en frio. Los homogenados de higado se centrifugaron a 8.000 r.p.m.
durante 15 minutos a 4°C y se tomo el sobrenadante.

Tejido adiposo visceral:

Los homogenados de TAV se obtuvieron por homogenizacién en otro tampdn
especifico para dicho tejido en una proporcién de 1:1 (p/v) manteniendo las mismas
condiciones descritas anteriormente. Los homogenados se centrifugaron a 15.000 r.p.m.
durante 30 min a 4°C y se tomo el sobrenadante.

La concentracién de proteinas en todos los sobrenadantes obtenidos fue determinada
por el método del acido bicinchoninico.

Reactivos:
1. Tampon de homogenizacion de higado:

- Tris-Hcl 20 mM pH 8.0

- IGEPAL 1%

- EDTA1mM ———> pH6,8
- EGTA 1mM

- Ortovanadato sédico 1mM

- DTT1mM

- PMSF 1mM

- Aprotinina 2ug/ml

- Leupeptina 2pg/ml
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2. Tampon de homogenizacion de TAV (RIPA modificado) descrito en el apartado 4.3.5.

3. Tampdn de lavado:
- 0,2 M Tris pH=7,6
- 1,37 M NacCl
- 0,1% Polioxietilensorbitan-monolaurto (Tween-20)

4. Tampon de bloqueo: Solucion de leche desnatada en polvo al 5% en TBS-T.

5. Tampdn de anticuerpo primario: Solucion de albumina sérica bovina (BSA) al 5% en TBS-T.
En ésta se disolvieron los siguientes anticuerpos (1:1000):
- Anticuerpo policlonal de conejo anti-AMPK-a (Cell Signling Technology, Inc).

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

Principio de la técnica:

Cantidades equivalentes de proteina (30 pg) de cada muestra fueron suspendidas en
tampdn de carga y desnaturalizadas mediante ebullicion durante 5 minutos, fueron separadas
por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 %. Tras su separacién, las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa a voltaje constante de 100 mV durante 1 hora a
40C, A continuacién las membranas se incubaron en tampén de bloqueo durante 2 horas a
temperatura ambiente. Seguidamente se lavaron con tampdn TBS-T 3 veces cambiando dicha
solucion cada 5 minutos y después se incubaron con el anticuerpo primario anti-AMPK-a vy
anti-fosfo-AMPK-a (1/1000) durante toda la noche a 4°C. Se lavaron de nuevo 3 veces
durante 5 minutos en TBS-T y se incubaron con anticuerpo secundario de cabra anti-conejo
conjugado con peroxidasa, diluccién 1/2000 (SantaCruz Biotechnology, Santa Cruz, EE.UU) en
TBS-T con leche en polvo desnatada al 5% durante otras 2 horas a temperatura ambiente.
Tras lavar de nuevo las membranas 3 veces durante 5 minutos en TBS-T, la unién al
anticuerpo se detecté mediante una incubacién con ECL (PerkinElmer Life Sciences, Boston)
de 1 minuto y se expusieron a una pelicula autoradiografica para detectar la

quimioluminiscencia.
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4.3.7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ACC EN TEJIDOS

Siguiendo el mismo procedimiento de preparacion de muestras de higado y TAV y la
misma técnica de western blot que para la AMPK, se procedido a la determinacion de la
expresion y fosforilacion de la ACC con los siguientes anticuerpos en una diluccién (1:1000):

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

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

4.3.8. ANALISIS DE LA EXPRESION PROTEICA DE FAS EN
TEJIDOS POR WESTERN BLOT

Siguiendo el mismo procedimiento de preparacion de muestras de higado y TAV y la
misma técnica de western blot que para la AMPK, se procedié a determinar la expresion

proteica de FAS con el siguiente anticuerpo en una dilucién (1:1000):

- Anticuerpo policlonal de conejo anti-FAS (Cell Signling Technology, Inc).

4.3.9. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA AKT
EN EL HIGADO

La determinacién se realizé en higado. El higado se homogenizo en tampdn especifico,
en una proporciéon 1:6 (p/v) y con un homogenizador Heidolph, en frio. Los homogenados se
centrifugaron a 15.000 r.p.m. durante 30 min a 4°C y se recogi6 el sobrenadante, donde se

determind la concentracion de proteinas mediante la técnica del acido bicincdnico.
Reactivos:
1. Tampon de homogenizacion de higado:

- 50 mM HEPES pH=7,0

- 100 mM Pirofosfato sédico

- 10 mM EDTA-2 Na
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- 50 mM B-glicerofosfato

- 1% triton x-100

- 100 mM NaF

- 10 mM Vanadato sddico

- 2 mM PMSF

- 0,1 mg/ml Aprotinina
2. Tampoén de lavado:

- 0,2 M Tris pH=7,6
- 1,37 M NacCl
- 0,1% Polioxietilensorbitan-monolaurto (Tween-20)

3. Tampdn de bloqueo: Solucién de leche desnatada en polvo al 5% en TBS-T.
4. Tampon de anticuerpo primario: Solucién de albumina sérica bovina (BSA) al 5% en TBS-T.
En ésta se disolvieron los siguientes anticuerpos (1:1000):

- Anticuerpo policlonal de conejo anti-AKT (Cell Signling Technology, Inc).

- Anticuerpo policlonal de conejo anti-fosfo-AKT (Cell Signling Technology, Inc).

Principio de la técnica:

Cantidades equivalentes de proteina (50 pg) de cada muestra fueron suspendidas en
tampdn de carga y desnaturalizadas mediante ebullicién durante 5 minutos, fueron separadas
por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 %. Tras su separacién, las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa a voltaje constante de 100 mV durante 1 hora a
40C. A continuacién las membranas se incubaron en tampdn de bloqueo durante 2 horas a
temperatura ambiente. Seguidamente se lavaron con tampdn TBS-T 3 veces cambiando dicha
solucién cada 5 minutos y después se incubaron con el anticuerpo primario anti-AKT y anti-
fosfo-AKT (1/1000) durante toda la noche a 4°C. Se lavaron de nuevo 3 veces durante 5

minutos en TBS-T y se incubaron con anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado
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con peroxidasa, dilucciéon 1/2000 (SantaCruz Biotechnology, Santa Cruz, EE.UU) en TBS-T con
leche en polvo desnatada al 5% durante otras 2 horas a temperatura ambiente. Tras lavar de
nuevo las membranas 3 veces durante 5 minutos en TBS-T, la unidn al anticuerpo se detectd
mediante una incubacion con ECL (PerkinElmer Life Sciences, Boston) de 1 minuto y se

expusieron a una pelicula autoradiografica para detectar la quimioluminiscencia.

4.3.10. DETERMINACION DE LA EXPRESION PROTEICA DE LAS
ISOFORMAS DE SREBP EN EXTRACTOS NUCLEARES HEPATICOS

Preparacién de las muestras:

La determinacién se realiz6 en higado. El higado se homogenizo en tampon hipoténico
especifico, en una proporcidon 1:5 (p/v) y con un homogenizador Heidolph, en frio. Los
homogenados se centrifugaron a 15.000 r.p.m. durante 30 min a 4°C y se recogio el
precipitado. Dicho precipitado fue resuspendido en un tampdn con elevada salinidad, durante
30 min en hielo con ayuda de un agitador. Los lisados obtenidos se centrifugaron a 15.000
r.p.m. durante 30 min a 4°C y se recogio el sobrenadante (extractos nucleares) donde se

determind la concentracion de proteinas mediante la técnica del acido bicincdnico.
Reactivos:
1. Tampdn de homogenizacidn hipoténico:

- 10 mM HEPES

- 10 mM KCI

- 0,1 mM EDTA

- 0,1 mM EGTA

- 1mMDTT

1 mM PMSF

2 pg/ml Aprotinina
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- 2 Mg/ml Leupeptina
- 0,5 mg/ml Benzamidina
2. Tampdén de homogenizacion salino:

- 20 mM HEPES
400 mM PMSF
2 pg/ml Aprotinina

2 ug/ml Aprotinina

- 0,5 mg/ml Benzamidina
3. Tampdn de lavado:

- 0,2 M Tris pH=7,6
- 1,37 M NaCl

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

4. Tampon de bloqueo: Solucién de leche desnatada en polvo al 5% en TBS-T.

4. Tampon de anticuerpo primario: Solucion de albumina sérica bovina (BSA) al 5% en TBS-T.
En ésta se disolvieron los siguientes anticuerpos (1:1000):
- Anticuerpo policlonal de conejo anti-SREBP-1c (Santa Cruz Biotechnology, Inc).

- Anticuerpo monoclonal de ratén anti-SREBP-2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc).

Principio de la técnica:

Cantidades equivalentes de proteina (50 pg) de cada muestra fueron suspendidas en
tampdn de carga y desnaturalizadas mediante ebullicion durante 5 minutos, fueron separadas
por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 %. Tras su separacién, las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa a voltaje constante de 100 mV durante 1 hora a
40C, A continuacién las membranas se incubaron en tampén de bloqueo durante 2 horas a
temperatura ambiente. Seguidamente se lavaron con tampoén TBS-T 3 veces cambiando dicha
solucién cada 5 minutos y después se incubaron con el anticuerpo primario anti-SREBP-1c y
anti-SREBP-2 (1/1000) durante toda la noche a 4°C. Se lavaron de nuevo 3 veces durante 5
minutos en TBS-T y se incubaron respectivamente con anticuerpo secundario de cabra anti-

conejo conjugado con peroxidasa o con anticuerpo secundario de cabra anti-ratén conjugado
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con peroxidasa, dilucion 1/2000 (SantaCruz Biotechnology, Santa Cruz, EE.UU) en TBS-T con
leche en polvo desnatada al 5% durante otras 2 horas a temperatura ambiente. Tras lavar de
nuevo las membranas 3 veces durante 5 minutos en TBS-T, la union al anticuerpo se detectd
mediante una incubacion con ECL (PerkinElmer Life Sciences, Boston) de 1 minuto y se

expusieron a una pelicula autoradiografica para detectar la quimioluminiscencia.

4.3.11. ESTADO OXIDATIVO HEPATICO

4.3.10.a. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GLUTATION TOTAL

La determinacion del contenido de glutation (GSH) total se llevd a cabo mediante el
método de la reduccién ciclica DTNB-GSSG descrito por Anderson en 1985 (Anderson, 1985)
(Figura 12). Este método se basa en la oxidacién total del glutation reducido (GSH) presente
en la muestra, a su forma oxidada (GSSG) por el acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB)
con formacion estequiométrica del acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB). El GSSG es reducido por
la accién altamente especifica de la glutation reuctasa (GRD) en presencia de NADPH. La
velocidad de formacion de TNB, con el consiguiente incremento de absorbancia a 412 nm, es
proporcional a la cantidad de GSH total (GSH + GSSG).

DTNB B
\\__7/ ,
GSH _ GSSG
SO
NADPH

Figura 12. Fundamento de la determinacion del glutation total
por el método de Anderson (1985). 1: GRD.

Preparacidon de las muestras:

Para realizar el ensayo las muestras se homogeneizaron en frio en TCA 5 % con un

homogeneizador Heidolph, en proporcién 1:6 (p/v). Después el homogenado se centrifugd a
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4000 r.p.m. durante 10 minutos a 4 °C, utilizando el sobrenadante, convenientemente diluido,

para la determinacion de GSH total.
Reactivos:
1.-Solucion de acido tricloroacético (TCA) al 5 % (p/v).

2.-Tampédn: solucion de fosfato sédico 143 mM y acido etilen-diamino-tetraacético
(EDTA) 6,3 mM (pH = 7,5).

3.-Solucién de B-NADPH 300 uM en el tampén.
4.-Solucion de DTNB 6 mM en el tampdn.
5.-Solucién de GRD en el tampén (15 pl/ml).

6.-Curva patrén: se prepardé una solucién madre de GSH 5 mM, en TCA 5 % y se

hicieron diluciones hasta obtener las concentraciones deseadas para la curva.

Principio de la técnica:

En una placa de Elisa, se adiciond a cada pocillo 5 pl de tampdn, 20 ul de muestra o de
patrén, 20 pl de DTNB, 140 ul de NADPH y se incubd la mezcla 10 minutos a 30 °C. A
continuacion se afadieron 15 pl de la solucién enzimatica de GRD y se procedié a realizar un
seguimiento espectrofotométrico de la variacion de la absorbancia a 412 nm cada 20
segundos durante 3 minutos en Microplate Reader de Benchmark. La concentracion de GSH
total se calcula por interpolacién en la pendiente de la curva patréon previamente obtenida, y

los resultados se expresan como nmol GSH total/g tejido.

4.3.11.b. DETERMINACION DE LA PEROXIDACION LIPIDICA

El grado de peroxidacion lipidica que sufren los tejidos por la accién de los radicales
libres puede ser determinado segin el método descrito por Zingarelli en 1999 (Zingarelli y
cols., 1999).
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Preparacidén de las muestras:

El tejido se homogeneizd, en frio, en KCl 1,15 % en proporciéon 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.

Reactivos:

1. Solucion de KCI 1,15 % (p/v).
2. Solucién de laurilsulfato sédico (SDS) al 8,1 % (p/v).
3. Solucién de acido acético glacial al 20 % (v/v) pH = 3,5.

4. Solucién de acido-2-tiobarbiturico (4,6-dihidroxi-pirimidina-2-tiol) (TBA) al 0,8 %

en acido acético glacial 20 %.

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

ésta se obtuvieron soluciones de distintas concentraciones para construir la curva patron.

Principio de la técnica:

Preparar la mezcla de reaccion en tubos de vidrio con tapdn de rosca. En cada tubo se
afiadieron 750 pl de acido acético glacial 20 %, 750 pl de TBA, 350 ul de agua destilada, 100
HI de la solucion de SDS y 50 pl del sobrenadante de la muestra o de la solucién patrén. Cada
tubo fue agitado, cerrado con su tapdn e incubado durante 1 hora en un bafio a 95 ©°C. La
reacciéon se detuvo colocando los tubos en un bafo de agua-hielo y posteriormente el
contenido de estos tubos se traspasé a tubos eppendorf que se centrifugaron a 3000 g
durante 10 min. Finalmente, el sobrenadante obtenido, se midid espectrofotométricamente a
532 nm en un lector de placas Microplate reader (Benchmarck). El calculo de MDA contenido
en las muestras, se realizd por interpolacién en la curva patron. Los resultados se expresaron
como M MDA/100 mg tejido.
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5. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DEL HIGADO

5.1. TECNICAS REALIZADAS

Inmediatamente después del sacrificio de los animales, se recogieron muestras

tisulares de 3 l6bulos hepaticos:

+ lateral izquierdo | o ’ ]

« medio derecho . \ \\ i -
|

« lateral superior derecho | ‘ \ Al ‘}’

Una muestra de cada lébulo hepatico se sumergié en formol tamponado al 10% y, una
vez fijados los tejidos, se embebieron en parafina. Se obtuvieron secciones tisulares de 3

micrometros que se tiferon con las siguientes tinciones histoldgicas:

* Reaccion de acido peryddico-Schiff (PAS), para valorar la presencia de
glucégeno que toma un color magenta.
« Tricrdmico de Masson, tincidon que nos permite valorar la fibrosis: el tejido

conjuntivo adquiere color verde.

Igualmente, muestras tisulares de cada Iébulo hepatico se sumergieron en Tissue-
Teck O.C.T. compound y se congelaron a -40° C. Del I6bulo hepatico lateral izquierdo se
obtuvieron secciones tisulares por congelacion que fueron sometidas a una postfijacion corta

con formol-calcio y, posteriormente, se tifieron con dos técnicas para identificar lipidos:
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« Tincién de SUDAN NEGRO ESTANDAR, permite la identificacion de ésteres de
colesterol insaturados vy triglicéridos, que toman un color negro-azulado.

« Tincién de SUDAN NEGRO con un pretratamiento con BROMO, para identificar
lipidos observados con el método estandar, lecitinas, acidos grasos libres y

colesterol libre, que adquieren un color negro-azulado.

5.2. SISTEMA DE GRADUACCION HISTOLOGICA

El estudio histopatoldgico de los higados se bas6é en el Sistema de graduacién
histolégica (Histological Scoring System) que Kleiner y co/s. 2005 describieron como vélido
para la evaluacién de la enfermedad del higado graso no-alcohdlico. Las caracteristicas
histoldgicas examinadas hacen referencia a la esteatosis, inflamacién, dafio hepatocelular,
fibrosis y contenido de glucégeno intracitoplasmatico en hepatocitos. El sistema de evaluacién

se detalla a continuacion:

A) GRADO DE ESTEATOSIS
< 5% hepatocitos con lipidos en citoplasma: NO ESTEATOSIS
« 5-33% de hepatocitos con lipidos en citoplasma: ESTEATOSIS LEVE
« > 33-66% de hepatocitos con lipidos en citoplasma: ESTEATOSIS MODERADA
« > 66%de hepatocitos con lipidos en citoplasma: ESTEATOSIS INTENSA

B) INFLAMACION LOBULILLAR:
+ < 2 focos inflamatorios: INFLAMACION LEVE
+ 2-4 focos inflamatorios: INFLAMACION MODERADA

0} VALORACION DE GLUCOGENO EN CITOPLASMA DE HEPATOCITOS:
+ < 5% de hepatocitos: AUSENCIA/ESPORADICO
« 5-33% de hepatocitos: LEVE
+ >33-66% de hepatocitos: MODERADA
e >66% de hepatocitos: INTENSA
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6. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Todos los resultados se expresan como media aritmética + error estandar de la media
(E.E.M) de un determinado nimero (n) de animales. El analisis estadistico de los resultados se
realizé mediante el calculo de la varianza utilizando un ANOVA de una via, seguido del test de
Bonferroni, donde p<0,05 se considerd diferencia significativa estadisticamente. Para llevar a

cabo este analisis se empled el programa estadistico SIGMA STAT.
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A) EFECTO DE LA [INGESTA PROLONGADA DE
DISTINTAS FIBRAS DIETETICAS EN RATAS ZUCKER
OBESAS

Las ratas Zucker obesas son homocigoticas para el alelo fa, (fa/fa), lo que va a dar
lugar a un receptor no funcional de la leptina responsable del desarrollo de obesidad,
hiperlipidemia, hiperinsulinemia e hiperleptinemia, las principales alteraciones funcionales
caracteristicas de este modelo experimental genético de sindrome metabdlico. En cambio, las
ratas heterocigéticas (7a/+), en las que el receptor de leptina es funcional, son delgadas y
mantienen perfiles lipidico, insulinico y leptinémico normales, que hacen adecuado su uso

como control sano en este modelo.

1. VARIABLES MORFOLOGICAS

1.1. PESO CORPORAL E INGESTA DIETETICA

En el modelo experimental de rata Zucker, los animales (fa/fa), presentan obesidad
manifiesta desde la 32 a la 52 semana de vida. Hacia la semana 14, su composiciéon corporal
consta de mas de un 40% de lipidos y ademas desarrollan hipertrofia e hiperplasia
adipocitaria, semejandose a la obesidad humana, por ello la rata Zucker es el modelo mas

conocido y usado de obesidad genética humana de comienzo precoz (Chen y cols., 2005).

Al comienzo del periodo experimental, con 15 semanas de edad, las ratas obesas
presentaban un peso 23% mayor que el de las ratas delgadas (Tabla 7). Tras 10 semanas de
tratamiento, el peso corporal de las ratas (7/g/fa) era 26% mayor que ratas (/a/+). No se
observaron diferencias en el peso corporal entre las ratas obesas del grupo control y del grupo
alimentado con dieta suplementada con celulosa (Tabla 7). Las ratas OM presentaban un 4%
menos de peso comparado con los grupos OB y OC, llegando a ser significativo (p<0,05). Las
ratas OP presentaban una disminucion en su peso corporal comparado con el resto de grupos
de ratas obesas, del 10% frente a OB, 9% respecto a OC y 6% comparado con OM (p<0,05
vs. OB, OCy OM) (Tabla 7).
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En este modelo experimental los animales obesos se caracterizan ademas por
presentar hiperfagia. Al cuantificar la ingesta dietética diaria en los animales obesos, se
observé que ésta era significativamente mayor en relaciéon a la de las ratas delgadas
(p<0,05). Los animales obesos alimentados con las dietas enriquecidas en las distintas fibras
mostraron una menor ingesta con respecto a la de los animales obesos control (p<0,05)
(Tabla 7).

Tabla 7. Efectos de las diferentes dietas en la ingesta y en el peso corporal de las ratas Zucker

obesas.

Grupos LB 0B oc oM oP

Experimentales

Ingesta c a b b b
(g/rata/dia) 21,70+0,76° 25,67+0,60 24,05+0,31 23,83+0,43 23,67+0,51
Peso corporal 353 1.7 75 397,446,7°  398,0£7,0° 397,845,6°  397,4%6,9°
inicial (g)

Peso corporal

388,7+6,59 490+7,4° 486,5+6,5° 472,3+6,3°  440,8+9,1°
final (g)

Grupos experimentales: LB, ratas delgadas control; OB, ratas obesas control; OC, ratas obesas
alimentadas con una dieta suplementada con celulosa; OM, ratas obesas alimentadas con una dieta
suplementada con metilcelulosa; OP, ratas obesas alimentadas con una dieta suplementada con cuticulas
de P. ovata durante 10 semanas. Los valores estan expresados como media =+ EEM (n=10). Entre los

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

1.2. PESO RELATIVO DE LOS ORGANOS

Otra de las caracteristicas de este modelo de sindrome metabdlico es la presencia de
hepatomegalia (el aumento del tamafio del higado, sobrepasando los limites estimados como
normales para cada grupo de edad). En nuestro experimento, las ratas obesas control
presentaron un incremento en el peso del higado de aproximadamente un 40% en relacion a
las ratas delgadas (p<0,001) (Tabla 8). La ingesta de dieta suplementada con celulosa
durante 10 semanas no alteré el peso del higado de las ratas obesas. Las ratas obesas

alimentadas con dieta enriquecida en metilcelulosa mostraron una reduccién significativa tanto
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en el valor del peso del higado como en el de su peso relativo, comparado con los de las ratas
OB y OC (p<0,05) El grupo de ratas OP presentd un menor peso del higado y un menor peso

relativo del mismo en relacidn con los demas grupos de ratas obesas (p<0,01).

Debido a la obesidad que presentan estos animales, el peso del TAV en las ratas OB
estd aumentado en un 80%, y su peso relativo en un 77%, con respecto al de las ratas
delgadas (Tabla 8). Unicamente las ratas que fueron alimentadas con la dieta suplementada
con cuticulas de A. ovata, mostraron una disminucidn significativa en estos parametros con
respecto a los demas grupos de ratas obesas (Tabla 8). Las ratas obesas control mostraban
un mayor peso del corazén asi como una reduccidén en los pesos relativos del corazén y del
rifidn comparados con las ratas delgadas (p<0,001), estos parédmetros morfoldgicos no se

vieron afectados por la suplementacién de la dieta con las distintas fibras dietéticas.

Tabla 8. Peso de los érganos y peso relativo de los mismos con respecto al peso corporal de

las ratas que fueron alimentadas con distintos tipos de fibras.

Grupos

LB oB ocC OM oP
Experimentales
Peso higado (g) 12,3 £0,6° 21,7+0,7° 21,3+0,7° 18,9+0,5° 16,2+0,6°
PR higado 3,15+0,109 4,41+0,12° 4,27+0,10° 4,01+0,08° 3,68+0,11°¢
Peso TAV (g) 2,53+0,08° 12,97+0,60° 13,10+0,59° 12,14+0,56° 10,85+0,32°
PR TAV 0,59+0,02¢ 2,64+0,05%° 2,67+0,04° 2,57+0,05%° 2,49+0,05°
Peso rifién (g) 1,09+0,03* 1,13+0,03* 1,09+0,03° 0,90+0,02° 1,05+0,03?
PR rifién 2,53+0,04® 2,09+0,03° 2,04+0,04* 1,96+0,02° 2,05+0,03°
Peso corazén (g) 0,99+0,01°® 1,08+0,03° 1,06+0,03° 1,04+0,01® 1,04+0,02°
PR corazén 2,30+0,04° 1,99+0,03° 2,00+0,06° 2,15+0,02° 1,95+0,03°

Grupos experimentales:

LB, ratas delgadas control; OB,

ratas obesas control;

OC,

ratas obesas

alimentadas con una dieta suplementada con celulosa; OM, ratas obesas alimentadas con una dieta
suplementada con metilcelulosa; OP, ratas obesas alimentadas con una dieta suplementada con cuticulas
de P. ovata durante 10 semanas. Los valores estan expresados como media =+ EEM (n=10). Entre los
valores que presentan letras distintas, existe diferencia significativa (p<0,05). PR: Peso relativo; TAV:

tejido adiposo visceral.
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2. PARAMETROS BIOQUIMICOS PLASMATICOS
2.1. LIPIDOS PLASMATICOS

La rata Zucker obesa presenta una importante dislipidemia, manifestada por
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia y elevados niveles plasmaticos de AGL. Para
determinar los efectos de las distintas dietas sobre esta alteracion se analizaron las
concentraciones plasmaticas de colesterol total, triglicéridos y AGL en el plasma en ayunas de

los animales de los distintos grupos experimentales.

2.1.1. TRIGLICERIDOS

Al final del experimento, las ratas obesas control presentaban un incremento de un
76% en los niveles plasmaticos de triglicéridos con respecto a las ratas delgadas (p<0,001).
En el grupo OC, no se observaron diferencias con respecto al grupo de ratas obesas control.
Tanto los grupos de ratas OP como OM, mostraron una reduccion en sus niveles plasmaticos
de triglicéridos de aproximadamente un 28%, con respecto al grupo OC (p<0,01) (Figura
14A).

2.1.2. COLESTEROL TOTAL

En las ratas obesas control observamos que las concentraciones plasmaticas de
colesterol eran el doble que las encontradas en las ratas delgadas (p<0,001). En el grupo de
ratas alimentadas con celulosa no se produjeron modificaciones en los niveles plasmaticos de
colesterol total (Figura 14B). Las ratas alimentadas con fibras solubles (OM y OP), presentaron
una disminucion de un 20% 6 de un 21% respectivamente, comparadas con el grupo de ratas
OB (p<0,01) (Figura 14B).

2.1.3. ACIDOS GRASOS LIBRES

La liberacion de AGL desde el tejido adiposo esta generalmente incrementada durante
la obesidad. Como consecuencia, las ratas obesas control mostraron un incremento del 50%
en sus niveles plasmaticos de este pardmetro con respecto a las ratas delgadas (p<0,001). La
ingesta de las dietas suplementadas con los tres tipos de fibra (celulosa, metilcelulosa y
cuticulas de A. ovata produjo una reduccion (de 21%, 38% y 38% respectivamente) en los

niveles plasmaticos de AGL, comparado con las ratas obesas control (p<0,05), siendo mayor
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la disminucion de este parametro en las ratas OP y OM comparadas con las ratas OC

(p<0,001) (Figura 14C).
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Figura 14. Concentracién plasmatica de triglicéridos (TG) (A), colesterol total (COL) (B) y acidos
grasos libres (AGL) (C) en ratas delgadas y obesas alimentadas con dieta control (LB y OB) y en
ratas obesas alimentadas con dietas suplementadas con celulosa (OC), metilcelulosa (OM), o
cuticulas de P. ovata (OP) durante 10 semanas. Los valores estan expresados como media + EEM
(n=10). Entre los valores que presentan letras distinta existe diferencia significativa (p<0,05).

2.2. PARAMETROS RELACIONADOS CON LA RESISTENCIA A
LA INSULINA

Las ratas Zucker obesa, presentan resistencia a la accion de la insulina, que se
manifiesta por elevados niveles de insulina plasmatica. Dependiendo de las colonias, pueden

presentar, eventualmente, una hiperglucemia moderada (Muller y co/s., 1988).
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2.2.1. GLUCOSA PLASMATICA

Nuestros resultados mostraron concentraciones de glucosa plasmatica similares en
todos los grupos de ratas, tanto delgadas como obesas, al final del periodo experimental

(Figura 15A).
2.2.2. INSULINA PLASMATICA

Todos los grupos de ratas obesas mostraron elevadas concentraciones plasmaticas de
insulina comparada con las ratas delgadas (p<0,01), como consecuencia de la resistencia a la
insulina que padecen (Figura 15B). Solamente en las ratas obesas que recibieron la fibra
fermentable y soluble, OP, se observd una disminucidon del 52% en los niveles de insulina
plasmatica con respecto al grupo de ratas obesas alimentadas con dieta control (p<0,001).

La alimentacién con dietas enriquecidas en las otras fibras no produjo variacion en este

parametro.
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Figura 15. Concentraciones plasmaticas de glucosa (GLU) (A), Insulina (B), en ratas delgadas y
obesas alimentadas con dieta control (LB y OB) y en ratas obesas alimentadas con dietas
suplementadas con celulosa (OC), metilcelulosa (OM), o cuticulas de P. ovata (OP) durante 10
semanas. Los valores estan expresados como media = EEM (n=10). Entre los valores que presentan

letras distinta existe diferencia significativa (p<0,05).
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2.2.3. INDICE DE RESISTENCIA A LA INSULINA HOMA

El indice HOMA-IR es un modelo matematico que se emplea como medida de
resistencia a la insulina. La figura 16 muestra los valores de este indice en los distintos grupos
experimentales. Las ratas obesas manifestaron valores mayores de HOMA-IR en relacion con
las ratas delgadas (p<0,0001). Las ratas obesas alimentadas con celulosa y metilcelulosa
mostraron valores de HOMA-IR similares a los de las ratas obesas control. En cambio, el grupo
de ratas alimentadas con cuticulas de P. ovata redujo este parametro en un 39% con respecto

al grupo de ratas obesas control (p<0,05).
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Figura 16. Indice de resistencia a la insulina HOMA (HOMA-IR) en ratas
delgadas y obesas alimentadas con dieta control (LB y OB) y en ratas
obesas alimentadas con dietas suplementadas con celulosa (OC),
metilcelulosa (OM), o cuticulas de P. ovata (OP) durante 10 semanas. Los
valores estan expresados como media £ EEM (n=10). Entre los valores

que presentan letras distinta existe diferencia significativa (p<0,05).

2.3. LEPTINA PLASMATICA

Por la expresidn homocigdtica del alelo 7@ y el receptor defectuoso de leptina
resultante, las ratas Zucker obesas presentan resistencia a la leptina, que se manifiesta con

una marcada hiperleptinemia.
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En nuestro experimento los valores plasmaticos de leptina en las ratas OB eran
aproximadamente 15 veces superiores a los de las ratas delgadas (p<0,001). La ingesta de
las dietas suplementadas con celulosa o metilcelulosa no afectd a este pardmetro en las ratas
obesas con respecto al grupo OB. En cambio, en las ratas OP la leptinemia disminuyd ligera
pero significativamente con respecto al resto de grupos de ratas obesas (p<0,05 vs. OB, OC y
OM) (Figura 17).

Leptina plasmatica
(ng/ml)
g

LB OB oC oM oP

Figura 17. Concentraciones plasmaticas de leptina, en ratas
delgadas y obesas alimentadas con dieta control (LB y OB) y en
ratas obesas alimentadas con dietas suplementadas con celulosa
(0C), metilcelulosa (OM), o cuticulas de P. ovata (OP) durante 10
semanas. Los valores estan expresados como media + EEM
(n=10). Entre los valores que presentan letras distinta existe

diferencia significativa (p<0,05).

3. MARCADORES BIOQUIMICOS EN TEJIDOS INSULINO-
RESISTENTES

3.1. TEJIDO ADIPOSO VISCERAL

El tejido adiposo desempefia un papel crucial en la regulacién de la sensibilidad a la
insulina a través de la liberacion de AGL. En la obesidad se produce un importante incremento
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y la expansién del tejido adiposo. Esta hipertrofia provoca una alteracion en el patrén de
secrecion del adipocito, que implica por un lado, el aumento de factores proinflamatorios como
el TNF-a, que disminuye la sensibilidad a la insulina, y por otro lado la disminucion de la
liberacion de factores antiinflamatorios, entre los que se encuentra la adiponectina, la cual
aumenta la sensibilidad a la insulina. Para valorar los efectos de la ingesta de las dietas
suplementadas con las distintas fibras sobre el TAV analizamos, entre otros parametros, la

produccion de estas dos adipocitoquinas por este tejido.

3.1.1. PRODUCCION DE TNF-a POR EL TEJIDO ADIPOSO
VISCERAL

Los resultados obtenidos en el presente estudio confirman que las ratas obesas control
presentan valores que duplican a los encontrados en las ratas delgadas (p<0,001). La
produccidon de esta citoquina proinflamatoria por el TAV es reducida hasta valores similares a
los de las ratas delgadas, en los grupos de ratas alimentados con metilcelulosa y cuticulas de
P. ovata (p<0,01 vs. OB), mientras que en las ratas que recibieron celulosa, no se observaron

diferencias en este parametro en relacion con las ratas OB (Figura 18).
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Figura 18. Niveles de TNF-a en tejido adiposo visceral (TAV) en ratas delgadas y obesas
alimentadas con dieta control (LB y OB) y en ratas obesas alimentadas con celulosa (OC),
metilcelulosa (OM) o cuticulas de P. ovata (OP) durante 10 semanas. Los valores estan
expresados como media £ EEM (n=10). Entre los valores que presentan letras distinta existe

diferencia significativa (p<0,05).
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3.1.2. PRODUCCION DE ADIPONECTINA POR EL TEJIDO
ADIPOSO VISCERAL

La adiponectina se encuentra disminuida en individuos que presentan obesidad y en
situaciones de resistencia a la insulina. En este sentido la adiponectina secretada por el tejido
adiposo en las ratas obesas control fue 4 veces menor que la producida por las ratas delgadas
(p<0,001). Las ratas obesas alimentadas con dieta enriquecida en celulosa no mostraron
diferencias con respecto a las ratas obesas control en este parametro. En cambio, se observd
un aumento del 44% en la produccién de adiponectina por dicho tejido en los grupos de ratas
OM vy OP (p<0,001 vs. OB) (Figura 19).
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Figura 19. Niveles de adiponectina en el tejido adiposo visceral
(TAV) de ratas delgadas y obesas alimentadas con dieta control
(LB y OB) y en ratas obesas alimentadas con dietas suplementadas
con celulosa (OB), metilcelulosa (OM) o cuticulas de P. ovata (OP)
durante 10 semanas. Los valores relativos estédn expresados como
media £ EEM (n=10). Entre los valores que presentan letras

distintas existe diferencia significativa (p<0,05).
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3.1.3. EXPRESION DE RECEPTORES DE ADIPONECTINA,
ADIPOR1 Y ADIPORZ2, EN EL TEJIDO ADIPOSO VISCERAL

Los receptores de adiponectina, adipoR1 y adipoR2, son los que median las acciones
fisiolégicas de esta adipocitoquina. Analizamos su expresion proteica en el TAV mediante
western blot y nuestros resultados nos indican, que la expresién proteica de ambos receptores
esta regulada negativamente en las ratas obesas control, en relaciéon con el grupo de ratas
delgadas. Sélo en las ratas alimentadas con cuticulas de P. ovata durante 10 semanas, se
observd un aumento significativo en la expresion de ambos receptores, siendo éstas similares
a las encontradas en el TAV de las ratas LB (p<0,01 vs. OB, OC y OM) (Figuras 20A, 20B).
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Figura 20. Expresion proteica de los receptores de adiponectina, adipoR1 (A) y adipoR2 (B) en el tejido
adiposo visceral de ratas delgadas y obesas alimentadas con dieta control (LB y OB) y en ratas obesas
alimentadas con dietas suplementadas con celulosa (OC), metilcelulosa (OM), o cuticulas de AP. ovata (OP)
durante 10 semanas. Los valores relativos estan expresados como media = EEM (n=10) y proceden del
analisis densitométrico en relacion a la B-actina, asignando el valor 1,0 al grupo LB. Entre los valores que
presentan letras distintas existe diferencia significativa (p<0,05).
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3.2. HIGADO

Uno de los principales érganos implicados en la regulacién del metabolismo tanto
glucidico como lipidico es el higado, lo que lo convierte en otro de los tejidos diana afectados

por la resistencia a la insulina.

3.2.1. LIPIDOS HEPATICOS

La acumulacién de lipidos fuera del TAV, particularmente dentro del higado, esta
directamente relacionada con el desarrollo de resistencia a la insulina en este 6rgano. Por ello
analizamos el contenido lipidico en muestras hepaticas procedentes de los distintos grupos

experimentales.

3.2.1.1. COLESTEROL TOTAL

El contenido hepatico de colesterol en las ratas obesas control fue 2 veces mayor que
el de las delgadas (p<0,001). La ingesta prolongada de las dietas suplementadas con celulosa
y metilcelulosa no mejoré este parametro con respecto a las ratas obesas control. Las ratas
obesas alimentadas con cuticulas de P. ovata, mostraron una disminucion del 41%,

comparada con las ratas obesas control (p<0,001 vs. OB) (Figura 21A).

3.2.1.2. TRIGLICERIDOS HEPATICOS

Las ratas obesas control presentaron un incremento del 44% en los niveles de
triglicéridos hepaticos con respecto a las ratas delgadas (p<0,001). Solamente las ratas
alimentadas con cuticulas de AP. ovata, presentaron una reduccion de un 22% en este
parametro en relacién con los valores de las ratas obesas control (p<0,0001 vs. OB, OC y OM)
(Figura 21B).
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Figura 21. Contenido de colesterol total (COL) (A) y triglicéridos (TG) (B) en el higado de ratas delgadas y
obesas alimentadas con dieta control (LB y OB) y en ratas obesas alimentadas con dietas suplementadas
con celulosa (OC), metilcelulosa (OM), o cuticulas de AP. ovata (OP) durante 10 semanas. Los valores
estan expresados como media £ EEM (n=10). Entre los valores que presentan letras distintas existe

diferencias significativas (p<0,05).
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B) EFECTOS DE LA INGESTA PROLONGADA DE UNA
DIETA SUPLEMENTADA CON CUTICULAS DE P. OVATA
EN ORGANOS INSULINO-RESISTENTES

Una vez analizados los resultados obtenidos en el primer tratamiento, observamos una
mejora en todos los parametros analizados en el grupo de ratas alimentadas con cuticulas de
P. ovata. Dado que los resultados observados mostraban un aumento en la expresion proteica
de los receptores de adiponectina, adipoR1 y adipoR2 en el TAV, participando a mejorar la
resistencia a la insulina y una disminucidon en el contenido de lipidos hepaticos, decidimos
profundizar en estos resultados estudiando los principales érganos insulino-resistentes.

1. VARIABLES PONDERALES

Podemos observar que tanto los datos derivados del peso corporal de los animales, la
ingesta y el peso relativo de los 6rganos analizadas ponen de manifiesto las caracteristicas de
este modelo y confirman los resultados obtenidos en el experimento anterior en el grupo de
ratas alimentadas con cuticulas de P. ovata (Tabla 9). El aspecto macroscépico de los higados

de los distintos grupos experimentales se muestra en la figura 22.
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Figura 22. Fotografia ilustrativa del aspecto y tamafio del higado de las ratas de los distintos grupos
experimentales. A, rata delgada control; B, rata obesa control; C, rata obesa alimentada con una dieta

suplementada con cuticulas de P. ovata durante 10 semanas.
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Tabla 9. Efectos de la ingesta de cuticulas de P. ovata en la ingesta, peso corporal, peso de los
dérganos y peso relativo de los mismos con respecto al peso corporal de las ratas Zucker

obesas.

Grupos

Experimentales

LB

OB

oP

Ingesta (g/rata/dia)

Peso corporal inicial (g)

Peso corporal final (g)

Peso higado (g)

Peso relativo higado

Peso TAV (g)

20,71 + 0,76¢
326,6 + 7,7°
426,6 + 4,8°
13,06 + 0,31°¢
3,06 + 0,06°

2,53 £ 0,08°

24,97 +£ 0,52°

420,6 £ 7,6°

537,8 + 16,17

21,85 + 0,92°

4,03 £0,12°

14,53 £ 0,60°

22,69 £ 0,46°
422,6 + 4,92
495,8 + 10,1°
18,61 + 0,28°
3,65 + 0,12°

12,76 + 0,52°

Peso relativo TAV 0,59 £ 0,02° 2,68 £ 0,04° 2,48 + 0,05°

Grupos experimentales: LB, ratas delgadas control; OB, ratas obesas control; OP, ratas obesas
alimentadas con una dieta suplementada con cuticulas de P. ovata durante 10 semanas. Los valores estan
expresados como media £ EEM (n=10). Entre los valores que presentan letras distintas, existe diferencia
significativa (p< 0,05). TAV: tejido adiposo visceral.

2. PARAMETROS BIOQUIMICOS

Las medidas realizadas en plasma demuestran los efectos beneficioso de la fibra
soluble y fermentable, cuticulas de P. ovata, sobre los niveles de triglicéridos, colesterol total,
AGL, glucosa, insulina y leptina plasmaticos. El desequilibrio en la produccién de adiponectina
y TNF-a por el TAV que encontramos en las ratas obesas control se encuentra reestablecido
en las ratas OP, reafirmando los datos obtenidos en el tratamiento anterior (Tabla 10).
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Tabla 10. Efectos de la ingesta de cuticulas de P. ovata en los parametros bioquimicos de las

ratas Zucker obesas.

Grupos

. LB OB oP
Experimentales
Triglicéridos (mmol/I) 0,9 £ 0,07°¢ 4,63 = 0,59° 2,52 £ 0,18°

Colesterol (mmol/l)

AGL (mmol/I)

Glucosa (mmol/I)

Insulina ng/ml

2,23 +0,17°

0,65 + 0,07°¢

9,07 £ 0,25°

0,63 £ 0,22°

6,37 = 0,56°

1,19 + 0,10°

9,27 £ 0,24°

3,10 £ 0,61°

4,89 £ 0,36°

0,77 £ 0,07°

9,17 £ 0,39°

1,88 + 0,19°

Leptina (ng/ml) 7,23 £ 0,89° 93,40 + 5,89° 76,13 + 3,22°

4615 + 474,39°¢ 1686 + 161,247 2317 + 138,27°

Adiponectina (pg/g)

TNF-a (pg/g) 3502,5 + 355,51 6994,9 + 633,89 4702,1 + 396,85"

Grupos experimentales: LB, ratas delgadas control; OB, ratas obesas control; OP, ratas obesas
alimentadas con una dieta suplementada con cuticulas de A. ovata durante 10 semanas. AGL, acidos
grasos libres; TNF-a, factor de necrosis tumoral-a. Los valores estan expresados como media = EEM

(n=10). Entre los valores que presentan letras distintas, existe diferencia significativa (p<0,05).
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3. EFECTOS DE LAS CUTICULAS DE A. OVATA EN
ORGANOS INSULINO-RESISTENTES

Vamos a profundizar en el efecto de las cuticulas de P. ovata sobre la resistencia a la
insulina, para ello nos centramos en el estudio de los principales 6rganos insulino-resistentes:
higado y TAV.

3.1. HIGADO

3.1.1. LIPIDOS HEPATICOS

3.1.1.1. COLESTEROL TOTAL Y TRIGLICERIDOS HEPATICOS

La disminucién en el contenido de lipidos, tanto de colesterol total como de
triglicéridos, a nivel hepatico se pone de manifiesto nuevamente con la ingesta prolongada de
cuticulas de P. ovata en las ratas Zucker obesas en relacién con las ratas OB (p<0,01) (Figura
23).
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Figura 23. Contenido de colesterol total y triglicéridos en el higado de ratas delgadas y obesas
alimentadas con dieta control (LB y OB) y en ratas obesas alimentadas con cuticulas de P. ovata
(OP) durante 10 semanas. Los valores estédn expresados como media £ EEM (n=10). Entre los

valores que presentan letras distintas existe diferencias significativas (P<0,05).
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3.1.2. EXPRESION HEPATICA DE ADIPOR1 Y DE LAS ENZIMAS
AMPK, ACCY FAS

La adiponectina actla a través de sus receptores adipoR1 y adipoR2. Cuando la
adiponectina se une al receptor adipoR1 en el higado, da lugar a la activacion de la AMPK,
reduciendo por tanto las moléculas implicadas en la gluconeogénesis y aumentando la
fosforilacién de ACC y en consecuencia la oxidacion de acidos grasos, a la vez que disminuye
la sintesis de acidos grasos a través de la acido graso sintasa (FAS). Todo ello conduce a una
disminucién en el contenido de triglicéridos hepaticos y al aumento de la sensibilidad a la

insulina.

Para valorar la implicacion del receptor de adiponectina, adipoR1, en la reduccion del
contenido lipidico en el higado, cuantificamos la expresion proteica de este receptor mediante
western blot. Observamos que la expresion proteica de adipoR1 en las ratas OB esta regulada
negativamente comparada con el grupo de ratas delgadas. En las ratas alimentadas con
cuticulas de P. ovata se aprecié un aumento significativo en la expresiéon de dicho receptor
(p<0,05 vs. OB) (Figura 24).

La AMPK es una de las principales enzimas involucradas en el metabolismo glucidico y
lipidico. Analizamos el estado de activacién de esta enzima y de su ruta metabdlica. La
activacion de esta enzima en el higado limita el depdsito de grasa y mantiene la respuesta a la

insulina en este 6rgano.

Analizamos de la misma forma la expresion de las enzimas AMPK y ACC total y de sus
formas fosforiladas, asi como de la enzima FAS. Observamos que no habia diferencias entre
los grupos experimentales en la expresion de la enzima AMPK y ACC en su forma total. La
fosforilacién en el residuo de Thr'’? de la subunidad o (forma activada) de la AMPK estd
disminuida en las ratas obesas control aproximadamente en un 20% comparado con las ratas
delgadas (p<0,01). Del mismo modo la inhibicién de la activacidén de la AMPK fue confirmada
por la disminucién en la fosforilacion de la ACC en el higado de las ratas OB (p<0,01) y con la
siguiente aumento en la expresion de FAS con respecto a las ratas delgadas (p<0,001). En el
grupo de ratas OP vimos que la fosforilacion de AMPK y ACC fue significativamente
incrementada con respecto a las ratas OB (p<0,01) y la expresion de la FAS fue regulada

negativamente hasta valores de las ratas delgadas (p<0,01 vs. OB).
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Figura 24. Expresién proteica del receptor de adiponectina, adipoR1 (A), AMPK-a, p-AMPK-a (B),
ACC, P-ACC (C) y FAS (D) en el higado de ratas delgadas y obesas alimentadas con dieta control

(LB y OB) y en ratas obesas alimentadas con dieta suplementada al 3,5 % con cuticulas de P. ovata

(OP) durante 10 semanas. En (B) y (C) los valores relativos estan expresados como media + EEM

(n=7) y reflejan la relacion densitométrica entre la fraccion fosforilada de AMPK-a y p-ACC vy el

total de la proteina AMPK y ACC respectivamente, asignando el valor de 1,0 al grupo LB. En (A) y

(D) los valores relativos estan expresados como media £ EEM (n=7) y proceden del analisis

densitométrico en relacion a la B-actina, asignando el valor 1,0 al grupo LB. Entre los valores que

presentan letras distintas existe diferencia significativa (p<0,05).
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3.1.3. ANALISIS DE LA EXPRESION PROTEICA DE LOS
FACTORES DE TRANSCRIPCION SREBP-1C Y SREBP-2

Las proteinas transportadoras del elemento regulador de esteroles (SREBP-1c y
SREBP-2) son los factores de transcripcidn mas importantes en la lipogénesis de novo a nivel
hepatico. Juegan un papel muy importante en el desarrollo del higado graso. Quisimos
comprobar la expresion de ambos factores en nuestro modelo experimental de sindrome
metabdlico, ya que los niveles de estas proteinas se encuentran sobre-expresados en modelos
de animales con resistencia a la insulina (Shimomura y co/s., 1999; Yahagi y co/s., 2002).
Observamos que la expresidon hepatica de SREBP-1c y SREBP-2 se encuentra aumentada en
las ratas obesas control con respecto a las ratas delgadas (p< 0,05). Las ratas alimentadas
con la dieta suplementada con cuticulas de A. ovata presentaron un descenso importante en la
expresion de estos factores de transcripcion con respecto a las ratas OB, alcanzando un perfil

similar al de las ratas LB (Figura 25).
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Figura 25. Expresion proteica de las proteinas transportadoras del elemento regulador de esteroles,
SREBP-1c (A) y SREBP2 (B) en el higado de ratas delgadas y obesas alimentadas con dieta control (LB y
OB) y en ratas obesas alimentadas con dieta suplementada al 3,5 % con cuticulas de P. ovata (OP)
durante 10 semanas. Los valores relativos estan expresados como media = EEM (n=7) y proceden del
analisis densitométrico en relacién a la B-actina, asignando el valor 1,0 al grupo OB. Entre los valores que

presentan letras distintas existe diferencia significativa (p<0,05).
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3.1.4. EXPRESION PROTEICA DE LA ENZIMA AKT

Otra enzima implicada en el metabolismo de la glucosa es la enzima AKT, que
participa en muchas acciones de la insulina a nivel intracelular. Pretendimos estudiar si existia
alguna alteracion en el higado a nivel de la via de sefializacidn de la insulina que pudiera estar
implicada en la esteatosis hepatica, ya que varios experimentos en modelos animales han
identificado cambios en la expresién 6 la actividad de moléculas relacionadas con la cascada
de senalizacion de la insulina en el higado como consecuencia de una administracién aguda de
lipidos (Ye y cols., 2002).

Medimos los niveles de la expresién de la proteina AKT en su forma total y fosforilada
(activa). La expresion de AKT total en el higado de las ratas OB es similar a la que presentan
las ratas delgadas (Figura 26). En cambio, observamos una disminucion de un 15% en la
forma fosforilada de las ratas OB comparado con las LB. En las ratas obesas alimentadas con
cuticulas de P. ovata durante 10 semanas observamos un aumento en los niveles de la
expresion de la proteina p-AKT, alcanzando practicamente los niveles encontrados en las ratas
delgadas (p<0,05) (Figura 26).
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Figura 26. Expresidon hepatica de la proteina AKT y de la fraccién fosforilada de la misma (p-
AKT) en ratas delgadas y obesas alimentadas con dieta control (LB y OB) y en ratas obesas
alimentadas con dieta suplementada al 3,5 % con cuticulas de A. ovata (OP) durante 10
semanas. Los valores relativos estdn expresados como media £ EEM (n=7) y reflejan la
relacion densitométrica entre la fraccidn fosforilada de AKT y el total de la proteina,
asignando el valor de 1,0 al grupo LB. Entre los valores que presentan letras distintas existe
diferencias significativas (P<0,05).
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3.1.5. EXPRESION DE ADIPOR2

El receptor adipoR2 en el higado, mediante la adiponectina, se ha visto que activa al
receptor activador de proliferacion de los peroxisomas a (PPARa), el cual incrementa la
oxidacion de acidos grasos e inhibe el estrés oxidativo a nivel hepatico. Para evaluar la
participacion del adipoR2 en las alteraciones hepaticas de este modelo experimental,

cuantificamos su expresion mediante western blot.

La expresion de adipoR2 en las ratas OB esta regulada negativamente comparada con
el grupo de ratas delgadas. En las ratas alimentadas con cuticulas de P. ovata se aprecié un

aumento significativo en la expresién de dicho receptor (p<0,05 vs. OB) (Figura 27).
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Figura 27. Expresion proteica del receptor de adiponectina, adipoR2 en el
higado de ratas delgadas y obesas alimentadas con dieta control (LB y OB) y
en ratas obesas alimentadas con una dieta suplementada al 3,5 % con
cuticulas de P. ovata (OP) durante 10 semanas. Los valores relativos estan
expresados como media £ EEM (n=7) y proceden del analisis densitométrico
en relacién a la B-actina, asignando el valor 1,0 al grupo LB. Entre los valores

que presentan letras distintas existe diferencia significativa (p<0,05).
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3.1.6. MARCADORES DEL ESTADO OXIDATIVO HEPATICO

Dada la relacion entre la expresion de adipoR2 y el estrés oxidativo, analizamos la
cantidad del antioxidante enddgeno GSH y los niveles hepaticos de TBARS, expresado como
MDA, como indicador de peroxidacion lipidica.

El contenido hepatico de GSH fue significativamente disminuido en las ratas OB
comparado con las ratas delgadas (p<0,0001) (Figura 28A). La ingesta dietética de cuticulas
de P. ovata produce un incremento significativo en este pardmetro comparado con las ratas
obesas control, llegando a concentraciones similares a las encontradas en las ratas delgadas
(Figura 28A). Las ratas obesas presentaron una peroxidacion lipidica expresada como
concentracion de MDA un 29% superior a la de las ratas delgadas (p<0,05). En las ratas
alimentadas con cuticulas de P. ovata se observa una reduccién de un 19% en las

concentraciones hepaticas de MDA comparado con las ratas obesas control (Figura 28B).
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Figura 28. Contenido de glutation (GSH) (A) y concentracidon de malonildialdehido (MDA) (B) en higado en
ratas delgadas y obesas alimentadas con dieta control (LB y OB) y en ratas obesas alimentadas con dieta
suplementada al 3,5 % con cuticulas de A. ovata (OP) durante 10 semanas. Los valores se expresan como
media £ EEM (n=7-8). Entre los valores que presentan letras distintas existe diferencia significativa
(p<0,05).
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3.1.7. ESTUDIO HISTOLOGICO

Se analizo el dafio hepatico y la acumulacion de lipidos en las muestras de higados de
los grupos de ratas OB y OP, en relacion con la histologia normal que presentaban las ratas
delgadas para poner de manifiesto el grado de esteatosis y dafio hepatico en la rata Zucker
obesa y el efecto de la ingesta de la dieta suplementada con cuticulas de A. ovata. En la tabla

11 se resumen los resultados de las distintas caracteristicas histopatoldgicas examinadas.

ESTEATOSIS HEPATICA

Con la tincién de sudan negro estandar la grasa adquiere un color negro-azulado, que
nos permite evaluar el grado de esteatosis hepatica en cada grupo de ratas. En el grupo de
ratas delgadas no se observa presencia de grasa, siendo esta muy abundante en el grupo de
ratas obesas control. La esteatosis en las ratas OP fue moderada, encontrando menor niimero
de hepatocitos con lipidos en el citoplasma respecto a las ratas OB (Figura 29). Estos
resultados se confirman en la tincion de sudan negro con pretratamiento con bromo (Figura
30).
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~ -AUSENCIA DE GRASA

" _ESTEATOSIS INTENSA
4 (Identificacién de grasa A )

-ESTEATOSIS MODERADA
" (Identificacién de grasal )

Figura 29. Imagenes de microscopia Optica representativos de rata delgada (LB 100X) (A), rata obesa
control (OB 100X) (B), y rata obesa alimentada con dieta suplementada al 3,5 % con cuticulas de A.
ovata durante 10 semanas. (OP 76X) (C). Esteatosis hepatica (. A). (Tincion Sudan-negro).
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-AUSENCIA DE GRASA

-ESTEATOSIS INTENSA
(Identificacién de grasa a )

-ESTEATOSIS MODERADA
{Identificacion de grasaa)

Figura 30. Imagenes de microscopia dptica representativos de rata delgada (LB 50X) (A), rata obesa
control (OB 37X) (B), y rata alimentada con dieta suplementada al 3,5 % con cuticulas de P. ovata
durante 10 semanas. (OP 30X) (C). Esteatosis hepatica (. A). (Tincion Sudan-negro con pretratamiento

con bromo).
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DANO HEPATICO

El dafio hepatico de las muestras de higado procedentes de los distintos grupos

experimentales se ha valorado atendiendo a dos parametros:
- Balonizacién de los hepatocitos
- Fibrosis (componente de un dafio hepatico crénico)

La tincién PAS, permitié detectar la presencia de glucdégeno y la balonizacion de los
hepatocitos, indicativas del dafio hepatico. Frente a las ratas LB, en las que no habia dafio
hepatico segin este paramentro (ausencia de glucégeno y nula balonizacion de los
hepatocitos), los higados de las ratas OB se caracterizaron por una presencia leve de
glucégeno acompafiada de un importante grado de balonizacién. Esta afecté a una menor
proporcion de los hepatocitos de los higados de las ratas OP, que ademas mostraron una

menor acumulacién de glucégeno en comparacién con los de las ratas OB (Figura 31).

La tincidon de tricromico de Masson, se empled para valorar la fibrosis hepatica. El
grupo de ratas delgadas mostré un dafio hepatico crénico valorado por una lesién con
intensidad moderada (fibrosis perisinusoidal y fibrosis centrololulillar). Los higados de las ratas
OB se caracterizaron por ausencia de fibrosis, mientras que en los higados de las ratas
alimentadas con cuticulas de P. ovata la fibrosis fue leve (fibrosis perisinusoidal y fibrosis

centrolobulillar) (Figura 32).
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-AUSENCIA DE GI.'UC(:JGENO
-NO BALONIZACION

" -PRESENCIA DE GLUCOGENQ
= (toma color magenta)
.. -MUCHA BALONIZACION (%)

* -PRESENCIA DE GLUCOGENO
~ (toma color magenta)
-POCA BALONIZACION (*)

Figura 31. Imagenes de microscopia Optica representativos de rata delgada (LB 100X) (A), rata obesa
control (OB 30X) (B), y rata obesa alimentada con dieta suplementada al 3,5 % con cuticulas de P. ovata
durante 10 semanas (OP 25X) (C). Balonizacién hepatocitaria ( %), Acumulacién de glucégeno. (Tincién
PAS).
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-FIBROSIS centrolobulillar
moderada

: -NO FIBROSIS

. - o
KRS

-FIBROSIS centrolobulillar leve

Figura 32. Imagenes de microscopia Optica representativos de rata delgada (LB 100X) (A), rata obesa
control (OB 25X) (B), y rata obesa alimentada con dieta suplementada con cuticulas de P. ovata durante

10 semanas (OP 100X) (C). Fibrosis hepatica. (Tincidn Tricromico de Masson).
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INFLAMACION

La inflamaciéon hepatica (lobulillar y portal) estaba presente en todos los grupos
experimentales, mostrando una intensidad muy leve (0-2 focos inflamatorios (flechas) en los
higados de las ratas obesas control. Esta inflamacién fue crénica-moderada, con 2-4 focos
inflamatorios, en las ratas delgadas control, mientras que en las ratas OP el grado de la

inflamacion fue leve (> 2 focos inflamatorios) (Figura 33).

—INFLAMACION |0bU|I||EI‘ moderada con -NG INFLAMACION o muy leve con

varios focos inflamatorios en el campo focos inflamatorios en el campo
(=)

-INFLAMACION lobulillar leve con un
foco inflamateorio en el campo (=)

Figura 33. Imagenes de microscopia dptica representativos de rata delgada (LB 60X) (A), rata obesa
control (OB 67X) (B), y rata obesa alimentada con dieta suplementada al 3,5 % con cuticulas de P. ovata
durante 10 semanas (OP 50X) (C). Inflamacidn hepatica. Focos inflamatorios (===). (Tincion PAS).
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Tabla 11. Porcentaje de animales que presentaban caracteristicas histoldgicas relacionadas

con esteatosis y dano hepatico en los distintos grupos experimentales.

% de animales que presentan la caracteristica

Graduacion LB oB oP
<5% 100 0 16,7
Grado de 5-33% 0 0 33,3
esteatosis >33-66% 0 16,7 50
>66% 0 83,3 0
L, No 66,7 0 50
Balonizacion
R . Pocos 33,3 0 0
(injuria hepatocito)
Muchos 0 100 50
. . Ausente 0 100 50
Fibrosis
Presente 100 0 50
No focos 0 0 16,7
Inflamacion <2 focos 100 33,3 83,3
lobulillar 2-4 focos 0 66,7 0
>4 focos 0 0 0
Ausente 100 0 0
B Leve 0 16,7 50
Glucégeno
Moderado 0 83,3 50
Intenso 0 0 0

Grupos experimentales: LB, ratas delgadas control; OB, ratas obesas control; OP, ratas obesas

alimentadas con una dieta suplementada con cuticulas de P. ovata durante 10 semanas.
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3.2. TEJIDO ADIPOSO VISCERAL

3.2.1. EXPRESION DE RECEPTORES DE ADIPONECTINA,
ADIPOR1 Y ADIPOR2, EN EL TEJIDO ADIPOSO VISCERAL

Los resultados obtenidos en el tratamiento anterior se confirmaron nuevamente en
este tratamiento (Figura 34).
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Figura 34. Expresion proteica de los receptores de adiponectina, adipoR1 (A) y adipoR2 (B) en el
tejido adiposo visceral de ratas delgadas y obesas alimentadas con dieta control (LB y OB) y en ratas
obesas alimentadas con dieta suplementada al 3,5 % con cuticulas de AP. ovata (OP) durante 10
semanas. Los valores relativos estan expresados como media + EEM (n=10) y proceden del analisis
densitométrico en relacion a la B-actina, asignando el valor 1,0 al grupo LB. Entre los valores que
presentan letras distintas existe diferencia significativa (p<0,05).
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3.2.2. EXPRESION DE AMPK TOTAL Y FOSFORILADA

Para valorar la activacion de esta enzima en el TAV, analizamos tanto la expresion
total de la subunidad O como la de su fraccion fosforilada en Thr!’? (activada), mediante
western blot. Se observé una reduccion significativa en la fosforilacidn de la AMPK en las ratas
obesas control comparadas con los niveles que presentan las ratas delgadas (p<0,05 vs. OB),
mientras que la expresion total de la misma permanecié constante. Las ratas Zucker obesas
alimentadas con cuticulas de A. ovata, mostraron un aumento en la fosforilacion de la AMPK
del 52% con respecto a las ratas obesas control (P<0,01) restaurandose la activacion de esta
via (Figura 35).
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Figura 35. Expresion proteica de la enzima AMPK en su forma constitutiva y en su
forma fosforilada en el TAV de ratas delgadas y obesas alimentadas con dieta control
(LB y OB) y en ratas alimentadas con una dieta suplementada al 3,5 % con cuticulas de
P. ovata (OP) durante 10 semanas. Los valores relativos estan expresados como media
+ EEM (n=10) y reflejan la relacidon densitométrica entre la fraccidn fosforilada de la
AMPK vy el total de la proteina, asignando el valor 1,0 al grupo LB. Entre los valores

que presentan letras distintas existe diferencia significativa (p<0,05).
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3.2.3. EXPRESION DE ACC TOTAL Y FOSFORILADA

La expresion de la enzima en su forma constitutiva, permanecié constante, en todos
los grupos experimentales. Las ratas obesas control presentaron un menor grado de
fosforilacién comparado con el de las ratas delgadas (p<0,05). Los valores de p-ACC en las
ratas OP presentaron un aumento de un 23% en relacion con las ratas OB (p<0,05) (Figura
36).
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Figura 36. Expresion proteica de la enzima ACC en su forma constitutiva y en su
forma fosforilada en el TAV de ratas delgadas y obesas alimentadas con dieta control
(LB y OB) y en ratas obesas alimentadas con una dieta suplementada al 3,5 % con
cuticulas de P. ovata (OP) durante 10 semanas. Los valores relativos estan expresados
como media =+ EEM (n=10) y reflejan la relacién densitométrica entre la fraccién
fosforilada de la ACC y el total de la proteina, asignando el valor 1,0 al grupo LB.
Entre los valores que presentan letras distintas existe diferencia significativa
(p<0,05).
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3.2.4. EXPRESION DE FAS EN TEJIDO ADIPOSO VISCERAL

Con los resultados obtenidos para las enzimas AMPK y ACC, cabia esperar que la
expresion de la FAS en el TAV de las ratas obesas control se encontrara aumentada con
respecto a la de las ratas delgadas control, y efectivamente, se observd incremento de la
expresion de la FAS en TAV de ratas OB en un 47% con respecto a las LB (P<0,01). La
expresion de esta proteina en el TAV de las ratas alimentadas con cuticulas de P. ovata,
disminuyé significativamente con respecto a la de las ratas OB (p<0,001), siendo similar a la

encontrada en las ratas delgadas (Figura 37).
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Figura 37. Expresion proteica de la enzima FAS en el tejido adiposo visceral de ratas
delgadas y obesas alimentadas con dieta control (LB y OB) y en ratas obesas
alimentadas con una dieta suplementada al 3,5 % con cuticulas de P. ovata (OP) durante
10 semanas. Los valores relativos estan expresados como media £ EEM (n=10) y
proceden del analisis densitométrico en relacién a la B-actina, asignando el valor 1,0
al grupo LB. Entre los valores que presentan letras distintas existe diferencia

significativa (p<0,05).
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Discusion

Promover un estilo de vida saludable, con la practica periddica de una actividad fisica
moderada y el consumo de una dieta equilibrada, supone una aproximacion alternativa en la
prevencidon y el tratamiento no farmacoldgico del sindrome metabdlico (Cereal Foods World
2001; Jones y cols., 2006; Cummings y co/s., 2009; Codex Alimentarius Commission 2008;
Aleixandre y col/s., 2008; Galisteo y cols., 2008). Entre las recomendaciones dietéticas
promovidas para controlar las alteraciones metabdlicas encuadradas dentro de este sindrome
destaca la ingesta de una dieta rica en fibra dietética, ya que este componente alimentario
reduce la ganancia de peso, disminuye la dislipidemia y la hipertension y mejora la
sensibilidad a la insulina.

En investigaciones previas, nuestro grupo puso de manifiesto que la ingesta de una
dieta suplementada en un 3,5% con cuticulas de A. ovata durante 25 semanas, prevenia o
disminuia la aparicion de hipertensién, dislipidemia, obesidad e hiperinsulinemia en ratas
Zucker obesas de 6 semanas en las que las alteraciones caracteristicas del sindrome
metabdlico aun no se habian desarrollado en su totalidad. Observamos ademas una mejoria
importante en el desequilibrio en la produccion de adipocitoquinas por el tejido adiposo propio
de este modelo, al encontrar una menor produccion de citoquinas inflamatorias como el TNF-a
y un aumento en la secrecidon de adiponectina (Galisteo y cols., 2005). Tratando de ahondar
en las propiedades beneficiosas de esta fibra (constituida por polisacaridos complejos como
arabinosa, manosa y acidos uroénicos, y que contiene mayoritariamente fibra soluble vy
fermentable), nos propusimos analizar sus posibles efectos beneficiosos en un modelo de
sindrome metabdlico con alteraciones claramente establecidas. Ademas, para arrojar luz sobre
los posibles mecanismos implicados en las acciones de esta fibra sobre la homeostasis
energética y las alteraciones metabdlicas presentes en este modelo experimental, decidimos
comparar sus efectos con los producidos por la ingesta de dietas suplementadas con otras
fibras dietéticas dotadas de propiedades diferentes de solubilidad y fermentabilidad.
Concretamente, realizamos estudios con dietas suplementadas al 3,5% en celulosa
microcristalina, el compuesto mas abundante de las paredes celulares de las plantas y
considerado fibra insoluble, o en metilcelulosa, una fibra dietética obtenida por alteracion
quimica de la celulosa mediante la sustitucién de atomos de H por radicales CH3, con

propiedades de fibra soluble y no fermentable.
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1. MODELO EXPERIMENTAL DE SINDROME
METABOLICO: RATA ZUCKER OBESA

Seleccionamos para nuestras investigaciones la rata Zucker obesa (7/a/fa) como
modelo de sindrome metabdlico, pues presenta las alteraciones propias de este sindrome en
humanos. Utilizamos ratas Zucker macho (75/fa) de 15 semanas de edad, en las que ya
estaban instaurados desérdenes metabdlicos como obesidad, hiperlipidemia, resistencia a la
insulina e hipertensién moderada en relacion con las ratas delgadas (fa/+) de la misma edad.
La mayor parte de estas alteraciones se incrementaron a lo largo de las 10 semanas de

periodo experimental.

1.1. PESO CORPORAL E INGESTA

Al iniciar nuestros experimentos, las ratas (/g/fa) ya eran manifiestamente obesas con
un peso corporal entre un 21-23% superior al de las ratas (7/g/+), valor que al final del
periodo experimental se incrementd hasta un 26-27%. La rata Zucker obesa (Zucker Fatty
Rat) surge como resultado de cruzar ratas de las cepas Merck Stok M y Sherman, y se
caracteriza por presentar un fenotipo obeso vinculado a la mutacidn heredada con caracter
autosdémico recesivo “fatty” (fa) (Zucker y Zucker, 1968), que afecta al receptor para la
leptina Ob-R, en el que el resto de glutamina de la posicidon 268 es sustituido por otro de
prolina (Chua y co/s., 1996). Como consecuencia de esta mutaciéon, el receptor Ob-R
experimenta una disfuncién que se traduce tanto en una disminucion en el numero de
receptores expresados en la superficie celular como en la alteracion en la cascada de
sefializacion intracelular mediada a través de su activacién, dando lugar a una marcada
resistencia a la accién de la leptina, aunque dicha mutacién no implica una ausencia total del
efecto de esta molécula (Crouse y col/s., 1998; Da Silva, y co/s., 1998). Los animales
homocigotos para el alelo fa (fa/fa) muestran obesidad manifiesta entre la 32 y la 5@ semana
de vida. Cuando alcanzan las 14 semanas de edad su contenido lipidico supone mas del 40%
de su composicion corporal. En cambio, las ratas con genotipo dominante (+/+) Yy
heterocigdtico (fa/+) no presentan obesidad, y se consideran controles sanos (Arias-Diaz y
cols., 2007). Las ratas Zucker obesas desarrollan procesos de hiperplasia e hipertrofia
adipocitaria (Johnson y co/s., 1971), dando lugar a un crecimiento anormal del tejido adiposo

desde su primera semana de vida, antes de que se produzca ningln exceso en la ingesta. Este
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hecho es indicativo de una alteracion en los mecanismos de homeostasis energética en estos
animales desde su nacimiento (Boulange y cols., 1979), y que se agrava con la edad. La
hiperfagia es uno de los principales factores para la formacion de depdsitos lipidicos en las
ratas (fa/fa), si bien no es el Unico que interviene (Argiles y cols., 1989). Asi, se ha observado
que aunque la restriccién de comida durante toda la vida consigue reducir el peso corporal de
estos animales, las ratas Zucker obesas conservan siempre una proporcion de lipidos
aproximadamente del 50% del peso corporal, frente al 20% que presentan las ratas Zucker
delgadas de la misma camada (Cleary y cols., 1980), lo que apunta a la contribucion de otros

mecanismos en el desarrollo de la obesidad en este modelo.

En nuestros experimentos observamos que la ingesta dietética de los animales obesos
fue desde el inicio un 15% superior a la de las ratas delgadas, diferencia que se mantuvo
estable durante las 10 semanas del periodo experimental. Este hecho se puede atribuir a la
hiperfagia propia de este modelo experimental, que es mas notoria durante las primeras
semanas de vida, estabilizandose aproximadamente hacia la semana 10. En ese momento
cobran mayor importancia otros mecanismos en el desarrollo de la obesidad (Vasselli y co/s.,
1985). Dado que en nuestros estudios empleamos animales de 15 semanas, la mayor ingesta
en las ratas obesas con respecto a las ratas delgadas responde al comportamiento hiperfagico,
que sigue siendo patente a esta edad, si bien el hecho de que se mantuviera estable durante
todo el periodo experimental encaja con la estabilizaciéon de esta alteracién al alcanzar la edad
adulta. Esta hiperfagia tiene su origen en el deterioro de las acciones de la leptina (por la
mutacion genética de su receptor) y el control de la ingesta, que es uno de sus principales

efectos, resulta comprometido (Niswender y co/s., 2001).

1.2 ALTERACIONES BIOQUIMICAS EN PLASMA

Como era de esperar teniendo en cuenta la mutacion que presentan en el receptor Ob-
R, los niveles plasmaticos de leptina en las ratas obesas eran unas 15-20 veces superiores a
los encontrados en las ratas delgadas. Este aumento en la produccién de leptina en las ratas
obesas se produce para compensar su defecto funcional en el receptor Ob-R, aunque, pese a
producirse, la leptina no llega a ejercer de forma eficaz sus efectos (Houseknecht y cols.,
1998). La funcién principal de esta molécula consiste en regular el balance energético (Zang y
cols., 1994), controlando la secrecion de insulina desde las células B-pancreaticas e inhibiendo

su sintesis y liberacién en funcién de las necesidades determinadas por la cantidad de grasa
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almacenada. A su vez, la insulina estimula la sintesis y secrecidn de leptina por el tejido
adiposo (Seufert y cols., 2004). El defecto en la sefalizacion de la leptina sobre las células B-
pancreaticas da lugar a una mayor secrecién de insulina, que estimula la liberacidn de leptina,
provocando un agravamiento de la resistencia a esta ultima (Seufert y cols., 2004). El
aumento en la secrecidon de insulina origina un incremento de la lipogénesis en el tejido
adiposo y de la actividad enzimatica lipoproteinlipasa (LPL), promoviendo una acumulacion
lipidica intracelular y el crecimiento de este tejido. El aumento en la sintesis lipidica, junto con
el excesivo aporte exdgeno de nutrientes a través de la dieta, acarrea la apariciéon de
lipotoxidad, que determina que en los tejidos insulinodependientes se reduzca la accién de la
insulina provocando resistencia a la misma (Argiles y co/s., 1989; Unger y co/s., 2003). Esta
resistencia promueve de forma compensatoria una mayor liberacién de insulina, lo que
acompafiado por un menor aclaramiento de la hormona a nivel hepatico, da lugar a
hiperinsulinemia. La aparicidon de altos niveles plasmaticos de insulina en la rata Zucker obesa
ocurre alrededor de la 32 semana de vida. Otros estudios han puesto de manifiesto que a la
edad del inicio de nuestros experimentos (15 semanas), las ratas Zucker obesas presentan
una marcada hiperinsulinemia, con valores plasmaticos de esta hormona en ayunas 8 veces
superiores a los de las ratas delgadas (Rivera y co/s., 2008; 2009). Esos elevados valores de
insulinemia se incrementaron con la edad, pues al finalizar el periodo experimental de

nuestros estudios eran unas 12 veces mas altos que los de las ratas delgadas.

También comprobamos que el plasma de las ratas (fa/fa) presentaba un contenido en
AGL, triglicéridos y colesterol muy superior al de las ratas (/a/+), lo que le conferia en muchas
ocasiones un aspecto lechoso. Existe un desequilibrio entre la sintesis y la oxidacion de lipidos
en el higado de estos animales (Chanussot y co/s., 1983), acompafiado de una menor
oxidacién de AGL en los tejidos (Wang y cols., 1984). 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 captacidon de glucosa, la insulina
induce en las células de tejidos insulino-resistentes la expresién de enzimas lipogénicas
mediante la activacion del factor de transcripcion lipogénico SREBP-1c, dotando a la célula de
la maquinaria 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 sintetizados, mas los aportados por la
dieta, circulan en grandes cantidades por el torrente sanguineo. Ademas, al existir resistencia
a la leptina, el papel protector que esta molécula ejerce sobre el proceso favoreciendo la

oxidacion de los AGL (Unger y cols., 2003) a través del incremento de la actividad de la AMPK,
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e inhibiendo la expresion de los factores de transcripcion lipogénicos (principalmente SREBP-
1c) queda anulado, lo que determina un aumento de la acumulacién de lipidos en tejidos no
adiposos, como higado y musculo esquelético, contribuyendo a las alteraciones metabdlicas
del sindrome (Kakuma y co/s., 2000).

La concentracion plasmatica de glucosa en ayunas de las ratas Zucker (fg/fa) fue
similar o ligeramente superior a la que presentaban las ratas (/3/+) dependiendo de las
investigaciones realizadas. La hiperglucemia que presentan estos animales, a diferencia de
otros como los ratones (db/db) y (ob/ob), es discreta o inexistente, variando segun las
camadas. Esto hace que su utilidad como modelo experimental de diabetes de tipo 2 sea
cuestionable. Sin embargo, presenta, como se ha descrito anteriormente, otras
complicaciones metabolicas similares a las descritas en el sindrome metabdlico humano, como
la hiperinsulinemia secundaria a la resistencia periférica a la insulina, que va a afectar a otros
tejidos dependientes de esta hormona como musculo esquelético e higado (Argilés y cols.,
1989).

1.3 ALTERACIONES EN TEJIDOS INSULINO-RESISTENTES

Una de las principales consecuencias de la resistencia a la leptina en este modelo es el
importante crecimiento del tejido adiposo visceral. En nuestros experimentos, como era de
esperar, al final del periodo experimental, el peso de este tejido en las ratas obesas fue un
80% superior al de las delgadas. Hoy se conoce que ademas de la tradicional funcién de
deposito de energia en forma de triglicéridos y la consecuente produccidon de AGL, el adipocito
posee actividad de célula secretora, con la produccion de numerosas moléculas hormonales
llamadas adipocitoquinas que intervienen en la regulacion de la homeostasis energética y la
sensibilidad a la insulina (Mora y co/s., 2002). En la obesidad existe un desequilibrio en la
produccidon de estas adipocitoquinas que desempefna un importante papel en el desarrollo de
las alteraciones que se manifiestan en los tejidos insulino-resistentes. En nuestros
experimentos observamos que existe una importante alteracidon en el patrén de secrecidon de
dos adipocitoquinas muy relacionadas con la sensibilidad a la insulina en las ratas Zucker
(fa/fa). La produccidon de TNF-a por el tejido adiposo visceral de las ratas obesas duplicaba a
la encontrada en las ratas delgadas, mientras que la secrecion de adiponectina disminuia

considerablemente. La secrecién de TNF-a esta correlacionada positivamente con la obesidad
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y la resistencia a la insulina (Ruan y cof/s., 2003; Hotamisligil y co/s., 1993; Hotamisligil y
cols., 2003). El TNF-a deteriora la sefalizacién de la insulina alterando el estado de
fosforilacidon de los sustratos de su receptor, IRS-1 e IRS-2 (Hotamisligil y co/s., 2003) bien de
forma directa o indirecta, a través del incremento de AGL (Ruan y cols., 2003). La menor
produccion de adiponectina también esta asociada con un incremento en la resistencia a la
insulina, y se acompafia ademas por defectos en el metabolismo glucidico y lipidico. La
adiponectina mejora la resistencia a la insulina por incrementar la oxidaciéon de los acidos
grasos (Berg y cols., 2002; Yamauchi T y co/s., 2001) y por suprimir la produccién de glucosa
a nivel hepatico (Combs y cols., 2001; Berg y cols., 2001), acciones que desencadena a
través de sus receptores (Wu y co/s., 2003). En las muestras de tejido adiposo de las ratas
obesas control de nuestro estudio, observamos una disminucidon en la expresién proteica de
los receptores para adiponectina con respecto a las ratas delgadas, lo que da lugar a acciones
menos eficaces de esta adipocitoquina, como se pone de manifiesto con una menor activacion
de la enzima AMPK, con la consecuente disminucién en la fosforilacion e inhibicién de la ACC y
una mayor expresion de la FAS frente al grupo de ratas delgadas, una secuencia de
acontecimientos que contribuye a explicar la mayor produccién de AGL en este modelo de rata
Zucker obesa y su liberaciéon e incremento en el torrente circulatorio, participando en el

agravamiento de la resistencia a la insulina.

El higado es otro tejido con una gran implicacidon en los desdrdenes metabdlicos que
ocurren en el sindrome metabdlico. Desempefia un papel importante en la homeostasis
energética, interviniendo en el control del metabolismo glucidico y lipidico. En nuestros
estudios el peso hepatico de los animales obesos fue un 43% superior al de los delgados,
confirmando la hepatomegalia que ha sido descrita en este modelo experimental por otros
autores (Bach y co/s., 1981; Galisteo y cols., 2005; Rivera y cols., 2008; 2009). Ademas, por
técnicas tanto bioquimicas como histoldégicas observamos que las ratas Zucker obesas
presentaban un contenido hepatico de triglicéridos y colesterol muy superior al de las ratas
delgadas. La esteatosis hepatica esta relacionada con la resistencia a la leptina y con la
pérdida de las funciones de esta molécula (Zhang y col/s., 1994). De hecho, en modelos
experimentales de obesidad inducida por una dieta rica en grasa en roedores sanos, el
crecimiento de la masa de tejido adiposo conduce a un aumento en la produccién de leptina
(Zhang y cols., 2002) y de su concentracién plasmatica, aunque esta molécula ejerce sus
efectos de forma normal y el depdsito ectdpico de lipidos es minimo. Por el contrario, en
animales resistentes a la leptina, el depdsito de lipidos en el higado es mucho mayor, incluso
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cuando son alimentados con una dieta baja en grasa (Lee y cof/s., 2001). Este hecho indica

que la leptina es determinante en el destino del exceso de grasa aportado por la dieta.

Otro parametro que encontramos notablemente alterado en el higado de las ratas
Zucker obesas fue la expresion de los receptores adipoR1 y adipoR2, que se encontraban
disminuidas con respecto a la de las ratas delgadas. Estos receptores juegan un importante
papel en el metabolismo glucidico y lipidico a nivel hepatico. Existen estudios en humanos
donde la expresion de este receptor se encuentra disminuida en pacientes con higado graso
(Shimizu y cols., 2007). Se ha visto que la interaccion de la adiponectina con adipoR1 conduce
a la activacion de la AMPK (Yamauchi y cols., 2002). La actividad de esta enzima se encuentra
disminuida en tejidos de ratas que presentan un defecto en la funcionalidad del receptor de la
leptina (Yu y cols., 2004). En el higado de las ratas Zucker obesas observamos, junto a la
menor expresién de adipoR1, una disminucion en la activacién de la AMPK, con la consiguiente
menor fosforilacién/inhibicién de la ACC y un aumento considerable de la expresion de la FAS
con respecto a las ratas delgadas. Esta secuencia de efectos contribuye a justificar la elevada
concentracion de lipidos existente en este drgano en las ratas obesas de nuestros estudios. A
estas observaciones, tenemos que afiadir que las ratas Zucker obesas presentaban un
aumento en la expresion hepatica de SREBP-1c y SREBP-2 con respecto a las ratas delgadas.
En estos tejidos insulino-resistentes, para favorecer la captacion de glucosa, la insulina induce
en las células la expresién de enzimas lipogénicas mediante la activacion de los factores de
transcripcion SREBP-1c (regulador de la expresion de la mayoria de genes implicados en la
sintesis de triglicéridos) y SREBP-2 (involucrado en la regulacién de la expresion de la mayoria
de genes que intervienen en la sintesis de colesterol), dotando a la célula de la maquinaria
enzimatica 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 (Shimomura y co/s., 1999; 2000). En nuestros experimentos,
este aumento de la expresion hepatica de los factores lipogénicos SREBP-1c y SREBP-2 en las
ratas obesas control transcurre de forma paralela a la disminucién de la activacion por
fosforilacion de la AKT, lo que conlleva un alteracion de la capacidad de la insulina par
suprimir la gluconeogénesis en el higado en estos animales. En este sentido, no hay que
olvidar la estrecha correlacién que existe entre resistencia a la insulina y esteatosis. Incluso,
se ha sugerido que en distintos tipos de resistencia a la insulina en humanos existe una
resistencia insulinica parcial a nivel hepatico que tiene lugar a nivel post-receptorial, con
alteraciones en las vias de sefializacién activadas por la unién de la insulina a sus receptores

en el higado (Semple y cols., 2009). De hecho, paraddjicamente, en ratones con resistencia a
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la insulina se ha observado que tras la unién de esta hormona a sus receptores hepaticos se
ha producido una estimulacidon de la lipogénesis de novo, con la sobre-expresion de factores
lipogénicos como SREBP-1c, mientras tenia lugar una disminucién de la activacion por
fosforilacion de AKT, responsable de la regulacion de la gluconeogénesis hepatica, pese a que
ambas vias de sefializacién se encuentran asociadas a la union de la insulina a sus receptores

en este organo (Brown y Goldstein, 2008).

Por otro lado, en la obesidad y el sindrome metabdlico, el desequilibrio energético y el
aumento de la acumulacién de grasa en el higado generan ROS e inducen estrés oxidativo en
este tejido (Sarafidis y Nilsson, 2006; Mantena y co/s., 2008). En nuestros experimentos, las
ratas Zucker obesas mostraban una disminucion en la concentracién hepética del antioxidante
enddgeno GSH, indicativo de una situacion de estrés oxidativo. Ademads, la acumulacién
hepatica de lipidos proporciona un sustrato adecuado que favorece la peroxidacién, como
pone de manifiesto la elevada proporcion de TBARS en el higado de las ratas Zucker (fa/fa) en
relacion con las (fa/+). La presencia de abundantes lipidos, unido a la menor proteccion
ejercida por la adiponectina, al disminuir la expresién de sus receptores en este érgano, y por
lo tanto la activacion de las vias de sefializacion desencadenadas a través de los mismos,
promueven un ambiente oxidativo en el higado, que a su vez contribuye a la lipotoxicidad

anteriormente descrita.

2. EFECTOS COMPARATIVOS DE LA INGESTA
PROLONGADA DE DISTINTAS FIBRAS DIETETICAS EN
RATAS ZUCKER OBESAS

La ingesta de dietas suplementadas con un 3,5% en cada una de las fibras objeto de
estudio durante 10 semanas arrojo distintos efectos en las ratas obesas Zucker que se
alimentaron con ellas. Asi, observamos una mejora significativa de los principales desérdenes
metabdlicos caracteristicos de este sindrome en los animales alimentados con la dieta
suplementada con cuticulas de P. ovata, encontrando un menor incremento del peso corporal,
una reduccidn de la concentracién plasmatica de lipidos, insulina y leptina, un aumento en la
secrecion de adiponectina y una reduccién en la de TNF-a en el tejido adiposo, junto con una
menor acumulacién de lipidos a nivel hepatico. La dieta suplementada con metilcelulosa

redujo el peso corporal y la hiperlipidemia y mejord la secrecion de adiponectina y TNF-a por
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el tejido adiposo en las ratas obesas. La alimentacion con celulosa microcristalina sélo redujo

de forma significativa los niveles circulantes de AGL.

En los tres grupos de ratas obesas que recibieron durante 10 semanas las dietas
suplementadas con los distintos tipos de fibra se observd un descenso de la ingesta con
respecto al grupo de ratas obesas control. Este efecto puede ser atribuido al hecho de que la
fibra dietética ejerce una accion central sobre la saciedad. Los alimentos ricos en fibra
necesitan mas tiempo para ser masticados, con lo que se produce mas saliva, llevando a una
disminucién en el tiempo entre la ingesta y la sensacion de saciedad. Este efecto es mas
intenso en el caso de las fibras solubles, pues al formar soluciones viscosas producen un
retraso del paso de la comida desde el estémago al duodeno, contribuyendo a incrementar la
saciedad y una disminucién en la energia consumida, lo que puede repercutir, como de hecho
observamos, en nuestros experimentos, en una reduccién en la ganancia de peso corporal en

las ratas obesas de los grupos OM y OP.

2.1. EFECTOS DE LA DIETA SUPLEMENTADA CON
CUTICULAS DE P. OVATA EN RATAS ZUCKER OBESAS

La ingesta crdénica de la dieta suplementada con cuticulas de A. ovata produjo al
finalizar el tratamiento una reduccion del 11% en la ganancia de peso corporal en las ratas OP
con respecto a las ratas obesas control, existiendo, de hecho, diferencias significativas en el
peso corporal entre ambos grupos. Este efecto se puede explicar en parte por la accion
saciante de esta fibra. Ademas del mecanismo general por el que las distintas fibras dietéticas
producen saciedad, se ha demostrado que la fibra fermentable puede modular los niveles de
distintas incretinas (Reimer y co/s., 1996; Wang y co/s., 2007). Uno de los productos de su
fermentacion en el colon, el butirato, incrementa la expresién de ARNm del péptido YY y del
proglucagon (gen precursor del GLP-1) de manera dosis dependiente /n vitro (Lin y cols.,
2001; Zhou y co/s., 2006), y el aumento en la secrecion de péptido YY y GLP-1 resulta en un
efecto saciante (Zhou y co/s., 2006). En desérdenes metabdlicos como la obesidad (Vilsboll y
cols., 2001; Ranganath y co/s., 1996; Verdich y cols., 2001; Mannucci y cols., 2000) y la
resistencia a la leptina (Anini y co/s., 2003), la secrecidon del péptido GLP-1 (Anini y cols.,
2003) se encuentra disminuida, lo que compromete la sensacion de saciedad. La
administracion de GLP-1 disminuye la ingesta y consecuentemente el peso corporal en
animales y humanos (Orskov y co/s., 1989; Elint y cols., 1998; Naslund y co/s., 1999; Meier y
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cols., 2002; Zander y cols., 2002). Otro péptido que interviene en la regulaciéon de la
homeostasis energética es la grelina, una hormona secretada por el estbmago, cuyos niveles
plasmaéticos se encuentran elevados en las ratas Zucker obesas (Beck y co/s., 2003). La
ingesta durante 25 semanas de dieta suplementada con cuticulas de P. ovata a ratas obesas
Zucker disminuyd los niveles circulantes de esta hormona, efecto que se acompafié de una
disminucién de la ingesta y del peso de estos animales (Galisteo y co/s., 2005). Aparte de este
efecto saciante, se produce una disminucidn en la ingesta calérica en este grupo de ratas
obesas con respecto a las alimentadas con dieta control, debido a la dilucién de nutrientes por
la incorporacién de la fibra, que también podria repercutir en la menor ganancia de peso

observada en nuestras ratas OP.

La ingesta de la dieta suplementada con cuticulas de P. ovata produjo una mejora de
la resistencia a la leptina en las ratas Zucker (fa/fa), puesta de manifiesto por una pequefia
pero significativa reduccidon de los niveles plasmaticos de esta hormona en comparaciéon con
los de las ratas obesas del grupo control. Este descenso en la hiperleptinemia puede ser
atribuido a la reduccién de masa que experimenta el tejido adiposo visceral de las ratas OP,
dado que dicho tejido es el principal 6rgano secretor de esta hormona, cuya produccién es

directamente proporcional a la cantidad de tejido adiposo (Simén y co/s., 2002).

Los niveles circulantes de triglicéridos y colesterol de las ratas alimentadas con dieta
suplementada con cuticulas de P. ovata disminuyeron de forma drastica. Otros estudios en
cerdos, hamsteres y en ratas Zucker obesas de 6 semanas, han puesto de manifiesto el
importante efecto hipotrigliceridémico e hipocolesterolemiante del psy//ium (Horton y cols.,
1994; Fernandez y cols., 1995; Galisteo y cols., 2005). Sus propiedades de fibra soluble
contribuyen a explicar el efecto reductor de triglicéridos plasmaticos, pues la masa viscosa
que forma impide la absorcién intestinal de macronutrientes como grasas y azUcares.
Asimismo, va a ocasionar una disminucion en la absorcion de los acidos biliares ya que estos
se unen a los residuos urdnicos que contiene esta fibra. Como consecuencia de la deplecién de
acidos biliares pueden disminuir los niveles de colesterol, al utilizarse éste en la sintesis de
novo de nuevos acidos biliares (Trantwein y cols., 1999). Ademas, al tratarse de una fibra
muy fermentable, va a dar lugar en el colon a la produccion de AGCC que también pueden
contribuir a este efecto. Se ha observado que el propionato, tras ser absorbido desde el colon
a la circulacién portal, llega al higado donde actla inhibiendo a la HMG-CoA reductasa,

disminuyendo asi la sintesis endégena de colesterol (Chen y co/s., 1984).
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Tras 10 semanas de tratamiento, las ratas que recibieron la dieta suplementada con
cuticulas de A. ovata, presentaban una mejoria sustancial en la resistencia la insulina, como
muestra el descenso de los niveles plasmaticos de AGL y de insulina. La capacidad de las
cuticulas de A. ovata para reducir la resistencia a la insulina ha sido demostrada en varios
estudios que atribuyen dicho efecto a la liberacion de péptidos intestinales y la formacién de
mezclas viscosas que retrasan el vaciamiento gastrico mejorando la homeostasis de la glucosa
(Holst y cols., 1997; Anderson y cols., 1994; Salmeron y co/s., 1997a; Salmeron y cols.,
1997b; Chandalia y co/s., 2000). La disminucion de los niveles plasmaticos de AGL conlleva un
menor depodsito de los mismos en forma de triglicéridos en otros 6rganos como higado y
musculo esquelético, mejorando la esteatosis tipica de este modelo. Este efecto se corrobora
con la regulacién que ejercen los AGCC producidos por la fermentacion de esta fibra, sobre el
metabolismo lipidico hepatico, como hemos descrito anteriormente, disminuyendo la sintesis
de HMG-CoA reductasa (Aleixandre y cols., 2009). A esta mejoria también pudo contribuir el
hecho de que el peso del tejido adiposo visceral de los animales alimentados con cuticulas de
P. ovata fue menor que el encontrado en las ratas alimentadas con dieta control. Esta
disminucién puede ser consecuencia de la disminucidn del peso corporal de estos animales, en
los que ademas, observamos una disminucion en la produccidn de TNF-a y un incremento de
la produccidn de adiponectina por el tejido adiposo, sefial de una mejor funciéon endocrina del
adipocito, y que contribuye a incrementar la sensibilidad a la insulina y la inhibicidon de la
lipolisis, contribuyendo a una menor liberacion de AGL al plasma. En humanos obesos y
ratones ob/0b que presentan hiperinsulinemia y dislipidemia la expresion de los receptores
para adiponectina, adipoR1 y adipoR2 se encuentra disminuida (Nannipieri y cols., 2007;
Kadowaki y co/s., 2005). Nuestros resultados muestran un patréon similar en la expresién de
estos receptores en el tejido adiposo visceral en las ratas obesas control. En las ratas obesas
que ingirieron la dieta suplementada con cuticulas de P. ovata no sélo aumentd la produccion
de adiponectina sino que también se incrementé la expresion de sus receptores,
contribuyendo a una mejoria en la resistencia a la insulina. La adiponectina al unirse a sus
receptores en el tejido adiposo visceral promovié la activacion de la AMPK mediante
fosforilacion, promoviendo asi la fosforilacidon/inhibicion de la ACC y en consecuencia la
disminucién de la expresion de FAS, con lo que aumento la oxidacion de acidos grasos en la
mitocondria y se redujo su sintesis (Hardie y co/s., 2003). Se ha propuesto que la AMPK
antagoniza la lipolisis en el adipocito (Sullivan y cols., 1994), disminuyendo la disponibilidad
de acidos grasos en el plasma pudiendo contribuir de este modo a atenuar el desarrollo de la

resistencia a la insulina (Daval y co/s., 2006).
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En los estados de resistencia a la insulina, el tejido adiposo falla en su funcién de
almacenar la grasa. Otros tejidos, como el higado y el musculo esquelético, son expuestos a
unos altos niveles de AGL a los que almacenan en forma de triglicéridos para compensar la
disfuncion del tejido adiposo (Raz y co/s., 2005). La hepatomegalia y la esteatosis hepatica de
las ratas Zucker obesas mejora significativamente en ratas alimentadas con dieta
suplementada con cuticulas de A. ovata. El grado de esteatosis se valoré por medidas
bioquimicas que mostraron una menor acumulacién de triglicéridos y colesterol en el higado
de estas ratas. Ademas, este efecto puede explicarse por el aumento en la secrecién de
adiponectina y la mayor expresion de sus receptores, adipoR1 y adipoR2 en este 6rgano en
las ratas OP. El descenso en los niveles de adiponectina se ha relacionado con un aumento en
el contenido de triglicéridos hepaticos y musculares (Fruebis y co/s., 2001; Yamauchi y co/s.,
2001). El incremento de la expresidon de adipoR1 estd asociado con una mayor oxidacién de
AGL y una menor sintesis de lipidos en el higado, ya que este receptor media la activacion de
la AMPK (Yamauchi y cols., 2002). La expresién de este receptor se encuentra disminuida en
estados de resistencia a la insulina y obesidad (Tsuchida y cols., 2004). Por tanto, la mejora
en la obesidad y en la resistencia a la insulina que presentan las ratas Zucker obesas
alimentadas con dieta suplementada con esta fibra soluble y fermentable podria estar
relacionada con el aumento de la expresion de este receptor, puesto que estos animales
también presentan una mayor activacién de la AMPK, con la consiguiente inhibicion de la ACC
y una menor expresion de la FAS, lo que se traduce en una sustancial disminucion de la
acumulacién de lipidos, mejorando tanto el metabolismo lipidico como la resistencia a la
insulina. De hecho, un estudio reciente describe que el consumo de una dieta rica en cuticulas
de P. ovata regula la expresion de genes hepaticos que codifican para enzimas involucradas
en la regulacion de los pasos claves en el metabolismo lipidico, como FAS, en ratones
C57BL/6] (Chan y cols., 2008). Investigaciones en cultivos primarios de hepatocitos han
demostrado que el acetato, producto de la fermentacion de la fibra dietética fermentable,
promueve la activacién de la AMPK (Kawaguchi y co/s., 2002; Sakakibara y co/s., 2006).
Igualmente, la administracion oral de acetato durante 8 semanas reduce la hepatomegalia y el
contenido hepatico de triglicéridos en ratones diabéticos KK-A(y) a través de un mecanismo
que implicaria la activacién de la AMPK a nivel hepético (Sakakibara y co/s., 2006). De hecho,
también se ha observado que la suplementacion dietética con acetato aumenta la fosforilacion
de ACC en los higados de ratones ICR, accion que estaria mediada por la activacién de la
AMPK (Sakakibara y cols., 2006). También hay investigaciones recientes con butirato, tanto /n
vivo como in vitro, que demuestran que también este AGCC activa la AMPK (Gao y cols.,

2009; Peng y cols., 2009).
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La suplementacion dietética con butirato puede prevenir y tratar la obesidad y la
resistencia a la insulina inducidas por el consumo de una dieta rica en grasa en ratones
C57BL/6, a través de un mecanismo relacionado con la promocion del gasto energético y la
induccion de la funcion mitocondrial en el higado y el musculo esquelético, en el que estaria
implicada la activacion de la AMPK (Gao y cols., 2009).

Por otra parte, a través de su interaccién con el adipoR2, la adiponectina activa al
factor de transcripcion PPAR-a (Fruebis y cols., 2001; Yamauchi y co/s., 2002; Kadowaki y
cols., 2003; Yamauchi y co/s., 2003a; Yamauchi y cols., 2003b) que actla incrementando la
oxidacién de AGL y ademas inhibe el estrés oxidativo (Yamahuchi y co/s., 2007). La expresién
hepatica de este receptor también se incrementd en las ratas OP, lo que podria justificar
ademas el menor grado de estrés oxidativo encontrado en el higado de estos animales, con
mayores niveles de GSH y un menor contenido de TBARS que los de las ratas obesas control.
La disminucidn en el contenido lipidico supone una menor concentracion de sustrato para la
peroxidacion. También contribuye a este efecto la menor expresion de los factores de
transcripcién, SREBP-1c y SREBP-2, que observamos en los extractos nucleares procedentes
de muestras hepaticas de ratas alimentadas con la dieta suplementada con las cuticulas de A.
ovata. Se ha descrito que la transcripcion de estos factores es reprimida por la activacién de
la AMPK (Zhou y cols., 2001), que, como hemos descrito anteriormente, también se observa
en el higado de las ratas OP. En esta accion de las cuticulas de P. ovata también podrian
intervenir activamente algunos de los productos de su fermentacidén. En este sentido, se ha
demostrado que el AGCC acetato reduce los niveles de ARNm de SREBP-1 en los higados de
ratones KK-A(y) por un mecanismo que podria implicar a la AMPK (Sakakibara y cols., 2006).

Por otra parte, las ratas Zucker obesas alimentadas durante 10 semanas con la dieta
suplementada con cuticulas de A. ovata ademas de presentar una menor expresion de los
factores de transcripcion SREBP-1c y SREBP-2, muestra una mayor activacion por fosforilacion
de la AKT, lo que confirma una mejora en la resistencia a la insulina post-receptorial que
parece confirmarse en este modelo, y que corre paralela a la disminucién de la esteatosis

hepatica.

El estudio histoldgico de los higados de estos animales nos permitié corroborar la
mejoria de la esteatosis caracteristica de este modelo en las ratas alimentadas con cuticulas
de P. ovata. Se observd un menor numero de hepatocitos con lipidos en el citoplasma
respecto a las ratas obesas control, a la vez que existia una menor balonizacién de los mismos

y una menor acumulacion de glucégeno, representativo del dafio hepatico. Un resultado
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Ilamativo aunque contradictorio en las ratas Zucker obesas, fue la ausencia de fibrosis y una
inflamacion muy leve en el higado de estos animales, manifestaciones que aparecen en el
grupo de ratas delgadas, mientras que los higados de las ratas alimentadas con la dieta
suplementada con cuticulas de A. ovata, presentaban un estado intermedio entre ambos
grupos. Se ha visto que la leptina actla como una citoquina profibrogénica en el higado,
estando considerada como uno de los mediadores clave para la progresion de fibrosis hepatica
en pacientes con enfermedad del higado graso no alcohdlico (Honda y co/s., 2002). Los
ratones con deficiencia en la produccidén de leptina (0ob/ob) y las ratas Zucker (fa/fa), ejercen
una menor respuesta fibrogénica en el higado cuando se le induce dafio hepatico con agentes
quimicos como la tioacetamida o el tetracloruro de carbono (Honda y co/s., 2002; Ikejima y
cols., 2001; Ikejima y cols., 2002; Leclercq y cols., 2002; Potter y co/s., 1998; Saxena y co/s.,
2002; Potter y cols., 2003). La leptina es esencial para la progresion del higado fibrético pues
regula la deposicién de colageno por las células estrelladas hepaticas (Wang y co/s., 2009).
Esto representa una limitacion para considerar a las ratas Zucker como un modelo no
alcohdlico de esteohepatitis. Esto nos lleva a pensar que las ratas Zucker obesas alimentadas
con cuticulas de P. ovata van a presentar mayor grado de inflamacion y fibrosis que las ratas

obesas control como consecuencia de la menor resistencia a la leptina que manifiestan.

2.2 EFECTOS DE LA DIETA SUPLEMENTADA CON
METILCELULOSA EN RATAS ZUCKER OBESAS

Las ratas obesas alimentadas con la dieta suplementada con metilcelulosa durante 10
semanas presentaron al final del tratamiento una reduccién significativa en el peso corporal y
en el peso relativo del higado, asi como una disminucién en las concentraciones circulantes de
triglicéridos, colesterol total y AGL. También se observd una disminucién en la produccién de
TNF-a y un aumento en la secrecidon de adiponectina por el tejido adiposo. Sin embargo, a
diferencia de los efectos producidos por la ingesta de la dieta suplementada con la fibra
soluble fermentable, cuticulas de P. ovata, no se aprecid variacion en la hiperinsulinemia y la
hiperleptinemia caracteristicas del modelo, ni tampoco se modificé la menor expresion de los
receptores de adiponectina en el tejido adiposo con respecto a las ratas obesas del grupo

control.
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El descenso observado en el peso corporal de las ratas OM, podria atribuirse a la
menor ingesta dietética asi como al contenido caldrico de la dieta como consecuencia de la
dilucién de los nutrientes por la incorporacién de la fibra. Sin embargo esta disminucién es
significativamente menor a la experimentada por las ratas OP, lo que nos sugiere que otras
propiedades y/o efectos de las cuticulas de P. ovata deben contribuir a sus efectos en la
reduccion del peso corporal de las ratas obesas. Una justificacion de esta menor disminucion
en la ganancia de peso en las ratas OM puede relacionarse con el hecho de que la ingesta de
la dieta suplementada con metilcelulosa no mejoré la resistencia a la leptina, como podemos
deducir por la persistencia de la hiperleptinemia, ni disminuyd la masa del tejido adiposo,

efectos que si que se observaron en las ratas OP.

Como fibra soluble que es, la metilcelulosa forma soluciones viscosas y enlentece el
tiempo de transito en el intestino delgado, y ademas aumenta el espesor de la capa de agua
que han de atravesar los solutos para alcanzar la membrana del enterocito, reduciendo la
absorcidn de grasa y azlcares procedentes de la dieta (Cherbut, 1998), lo que puede justificar
el importante descenso en las concentraciones plasmaticas de lipidos. Este hecho puede
contribuir ademas al menor peso relativo del higado de las ratas obesas que ingirieron esta
dieta, asi como a la mejoria en el desequilibrio de la produccion de adipocitoquinas por el
tejido adiposo de las ratas Zucker obesas.

Sin embargo, pese a todas estas mejoras metabdlicas en las ratas obesas, a diferencia
de lo que observamos en las ratas OP, la ingesta de la dieta suplementada con metilcelulosa
durante 10 semanas no redujo la hiperinsulinemia ni la concentracién hepatica de lipidos,
caracteristicos de este modelo. La ausencia de efecto sobre estas alteraciones se puede
relacionar con la falta de modificacion en la expresion de los receptores para adiponectina en
el tejido adiposo de las ratas OM que se mantuvo disminuida, al igual que ocurre en las ratas
obesas control. Dado que la adiponectina ejerce un papel protector frente a la resistencia a la
insulina y la acumulacién ectépica de lipidos a través de sus receptores, el hecho de que la
expresion de los mismos esté disminuida puede explicar que la metilcelulosa, pese a
incrementar la produccion de esta adipocitoquina por el tejido adiposo, no alcance a producir
esos efectos. Ademas, las muestras de higado de este grupo de ratas obesas no presentaron
una mayor activacién de la AMPK con respecto a la de las ratas obesas control, lo que justifica
gue no disminuya la acumulacion de lipidos hepaticos tras la ingesta de la dieta suplementada
con metilcelulosa durante 10 semanas. La ausencia de estos efectos en las ratas Zucker
obesas que recibieron esta suplementacién de fibra soluble no fermentable, en comparacion

con su clara manifestacion en las ratas alimentadas con la dieta suplementada con cuticulas
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de P. ovata, nos sugieren una gran implicacion en los mismos de los productos derivados de la
fermentacion de esta fibra soluble y fermentable.

2.3 EFECTOS DE LA DIETA SUPLEMENTADA CON CELULOSA
EN RATAS ZUKER OBESAS

Los efectos de la ingesta de la dieta suplementada con esta fibra insoluble sobre las
alteraciones de las ratas Zucker obesas fueron mucho menos llamativos que los descritos en
el caso de la ingesta de las dietas solubles empleadas en nuestros estudios. Concretamente, el
Unico efecto a destacar en las ratas OC fue una reduccion ligera pero significativa de los
niveles circulantes de AGL al finalizar el periodo experimental. Esto sugiere una accion
beneficiosa de la suplementacidon con celulosa sobre la resistencia a la insulina. De hecho, no
se descarta que con la prolongacién de dicha ingesta este efecto pudiera verse acompafiado
de una reduccidn en la ganancia de peso corporal, que no se ha observado al final de las 10
semanas de nuestro periodo experimental. Aunque las fibras insolubles son principalmente no
viscosas y ejercen efectos casi inapreciables sobre la respuesta a la glucosa postprandial y
minimos sobre la absorcidn de macronutrientes (Jenkins y col/s., 1982), se ha puesto de
manifiesto que el aumento en el consumo de fibra insoluble de cereal y grano entero mejora
la sensibilidad a la insulina y reduce las concentraciones plasmaticas de esta hormona (Ylonen
y cols., 2003; Pereira y cols., 2002; Esposito y cols., 2003). Los mecanismos por los que
ejerce esta accion se desconocen, pero parecen ser distintos a los que conducen a los efectos
de las fibras solubles. Un estudio reciente en ratones C57BL/6] alimentados con una dieta rica
en grasas, destaca que la suplementaciéon de la dieta con fibra insoluble de cereal durante un
periodo mucho mas prolongado al de nuestros experimentos, da lugar a una disminucion
significativa en la ganancia de peso de los animales y mejora su sensibilidad a la insulina
(Isken y cols., 2010). Ademas de estos efectos se observd una modificaciéon en el patréon de
expresion de genes hepaticos orientada hacia la oxidacion de acidos grasos (Isken y cols.,
2010).
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Comparando los efectos obtenidos en el modelo de sindrome metabdlico de rata
Zucker obesa tras la ingesta de las dietas suplementadas con las distintas fibras dietéticas
empleadas en nuestros estudios, podemos concluir que la suplementacion de la dieta con los
tres tipos de fibra ensayados reduce la hiperfagia caracteristica de este modelo, efecto que
podemos atribuir a la saciedad que produce la ingesta de fibra dietética de forma general.
Sélo las fibras solubles producen una disminucion en la ganancia de peso en las ratas Zucker
obesas, debido, probablemente, a que reducen la absorcién de macronutrientes a nivel
intestinal, mediante la formaciéon de soluciones viscosas. Sin embargo, esta disminucion es
considerablemente mayor en el caso de la ingesta de la fibra soluble y fermentable, lo que nos
sugiere que otras propiedades y/o efectos de las cuticulas de P. ovata deben contribuir a sus
efectos en la reduccion del peso corporal de las ratas obesas. Este hecho se puede deber a la
menor resistencia a la leptina que produce exclusivamente la fibra soluble y fermentable,
haciendo que la leptina ejerza de de forma mas eficaz su funcion central de incrementar el

gasto energético.

La reduccién de la hiperlipidemia sdélo se observa en la ingesta de dietas
suplementadas con las fibras solubles, efecto atribuible a una menor absorcién de grasas y
azlcares procedentes de la dieta. Este efecto, asociado a la reducciéon de peso corporal ya
mencionada, da lugar a un mejor funcionamiento del tejido adiposo visceral, disminuyendo la
produccidon de citoquinas proinflamatorias como el TNF-a y aumentando la secrecion de
adiponectina. Sdélo la fibra soluble y fermentable produce una reduccién de los elevados
niveles plasmaticos de insulina caracteristicos del modelo, lo que refleja una menor resistencia
a la insulina. Este efecto podria deberse a que es la Unica que da lugar a una mayor expresion
de los receptores de adiponectina adipoR1 y adipoR2 en dos de los principales tejidos insulino-
resistentes, tejido adiposo e higado, lo que conduce a la activacién de la AMPK en dichos
tejidos dirigiendo la actividad metabdlica hacia el consumo de energia. Con ello contribuye a

una menor acumulacién lipidica y a un menor estado oxidativo a nivel hepatico.

Analizando todos estos resultados de forma conjunta, podemos decir que la dieta
suplementada con cuticulas de P. ovata, fibra mayoritariamente soluble y fermentable, es la
gue mayores beneficios aporta en el tratamiento de este modelo experimental de sindrome
metabdlico de las tres ensayadas. Su actuacion de mejora de las alteraciones existentes en

este sindrome se podria explicar mediante los siguientes mecanismos:
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+ Como cualquier otra fibra dietética, soluble o insoluble, presenta accion saciante, con la
consiguiente disminucién de la ingesta, lo que puede contribuir a una menor ganancia de

peso.

+ Como otras fibras solubles, forma una masa viscosa que impide la absorcion de
nutrientes, favoreciendo la menor ganancia de peso y la disminucién de la hiperlipidemia.
Sin embargo, a diferencia de la metilcelulosa, las cuticulas de A. ovata, ademas
disminuyen la cantidad de tejido adiposo visceral, lo que puede justificar que también
tenga lugar una menor produccion de leptina. La induccién de la expresion de los
receptores de adiponectina en tejidos insulino-resistentes como tejido adiposo e higado,
puede estar implicada también en este efecto. El hecho de que este efecto no se
manifieste en el caso de la metilcelulosa, sugiere la implicacion en estos efectos de otras
propiedades de las cuticulas de A. ovata, como puede ser su elevada fermentabilidad a

nivel intestinal.

+ La producciéon de AGCC como resultado de la fermentacidn bacteriana de esta fibra en el
colon puede justificar gran parte de todos estos efectos, ya que ademas de actuar como
factores saciantes regulando la secrecién de hormonas y péptidos intestinales, ejercen una
regulacidon a nivel hepatico tanto sobre el metabolismo glucidico como lipidico, reduciendo
la sintesis enddogena del colesterol —accion inhibidora del propionato sobre la HMG-CoA
reductasa- y de los triglicéridos. En este sentido, uno de los mecanismos mas importantes
por los que actuarian AGCC como acetato y butirato es mediante la activacion de la via de
la AMPK (Sakakibara y co/s., 2006; Gao y co/s., 2009; Peng y co/s., 2009), lo que conduce
a una reduccidn en la produccion y acumulaciéon de lipidos hepaticos, lo que también

contribuye a disminuir la resistencia a la insulina.
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Figura 1. Posibles mecanismos por los que la fibra dietética ejerce sus efectos en el sindrome metabdlico.

Los 3 tipos de fibra dietética ensayados presentan una accidn saciante. Las fibras solubles reducen la

ganancia de peso y la hiperlipidemia, dando lugar a una mejora en el funcionamiento del tejido adiposo

visceral. Solo la fibra soluble y fermentable, debido a la produccion de AGCC a nivel intestinal, produce

una disminucién de la resistencia a la insulina, ya que es la Unica que da lugar a una mayor expresion de

los receptores de adiponectina en tejido adiposo visceral e higado, lo que conduce a la activacién de la

AMPK en dichos tejidos, reduciendo la producciéon y acumulaciéon de lipidos hepaticos. AMPK, protein

kinasa activada por AMP; TNF-a, factor de necrosis tumoral-a; adipoR1, receptor de adiponectina 1;

adipoR2, receptor de adiponectina 2; AGL, acidos grasos libres; TG, triglicéridos; COL, colesterol; HMG-

CoA-red, Hidroximetil-glutaril-CoA reductasa.
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Conclusiones

1. La ingesta durante 10 semanas de dietas suplementadas con un 3,5% de fibras dietéticas
dotadas de caracteristicas diferentes de solubilidad y fermentabilidad, ejercen distintos efectos
sobre el modelo experimental de sindrome metabdlico de ratas Zucker obesas adultas. La
dieta suplementada con celulosa, fibra insoluble, sélo disminuye la concentracion de AGL. Los
efectos de las dietas suplementadas con las fibras solubles, metilcelulosa y cuticulas de A.
ovata, presentan mayores beneficios pues disminuyen la ganancia de peso corporal y las
concentraciones plasmaticas de triglicéridos, colesterol y AGL. Estos efectos se acomparfan de
una menor produccion de TNF-a y una mayor secrecion de adiponectina por el tejido adiposo
visceral. Finalmente, de las fibras solubles, sdlo la fermentable produce ademas una
disminucién de la hiperinsulinemia y de la hiperleptinemia, caracteristicas de este modelo

experimental.

2. En los posibles mecanismos implicados en los efectos beneficiosos de la dieta suplementada
con cuticulas de A. ovata destaca un aumento en la expresion de los receptores de
adiponectina, adipoR1 y adipoR2, en tejidos insulino-resistentes como el higado y el tejido
adiposo. Estos efectos se asocian a la activacion de la AMPK, con la consecuente inhibicion por
fosforilacion de la ACC y la reduccién de la expresion de FAS en dichos tejidos, lo que justifica
la menor produccion y acumulacion de lipidos, con la consecuente disminucion de su peso
relativo. A nivel hepatico, a esta accién también contribuye la menor expresidn hepatica de los
factores de transcripcion lipogénicos SREBP-1c y SREBP-2.

3. A la vista de los resultados de este estudio, los AGCC derivados de los procesos de
fermentacién de la fibra dietética fermentable pueden tener una aplicacién potencial en la
prevencion y el tratamiento de las anomalias caracteristicas del sindrome metabdlico en

humanos.
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