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ABREVIATURAS
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FG: Filtracion glomerular
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GGT: Gamma- glutamil-transferasa

GLUT: Transportador de glucosa
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GSSG: Glutation disulfuro

HC: Hepatocarcinoma

HDL: Lipoproteinas de alta densidad
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HNE: 4 Hidroxil - 2 Nonenal

HTA: Hipertension arterial.

IEFS: Institute of European Foods Studies

IL-6: Interleucina 6

IMC: Indice de masa corporal
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KDIGO: Kidney Disease- Improving Global Outcomes
KO: Knowckout
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NF-KB: Factor nuclear potenciador de cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

NO: Oxido Nitrico

NPY: Neuropéptido Y

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PAI: Inhibidor del activador del plasmin6geno
PAI-1: Inhibidor del activador tisular del plasminégeno
POMC: Propiomelanocortina

PTH: Parathormona

PTS: Parque Tecnoldgico de la Salud

RE: Reticulo endoplasmico
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INTRODUCCION OBJETIVOS Y PRINCIPALES RESULTADOS

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacién anormal o excesiva de
grasa que aumenta el riesgo de desarrollar multiples patologias. Conducen a efectos
metabdlicos adversos sobre la presion arterial, el colesterol, los triglicéridos y la
resistencia a la insulina. Esta recopilacién de factores se conoce como sindrome
metabolico (MetS)!, que esta directamente relacionado con la enfermedad
cardiovascular y la alteracion de otras funciones vitales, como la funcién renal o la
hepatica. El sobrepeso, la obesidad y las enfermedades relacionadas se pueden
prevenir en gran medida. Dado que todos sus componentes son reversibles, el
diagnoéstico temprano y las estrategias de intervencion en el estilo de vida del MetS
ofrecen un enfoque de tratamiento eficaz, dirigido principalmente al control del

peso 2.

El control y mantenimiento del peso corporal a un nivel estable se consigue cuando
existe un equilibrio entre la ingesta alimentaria y el gasto energético. Un complejo
sistema de control fisiolégico interviene en el mantenimiento del equilibrio
energético en este se incluyen maultiples interacciones como el tracto
gastrointestinal, el tejido adiposo y el sistema nervioso central, influenciado por
mecanismos conductuales, sensoriales, autonomos, nutricionales y endocrinos 3.
Tras la pérdida de peso, otro tema importante para los sujetos que completan un
programa de pérdida de peso es evitar el efecto rebote posterior a la intervencion.
Se requiere un abordaje multidisciplinar que incluya modificaciones del estilo de
vida # y, en algunos casos, el refuerzo con tratamiento farmacolégico. En relacion
con las intervenciones en el estilo de vida, la dieta y el ejercicio fisico suponen dos
aspectos fundamentales contribuyendo a generar un balance energético negativo,
facilitando asi la pérdida de peso y evitando el efecto rebote y posterior
recuperacién del peso corporal >. Esta bien establecido que diferentes protocolos de
entrenamiento inducen cambios en una variedad de mecanismos moleculares
involucrados en numerosas vias intracelulares relacionadas con el metabolismo de

la glucosa y los lipidos, la inflamacién o el estado antioxidante®.



En ocasiones se hace preciso la prescripcion de un agente farmacologico apropiado
como coadyuvancia de los estilos de vida en el control del efecto rebote. El sistema
endocannabinoide (ECS) juega un papel critico en el desarrollo de la obesidad tanto
en funciones centrales como periféricas relacionadas con el metabolismo
energético’. A nivel central, los endocannabinoides actian como neuromoduladores
retrogrados de la plasticidad sindptica y participan en muchos procesos fisiolégicos
que incluyen la regulacion del dolor, el aprendizaje y la memoria, el apetito y la
ingesta de alimentos, la lipogénesis y los antojos 8. A nivel periférico, los
endocannabinoides ejercen una accion tonica sobre la lipogénesis y la acumulacién
de grasa. Por lo tanto, el bloqueo de CB1 puede resultar en una disminucién de la

masa grasa independiente de la ingesta de alimentos a través de la lipdlisis °.

En los ultimos afios, el descubrimiento de un sistema endocannabinoide expandido,
el endocannabinoidoma, que incluye varios mediadores que estan relacionados
bioquimicamente con los endocannabinoides y sus receptores y enzimas
metabolicas, ha corroborado su complejidad y ampliado el potencial para
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para tratar multiples patologias

relacionadas que incluyen alteraciones neuroldgicas, inflamatorias o metabélicas 10.

El objetivo de esta tesis doctoral fue disefiar estrategias combinadas de pérdida de
peso, restriccion calorica, ejercicio fisico y administracién de un bloqueante del
receptor CB1 para inhibir la ingesta de alimentos que también logren los objetivos
de mantener la pérdida de peso y mejorar la funcién hepatica, cardiovascular y
renal. Se gener6 obesidad inducida por la dieta (DIO) en ratas Sprague Dawley
durante 12 semanas para probar los efectos de estrategias Unicas o combinadas (es
decir, restriccién caldrica, protocolo de entrenamiento mixto y / o administraciéon
de supresores del apetito) sobre la ingesta calorica, el peso corporal, y funcionalidad
renal resultante de un periodo de intervencion para la pérdida de peso de 3 semanas
seguido de 6 semanas de mantenimiento del peso. El consumo de una dieta alta en
grasas (DFH) provoc6 un aumento significativo del peso corporal (52 semana del
periodo experimental) y condujo al desarrollo de resistencia a la insulina,
alteraciones cardiovasculares y renales. Las diferentes intervenciones ensayadas,
resultaron en una importante pérdida de peso corporal y mejora del metabolismo

de la glucosa, capacidad aerdbica, parametros electrocardiograficos, expresion



vascular de moléculas de adhesion y mediadores inflamatorios, y funcionalidad
renal, alcanzando valores similares al grupo control normocalérico o incluso
mejorandolos. El mantenimiento exitoso del peso perdido se logré a lo largo de un
periodo de mantenimiento de 6 semanas, ademas de un estado de salud adecuado.
En conclusion, las estrategias de intervencion ensayadas para la pérdida y
mantenimiento del peso corporal fueron eficaces para revertir las alteraciones
relacionadas con la obesidad en el peso corporal, el metabolismo de la glucosa, la
capacidad aerdbica, la funcionalidad cardiovascular y renal. La acciéon beneficiosa
fue muy consistente para la restriccidn calérica y el ejercicio fisico, mientras que la
administracién de un bloqueador de los receptores CB1 complement los efectos de
las intervenciones previas en algunos pardmetros como el peso corporal o la
capacidad aeroébica, y mostro acciones especificas en el estado renal, aumentando la
tasa de filtracion glomerular y diuresis. En general, la novedad de nuestro estudio
se basa en la facil implementacién de estrategias combinadas para el control eficaz

del peso que resultaron en importantes beneficios para la salud.

Palabras clave: obesidad, dieta alta en grasa, enfermedad del higado graso no
alcéholico, enfermedad cardiovascular, enfermedad renal, restricciéon caldrica,

ejercicio fisico, rata Sprague Dawley.






1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Obesidad
1.1.1 Definicion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define la obesidad y el sobrepeso como
una acumulacién excesiva de grasa en el cuerpo que puede ser perjudicial para la
salud. Esta obesidad se va a medir clinicamente mediante el uso de un indice de masa
corporal (IMC), el cual relaciona el peso con la talla del paciente, teniendo como
unidades de medida Kg/m? 11. Se habla de sobrepeso cuando encontramos el IMC
entre 25y 29,9 Kg/m?y de obesidad cuando este indice sea mayor a 30 Kg/m2. Por
otro lado, también es posible determinar obesidad mediante el calculo de porcentaje
de grasa corporal. Se hablara de obesidad cuando encontremos una presencia de
tejido graso del 25% o mas en varones y en el caso de las mujeres cuando la
presencia de grasa corporal sea de un 35% para la determinacién de estos
porcentajes es de utilidad la bioimpedancia eléctrica o la medicién del pliegue
cutaneo., entre otros métodos. La influencia de los efectos negativos que produce la
obesidad se encuentra estrechamente relacionada con la cantidad de grasa visceral
que se encuentre en el individuo, por eso se mide también el perimetro abdominal
de los pacientes. Se considera obesidad en hombres un perimetro de 102 cm y 88
cm en mujeres o bien una proporcién de cintura/cadera superior a 0,9 en hombres

y 0,85 en mujeres 12.

1.1.2 Epidemiologia de la obesidad.
La obesidad es considerada una pandemia global, que ha presentado un aumento
exponencial en los udltimos afios, siendo uno de los problemas de salud mas
prevalentes en los paises desarrollados y en vias de desarrollo con un 39% de

sobrepeso y 13% de obesidad en la poblacién mundial adulta en 2016 13.




v" A nivel mundial

Cada aflo mueren, como minimo, 2,8 millones de personas a causa de la obesidad
o sobrepeso. Aunque anteriormente se consideraba un problema circunscrito a
los paises de altos ingresos, en la actualidad la obesidad también es prevalente
en los paises de ingresos bajos y medianos 14. Desde 1980 la obesidad se ha
duplicado en todo el mundo, llegando en el afio 2014 a méas de 1 900 millones de
adultos mayores de 18 afios con sobrepeso, de los cuales, mas de 600 millones
con obesidad, lo que implica una prevalencia en adultos mayores de 18 afios de
39% de sobrepeso y 13% de obesidad. De mantenerse la tendencia, para el afio
2030 mas de 40% de la poblacion del planeta tendra sobrepeso y méas de la quinta

parte sera obesa 13,

v Europa

En Europa la tendencia ha sido similar, observandose niveles crecientes en la
prevalencia de obesidad en los diferentes paises en el periodo comprendido entre
1975y 20055, Los datos publicados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
y la Asociacion Internacional para el Estudio de la Obesidad (IASO) muestran que
mas del 50% de la poblaciéon adulta en la Unién Europea sufre actualmente
sobrepeso u obesidad, lo que indica que el nimero de personas obesas se ha
triplicado en las ultimas dos décadas 6. Los resultados sobre la prevalencia de
obesidad obtenidos en el estudio de Institute of European Foods Studies (IEFS)
varian segun su distribucion geografica. El reino Unido muestra la mayor
prevalencia de obesidad (12%), seguido de Espafa (11%), siendo la menor en Italia,
Francia y Suecia (7%). Considerando juntos obesidad y sobrepeso, la mayor

prevalencia combinada de ambos se observé en Espafia, Alemania y Grecia 17.

v Espafia
La prevalencia de obesidad general y obesidad abdominal en Espafia es alta, aunque
su distribucidon es desigual entre las distintas comunidades auténomas tal y como se
muestra en la (Figural). Una comparacion con datos anteriores revela un gran
aumento en el sobrepeso, que parece haberse estabilizado, segin estimaciones

recientes 12. Continia aumentando la obesidad en Espafia, que afectaya al 17,4% de




la poblacion adulta (18 y mas afos). Considerando la obesidad y el sobrepeso
conjuntamente, mas de la mitad (54,5%) de los adultos tiene exceso de peso. En los
ultimos 30 afios la prevalencia de obesidad en adultos se ha multiplicado por 2,4, del
7,4% en 1987 al 17,4% en 2017. La obesidad es mas frecuente en hombres (18,2%)
que en mujeres (16,7%). La diferencia por sexo y edad en adultos aparece en los
menores de 65 anos, superando las mujeres a los hombres a partir de esa edad. El
sobrepeso, al igual que la obesidad, es mas frecuente en hombres, pero la diferencia
es mucho mayor (44,3% hombres vs 30% mujeres) y se mantiene en todos los

grupos de edad 12.
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Figura 1.- Prevalencia de Obesidad en Espafia 2.

1.1.3 Etiologia

La obesidad es una enfermedad heterogénea y compleja que afecta cada dia a un
mayor numero de individuos, primordialmente de los paises desarrollados. Se

caracteriza por un acumulo excesivo de grasa corporal que a menudo supera el 20




% del peso corporal 18, Las causas de la obesidad se deben a una relacién compleja

entre factores genéticos y la influencia del ambiente y las conductas del individuo.

La causa fundamental del sobrepeso y la obesidad es un desequilibrio energético
entre calorias consumidas y gastadas, debido a un aumento en la ingesta de
alimentos de alto contenido cal6rico que son ricos en grasa y un descenso en la
actividad fisica debido a la naturaleza cada vez mas sedentaria de muchas formas de

trabajo, los nuevos modos de transporte y la creciente urbanizacion 14.

Cambios sociales
Planificacion urbana
Cambios amblentales
Medio ambiente

Faltas de politicas de apoyo Cambios en los hahitos
A alimentariosy de actividad Pocesamiento,
Agricultura : distribucion y
fisica NSy
. comercializacion de
ransporta alimentos
Educacién

Figura 2.- Causas de la obesidad. Genéticas, nutricionales, socioeconémicas y psicoldgicas 4.

v' Causas Genéticas

Las causas genéticas de la obesidad se van a deber a recombinaciones o mutaciones
del material genético, que se producen por una alteraciéon de una base, causada por
una sustitucion, insercion o eliminacién de uno o varios nucleétidos, produciéndose
un reordenamiento en el segmento de un gen. En ciertos estudios se dice que los
factores genéticos hereditarios son responsables de la variaciéon que se produce en

la adiposidad de la obesidad, con un porcentaje que se encuentra entre un 30-50 %

19,

Estas alteraciones genéticas van a producir, segun como se generen, un tipo de

obesidad u otro:




a) Obesidad monogénica: se produce una mutacién en un gen que actda sobre
la regulacion de la via hipotalamica de la leptina-melanocortina, dando lugar
a un desequilibrio energético. Se requiere la mayoria de las mutaciones dos
copias disfuncionales de un gen homocigoto, para que se manifieste su
fenotipo. Ademas, se van a poder originar mutaciones en la leptina,
receptores de la leptina, en el neuropéptido pro-opiomelanocortina y en el
receptor de la melanocortina (MC4R) 20, Esta ultima es la mas comun de todas

ellas, causando una deficiencia estructural en la mayoria de las mutaciones

19,

b) Sindromes con obesidad: Estos sindromes van a producir obesidad junto a
otras disfunciones porque van a estar originados por mutaciones en una
amplia regiéon de un cromosoma, afectdndose varios genes y dando lugar a
sindromes como el de Prader-Willi 20. Dicho sindrome es el mas comun en el
mundo y afecta a 1 de cada 20.000 recién nacidos ocasionando obesidad,

hipotonia y dificultad en la alimentacion en la infancia 1°.

c) Obesidad poligénica: Es el tipo mas comun de obesidad ocasionada por
factores genéticos 1°(Kumar & Kelly, 2017) y afecta a la mayoria de la
poblacion obesa. Se presentan multiples variantes genéticas, produciendo
una sumacion de efectos que tienen como punto en comun el aumento de la

susceptibilidad a la ganancia de peso por el individuo 21.

v" Causas Nutricionales

Las causas nutricionales generalmente estan asociadas a un incremento en las
calorias debido a un consumo elevado de alimentos ultraprocesados con altas
proporciones de azucares y grasas saturadas 1°. Se asocia también a un elevado
consumo de colesterol y sodio junto a un bajo consumo de fibra, vitaminas,
antioxidantes debido en gran parte a un bajo consumo de frutas y grasas insaturadas

22, Ademas, se ve una causa en el ambito nutricional por el cambio cultural que se ha




producido en nuestra sociedad, al verse incrementado el consumo de comidas
rapidas que conlleva que se ingieran altas cantidades caloricas en un corto espacio
de tiempo, lo que hace que no se llegue al punto de saciedad necesario y se acabe

por consumir mas cantidad de la necesaria 23.

Las altas ingestas de proporciones de azlcares también se encuentra dentro las
causas que generan obesidad, ya que estos se encuentran en altas cantidades en
bebidas azucaradas, estando disponibles en cualquier parte y en mayor cantidad que
el agua sobre todo en areas urbanas. La ingesta elevada de este tipo de bebida
origina en el individuo hiperglucemia que se va alternando con el estado glucémico
postprandial, haciendo que las respuestas endocrinas puedan ser inexactas y

aumente la lipogénesis 23.

También es interesante hablar de la educacién porque se ha comprobado que existe
una correlacidon negativa entre el nivel educativo y el tipo de alimentos que se
consume, siendo consumidos los alimentos mas saludables en aquellos que tienen

un nivel educativo mas elevado 23.

Dentro de las causas por nutricién se pueden incluir los compuestos obesogénicos
como el bisfenol A que modifican la homeostasis lipidica y promueven una ganancia
de tejido graso, ademas de a alterar la microbiota intestinal, induciendo
indirectamente una ganancia de peso por un cambio el metabolismo basal y la
alteracién hormonal del apetito y la saciedad 24 Dichos compuestos obesogénicos
suelen estar expuestos en alimentos, ademas de en otros tantos productos de uso,
por eso es muy importante cambiar la manera en la que se desarrollan estos
alimentos, dejando de utilizar métodos en la cadena de produccién y envasado que
sean perjudiciales para la salud y optar por otros mas saludables que impidan la

generacion de estos elementos quimicos para la poblacion 24.

v" Causas SocioeconOmicas

El factor socioeconémico es muy importante dentro de las causas que originan
obesidad, ya que se ha comprobado que los paises que tienen una elevada
prevalencia en obesidad son aquellos que tienen un porcentaje mayor de la

poblaciéon con bajos ingresos y que ademas se encuentran asociados a otros factores




obesogénicos como es el nivel de educacion y las pocas facilidades que tienen para

realizar practicas deportivas diarias 23.

Comparando paises ricos y pobres en relacion a la obesidad, se observa que son los
pobres de los paises ricos y los ricos de los paises pobres los mas expuestos debido
a que los primeros consumen mayor cantidad de alimentos procesados con alto
contenido caldrico, y los ultimos por una demanda excesiva de alimentos debido a
su posicion social dentro de un pais pobre. En contraposiciéon se puede observar que
los que presentan menos riesgos son aquellos pobres en paises pobres por tener una
escasez de alimentos que en muchas ocasiones no le permiten llegar al
requerimiento energético diario, y los ricos de los paises ricos que pueden acceder
a dietas saludables y a hacer practicas deportivas por tener mas tiempo para

realizarlo 25.

Los habitos que se han sefialado en el apartado de causas nutricionales muchas
veces son promovidos por intereses comerciales y econdmicos, se utilizan alimentos
ultraprocesados por ser econdmicos y contener componentes adictivos que
implicaria una ganancia econémica para la industria alimentaria, a causa de un
mayor consumo por parte de la poblacién, siendo desde la propia industria desde

donde se promueve una campafa de marketing sobre la poblaciéon mas influenciable

15,

En el caso de la obesidad infantil se ha visto que es influenciada por aquellos padres
que son obesos debido a una transferencia de comportamientos desde estos a sus
hijos, adoptando los estilos de vida erréneos de los padres. Por eso seria adecuado
realizar una educacién sanitaria desde las instituciones mas cercanas a los niios,
como pueden ser los colegios e institutos, donde profesionales sanitarios formados
adecuadamente, como los farmacéuticos, puedan asistir a charlas o conferencias con
los alumnos para aconsejar sobre habitos saludables que les permitan conseguir una

buena calidad de vida 25.

v Causas Psicologicas

Las causas psicolégicas que van a derivar en una posible obesidad son ansiedad y la

depresion, que presentan a lo largo de la enfermedad un estado de estrés. Este estrés




créonico produce una disfuncion en el eje hipotalamo-hipofisario-adrenal y genera
aumento de la hormona adrenocorticotropa que mediante su accion en las glandulas
suprarrenales inducira la sintesis de corticoesteroides como el cortisol que induce
una inmunosupresidn, influyendo en la secrecion de ciertas citoquinas y altera la
funcién y permeabilidad de la barrera intestinal cambiando la composicién de la
microbiota intestinal 26. Esto puede llegar a ocasionar una disbiosis en la microbiota
que ocasione una alteracion de la barrera intestinal y el tejido linfoide asociado con
el intestino (GALT), permitiendo el paso de componentes bacterianos a la sangre
como lipopolisacaridos que se encuentran en la pared celular de ciertas bacterias,
activando vias inflamatorias que contribuyen al desarrollo de una resistencia
insulinica por la presencia de citoquinas inflamatorias. Ademas, esta disbiosis
intestinal, puede alterar la produccién gastrointestinal de péptidos asociados a la

saciedad, contribuyendo a una ingesta de alimento superior a la que se requiere 26.

Por otra parte, cuando la concentracién de cortisol continua elevada en sangre
durante un elevado tiempo ocasiona una ganancia de peso y la apariciéon de
obesidad, como por ejemplo en el sindrome de Cushing en la que una secrecién
excesiva de cortisol se asocia con obesidad visceral 27. La exposicién croénica a
glucocorticoides promueve la sintesis de tejido adiposo, ya que induce la
diferenciacién de pre-adipocitos en adipocitos maduros. También ocasiona una
inhibicién de la GLUT#4 en las células, reduciendo la entrada de glucosa por parte de
la célula, lo cual genera una hiperglucemia. En el higado esto ocasiona un incremento
de la lipogénesis y la gluconeogénesis y en el pancreas produce una hipertrofia e
hiperplasia de las células beta, ocasionando una hiperinsulinemia y aumentando el

riesgo de resistencia insulinica en el organismo 27.

Los estados de resistencia insulinica e hiperglucemia junto con una ingesta de
alimentos desequilibrada van a favorecer el desarrollo de la obesidad. Ademas, esta
obesidad que se genera contribuye a la desregulacién del eje hipotdlamo-
hipofisario-adrenal, debido a las alteraciones emocionales y psicologicas que
produce esta enfermedad, al ocasionar una pérdida en la calidad de vida de los

pacientes 27.




1.1.4 Morbilidad

La obesidad ha alcanzado proporciones epidémicas a nivel mundial, y cada afio
mueren como minimo, 2,8 millones de personas a causa de la obesidad o sobrepeso
14 Como norma general conviene tener en cuenta que las mayores complicaciones
corresponderan a mayores cifras de sobrepeso (obesidad moérbida y
superobesidad), ademas presenta una gran influencia la edad, la duracién del exceso
ponderal y la distribucion de la grasa adicional, puesto que la obesidad
androide/visceral/abdominal se acompaiia del llamado sindrome de resistenciaala

insulina 28,

Son bien conocidas las consecuencias del exceso de peso sobre el sistema
cardiovascular, respiratorio, digestivo, osteoarticular, reproductor y endocrino-
metabdlico, asi como la relacion entre obesidad y algunos tipo de cancer 11 En la
siguiente (figura 3) se presentan las distintas comorbilidades asociadas a la

obesidad 28.




Alteraciones neurologicas

* Hipertension endocraneal benigna
* Meralgia parestésica

* Demencia

Alteraciones musculoesqueléticas
*  Artrosis

* Lesiones articulares

* Deformidades 6seas

Hiperuricemia y gota.

Alteraciones cardiovasculares
Cardiopatia isquémica
Hipertension

Fibrilacién auricular

Enfermedad cardiovascular
Enfermedad tromboembélica.
Insuficiencia cardiaca congestiva.
Insuficiencia venosa periférica.

Alteraciones digestivas

*  Colelitiasis

* Esteatosis hepatica

* Cirrosis

* Reflujo gastroesofagico

* Hernia de hiato
* Hernias de pared abdominal

Figura 3.- Comorbilidades asociadas a la obesidad 28

Alteraciones endocrino metabdlicas

Alteraciones cutineas

Estrias

Acantosis nigricans Alteraciones neurologicas
Hirsutismo * Hipertension endocraneal
Foliculitis * Meralgia parestésica
Intertrigo * Demencia

Alteracic

¢ Depr

*  Discr

¢  Dism

*  Trast

!

Alteracic

*  Disne

*  Sind

*  Sindi

*  Asmi

Alteraciones genitou

Glomerulopatia r
Nefrolitiasis

Disfuncién menst
Sindrome de ovai
Infertilidad
Sindrome metabélico Aumento del ries;
Diabetes tipo 2 Incontinencia uris
Dislipemia aterogena

Hiperandrogenismo ovérico

Hipogonadismo masculino
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1.1.5 Tejido adiposo como 6rgano endocrino

La obesidad se caracteriza por un aumento en el numero de células grasas, el tamafio
de las células grasas o una combinacién de ambos 2°. El tejido adiposo constituye la
principal reserva energética del organismo. Estos depdsitos se encuentran
repartidos por distintas zonas corporales, a escala dérmica, subcutadnea,
mediastinica, mesentérica, perigonadal, perirrenal y retroperitoneal. Este tejido
tiene la capacidad de acumular grasa cuando el aporte energético es excesivo, y de
movilizarla cuando el organismo requiere energia, es por ello que contiene distintas

enzimas encargadas de la lipdlisis y de la lipogénesis 30.

El adipocito representa la unidad basica del tejido adiposo, constituyendo entre uno
y dos tercios del mismo 31. El resto del tejido esta formado por células sanguineas,
endoteliales y precursores de los adipocitos con distintos grados de diferenciacidn,
fundamentalmente fibroblastos, aunque también aparecen preadipocitos, células
mesenquimales probablemente diferenciadas y células grasas muy pequefias 32. El
adipocito tiene su origen a partir de células precursoras o preadipocitos, las cuales,
bajo el estimulo de numerosas hormonas, citoquinas, factores de crecimiento y
nutrientes, inician un proceso de diferenciacion morfolégica y funcional hasta
convertirse en un adipocito maduro, lo que se conoce como adipogénesis, proceso
que esta presente durante toda la vida. En la (figura 4) es posible distinguir dos
grandes tipos de tejido adiposo, el tejido adiposo blanco y el tejido adiposo pardo o
marrén. Ambos no presentan diferencias Unica y exclusivamente en cuanto a

coloracion, sino también en cuanto a su morfologia, distribucion, genes y funcion 33.
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Tejido adiposo Blanco

La formacion del tejido adiposo blanco se
acentla a partir del tercer trimestre del
embarazo.

La expansién del mismo desde el primer
afio de vida y su desarrollo es un proceso
continuo a lo largo de la vida.

Este tejido estd formado por adipocitos
uniloculares (cada célula de grasa
contiene una sola gota grande de aceite)
que contienen mitocondrias.

La principal funcion de este tejido es
controlar la ingesta de energia y la
distribucién de la misma a otros tejidos
en los periodos catabdlicos.

Responde a hormonas, las produce y
secreta. Posee una gran capacidad de
almacenamiento de triglicéridos.

Tejido adiposo Pardo

Participa en la regulacion del metabolismo
y en la termogénesis etapa neonatal, en
lactantes y nifios.

Disminuye después de las 8 semanas de
vida. Reservorio de cantidades pequefas
en todas las categorias de edad (1% de
peso total).

Restos ubicados en la region axilar,
subescapular, interescapular, intercostal,
cervical, e inguinal.

Se caracteriza por poseer adipocitos
multiloculares (su citoplasma contiene
muchas gotas de lipido) y una gran
cantidad de mitocondrias que otorgan una
alta capacidad oxidativa, necesaria para la
disipacion energética (termogénesis)

Figura 4.- Principales diferencias entre tejido adiposo blanco y tejido adiposo pardo. Elaboracién

propia 33.

El balance entre las areas blancas y pardas puede verse modificado en respuesta a

distintos factores tales como el frio, el calor, la obesidad, la edad, entre otros 33.

Desde la identificacion de la leptina como hormona producida principalmente en el
adipocito, se ha descubierto una amplia variedad de moléculas con una gran

actividad biolégica, generadas y secretadas por los adipocitos, denominadas
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adipocitoquinas, entre las que se encuentran el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a), la leptina, la resistina, la adiponectina, y el inhibidor-1 del activador del
plasminégeno (PAI-1) entre otras. El tejido adiposo puede considerarse
formalmente como un tejido endocrino, ya que produce y secreta péptidos con
diferentes efectos que ejercen su accion en tejidos distantes (efecto endocrino), en
contraste con efectos locales (paracrino o autocrino). Como ya es conocido las
células endocrinas cladsicamente son controladas por estimulos externos que

generan un mecanismo de retroalimentacién 34.

Las citoquinas producidas por los adipocitos ejercen sus acciones en el sistema
nervioso central, el musculo, el higado, y el hueso entre otros muchos tejidos. El
tejido adiposo también participa en los procesos de inflamacién, regulacién
metabolica de energia, enfermedad vascular ateroesclerdtica, sindrome metabdlico,
y cancer. En las dos ultimas décadas se ha reconocido el importante papel de los
adipocitos en la homeostasis de energia corporal, la sensibilidad a la insulina, y el
metabolismo de carbohidratos y lipidos 35 Cabe destacar el predominio
proinflamatorio que presenta el tejido adiposo de la region visceral concretamente
con respecto al subcutaneo, siendo este primero una fuente importante de
citoquinas con una actividad metabodlica muy alta, por ello la importancia a nivel

cardiovascular del perimetro abdominal 3¢,

En el estado obeso, el tejido adiposo estd infiltrado por macréfagos
inflamados. Existe evidencia de que la inflamacién de bajo grado dentro del tejido
adiposo produce una desregulacion de la producciéon de adipocitocinas 37. Niveles
séricos de adipocina se encuentran elevados en humanos y animales con exceso de
adiposidad, y la grasa visceral parece producir varias de estas adipocinas mas

activamente que el tejido adiposo subcutaneo 29 37,

Dependiendo de la ubicacién en el cuerpo, difieren en su capacidad para secretar
adipocitocinas, asi como en la composicion celular con fenotipo variado, asi como en
la cantidad y proporcion de adipocitos que lo forman, las células del estroma de los
vasos sanguineos y las células del sistema inmunitario 32. Ahora se reconoce
generalmente que el tejido adiposo es un 6rgano importante de una red compleja

que participa en la regulacion de una variedad de funciones biol6gicas muy diversas

29,
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1.1.6 Obesidad y alteraciones hepaticas

1.1.6.1 Definicion

La esteatosis hepatica o enfermedad del higado graso no alcohélico (NAFLD, por sus
siglas en inglés, Nonalcoholic Fatty Liver Disease) es la enfermedad hepatica crénica
mas comun. Es una condicion clinico-patolégica caracterizada por la acumulacién
de lipidos en el higado que genera dafios similares a los producidos por el consumo
de alcohol, pero en individuos sin historial de consumo crénico. Histolégicamente
se caracteriza por una acumulacion de lipidos, macro o microvesicular, mayor a 5%

del peso total del higado 38.

1.1.6.2 Prevalencia

La prevalencia estimada varia de acuerdo a la poblacion estudiada y al método
usado para cuantificarla. El origen étnico es importante en su desarrollo, siendo el
de los hispanos el de mayor riesgo, seguido por el de blancos y el de afroamericanos
38, La prevalencia global del NAFLD es de 25.94%, la mayor prevalencia se reporta
en Medio Oriente y Sudamérica, y la menor en Africa. En paises occidentales se ha
estimado su prevalencia entre 20 y 30%, y en paises asiaticos en 15%, pero podria
estar subestimada ya que los niveles sanguineos de las aminotransferasas pueden

ser normales en algunos individuos con NAFLD 38,

La Encuesta Nacional de Salud y Nutriciéon (ENSANUT) de 2012, revel6 que casi el
30% de la poblacién (37.5% de mujeres y 24.8% de los hombres) es obesa. 23 Las
estimaciones consideran que la NAFLD se presenta en 25% de la poblacién obesa, la
prevalencia de la diabetes en la poblacidon adulta es de 9.2% y se ha estimado la
NAFLD en mas de 50% de estos pacientes. En otro estudio realizado en México se ha
estimado una o se ha estimado una prevalencia de alrededor de 17.05% en
poblacién asintomatica. La NAFLD no es una enfermedad exclusiva de adultos,
afecta también a nifios y adolescentes. Dentro de estas poblaciones se ha
comprobado que la prevalencia de la NAFLD aumenta con el indice de masa corporal
y esta relacionada con la obesidad en la infancia. Estimar la incidencia y prevalencia
de la NAFLD es todavia un desafio debido a que comtinmente son asintomaticas y

por la falta de métodos de diagndstico exactos y no invasivos 38,
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1.1.6.3 Fisiopatologia de NAFLD

La alteracién del metabolismo lipidico hepatico puede originar una acumulacién
excesiva de lipidos y llevar a la aparicién de esteatosis hepatica, que cuando no esta
relacionada con un consumo cronico de alcohol, se le conoce como enfermedad del
higado graso no alcoholico. Se trata de un padecimiento con una fisiopatologia
compleja y con varias fases, que abarcan diferentes grados de complejidad y
severidad: esteatosis simple, esteatohepatitis, fibrosis, cirrosis y, en algunas
ocasiones, hasta cancer hepatico. Ademas, esta enfermedad es dificil de diagnosticar
y pasa inadvertida hasta que presenta complicaciones 38. También esta relacionada
con otros padecimientos metabdlicos como la obesidad, diabetes, dislipemias,
resistencia a la insulina y sindrome metabdlico; las cuales son un problema de salud

publica a nivel nacional y mundial 38.

Las caracteristicas fisiopatoldgicas de la NAFLD van a ir en relacion con las causas
que producen la enfermedad hepatica no alcohdlica, como es en el caso de los
pacientes con sindrome metabdlico que se caracterizan por presentar obesidad
central, hipertension, resistencia insulinica, altos niveles de triglicéridos y bajos

niveles de HDL, son los que mas riesgos presentan en desarrollar la enfermedad 3°.

La resistencia a la insulina, contribuye a su patogénesis y se caracteriza por la
reduccion de la transferencia de glucosa en tejidos como el adiposo o el muscular,
esto hace que se produzca una desregulacion de la lipolisis que contribuye a que se
produzca una incorrecta sefializacion de la insulina en el organismo 38, en cuanto a
la accién que produce la resistencia insulinica a nivel hepatico, se ha descrito que va
a inhibir la gluconeogénesis y la glucogenosintesis. Finalmente se produce un
aumento de la glucosa circulante en sangre que activa la secrecidon de mas insulina,
provocando en el organismo un estado de hiperinsulinemia e hiperglucemia, que
inducen en el hepatocito la activacion de factores de transcripcion, favoreciendo la
glucdlisis y la lipogénesis 40. Se ha demostrado que la anormalidad en la sefializacién
de la insulina activa la via de NF-kB intrahepatica facilitando la secrecién de
citoquinas inflamatorias, como la IL-6, el factor de necrosis tumoral alfa y la IL-1b,
estas sustancias inflamatorias van a ocasionar lesion e inflamaciéon hepatica 1.

Ademas, la hiperinsulinemia que se produce va a favorecer la estimulacién del factor
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de crecimiento insulinico 1 que se considera un promotor tumoral implicado en

ciertos tipos de canceres 42,

La obesidad a nivel central, con un alto porcentaje de tejido adiposo visceral,
produce un estado inflamatorio mediado por citoquinas inflamatorias, entre ellas la
IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa, y también otras sustancias como la leptina
y la adiponectina, contribuyendo en la lesiéon hepatica como ocurre con la resistencia
insulinica (de Assuncdo y col, 2017), la obesidad al generar un incremento de
macrofagos y otras células inmunitarias en el tejido adiposo, contribuye a la

resistencia insulinica (Heymsfield, 2017).

Evolucion hacia esteatohepatitis y cancer hepatico

El principal motivo de la generacion de NAFLD es el incremento del tejido adiposo
visceral, generado por la alteracion del metabolismo lipidico y glucidico que va a
inducir la acumulacion de grasa en el higado 3%, esta acumulacién hace que el higado
se sobrecargue de acidos grasos y sustratos energéticos, favoreciéndose la aparicién
de sustancias lipidicas téxicas 43. La incapacidad para hacer retroceder los procesos
perjudiciales que producen esas sustancias toxicas que se van a generar, hace que el
dafio hepatico aumente y la enfermedad progrese hasta el estado de Enfermedad del
Higado graso No Alcoholico (NASH) desde ahi a la fibrosis que puede conducir a una
cirrosis y el desarrollo de un cancer hepatocelular (Rinella, 2015). Como se puede
observar en la imagen X, los acidos grasos libres son el nucleo principal de la
patogénesis de la enfermedad NASH, producidos por la lipolisis de triglicéridos del
tejido adiposo y transportados al higado a través de la sangre, siendo este proceso
regulado por la insulina a nivel de los adipocitos. También se observa un aumento
de AGL a nivel hepatico debido a la sintesis lipogénica de novo producida a partir de
glucosay fructosa. Los triglicéridos que no se distribuyan a sangre en forma de VLDL
se acumulan en forma de gotitas en el higado 43. Estos AGL que llegan al higado a
partir de la sangre, o bien porque son sintetizados a partir de una lipogénesis de
novo, se metabolizan en triglicéridos por una reaccion de beta-oxidacion en las
mitocondrias. Si la funcion mitocondrial o del peroxisoma no puede contrarrestar

un incremento en el flujo lipidico, la respiracion oxidativa puede colapsar dafiando
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la homeostasis de los lipidos y ocasionando la generaciéon de metabolitos lipidicos

toxicos y la sobreproduccién de los ROS (especies reactivas de oxigeno) 44.
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Figura 5.- Modelo de lesion hepatica por sobrecarga de sustrato en la patogénesis de NASH (Friedman y col,

2018)

También se ha comprobado que depende de ciertos factores como la

biodisponibilidad de carnitina que posibilita que estos acidos grasos se transporten

a las mitocondrias para realizar la beta oxidaciéon 4°. La acumulacién de especies

reactivas de oxigeno se evita por compuestos antioxidantes como la cisteina, un

componente esencial en la produccion endégena de glutation hepatico, los cuales se

pueden ver disminuidos ante cambios dietéticos o de la microbiota intestinal 45. Esta

acumulacién de ROS genera un estrés a nivel del reticulo endoplasmico, que ademas

también se va a encontrar alterado funcionalmente por la hiperglucemia, por

depleciones de ATP a causa de las alteraciones mitocondriales que se han

comentado, por un estado de hipercolesterolemia y por una deplecion de

fosfatidilicolina. Se produce una respuesta proteinica disfuncional que activa la

kinasa c-jun terminal (JNK) dando lugar a inflamacién y apoptosis, ademas de dafiar
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la sefializacién de la insulina y como consecuencia favorecer el desarrollo de
diabetes %4, También produce la activacién de inflamasomas que van a favorecer la
lesién hepatica y la aparicion del NASH. Los inflamasomas son complejos
multiproteinicos citoplasmaticos que activan la expresion de citoquinas
proinflamatorias como IL-1Beta y IL-18, ocasionando apoptosis por la activacion de
caspasa-143. En el caso de los hepatocitos que sufren la muerte celular por la
acumulacion de los triglicéridos no se producira por caspasa-1, ya que van a carecer
de ella. Su muerte se va a producir por especies reactivas y la activacion de caspasa-
2 que se asocian a piroptosis que causa una descarga de ATP intracelular, siendo un

potente inflamatorio 43.

Se puede deducir que la esteatosis hepatica simple producida por un primer
estimulo, como es la inflamacién ocasionada en primera instancia por la obesidad
producira un aumento de la sensibilidad del higado ante la llegada de un segundo
estimulo, los compuestos lipotéxicos generados por el exceso de grasa en el entorno
hepatico que induciria una inflamacién local ocasionando la esteatosis hepatica no
alcohdlica 46, Estos hepatocitos que son dafiados por la lipotoxicidad van a activar
diferentes mecanismos de muerte celular entre los que se puede destacar la
apoptosis piroptosis y necrosis, influyendo en la progresion de la NASH debido a que
la muerte celular activa las respuestas inflamatorias de las células que se encuentran

alrededor 46,

La fagocitosis de los desechos generados por la apoptosis facilita la diferenciacion
de las células estrelladas en células de Kupffer y miofibroblastos, los cuales van a
generar factor de necrosis tumoral alfa y ligandos que promueven la inflamacion y
posterior fibrosis que conlleva la muerte de los hepatocitos 45. Esta inflamaciéon y
lesidn celular va a producir una reparacion del tejido que sera mayor cuanto mayor
sea la inflamacion y la lesion. Se ha comprobado que la presencia de ciertas células
inmunitarias como las natural killer, juegan un papel importante en el desarrollo de
la enfermedad hacia NASH, ya que estas son precursoras de citoquinas

fibrogénicas*®.

Estas citoquinas inducen el desarrollo de las células con forma estrellada que se
encuentran en los pericitos hepaticos y estas células se van a ver estimuladas por la

via Hedgehog para transformarse en miofibroblastos que son los que se encargan
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de la reparacion tisular y los que producen las cicatrices que conducen al estado de
fibrosis hepatica. Los mayores productores de ligandos de la via Hedgehod seran los
hepatocitos que han sufrido muerte celular a causa de la inflamacién hepatica 4.
Esta respuesta celular regenerativa promueve, progresivamente, un anillo
cicatrizante que conduce a la cirrosis hepatica y perpetuando el estimulo de

reparacion celular en el tiempo, se vera aumentado el riesgo de cancer hepatico 4°.

Day et al 1998 describieron una teoria para tratar de explicar la etiologia de la

esteatosis hepatica, llamada hipotesis del doble impacto.

v' En el primer impacto, la resistencia a la insulina provoca un cambio
metabolico aumentando la lipdlisis en el tejido adiposo y creando un mayor
flujo de acidos grasos libres hacia el higado 38. Esto provoca un aumento en
la reesterificacién de acidos grasos y en la lipogénesis hepatica de novo.
También existe un decremento en la oxidacién de acidos grasos y una
disminucién en la exportacion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
38

v El segundo impacto aparece cuando la acumulacién de lipidos llega a ser
toxica e induce una respuesta de estrés oxidativo en el higado, involucrando
procesos de inflamacion 38. El estrés oxidativo origina la liberacion de
catepsinas lisosomales, la disfuncién mitocondrial, el estrés del reticulo
endoplasmico y la apoptosis celular, produciendo asi la inflamacién que
activa a las células estrelladas (células de Ito o adipocitos hepaticos) y el
deposito de colageno en los sinusoides hepaticos, siendo muy variable la
posibilidad del higado de recuperarse de este dafio. Esto puede resultar en
muerte celular necrotica, apoptosis y conducir a esteatohepatitis y,
posteriormente, a fibrosis. Lo cual a su vez predispone a la aparicién de

cirrosis y en muchos casos puede derivar a hepatocarcinoma (figura 6) 38.
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Figura 6.- Patogénesis de la esteatosis no alcohdlica y sus complicaciones. A) Por la resistencia a la
insulina se reduce el efecto antilipolitico de la insulina e incrementa la lip6lisis. B) El incremento en
la lipolisis aumenta el flujo de acido grasos libres (AGL) hacia el higado. C) La mayor cantidad de
acidos grasos incrementa la lipogénesis y la reesterificacion, reduciéndose al mismo tiempo la
oxidacion de los acidos grasos y ocasionando una acumulacién de triglicéridos (TG). D) Existe una
reduccion en la exportacion de triglicéridos, lo que contribuye a la acumulacién de TG. E) La
acumulacidén excesiva de triglicéridos por arriba del 5% del peso total del higado origina la esteatosis
hepatica no alcoholica. F) La acumulacién excesiva de TG provoca un lipotoxicidad y un estrés
oxidaivo. G) La inflamacién crénica desencadena la esteatohepatitis. H) Si la esteatohepatitis no es
controlada adecuadamente, puede progresar a fibrosis, cirrosis y cAncer hepatico 38..

Existen otras condiciones endocrinas que estan relacionadas en menor grado con la
NAFLD: hipotiroidismo, hipopituitarismo, hipogonadismo y el sindrome
poliquistico ovarico. La esteatosis también se ha asociado a enfermedades
cardiovasculares, apnea obstructiva del suefio, adenomas coloénicos, hiperuricemia,
deficiencia de vitamina D, hiperferritemia y esteatosis pancreatica 47. Ademas, se ha
determinado que pacientes con esteatohepatitis, fibrosis y cirrosis tienen mayor
riesgo de desarrollar hepatocarcinoma (HC) 48. También la edad y los depdsitos
hepaticos de hierro son otros factores de riesgo para el desarrollo de

hepatocarcinoma a partir de una NASH 47.
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1.1.6.4 Estrés oxidativo en la esteatosis hepatica

La NAFLD, y mas concretamente la esteatosis, son enfermedades multifactoriales y
el estrés oxidativo esta implicado en su patogénesis. En condiciones normales, el
metabolismo aerobio hepatico da como productos de deshecho pro-oxidantes, como
las ROS y las especies reactivas de nitrogeno (RNS) 38. Estas sustancias son
neutralizadas por los antioxidantes, manteniéndose el equilibrio entre pro-
oxidantes y antioxidantes. Con el aumento de la produccién de sustancias pro-
oxidantes por la alteraciéon del metabolismo hepatico normal este equilibrio se
pierde, dando lugar al estrés oxidativo 4. La reduccion secuencial de un electron del
oxigeno produce intermediarios relativamente estables tales como el anién
superdxido, que se dismuta a per6xido de hidrégeno por la superéxido dismutasa

(SOD) 38,

El per6xido de hidrégeno puede ser completamente reducido a agua o parcialmente
reducido a radical hidroxilo. El radical hidroxilo, uno de los mas oxidantes en la
naturaleza, se forma a través de las reacciones de Fenton y/o Haber-Weiss en
presencia de metales de transicidn. El anién superdéxido también puede reaccionar
con otros radicales incluyendo el 6xido nitrico, formando peroxinitrito. En estado
fisiolégico, las especies mas reactivas del oxigeno son detoxificadas mediante su

trasformacion en agua 38.

En el reticulo endoplasmico (RE), las monooxigenasas como el citocromo P450
reductasa, contribuyen a una mayor formacion de peroxido de hidrégeno y anién
superoxido, mientras que los peroxisomas son fuentes de peréxido de hidrégeno
citosdlico asociado a la oxidaciéon de acidos grasos. Se ha observado que el
incremento de la expresion de los enzimas citocromo P450 son responsables del
aumento de la producciéon de ROS 47. Bajo condiciones fisioldgicas, el perdéxido de
hidrégeno peroxisomal es eliminado por la catalasa (CAT). Aunque el mayor
productor de ROS es la mitocondria debido a la ineficiencia de la cadena de

transporte de electrones 47.

Las ROS pueden atacar los acidos grasos poliinsaturados (AGP) e iniciar la
peroxidacion lipidica dentro de la célula, formandose subproductos de aldehido

tales como 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) y malondialdehido (MDA). HNE y MDA tienen
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mayor vida media que los ROS y tienen el potencial de difundirse y alcanzar
objetivos intracelulares y extracelulares distantes, amplificando los efectos del

estrés oxidativo 49,

Una disminucion de las defensas antioxidantes también es un factor de estrés
oxidativo en pacientes con NAFLD. El aumento de los niveles de ROS y [3-oxidacién
lipidica producen un descenso de los niveles de enzimas antioxidantes como la SOD,
GPx y CAT, y de compuestos antioxidantes como el glutatiéon (GSH) y coenzima Q10
en pacientes con NAFLD 49, ROS activan de forma indirecta el factor nuclear Kb2 (NF-
kB) y el activador de proteinas-1 (AP-1) responsables de la activacion de la
produccion de mediadores citotoxicos, proinflamatorios y fibrogénicos por las
células Kupffer y células no parenquimales 38. Ademas, se observa un aumento de
expresion de la NADPH oxidasa. La activacion de la NADPH oxidasa y el aumento del
estrés oxidativo a su vez provocan una produccion desregulada de adipocitocinas;
incluyendo adiponectina, inhibidor-1 del activador del plasminégeno (PAI-1) TNF-

a, leptina; IL-6, y la proteina quimiotactica monocitica-1 38,

1.1.7 Obesidad y alteraciones cardiovasculares

La obesidad es cada vez mas comun en las sociedades posindustriales y ademas la
carga de la obesidad sigue aumentando. Los principales efectos de la obesidad en la
salud cardiovascular (CV) estan mediados por el riesgo de sindrome metabdlico
(resistencia a la insulina, dislipidemia e hipertension), de modo que la ausencia de
estos factores de riesgo en individuos obesos puede no estar asociada con un mayor
riesgo de mortalidad 9. Los efectos negativos de la obesidad en la salud CV se
manifiestan como una progresion acelerada de la aterosclerosis, mayores tasas de
remodelado ventricular y un mayor riesgo de enfermedades asociadas, como

accidente cerebrovascular, infarto de miocardio, e insuficiencia cardiaca 5.

Las enfermedades vasculares constituyen la primera causa de fallecimientos en
Espafia, destacando entre ellas por su frecuencia y morbimortalidad las

enfermedades isquémicas del corazon >2.
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v Patogenia de la aterosclerosis. Entre los multiples fendmenos implicados en
la patogenia de la aterosclerosis destaca por su importancia y precocidad la
retencidon y oxidacion subendotelial de las lipoproteinas ricas en colesterol,
que podrian iniciar una serie de acontecimientos que originan la aparicion
de la placa aterosclerotica 52.

v" Factores de riesgo. Sin duda los FRV estan directamente relacionados con el
desarrollo y evolucién de la placa. Destacan por su especial relaciéon los FRV
mayores, aunque otros como los FRV menores y los denominados
emergentes de menor prevalencia condicionan una mayor y mas rapida
evolucion del proceso ateroscleroético 52.

v" Mecanismos celulares. En la lesiéon aterosclerética participan con diferente
protagonismo distintos tipos de células. Entre todas las células endoteliales
destacan el monocito/macro6fago, los linfocitos, las células musculares lisas y
las plaquetas >2.

v' Mecanismos moleculares. El desarrollo y posterior evoluciéon de la lesion
ateroscleroética estan estrechamente ligados a la presencia de numerosas
moléculas liberadas por las células que participan en el proceso aterogénico
53, Presentan en su conjunto, sobre todo, efectos proagregantes,
protrombdtico, mitogénico y proinflamatorio que contribuyen al crecimiento

y complicacién de la placa 52.

1.1.7.1 Prevalencia
Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un conjunto de trastornos del
corazon y de los vasos sanguineos. Son la principal causa de defuncién en todo el

mundo 5°.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que en 2015 -dltimo afio del que
se han publicado datos- murieron 17,7 millones de personas por enfermedades
cardiovasculares, lo que representa un 31% de todas las muertes registradas en el

mundo 9.

Afectan en mucha mayor medida a los paises de ingresos bajos y medianos: mas del

80% de las defunciones por esta causa se producen en esos paises >3. Estas son
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actualmente la principal causa de fallecimiento en todo el mundo: cada afio mueren
mas personas por alguna patologia relacionada con la salud cardiovascular que por

cualquier otra causa >1.

En este escenario, Espafia no es una excepcion: en el ultimo informe ‘Defunciones
segun causa de la muerte’, elaborado por el Instituto Nacional de Estadistica, se
advierte que en nuestro pais la enfermedad cardiovascular también es la primera

causa de muerte, por delante incluso del cancer y las enfermedades respiratorias 53.

Tanto hombres como mujeres deben prestar atenciéon a la prevencion si quieren
evitar que la enfermedad cardiaca aparezca, ya que no se trata de una patologia que
afecte inicamente al colectivo masculino 51. De hecho, en la actualidad mueren mas
mujeres que hombres por esta causa en nuestro pais: segin los dltimos datos del
INE se producen 67.736 fallecimientos anuales de mujeres por 56.461 de hombres,

lo que supone un 6% mas de muertes entre el colectivo femenino 3.

1.1.7.2 Fisiopatologia cardiovascular

Para entender la fisiopatologia cardiovascular y renal es necesario comprender los
mecanismos celulares que vinculan las alteraciones metabdlicas con alteraciones de
funciones fisioldgicas y terminan manifestandose en enfermedades cronicas. Esta
claro que dentro de los factores de riesgo del sindrome metabélico existe una clara
tendencia y correlacion para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y

renales 54,

Las ECV son trastornos del corazdn y los vasos sanguineos. Entre ellas destacan: las
cardiopatias coronarias (ataques cardiacos), las enfermedades cerebrovasculares
(apoplejia) el aumento de la tension arterial (hipertensién), vasculopatias
periféricas, las cardiopatias reumaticas, cardiopatias congénitas y la insuficiencia

cardiaca (OMS,, 2019).

Los principales factores de riesgo para desarrollar ECV son: SMet, obesidad
abdominal, circunferencia de cintura, incremento de adipocinas en el tejido graso

visceral, resistencia a la insulina, y presion arterial elevada 5°.
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El tejido adiposo es el d6rgano endocrino mas grande del cuerpo, secreta
principalmente adipocinas (adiponectina, leptina y resistina) y citoquinas (factor de

necrosis alfa-tumoral (TNF-a), interleucina-6,(IL-6)) >°.

Se considera que una inflamacién sistémica de bajo grado comienza en la obesidad
con el incremento del marcador inflamatorio; proteina C- Reactiva (C-reactive
protein (CRP) 57, en conjunto existe una actividad mayor por parte de los
macréfagos, que rodean el tejido adiposo excedente, resultando una mayor

liberacion de citoquinas y manteniendo un estado de inflamacién sistémica 57.

Esta liberacion de citoquinas también induce una resistencia a la insulina en el
musculo esquelético 8, altera el eje pituitario - suprarrenal, acelera la pérdida de
células beta pancreaticas >° y activa el sistema nervioso simpético contribuyendo al
aumento de la frecuencia cardiaca, retenciéon de sodio y el desarrollo de dafio

cardiovascular 56,

Los mecanismos celulares y moleculares entre obesidad, SMet y mayor riesgo

cardiovascular se centran en la funcidén del tejido adiposo (Figura 7) 0.
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Figura 7.- Proceso ateroesclerético y trombdtico ©0.
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La obesidad y la aterosclerosis tienen una etiologia inflamatoria 0. La atrofia
cardiaca generada por la inflamacién sistémica y otros factores de riesgo antes

mencionados se ha descrito como “cardiomiopatia de la obesidad” 61.

La resistencia a la insulina genera vasoconstriccion, disminuyendo la actividad del
oxido nitrico (NO) y su funcién antiaterogénica. El estrés oxidativo y las especies
reactivas de oxigeno (ROS) aumentan, generando mas inflamacién lo que resulta en
una disfuncién endotelial 62, Las personas con SMet padecen multiples alteraciones
a nivel hemostatico que los predisponen a ECV, entre ellos destacan: fibrinolisis y

disfuncion plaquetaria 3.

En el proceso aterosclerético las células inmunes crean una interacciéon con el
endotelio, generando una formacién temprana de ateroma, disminuyendo la
homeostasis endotelial como consecuencia de la reducciéon de NO y la secrecién del
vasoconstrictor angiotensindégeno (angiotensina II) que contribuye a una

hipertension sistémica 61.

En la dislipidemia aterogénica el componente principal es el aumento plasmatico de
la apolipoproteina B (apo-B). Esta es una proteina estructural de lipoproteinas
aterogénicas (LDL, VLDL, TG, y HDL-C reducido). Se considera que altos niveles de
apo-B son la causa principal de Enfermedad Cardiovascular Aterosclerdtica

(ASCVD) 6L,

El proceso aterosclerotico comienza cuando las lipoproteinas se filtran en la pared
arterial, los macrofagos las atrapan formando células espumosas cargadas de lipidos
generando una capa grasa en los capilares; al degradarse las células espumosas se

forma un tejido conectivo (placa fibrosa) rica en colesterol ¢4.

Los macrdéfagos se adhieren donde la capa es mas inestable, provocando una ruptura
y generalmente una trombosis ¢°. En conjunto los niveles elevados de inhibidor del
activador de plasminogeno 1 (PAI - 1) pueden generar un estado protrombotico 66
67, Los estados inflamatorios en el SMet, aceleran este proceso, cuando esta placa se
rompe generalmente se produce un evento cardiovascular (infarto al miocardio o

accidente cerebrovascular) (Figura 8) 8.
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Figura 8.- Proceso aterosclerdético y trombdtico ¢8.

La hiperglucemia se relaciona con enfermedad microvascular, como retinopatia,
neuropatia o enfermedad glomerular ¢ (Grundy y col., 2012). Cuando la funcién de
las células beta pancreaticas se ve disminuida, los rangos de glucosa comienzan a
aumentar, por lo tanto, la hiperglucemia en este caso se desarrolla como una secuela
posterior a la obesidad y un estado inflamatorio sistémico ©°. Los rangos
prediabéticos se establecen en: glucosa en ayuno 100-125mg/dL o niveles
posprandiales a las 2 horas de 140-199mg/dL. La diabetes categoricamente se
diagnostica como rangos de glucosa en ayunas de 2126mg/dL o niveles
posprandiales de 2200mg/dL. Tanto la prediabetes como la diabetes se consideran

factores de riesgo metabdlico cardiovascular ©8.

1.1.8 Obesidad y alteraciones renales
1.1.8.1 Definicion

La enfermedad renal crénica se define como la presencia de lesién renal, que abarca

alteraciones histologicas en la biopsia renal o presencia de albuminuria y alteracién
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del sedimento urinario, o al menos 3 meses de filtrado glomerular estimado inferior

a 60 ml/min/1.73 m2 79,

Numerosos estudios poblacionales han demostrado asociacién entre obesidad y el
desarrollo y progresion de ERC. Un mayor IMC se asocia con la presenciay desarrollo
de proteinuria en individuos sin enfermedad renal. Ademas, en numerosos estudios
con gran poblacion de pacientes, un mayor IMC parece asociarse con la presencia y
desarrollo de una menor TFG, con una mayor pérdida de la TFG estimada con el
tiempo y con aumento en la incidencia de ERCT. Un mayor IMC, con obesidad de
clase II en adelante, se ha asociado con una progresion mas rapida de la ERC en

pacientes con ERC preexistente 70.

Los efectos nocivos de la obesidad se extienden a otras enfermedades como el
desarrollo de nefrolitiasis y neoplasias renales malignas. Un alto IMC se asocia con
un aumento en la prevalencia e incidencia de nefrolitiasis. También la ganancia de
peso corporal a través del tiempo y un mayor indice CC basal se han asociado con
una mayor incidencia de nefrolitiasis. La obesidad se asocia también con algunos

tipos de neoplasias malignas, particularmente cancer renal 70.

1.1.8.2 Prevalencia

El analisis de datos a nivel mundial ha revelado que cerca de 500 millones de adultos
padecen ERC. La prevalencia de insuficiencia renal a nivel mundial difiere debido a
multiples factores, siendo mas prevalente en Europa, Oriente Medio y Asia oriental

y América Latina, que tienen un promedio del 12% de prevalencia 71.

La insuficiencia renal crdnica se presenta en mayor cantidad en la poblacion
femenina y también es mas prevalente dependiendo el color de piel, debido a que

hay mayor predisposicion en personas de color blanco a padecerla 71.

La insuficiencia renal cronica a nivel mundial es de un 10% y 1 de cada 3 personas
tiene factores que predisponen el padecimiento de la enfermedad, siendo mayor
esta predisposicion en paises con altos ingresos, esto por factores como la
alimentacién y el mundo industrializado 7. Esta tiene mas presencia en adultos que
en nifios. En la poblacién adulta las cifras superan los 100 por cada millén de

habitantes en todas las regiones del mundo, mientras que los datos de las pocas

28

——
| —



investigaciones referentes a insuficiencia renal crénica en nifios, indican a una

prevalencia de entre 10 y 74 por cada millén de pacientes pediatricos 71.

1.1.8.3 Fisiopatologia de la obesidad

La obesidad resulta en una amplia gama de anomalias metabdlicas complejas que
influyen en las diversas enfermedades que afectan a los rifiones. El mecanismo
exacto a través del cual la obesidad puede empeorar o generar ERC es atin poco claro
72_El hecho de que la mayoria de los individuos obesos nunca desarrollen ERC, y que
se clasifique hasta un 25% de la poblacion obesa como «metabdlicamente
saludable», indica que el aumento de peso por si solo no es suficiente para inducir
dafio renal. Algunas de las consecuencias renales deletéreas de la obesidad pueden
estar mediadas por ciertas condiciones comdrbidas asociadas como la diabetes
mellitus y la hipertension; sin embargo, existen también efectos de la propia
adiposidad que pueden impactar directamente sobre los rifiones, inducidos por la
actividad endocrina del tejido graso, mediante la produccion, entre otros, de
adiponectina, leptina y resistina (fig. 9) 72. Estos incluyen el desarrollo de
inflamacion, estrés oxidativo, metabolismo lipidico anormal, activacién del sistema
renina-angiotensina-aldosterona, incremento de la produccion de insulina y mayor

resistencia a la insulina 72.

29

——
| —



Tejido adiposo

{ Adiponectina, T Leptina, T fetuina A, T otras adipokinas
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SRAA, T inflamacion, T estrés oxidativo,
metabolismo lipidico anormal

Y

e ERC

Figura 9.- Mecanismos responsables mediante los cuales la obesidad causa el dafio renal 72.

Estos diversos efectos dan lugar a cambios patoldgicos especificos en el rifién, lo que
podria explicar el riesgo elevado de ERC mostrado por algunos estudios
observacionales. Entre ellos se incluyen la acumulacidon ectdpica de lipidos y
aumento de los depdsitos grasos en el seno renal, el desarrollo de hipertension
glomerular e incremento de la permeabilidad glomerular generada por un estado de
hiperfiltracion, el cual se asocia al dafio en la barrera de filtraciéon glomerular, y
finalmente, el desarrollo de glomerulomegalia y glomeruloesclerosis focal y
segmentaria 73. La incidencia de la llamada glomerulopatia asociada a obesidad se
ha incrementado hasta 10 veces en el periodo comprendido entre 1986 y el afio
2000. Es importante destacar que la glomerulopatia asociada a obesidad en
ocasiones se presenta en conjunto con otros procesos fisiopatolégicos propios de
otras enfermedades o de la edad avanzada, perpetuando la generacién de mayor

lesion renal en pacientes con hipertension o en ancianos 72,

La obesidad se asocia también con una serie de factores de riesgo que contribuyen
alaalta incidencia y prevalencia de nefrolitiasis 74. Un mayor peso corporal se asocia
con menor pH urinario, aumento de oxalato urinario y mayor excrecion urinaria de

acido urico, sodio y fésforo. Las dietas ricas en proteinas y sodio pueden contribuir
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a la acidificacion de la orina y a la disminucién del citrato urinario, lo que también
contribuye al riesgo de desarrollo de calculos renales 7>. La resistencia a la insulina,
caracteristica de la obesidad, puede predisponer al desarrollo de nefrolitiasis a
través del impacto que genera en el intercambio tubular Na-H, la amoniogénesisy la
generacion de un medio acido. Complicando ain mas el panorama esta el hecho de
que algunas terapias de pérdida de peso aumentan el riesgo de desarrollo de
calculos renales 74 Por ejemplo, la cirugia gastrica puede generar un incremento

sustancial en la absorcién enteral de oxalato y aumentar el riesgo de nefrolitiasis 72.

Los mecanismos que hay detras del mayor riesgo de aparicidon de neoplasias renales
en individuos obesos se encuentran poco claros 72. La resistencia a la insulina y,
consecuentemente, la hiperinsulinemia crénica asi como el incremento en la
produccion de factor de crecimiento similar a insulina de tipo 1 y numerosos efectos
humorales secundarios complejos pueden ejercer efectos estimulantes en el
crecimiento de varios tipos de células tumorales 76. Mas recientemente han surgido
otras explicaciones adicionales, tales como las funciones endocrinas del tejido
adiposo, sus efectos en la inmunidad y la generacién de un estado proinflamatorio

con efectos complejos sobre el cancer 77.

El tejido adiposo presenta una actividad endocrina de adipocinas 7>. Estas
adipocinas se describen como leptina, resistina y adiponectina, esta ultima tiene la
funcién de ayudar en el metabolismo de la glucosa y los acidos grasos, se ha
observado que en procesos obesogénicos, sus niveles se ven disminuidos y se
relaciona con resistencia a la insulina 76. Su principal receptor son los podocitos en
el rindn y su actividad probablemente esté mediada por la proteina quinasa activada
por 5'’AMP (AMPK). Algunos estudios en ratones reflejan que una expresion

reducida exhibe lesidn en los podocitos, albuminuria y fibrosis renal 73.

Por el contrario, la leptina, es una hormona que regula el apetito, su mecanismo de
accion es inhibiendo el Neuropéptido Y (NPY - aumenta la ingesta y disminuye la
termogénesis), en personas con obesidad se ha observado que su funcion se ve
alterada, se presenta una resistencia a la leptina, la razén puede estar relacionada
con altos niveles de triglicéridos que afectan su transporte a través de la barrera

hematoencefalica (BHE) o que su transportador se encuentra saturado . Se ha
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observado in vitro que la leptina provoca hipertrofia de las células mesangiales

glomerulares, generando mayor filtraciéon de albimina y proteina 78.

En la obesidad los podocitos se agrandan para cubrir un area de superficie mayor
en el glomérulo (Glomerulopatia) con el tiempo se atrofian y se genera un
desprendimiento ya que su tamafio ya no es proporcional a la hipertrofia glomerular
resultando en una glomeruloesclerosis segmentaria focal que conduce a una

enfermedad renal en etapa terminal 7°.

El vinculo entre la resistencia a la insulina y la enfermedad renal podria entenderse
en la dependencia de los podocitos glomerulares que componen la barrera de
filtracién glomerular a la insulina 8°. Esta ultima controla la contractibilidad de los

podocitos asociada con la permeabilidad glomerular 81.

La insulina tiene la capacidad de regular la Tasa de Filtraciéon Glomerular (TFG) a
través de vasodilataciéon renal local, utiliza la indometacina para disminuirla y por
medio de la sintesis de NO endotelial la aumenta 82. Sin embargo, este efecto de la
insulina puede alterarse cuando existe una RI, en consecuencia la hiperinsulinemia
puede producir hiperfiltracién glomerular y aumento de la permeabilidad vascular

desencadenando una albuminuria urinaria y la progresion de lesion renal 83.

La hipertension es una caracteristica importante del SMet y una causa comun de
enfermedad renal 84 Se han descrito diversos mecanismos por los cuales la presién
arterial se puede elevar y su relacién con la obesidad 8. Una dieta alta en lipidos
puede provocar un desequilibrio en la reabsorcién de sodio. La alteracion del
sistema renina-angiotensina-aldosterona y el aumento de la actividad del sistema
parasimpatico, asi como la liberacién de angiotensindégeno y aldosterona

contribuyen para desarrollar hipertension 86.

El estrés oxidativo juega un papel importante en el SMet 87. La mitocondria es un
organulo fundamental para generar energia y manejo de la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) 88. Las células renales son ricas en mitocondrias y tienen
una alta demanda de energia, por lo tanto la fisiopatologia de las enfermedades

renales afecta a casi todas sus células 8.

La hiperuricemia tiene una fuerte asociacién con el SMet y se correlaciona con

hiperinsulinemia posiblemente por el efecto inflamatorio que genera en los
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adipocitos, ademas los niveles séricos de acido drico se relacionan con un mayor
riesgo de desarrollar disfuncién renal crénica 8%. Claramente la fisiopatologia de la
enfermedad renal, se relaciona con el SMet, ya que el riién es un 6rgano diana

susceptible a todos los factores de riesgo del Sindrome Metabdlico 89.

Respecto a los multiples y variados mecanismos que subyacen al dafo renal en la
obesidad, no estan totalmente aclarados. Sin embargo, es conocido un conjunto
importante de mediadores metabdlicos vinculados al tejido adiposo, capaces de
generar lesion renal ?0. Las hormonas que secreta son denominadas en su conjunto
adipokinas y tienen accidn sistémica °1.

La adiponectina es una proteina producida predominantemente por el tejido
adiposo. Tiene un elevado peso molecular y es capaz de circular como monémero o
multimeros. Se han encontrado niveles bajos de adiponectina en pacientes con
obesidad °1. Se ha encontrado a nivel renal al menos dos receptores capaces de ligar
adiponectina: adipo R1 y adipo R2 °0. El receptor adipo R2 estd ubicado
mayoritariamente a nivel podocitario y es activado a través de la via de las kinasas
frente a la presencia de adiponectina. Cambios moleculares vinculados a la
activacion del receptor podocitario de adiponectina determinan una menor
permeabilidad a la albumina por el diafragma de filtracion por lo que se ha planteado
que la adiponectina puede tener un rol protector a nivel podocitario ?°. Se ha
encontrado una correlacién entre la hipoadiponectinemia y la presencia de
albuminuria en pacientes con hipertension arterial y obesidad °0. El incremento en
los niveles de adiponectina tanto exdgena como endégena se ha vinculado a
normalizacién en la morfologia podocitaria y disminuciéon de la albuminuria en
pacientes con obesidad de reciente diagnoéstico y enfermedad renal. Bajos niveles de
adiponectina determinan cambios en la isoforma de la enzima NAPDH oxidasa

generandose incremento en especies reactivas de oxigeno y dafio vascular 92,

La fetuina-A (alfa-2-Heremans Schmid glicoproteina), es una glicoproteina
circulante, miembro de la familia de los inhibidores de la cisteina proteasa. Es
sintetizada por los hepatocitos y esta presente en todos los fluidos extracelulares 92.
Su presencia induce insulino-resistencia en el musculo esquelético y en el higado

mediante la inhibicién de una tirosinquinasa del receptor de insulina. Altos niveles
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de fetuina-A se han asociado con obesidad e insulino-resistencia en pacientes con

ERC %,

La leptina es una proteina secretada por los adipocitos y vinculada a la familia de
receptores de citokina clase I ?4. Circula bajo cinco isoformas y se une a dos tipos
diferentes de receptor. El rol primario de la leptina es actuar a nivel del sistema
nervioso central (hipotdlamo) en centro de saciedad, limitando la ingesta
alimentaria como forma de regular el balance entre apetito e ingesta caldrica ?3. La
mayor parte de los efectos de la leptina estan mediados por la union al receptor Ob-
Rb que se expresa a nivel central mayoritariamente en el hipotalamo. El balance
entre apetito y gasto calorico se obtiene mediante la activacién de la
propiomelanocortina (POMC) °2. La POMC determina la produccién de hormona
estimulante-alfa de los melanocitos que una vez unida a los receptores 3 y 4 de la
melanocortina reduce el apetito y estimula el gasto energético. En individuos
delgados el ayuno disminuye la concentracion de leptina mientras que la
hiperalimentacion aumenta sus niveles. Por el contrario, en los pacientes obesos
este mecanismo fisioldgico se ve afectado °l. Esta observacién sugiere una
resistencia a la leptina a nivel del hipotdlamo y de los 6rganos metabolicos, en esta
poblacién 21, Los niveles circulantes de leptina son proporcionales a la cantidad de
tejido adiposo y se incrementan con la obesidad. La leptina es filtrada y eliminada a
nivel renal por lo que sus niveles se incrementan en la ERC, siendo uno de los

mediadores que se ha vinculado al ambiente aterogénico de la misma 3.

En relacion a la leptina y proteinuria las células renales expresan mayoritariamente
una isoforma corta del receptor Ob-Ra. La exposicion por corto tiempo a la leptina
es capaz de inducir la sintesis de factor de crecimiento alfa-1, el que determina
proliferacion endotelial a nivel glomerular ?3. Sin embargo, 1a exposicion por tiempo
prolongado se ha vinculado a regulacion en menos de la expresion glomerular de
colageno tipo I y tipo IV en células mesangiales y del endotelio glomerular, con
depésito de matriz extracelular, glomeruloesclerosis y un incremento significativo
de la proteinuria independiente de los incrementos de la presion arterial °1. A nivel
de las células endoteliales glomerulares, la leptina estimula la proliferacion celular

e incrementa la sintesis de coldgeno tipo IV. En las células mesangiales incrementa
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la sintesis de colageno tipo I. Estos cambios estructurales pueden vincularse al

desarrollo de enfermedad glomerular en el contexto de la obesidad °1.

Leptina y darfio tubular. A nivel experimental la exposiciéon prolongada a leptina
induce apoptosis en células tubulares renales in vitro a través de un incremento en

la expresion de prostaglandina E2 mediada por cicloxigenasa-2 72.

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), una citokina inflamatoria, se encuentra
elevado a nivel sistémico en pacientes obesos y juega un rol fundamental en la
insulinoresistencia derivada de la obesidad 72. Niveles elevados de receptor de TNF-
(se han asociado con un descenso en el filtrado glomerular en pacientes con diabetes
tipo 2 e IMC>30 Kg/m?2. A nivel experimental se encontr6 que los niveles elevados
de TNF-(determinan cambios en el citoesqueleto podocitario y en la membrana
basal glomerular. Junto con la presencia de macroéfagos y niveles elevados de
interleukina 1, el TNF-a es capaz de suprimir la actividad del gen promotor de la
nefrina pudiendo por este mecanismo explicarse la alteracién podocitaria que

ocurre cuando se elevan sus niveles en la obesidad .

La interleukina 6 (IL-6) es otra molécula inflamatoria que se encuentra elevada en
pacientes obesos y que se ha relacionado a la presencia de insulinoresistencia °1. En
pacientes con ERC el incremento de la masa grasa se acompafia de un aumento en
los niveles circulantes de IL-6. Asimismo sus niveles plasmaticos guardan
correlacion inversa con los niveles circulantes de adiponectina plasmatica 3. Si bien
el mecanismo por el que determina lesion renal permanece ain desconocido estos

cambios metabodlicos vinculados a su fisiologia posiblemente estan involucrados 0.

La expresion de moléculas de adhesion a nivel de las células endoteliales esta
incrementada en pacientes con insulinoresistencia y enfermedad renal °°. A nivel
experimental se ha observado que la expresiéon de moléculas de adhesion endotelial
como ICAM-1 juega un rol central en la infiltracién glomerular por macroéfagos en la
nefropatia diabética 21. Los niveles séricos de moléculas como ICAM-1, VCAM-1, P-
selectina y E-selectina estan incrementados en pacientes obesos y con nefropatia
diabética. Se estima que estas moléculas en el contexto de la obesidad generan
cambios morfoldgicos y funcionales renales secundarios a la infiltracion

macrofagica °1.
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El sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAA) también participa en el
desarrollo de enfermedad renal en el contexto de la obesidad 3. Multiples estudios
han identificado un sistema RAA nativo a nivel del tejido adiposo visceral de
pacientes con obesidad ?°. La disminucion en el peso corporal (de al menos 5%) se
ha correlacionado con disminucion en los niveles plasmaticos de angiotensinogeno,
renina y aldosterona en pacientes obesos, con disminucion de la actividad de la
enzima convertidora de angiotensina y la expresidon de angiotensindgeno a nivel de
la grasa visceral °1. Adicionalmente el tejido adiposo segrega factores secretantes de
mineralocorticoides, los que determinan la produccién de angiotensina II a nivel
suprarrenal de forma independiente ?°. Ademas de los conocidos efectos vinculados
a la aldosterona, esta hormona es capaz de disminuir la expresiéon de nefrina y

podocina a nivel podocitario determinando asi dafio glomerular 1.

La resistencia a la insuina vinculada a la obesidad es una importante relacionada
con el dafio renal en este contexto °1, ya que es un potente factor asociado al
desarrollo de albuminuria en pacientes no diabéticos ?°. Incluso la hiperinsulinemia
por si sola se ha asociado al desarrollo de albuminuria en pacientes sanos y en
diabéticos tipo 2. Los podocitos expresan transportadores de glucosa GLUT-1 y
GLUT-4 °1.. La fosforilacion de alguna de las moléculas vinculadas a estos
transportadores se ha asociado a resistencia a la insulina a nivel renal y determina
que los podocitos respondan a la insulina lo que incrementa la susceptibilidad al
dafio celular a ese nivel. También se ha asociado a una regulacion a la baja en la
expresion de la nefrina, con los cambios estructurales a nivel podocitario que de ello
se derivan 29, La insulina asimismo determina afectacién directa de canales de calcio
vinculados a los podocitos lo que altera la red de actina podocitaria con cambios

estructurales a dicho nivel 91,

1.1.8.4 El estrés oxidativo en el daiio renal

El estrés oxidativo describe un estado de dafio causado por las especies reactivas de
oxigeno (EROs). Estas representan un tipo de moléculas que derivan del

metabolismo del oxigeno y existen en todos los organismos aerébicos. La mayoria
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son de origen enddgeno y son subproductos de reacciones normales y esenciales,

como la generacion de energia mitocondrial °>.

Existen mecanismos de defensa contra el dafio inducido por EROs. Uno de estos son
las enzimas intracelulares: superéxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa,

que descomponen el radical superéxido en H,0, y este en H,0 y O,.

La superéxido dismutasa es una enzima esencial para la vida aerébica, se encuentra
en la mitocondria donde contiene manganeso, y en el citoplasma, donde contiene
manganeso y cobre. Transforma el radical super6xido en perdéxido de hidrégeno.
Este peroxido puede ser metabolizado por dos enzimas diferentes: la glutation
peroxidasa, Unica enzima humana que contiene selenio °5, y que oxida el glutatidn,
reduciendo de esta manera el peréxido de hidrégeno; la catalasa, por otra parte,

descompone el H,0, en H, y O, 95,

Respecto a las Alteraciones renales asociadas durante la dltima década se ha
dedicado considerable esfuerzo a investigar el papel de los radicales libres en la
patogenia de las enfermedades. En el caso del rifidn, el estrés oxidativo representa
un punto de convergencia del mecanismo de dafio renal provocado por nefropatias
resultantes de muy diversas etiologias 96. Asi, el dafio que puede sufrir el rifion
expuesto a isquemia, agentes nefrotoxicos o infecciosos, como también a
obstrucciones de la via urinaria, se asocia a un predominio pro-oxidante respecto a
las defensas antioxidantes 96. Blanco frecuente del ataque de los agentes pro -
oxidantes son los lipidos de las membranas de las células renales, ocasionando la
peroxidacion de estos. Esta lipoperoxidacion compromete la integridad de la
membrana basal y del epitelio de los 6rganos, por lo que también puede afectar las
funciones de transporte realizadas en el tibulo renal 97.Se ha evidenciado que el
estrés oxidativo (EO) esta involucrado en varios estados patoldgicos como
enfermedades cardiovasculares, infecciosas, cancer, diabetes y trastornos
neurodegenerativos 80. Estas enfermedades tienen mayor incidencia en la uremia y
en particular en los pacientes sometidos a dialisis, lo cual podria constituir una
evidencia que apunta hacia la probable existencia de un aumento de la exposicién a

EO en el curso de un deterioro renal créonico 97.
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Cuando se estudian los mecanismos fisiopatolégicos basicos de los trastornos
renales se aprecia que en todos estan presentes factores que predisponen al
desequilibrio oxidativo °7. Los fendmenos isquémicos o téxicos que pueden dafiar al
tubulo de manera aguda, asi como el dafio glomerular de origen inmunoldgico,
pueden acompafiarse de la generacion excesiva de especies reactivas del oxigeno

(EROs) %.

Brevemente diremos que el EO aparece en las células y tejidos cuando existe una
perturbacién del equilibrio entre las sustancias pro-oxidantes y antioxidantes a
favor de las primeras °°. Las principales sustancias oxidantes en los sistemas
biolégicos son los radicales libres derivados del oxigeno que son especies
intermedias de las reacciones quimicas, y que se diferencian de otras especies
quimicas, en que tienen orbitales con electrones desapareados 199, Esto les hace ser
extraordinariamente inestables y reactivas, y su avidez por electrones para
completar el orbital, es lo que provoca sus ataques a estructuras moleculares. Entre
las principales EROs destacan el anién superéxido (02-), el peréxido de hidrégeno
(H202), el radical hidroxilo (OH-), el oxigeno singlete (102-) y el 4cido hipocloroso
(HOCL) 100,

1.1.9 Marcadores de funcionalidad hepatica, cardiovascular y renal

1.1.9.1 Marcadores de funcionalidad hepatica

El higado lleva a cabo varias funciones bioquimicas, de sintesis y de excrecion, por
lo cual no hay una prueba que tenga la capacidad de detectar el estado de la funcién
total del higado 101. Para esto se utilizan un conjunto de pruebas, denominadas
pruebas de funcién hepatica. Para una correcta interpretacion de las pruebas
hepaticas, es necesario acompafarlas de una historia clinica completa y de un
examen fisico apropiado, y muchas veces recurrir a las pruebas imagen incluso a la
biopsia siguientes 191, Las enfermedades hepaticas son comunes y muchas veces
silenciosas, y son una causa importante de muerte en el mundo. Las principales
entidades asociadas a dafio hepdatico incluyen las enfermedades virales, la

esteatoepatitis no alcohdlica y el exceso de alcohol, entre otras 102,
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Las pruebas de funcién hepatica se utilizan en general para: 1) determinar presencia
o ausencia de dafio hepatico; 2) realizar diagnoésticos especificos; 3) determinar la
severidad y establecer prondstico; y 4) monitorizar el curso de la enfermedad

hepatica 102,

Algunas pocas pruebas hepaticas miden funciones fisioldgicas identificables, como
ocurre con la bilirrubina, la albumina y el tiempo de protrombina, mientras la
mayoria no mide una funcién especifica sino que indica la presencia de dafio y la
falta de permeabilidad de las vias biliares 101 . Entre estas pruebas estan las
aminotransferasas, la gamma glutamil transpeptidasas y la fosfatasa alcalina. Por
ultimo, estan las pruebas que evalian la reacciéon al dafio hepatico, como las
globulinas o los anticuerpos tisulares, y las pruebas que apuntan a una etiologia

especifica, como son los marcadores de infeccion viral 101,

Las pruebas de funcién hepatica no deben interpretarse como resultados anormales
aislados, sino utilizando paneles con patrones caracteristicos que permitan

identificar o aproximarnos al diagnostico de las enfermedades hepaticas 102.

El primer paso en la evaluacién de disfuncion hepatica es determinar la presencia o
asusencia de dano hepatico, segundo paso, decidir si el dafio es necrosis celular o
colestasis; el tercero es identificar la enfermedad particular y el cuarto paso,

determinar la severidad siguientes 101,

Deteccion de enfermedad hepatica

En ausencia de cualquier sospecha clinica, la combinacién de unos resultados
normales de ALT, ALP, fosfatasa alcalina y bilirrubina total y directa, practicamente
excluyen enfermedad hepatica activa; por otro lado, la presencia de cualquier

anormalidad en alguna de ellas, por ligera que sea, no excluye enfermedad hepatica

103,

39

——
| —



Tabla 1.- Pruebas de funcién hepatica

= Alanino aminotransferasa (ALT)
i = Aspartato aminotransferasa (AST)
Necrosis celular « Relacidn AST/ALT
» Deshidrogenasa lactica (LDH)

- Fosfatasa alcalina

= Gamma-glutamiltransizrasa (GGT)

= Bilirrubina total

= Bilirrubina directa

= Bilirrubina total

= Bilirrubina directa

= Ablmina

= Tiempo de protrombina (TP)

« Globufinzs totales

= Anticuerpos antinucleares

= Anticuerpos ant-mdésculo liso

Pruebas inmunoldgicas = Inmunoglcbulinas

= Anticuerpos antimitccondrizles

= Anticuerpos antimicrosema hepatico-renal tipo 1
(LKM-1)

= HAV total

= HAV IgM

- HBsAg

= Anti-HBc total

= Anti-HBc IgM

- HBe Ag

- Anti-HBe lgG

= Anti-HBs 1gG

= Anti-HCV

= RIBA (ensayo inmunoblot recombinante)

= Reaccion en cadena de la pofmereasa con trranscrip-

Colestasiz
Metabolizmo anidnico orgénico
Metabolismo anidnico organico

Sintesis proteica

Marcadores virales para Hepatitis A

Marcadores virales para Hepatitic B

Marcadores virales para Hepatitie C

tasa reversa (RTPCR)
- Saturacion de transferrina
Marcadores genéticos para hemocromatosis - Ferritina
hereditaria = Mutacion C282Y;H16BD

- [ndice de hierro hepético

Marcadores genéticos para enfermedad de Wilson = Cerulopl@sm_ina sénca
= Cobre urinario

- SESES - Blectroforesis de proteinas séricas
r:i:?:;rne: genéticoe para deficiencia de alfa 1 - Alfa 1-antitripsina sé6
= Andlisis fenotipico

Algunos analisis de la funcién hepatica frecuentes son los siguientes:

Alanina transaminasa (ALT). La ALT es una enzima que se encuentra en el higado
y que ayuda a convertir las proteinas en energia para las células hepaticas. Cuando

el higado esta dafiado, se libera ALT al torrente sanguineo y aumentan sus niveles
101

e Aspartato transaminasa (AST). La AST es una enzima que ayuda a
metabolizar los aminodacidos. Al igual que la ALT, la AST normalmente esta
presente en la sangre en niveles bajos. Un aumento en los niveles de AST

puede indicar dafio o enfermedad del higado o dafio muscular 101,

o Fosfatasa alcalina (ALP). La ALP es una enzima que se encuentra en el

higado y los huesos y es importante para descomponer las proteinas. Si los
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niveles de ALP son mas altos de lo normal, es posible que el higado presente
alguna enfermedad o dafio, como una via biliar obstruida o ciertas

enfermedades 6seas 101,

Albumina y proteina total. La albimina es una de las diversas proteinas
producidas en el higado. El cuerpo necesita estas proteinas para combatir
infecciones y realizar otras funciones. Silos niveles de albimina y de proteina
total son mas bajos de lo normal, es posible que el higado presente alguna

enfermedad o dafio 101,

Bilirrubina. La bilirrubina es una sustancia producida durante Ia
descomposicion de los globulos rojos. La bilirrubina pasa a través del higado
y se expulsa en las heces. Si los niveles de bilirrubina (ictericia) son elevados,
es posible que el higado presente alguna enfermedad o dafio, o la presencia

de ciertos tipos de anemia 101,

Gamma-glutamil-transferasa (GGT). La GGT es una enzima de la sangre. Si
los niveles son mas altos de lo normal, es posible que el higado o las vias

biliares estén dafiados 101.

Lactato deshidrogenasa (LD). La LD es una enzima que se encuentra en el
higado. Si los niveles son altos, es posible que el higado esté dafiado, pero

esto también ocurre en otros trastornos 101,

Tiempo de protrombina (TP). El TP es el tiempo que tarda la sangre en
coagularse. Un aumento del TP puede indicar dafios en el higado, pero
también puede deberse a la toma de determinados medicamentos

anticoagulantes, como warfarina 101,
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Tabla 2.- Resultados normales en los andlisis de sangre de funciéon hepatica

ALANINA TRANSAMINASA (ALT) De 7 a 55 unidades por litro
(U/L)

ASPARTATO TRANSAMINASA (AST) De8a48U/L

FOSFATASA ALCALINA (ALP) De40a 129 U/L

Albumina De 3,5 a 5,0 gramos por decilitro
(g/dl)

Proteina total De 6,3a7,9 g/dl

Bilirrubina De 0,1 a 1,2 miligramos por decilitro

(mg/dl)

GAMMA GLUTAMIL TRANSFERASA (GGT). De8a61U/L

LACTATO DESHIDROGENASA (LD). 122a222U/L

TIEMPO DE PROTROMBINA (TP). 9,4 a 12,5 segundos

1.1.9.2 Marcadores de funcionalidad cardiovascular

Marcadores de obesidad

Los marcadores de diagnéstico para la obesidad son principalmente el indice de
Masa Corporal (IMC), que en humanos se obtiene a partir de la féormula peso
(kg)/talla(m2). La evidencia indica que lo mas apropiado seria medir la grasa
corporal total y la circunferencia de cintura/cadera y no solo el IMC ya que puede
subestimar o sobreestimar el diagnéstico de la obesidad debido a que utiliza el peso
total como denominador, por lo tanto, sujetos con mayor masa muscular y poca
grasa seran diagnosticados como obesos o con sobrepeso (IMC = 30= obesidad) 104.
Y por otra parte los individuos que presentan IMC normal (IMC=18.5 - 24.9) o
sobrepeso (IMC = 25-29.9), pero con una distribucidon anormal de la grasa corporal

podrian estar en riesgo elevado de eventos cardiovasculares 105,

En cuanto a medidas de obesidad en roedores encontramos principalemente:

v" Longitud Hocico-Ano (LHA)
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Medicién obtenida al posicionar al animal de manera recta sobre una base plana,
tomando la longitud representada desde el hocico hasta el ano, empleando un

vernier profesional. Siendo expresado en centimetros 106,

v Indice de Lee

Este indice fue utilizado por 197 y se calculé de la siguiente manera:

\/ Peso corporal (g)
Longitud Hocico Ano (cm)

indice de Lee =

Es ampliamente utilizado en investigaciones como un predictor de obesidad.

Electrocardiograma como marcador de riesgo cardiovascular

La Sociedad Europea de Hipertension recomienda que el electrocardiograma
deberia formar parte de las técnicas de diagnostico en todos los pacientes con

alteraciones metabdlicas 108,

En la practica clinica el estudio electrocardiografico es una herramienta fiable y un
marcador importante para monitorizar la correcta funcién del corazén. Diferentes
estudios han demostrado una relacion entre pacientes con SMet y el desarrollo de
fibrosis miocardica 108 109 E]l complejo QRS fragmentado (QRSf) representa un
retraso en la conduccién ventricular causada por una cicatriz o fibrosis miocardica
lo que podria asociarse a un mayor riesgo de muerte subita en pacientes con

insuficiencia cardiaca y eventos arritmicos 109 84,

Estudios en animales reportan que la neuropatia autondémica diabética (NAD)
muestra alteraciones en el estudio electrocardiografico en la amplitud de la onda R
y ensanchamiento del intervalo QTc 119, la alteracién de estos intervalos es signo de

progresion de enfermedad cardiovascular y arritmias ventriculares 111,

La aterosclerosis coronaria y la hipertrofia ventricular izquierda en el SMet esta

relacionada con hiperglucemia en ayuno y esto a su vez se correlaciona
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positivamente con una alteracién del intervalo QT y QT corregido (QTc). Segtn este

indice se puede utilizar como un marcador de efectivo de riesgo cardiovascular 112,
- Marcadores de aterogénesis y proceso inflamatorio

La aterosclerosis es un proceso cronico inflamatorio, la acumulaciéon de
lipoproteinas de baja densidad en el espacio subendotelial parecen ser los primeros

episodios de desarrollo de lesion aterosclerética 111,

Uno de los marcadores mas utilizados para diagnosticar el riesgo de aterogénesis es
el indice aterogénico, que resulta de la proporcién entre los niveles de colesterol
total y colesterol HDL. Se calcula de acuerdo con la siguiente férmula y el resultado

expone el riesgo del paciente (Tabla x) 113,

[ IA= (colesterol total - colesterol HDL) /colesterol HDL }

Tabla 3.- Relacién entre el Indice aterogénico y el riesgo de enfermedad
cardiovascular
ECV Valor calculado | Riesgo de ECV
Menor de 3.5 | Riego bajo
3.5-5.0 | Riesgo normal

5.1-9.6 | Riesgo moderado
9.7 a24 | Riesgo alto

Un marcador de riesgo de ECV es la prueba de proteina C reactiva (PCR) de alta
densidad que evaluda el riesgo de padecer enfermedad cardiaca, mide la cantidad de
inflamacién presente en el cuerpo, es probablemente la prueba de mediciéon de
inflamacién mas sensible y es necesario realizar simultaneamente un analisis del
perfil lipidico (Espinola Klein y col., 2007). La lectura normal de la prueba debe ser

inferior a 2mg/L 111,

La tasa de sedimentacion de eritrocitos/ velocidad de sedimentacion globular (VSG)
se considera otro marcador para analizar los procesos inflamatorios. Esta prueba

mide la velocidad de caida de los eritrocitos en el tubo de ensayo 114. En un proceso
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inflamatorio diversas sustancias como citoquinas, interleucinas, fibrinégeno, alfa-
macroglobulinas e inmunoglobulinas se secretan en la sangre lo que genera un
aumento de la agregacidn eritrocitaria formando complejos mas densos y como
consecuencia un descenso mas rapido en comparacién con una célula individual.

Determina si el nivel de inflamacién aumenta o disminuye 114,

1.1.9.3 Marcadores de funcionalidad renal

Filtracion glomerular y aclaramiento renal de creatinina
Las enfermedades renales normalmente cursan de forma asintomatica, la funcién
renal se puede medir por medio de analiticas comunes 115, La valoracién clinica de

la funcién renal analiza los siguientes marcadores:

e Medida de filtracién glomerular (FG) y la concentracién plasmatica de creatinina

(Cr) y de urea (U)

e Determinacién de la concentracion de iones en plasma y en orinae
« Analisis de la osmolaridad plasmatica y urinaria

e Valoracion del equilibrio 4cido - base plasmatico

e Proteinograma plasmatico y proteinuria

e Hemograma, calcemia, fosforemia y fosfatasa alcalina

e Uroanalisis, sedimento y cultivo de orina

Las enfermedades renales afectan la funcionalidad de las nefronas, dafiando al
glomérulo, manifestandose en una alteracion en la tasa de filtracion glomerular o

una pérdida de proteinas o células por orinal?s,

La funcién renal se evaltia estimando la tasa de filtracion glomerular (TGF) mediante
férmulas basadas en marcadores endégenos como la creatinina sérica, urea o la
Cistatina C y otras variables como peso, edad y género 115, La filtracién glomerular

(FG) se puede medir por diferentes pruebas practicas (Tabla 4).

Tabla 4.- Pruebas clinicas de valoracion de FG
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Pruebas Valor normal
Filtracion glomerular (ml/min/1.73m2 ) Hombre 124 + 25
Mujer 119 + 13

Aclaramiento de creatinina | 90 - 130
(ml/min/1.73m2 )

Creatinina sérica (mg/dl) 05-1.1
Aclaramiento de urea (ml/min/1.73m2 ) 60-100
Urea sérica 5-50
Cistatina C (mg/1) <0.96
Densidad urinaria (12h sin liquidos) > 1025
Osmolaridad urinaria (12h sin liquidos) > 800
U/P osmolar >3.1

La creatinina se produce por la conversion de la creatina muscular en el higado y se
filtra libremente por el glomérulo, su excrecién la regulan las células del tibulo
proximal, por lo que el aclaramiento de creatinina excede la filtracién glomerular y
los valores se elevan proporcionalmente menos de lo que empeoran la funcionalidad

renal 116,

Ademas de la secrecion tubular, la creatinina sérica tiene otras formas de
degradacién que pueden alterar su interpretacion, la masa muscular y la ingesta
dietética son los principales componentes de su formacién y probablemente estén
relacionados con una mayor variaciéon en los resultados de las pruebas clinicas.
Otras maneras de degradacion son la eliminacion extrarrenal por bacterias
intestinales y también algunos farmacos pueden elevar los niveles de creatinina

sérica sin que descienda de forma real el filtrado glomerular 115

El aclaramiento renal de creatinina sirve para valorar el grado de insuficiencia renal
en un individuo, se realiza una extraccion sanguinea y una recogida de orina de 24

horas aplicando la siguiente formula:

CCr (ml/min) = UCr (mg/dL) x Vol (ml/min) / PCr (mg/dl)
Donde:
+ UCr = Creatinina en orina
* Vol = Vol. min urinario

* PCr = Concentracion de creatinina en plasma
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Albuminuria
La albuimina es la principal proteina sérica, tiene un peso molecular de 69.000 y esta

negativamente cargada, por estas caracteristicas no se filtra normalmente, es un
biomarcador de disfuncién glomerular. La microalbuminuria es un marcador precoz
para nefropatia diabética y mortalidad cardiovascular 117, Se identifica como un
factor de riesgo significativo en ER segtn lo que determina la TFG reducida 118, La
albuminuria se asocia con la progresion de enfermedad renal cronica y la aparicién
de eventos cardiovasculares 119, El aumento de albuminuria basal y los niveles
elevados de albuminuria se asocian significativamente con el tiempo para

enfermedad renal terminal 120,

La albuminuria se clasifica por el sistema KDIGO, la Sociedad Espanola de Nefrologia
lo valida (Tabla 14). Se define como la presencia de valores entre 30-

300mg/24horas confirmados en 2 o 3 determinaciones 121,

Tabla 5.- Escala KDIGO. Categorias, descripcion y rangos de albuminuria
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Albuminuria
Categorias, descripdion y rangos

Al A2 A3
Normal a Moderadamente | Gravemente
ligeramente elevada elevada
Filtrado glomerular elevada

Categorias, descripdon y rangos {(ml/min/1,73 m?)
<30mg/g® | 30-300 mglg | > 300 ma/g?

G1 Normal o elevado >90 | Monitorizar Derivar
G2 Ligeramente disminuido 60-89 [ Monitorizar Derivar
G3a Ligera a moderadamente disminuido 45-59 Monitorizar Monitorizar | De var
G3b Moderada a gravemente disminuido 30-44 Monitorizar | Monitorizar |  Derivar
G4 Gravemente disminuido 1529 Derivar: Derivar Derivar
G5 Fallo renal <15 Derivar. Dervar | Derivar.

Minerales y pH en relacion a formacion de calculos renales

En la enfermedad renal crénica existen alteraciones comunes en el metabolismo
0seo caracterizados por hiperfosfatemia, hiperparatiroidismo secundario y riesgo
de fractura 122, Los principales minerales que se ven alterados son el calcio y el
fé6sforo ademas de la vitamina D. El desequilibrio de estos compuestos se diagnostica
mediante pruebas analiticas donde se evaltian los niveles en sangre y orina de calcio,

fésforo y calcifediol 122,

Los niveles de calcio en suero deben mantenerse entre 8 y 10.5mg/dL y su equilibrio
depende de la parathormona (PTH) la vitamina D y la calcitonina. Los niveles
normales de fésforo en suero oscilan entre 2.5 y 4.5mg/dL y para medir el fosfato

en orina, es necesario recogerlo durante 24 horas por su amplia variacién diurna 122,

La litiasis renal o calculos renales se pueden formar en los calices y en la pelvis renal,
los uréteres y la vejiga, su tamafio puede ser variable, apenas visibles o los llamados
“asta de ciervo” por su forma. Su eliminacién dependera de su tamafio, los mas
pequefios pueden ser expulsados por orina, sin embargo, este tratamiento es
sumamente doloroso para el paciente. Los mas grandes requieren de ondas
ultrasénicas (litotricia) para romper los mas pequeiios y poder ser eliminados por

la orina. En casos muy severos se puede emplear la extirpacidon quiruargica 123.
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El 75% de los calculos renales estan compuestos por oxalato de calcio o fosfato.
Estos calculos se asocian con frecuencia a trastornos metabdlicos de calcio y fésforo,

pero la dieta y la obesidad también pueden estar relacionadas 124,

La evaluacién del pH urinario y un andlisis de orina de 24 horas proporcionan
informacion sobre los factores que forman el calculo y pueden guiar el tratamiento
y prevencion. El pH urinario es el factor mas destacado que precede a la formacion

de calculos renales. En condiciones de normalidad el pH de la orina es superior a 7

124,

La prevencion de litiasis renal por oxalatos de calcio, cistina y acido turico, esta
relacionado con alcalinizar la orina por medio de una dieta compuesta por alimentos
con propiedades alcalinizantes como algunas frutas, verduras y legumbres, también

es importante un adecuado tratamiento farmacologico 12.

1.1.10 Sindrome metabdlico

1.1.10.1 Definicion y bases para el diagndstico

El concepto de sindrome metabodlico ha evolucionado mucho desde su introduccién
en la década de los afios 1920 hasta la actualidad 126, Aunque los distintos
organismos y grupos de expertos cientifico-médicos no coinciden exactamente en
su definicibn ni en sus componentes, atendiendo a criterios clinicos y
epidemiolégicos, la mayoria conviene en considerarlo como un desorden
metabodlico que agrupa toda una serie de alteraciones metabdlicas y funcionales
estrechamente relacionadas entre si, incluyendo como principales: obesidad de
distribucién central, resistencia a la insulina, hiperglucemia, dislipidemia
aterogénica, con elevacion de triglicéridos y disminucién de colesterol-HDL e

hipertension126 54 127,
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Tabla 6.- Clasificaciones para el diagnostico de SMet.

OMS 1999 EGIR 1999 NCEP 2001
Diabetes o ITG o RI Rl o hiperinsulinemia Tres de los siguientes
{en no DM)
Mas dos de los siguientes  Mas dos de los siguientes
Alteracion del GBA > 110 mg/dl GBA > 110 mg/d|
metabolismo
de la glucosa
Dislipemia TG > 150 mg/dl TG > 175 mg/d| TG > 150 mg/dl
y/o yfo y/o
HDL HDL HDL
* < 35 mg/dl (hombres) ¢ <387 mg/dl ¢ <40 mg/dl (hombres)
» <387 mg/dl (mujeres) o dislipemia tratada e < 50 mg/dl {(mujeres)
PAelevada  PA>140/90 mmHg PA>140/90 mmHg PA > 130/85 mmHg
y/o necesidad y/o necesidad y/o necesidad
de medicacién de medicacion de medicacién
Obesidad IMC > 30 Obesidad central Obesidad central
y/o Perimetro cintura Perimetro de cintura
* |CC > 0,9 (hombres) *>94cm (hombres) » > 102 cm (hombres)
* ICC > 0,85 (mujeres) * >80 cm (mujeres) * > 88 cm (mujeres)
Otros Microalbuminuria
ITG: intolerancia a fa glucosa; RI: resistencia a insulina; GBA: glucemia basal alterada; TG: triglicéridos;
PA: presidn arterial: ICC: Indice cintura cadera.

1.1.10.2 Prevalencia

Debido a la diversidad de criterios que definen esta patologia establecidos por las
diferentes organizaciones, existe una gran variaciéon en la prevalencia segin los
diferentes criterios empleados y una gran dificultad para comparar la prevalencia
entre distintas poblaciones 128, Por ejemplo, en Australia segin los criterios de la
OMS la prevalencia es de 20,9%; segiin ATPIII es de 18,3% y segun EGIR 15,9%. En
México la diferencia es aiun mayor, siendo la prevalencia segun los criterios de la

OMS 13,6% y segun ATPIII 26,6% 128.

Por lo tanto, es complicado determinar la prevalencia de esta patologia y realizar
comparaciones precisas entre paises. Aun asi, se estima que el 20-25% de la
poblacion padece de este sindrome 129, Aunque la prevalencia de este sindrome no
sea establecida de forma precisa, ha sido observado un aumento de la misma en los

ultimos anos 128,
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1.1.10.3 Fisiopatologia
La patogénesis de este sindrome esta relacionada con la obesidad. El acdmulo de

tejido adiposo en la obesidad conlleva a la liberacién de acigos grasos libres (AGL)

54,

Estos AGL provocan un aumento de la produccién de glucosa, triglicéridos,
lipoproteinas de muy baja densidad (VDLD) y baja densidad (LDL) y disminuci6n de
las lipoproteinas de alta densidad (HDL) a nivel hepatico. Ademas, los AGL reducen
la sensibilidad a la insulina en el tejido muscular y con ello inhibe la absorciéon de
glucosa por medio de la insulina 35. Como consecuencia de ello, se produce un
aumento de la degradacion de glucogeno a glucosa y un aumento de la acumulacion

de lipidos en forma de triglicéridos (TG) a nivel hepatico 5.

Debido a la resistencia a la insulina, hay un aumento de la glucosa en sangre. Para
equilibrar la glucemia, aumenta la secrecion de insulina, generando una
hiperinsulinemia 5¢. La hiperinsulinemia podria producir un incremento de la
reabsorciéon del sodio y de la actividad del sistema nervioso simpatico,
contribuyendo al aumento de la tensidon arterial 5. Ademas, existe un efecto
paracrino y endocrino sobre el estado proinflamatorio que se superpone y
contribuye a la insensibilidad a la insulina inducida por el exceso de AGL. Las células
de tejido adiposo, como los adipocitos y los macréfagos derivados de los monocitos,
aumentan la secrecion de interleucina-6 (IL-6) y otras citoquinas y del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) generando un aumento de la insensibilidad a la
insulina y de la lipdlisis de los TG almacenados en el tejido adiposo, produciendo
AGL circulantes 56, Las citoquinas también podrian incrementar la produccién de
glucosa y VLDL en el higado y aumentar la produccion de fibrinogeno y de
inhibidores del activador del plasminogeno (PAI-1) en el higado, que se suma a la
superproduccion de PAI-1 por parte del tejido adiposo; conllevando a un estado

protrombdtico >7.

Existe un acuerdo generalizado en que cada uno de los componentes del SM se
relaciona con cambios en el estilo de vida 9. El sedentarismo, el desequilibrio entre
la energia ingerida y la gastada, y la ingesta elevada de algunos alimentos a costa de

otros, se asocian con la presencia de cada uno de los componentes. Sin duda pues, la
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prioridad preventiva/terapéutica en el SM se centra en la reduccién de peso y para

ello los cambios en el estilo de vida son ineludibles 6069,

1.2 Tratamiento de la obesidad

Los objetivos terapéuticos de la pérdida de peso estan dirigidos a mejorar o eliminar
las comorbilidades asociadas a la obesidad y disminuir el impacto de las futuras
complicaciones médicas relacionadas con el exceso de peso. Se busca una pérdida
del 5-10% del peso inicial y el mantenimiento de peso 130, Las herramientas
disponibles a nuestro alcance incluyen cambios en el estilo de vida (plan de
alimentacién, actividad fisica, modificacién conductual) y la farmacoterapia 130
Como se ha mencionado anteriormente, la dieta y la actividad fisica son los pilares
para prevenir y tratar la obesidad y sus comorbilidades. En casos de especial
gravedad, y en individuos previamente bien seleccionados tiene sus indicaciones la

cirugia de la obesidad 139.

1.2.1 Tratamiento no farmacolégico

Los estilos de vida sedentarios, la urbanizacion y el acceso a alimentos
industrializados y precocinados estan creando una pandemia del SMet 131, Un
cambio en los estilos de vida sedentarios y una reduccidon del exceso de peso es
imprescindible para mejorar los signos y sintomas de enfermedades

cardiovasculares y renales 131,

La restriccion caldrica y el ejercicio fisico son hoy en dia las dos principales terapias
no farmacolégicas en el tratamiento de la obesidad y el SMet 130. El uso de
ingredientes multifuncionales que tienen un beneficio demostrable en el
tratamiento de pacientes con sindrome metabolico atin esta bajo investigaciéon y se

sugieren como terapias de acompafiamiento del tratamiento farmacologico 139,
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1.2.1.1 Restriccion caldrica

Una de las causas fundamentales del sobrepeso y la obesidad es un desequilibrio
energético entre calorias ingeridas y calorias gastadas. Se ha observado una
tendencia universal a tener una mayor ingesta de alimentos hipercaléricos, ricos en
grasa, sal y azdcares, pero al mismo tiempo pobres en vitaminas, minerales y otros

micronutrientes 132,

Todo lo cual favorece el desarrollo de esta patologia. Por lo tanto, para la pérdida de
peso se requiere un balance energético negativo 133. Para conseguirlo se empela una
dieta hipocaldrica y actividad fisica. Segun SEEDO la restriccidn energética debe ser
de 500 a 1.000 kcal/dia respecto a la dieta habitual, lo que se traduce en una pérdida
ponderal de 0,5-1,0 kg/semana. El aporte calérico no deber ser menor de 1.000-

1.200 kcal/dia en mujeres y 1.200-1.600 kcal/dia en hombres 133,

En cuanto al reparto calérico, en los pacientes obesos en general, y mas
concretamente con SM y NAFLD, se emplea una dieta alta en proteinas y baja en
hidratos de carbono. La dieta hiperproteica ademas de inducir un mayor gasto
energético derivado de su accién termogénica, también mejora la sensibilidad a la
insulina, como se puede observar en el estudio de Piatti 134 En este estudio se
compararon dos dietas hipocaléricas, una dieta hiperproteica (45% proteinas, 35%
hidratos de carbono y 20% grasa) y otra con alto contenido de hidratos de carbono
(60% carbohidratos, 20% proteinas, 20% grasa). Aunque con ambas dietas se
observo una diminucion de la masa grasa, con la dieta rica en carbohidratos se
observo también una disminucion de la masa libre de grasa. Ademas, con la dieta
hiperproteica se observo un aumento de la oxidacion de glucosa y disminucion de la

oxidacién lipidica 133,

El estudio de Noakes et al. 135 también confirma los beneficios de una dieta
hiperproteica. En este estudio se realizO una comparacion entre una dieta
hipocalérica e hiperproteica frente a una dieta convencional alta en hidratos de
carbono y baja en grasa. En el grupo tratado con una dieta hiperproteica se observé
una mayor disminucidon de la masa grasa y TG plasmaticos. Ademas, junto a la
pérdida de peso se observo un descenso de la glucosa plasmatica, insulina, proteina

C reactiva, AGL, colesterol LDL y HDL en ambos grupos 135,
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El contenido de proteinas en la dieta debe ser vigilado principalmente en la
enfermedad renal ya que un exceso puede empeorar el diagndstico y la progresion

de la funcién renal35,

La modificaciéon de la dieta es una de las estrategias preventivas y de manejo
esenciales, una reduccién de la ingesta calérica de 500 a 1000 Kcal al dia por un
periodo de 6 a 12 meses representa una pérdida de peso significativa para la mejora
de todos los sintomas 133, Es importante una composiciéon adecuada de
macronutrientes y micronutrientes. Los objetivos de prevencion de enfermedades
cardiovasculares segtin la FAO/OMS recomienda que el consumo de grasa total en
la dieta no debe sobrepasar el 30% de las calorias totales y, como maximo de este
porcentaje, el 11% debe corresponder a grasas saturadas. También sugiere un
consumo de 200-500mg de DHA (1 a 2 veces un consumo de alimentos ricos en
DHA). Las dietas muy altas o bajas en grasas aumentan el riesgo de dislipidemia

aterogénica (Rochlani y col., 2017).

Una dieta baja en hidratos de carbono sencillos ayuda en el tratamiento de la
dislipidemia, la hiperglucemia y la hipertensidn. Se recomienda que el contenido de
hidratos de carbono en la dieta este dentro del 45 -65% de las calorias totales, y
dentro de este porcentaje solo un 10% para los sencillos, en este sentido lo ideal
seria elegir frutas, por su contenido de fibra, vitaminas y minerales, evitando los

azucares refinados o edulcorantes artificiales 135,

1.2.1.2 Ejercicio fisico
Es conocida la importancia de la practica de ejercicio fisico en la mejora y control de
enfermedades crénicas, que junto a una alimentacién saludable ofrecen como

resultado un mayor efecto beneficioso para la salud.

Se ha demostrado que la actividad fisica presenta multiples efectos beneficiosos,
comenzando por una pérdida de peso, lo cual influye sobre la mejora de la
resistencia a la insulina, disminuye la inflamacién sistémica y reduce el riesgo de

enfermedad cardiovascular ©8.
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Tabla7.- Beneficios del ejercicio fisico

REDUCE

AUMENTA

El riesgo de cardiopatia isquémica y
otras enfermedades cardiovasculares
El riesgo de desarrollar hipertensién y
dislipemia

El riesgo de desarrollar obesidad
El riesgo de desarrollar cancer

principalmente de colon y mama
Ayuda a controlar sentimiento de

Preserva la masa muscular y tonifica
los musculos

Incrementa la densidad mineral 6sea,
manteniendo los huesos y
articulaciones mas resistentes
Mejora la actividad del sistema
inmunolégico

Mejora la resistencia a la insulina

Promueve el bienestar psicologico

ansiedad y depresion

Se han realizado numerosos estudios para determinar qué tipo de ejercicio es el mas
beneficioso para dichas patologias. Recientemente se ha demostrado que la
actividad fisica aerdbica intervalica de alta intensidad tiene grandes beneficios

frente a otros tipos de ejercicio en la mejora del perfil lipidico y la obesidad 13¢.

Mas concretamente, el protocolo HIIT (Hight Intensity Interval Training) consiste
en cortas pero intensas series de ejercicio intercaladas con breves periodos de pausa
activa o pasiva, alcanzando valores de VO2max de 80-85% 137. La evidencia actual
del impacto de este tipo de entrenamiento sobre la salud respalda la idea de que
HIIT es un método que mejora la salud. Estos beneficios son debidos a que el alto
nivel de consumo de oxigeno (VO2max) disminuye el impacto negativo del

sobrepeso, hipertension, o hipercolesterolemia 137,

Los beneficios del ejercicio aerdbico intervalico se ven potenciados por la
realizacion de ejercicios de fuerza 136. La combinaciéon de ambos tipos de ejercicio
conlleva mejoras del perfil lipidico y tolerancia a la glucosa mediadas por un
aumento en la actividad enzimatica responsable de la glucolisis y lipolisis asociado
a una mayor activacion de los transportadores de glucosa dependientes de insulina
(GLUT-4) y de los AG (FAT/CD36), mejora de la composicidn corporal, disminucion
de los marcadores de inflamacién (IL-1, IL-10), mejora en la salud cardiovascular y
activacion de la via mediada por AMPK, siendo la responsable del control metabdlico

y del gasto energético 138,
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Mecanismo de accion del ejercicio fisico

Se hace preciso estudiar la fisiologia del deporte y para comprender los mecanismos

que regulan las respuestas fisiolégicas del cuerpo.

El musculo esquelético satisface sus necesidades energéticas a partir de los
nutrientes de la dieta, principalmente de hidratos de carbono y grasas, estos
sustratos se transforman en adenosina trifosfato (ATP) a partir de esta molécula se
obtiene la energia necesaria para realizar cualquier movimiento o entrenamiento13°.
La célula presenta tres rutas metabdlicas para sintetizar ATP; a partir de
fosfocreatina (PCr), la glucélisis anaerdbica con la transformaciéon del glucégeno

muscular en lactato y la fosforilacién oxidativa 149,

El ejercicio fisico puede estimular la secrecién dentro del musculo esquelético de
cientos de sustancias como proteinas, factores de crecimiento, citocinas,
metalopeptidasas y provocar la miogénesis 140, Las moléculas derivadas de los
musculos que ejercen un efecto endocrino o paracrino en el cuerpo se denominan
“mioquinas” y son las responsables y mediadoras de los efectos del ejercicio fisico

en la salud 141,

Una de las primeras mioquinas en ser descrita fue la miostatina, esta es un potente
inhibidor del crecimiento muscular, segun lo descrito, los ejercicios de resistencia
crénica reducen su expresion. Su aumento puede contribuir a la resistencia a la
insulina y obesidad 142. La IL-6 es otra mioquina que aumenta con la intensidad y
duracion del ejercicio, pero disminuye con el dafio muscular y la ingestion de
carbohidratos. El entrenamiento aumenta la sensibilidad del receptor de IL-6 en los
musculos ejerciendo una accion local en ellos o de manera periférica similar a las
hormonas, mediando efectos metabdlicos, antiinflamatorios o inmunomoduladores.
La IL_6 tiene acciones similares a la leptina, tanto en el mudsculo esquelético como
en el tejido adiposo aumenta la absorcién de glucosa y mejora la oxidacion de lipidos
143 En las enfermedades cardiometabdlicas los efectos del ejercicio pueden liberar
mioquinas como la IL-6 creando un entorno saludable para inducir la liberacién de
otras citoquinas antiinflamatorias como el antagonista del receptor de Interleucina
1 (IL-1RA) e inhibir la citoquina proinflamatoria TNF-alfa. Otro tipo de mioquina

inducida por la contraccion muscular es la Interleucina - 15 (IL-15), sus efectos
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principales son anabdlicos y anticataboélicos locales, esta mioquina tiene un efecto
antiobesogénico, por lo tanto se considera un mediador de los efectos del ejercicio

contra la obesidad 143,

1.2.2 Tratamiento farmacolégico

El tratamiento convencional para la obesidad incluye dieta y ejercicio, asi como
intervenciones quirtrgicas. Sin embargo, estos métodos tienen sus limitaciones, por
lo que es necesario disponer de firmacos que coadyuven en el tratamiento y para
mantener las pérdidas de peso en el largo plazo. La GPC-DxTxSOE recomienda
iniciar farmacoterapia en aquellas personas con un IMC > 30 kg/m2 o un IMC de 27
-29.9 kg/m2con comorbilidades, tales como hipertension, diabetes o dislipidemia,
que no han logrado perder al menos el 5% de su peso corporal total alos 3 o 6 meses

tras una adecuada intervencion de cambios en el estilo de vida 144

El tratamiento farmacolégico va dirigido a los siguientes objetivos: Reducir el
apetito, alterar la absorcion de nutrientes o incrementar la termogénesis 14>. Alin
con tratamiento farmacolégico se debe continuar con los cambios en el estilo de

vida, porque de no hacerlo, la pérdida de peso es menor 14,

Las hormonas y farmacos empleados en el tratamiento de la obesidad de acuerdo

con su mecanismo de accion, pueden clasificarse de la siguiente forma:
1) Disminucion de la absorcion de lipidos.

2) Reduccioén de la ingesta de energia.

3) Reduccion de la masa o grasa corporal.

4) Disminucion de la diferenciacion y la proliferacion de preadipocitos.

5) Disminucion de la lipogénesis y aumento de los lipidos.

Actualmente, la FDA ha aprobado cinco medicamentos contra la obesidad en adultos

que presentan obesidad 147 a continuacion en la tabla 8.
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Tabla 8.- FArmacos aprobados en el tratamiento de la obesidad.

Orlistat Farmaco que altera la digestion de grasas
mediante la inhibicion de lipasa pancreatica y
gastrica.

Liraglutida Analogo agonista del receptor del Péptido
Similar al Glucagon tipo 1 (GLP-1).

Combinacion El primer componente es un agente liberador

fentermina/topiramato de norepinefrina, el segundo es un modulador
del receptor GABA.

Combinacion El primer componente es un antagonista de

naltrexona/bupropion opioides; el segundo es un inhibidor de
recaptura de dopamina y norepinefrina.

Lorcaserina Agonista selectivo del receptor 2C de la
serotonina (5-HT2c).

1.2.2.1 Inhibidores de la ingesta

Sibutramina. Originalmente la sibutramina fue desarrollada como antidepresivo
pero fue inefectivo. Sin embargo, este firmaco reduce el peso corporal y el apetito e
incrementa la saciedad 148, El mecanismo de accién de la sibutramina consiste en
suprimir el apetito dado que inhibe la recaptacién de monoaminas; noradrenalina
en un 73% y serotonina en un 54%, a nivel de SNC. Actiia también a nivel periférico
aumentando la lipdlisis por su mecanismo adrenérgico 14%. Fue aprobada porla Food
and Drugs Administration (FDA) en el afio 1997 y por la Agencia Europea de
Medicamentos (EMEA) en el afio 1999. Se le consideraba un farmaco para uso a largo
plazo tanto para el descenso de peso como para el mantenimiento del peso perdido
149 Los efectos adversos incluyeron constipacion, incremento de la presion
sanguinea y de la frecuencia cardiaca, boca seca y dolor de cabeza. La EMEA en el
2008 detect6 problemas de seguridad en el farmaco, por lo cual suspendio la licencia
de la sibutramina y fue prohibida en 2010. La sibutramina incrementa el riesgo de

ataques al corazén no fatales 148,

Rimonabant. En el 2006, la EMEA aprobd el primer farmaco que bloquea el sistema
endocacanabinoide (EC), el rimonabant. La sobreestimulacion del sistema EC
produce obesidad 159. El sistema EC modula la ingesta de alimento y el metabolismo
energético a diferentes niveles, comenzando con los receptores del sistema

gastrointestinal para regular los mecanismos de recompensa en el cerebro. El
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rimonabant es un potente antagonista selectivo del receptor canabinoide del
cerebro CB1 y fue indicado para el tratamiento de la obesidad, sin embargo este fue

retirado por efectos secundarios graves 151152

Lorcaserina. La lorcaserina es un agonista de los receptores SHT2C. El receptor de
serotonina modula la reduccién de la ingesta de alimento y el aumento de gasto
energético. Este producto requiere vigilancia por aparicién de valvulopatias tras el
antecedente en 1997 con el producto fenfluramina (con efecto en los receptores 2B).
Los efectos secundarios son nausea, cefalea y mareos, pero la seguridad y tolerancia
parecen aceptables. La actividad sobre el peso corporal es moderada, con pérdidas

del 4.8% y 4% respecto del placebo en las series publicadas 153

La lorcaserina es un agonista selectivo del receptor 2C de la serotonina (5-HT2(C)
que se expresa en el SNC especificamente en areas que se han relacionado con el
control del humor y la cognicién; asi como en el nucleo del tracto solitario, los
nucleos dorsomedial y paraventricular del hipotdlamo y la amigdala, las cuales se
han relacionado con la regulacion del apetito (Smith et al, 2008). Su mecanismo de
accion consiste en incrementar la actividad de las neuronas de POMC. La lorcaserina
tiene actividad selectiva y esto limita el riesgo de alteraciones valvulares, tal como

se ha descrito en estudios in vivo en ratas y en estudios clinicos en seres humanos

154,

Bupropion/naltrexona. La combinacién de naltrexona/bupropion fue aprobada
por la FDA en septiembre de 2014 y en 2015 por la EMA. Este medicamento es util
para las personas que manifiestan deseos de comer permanentemente (craving), lo
cual esta asociado al desarrollo de la obesidad. Se ha demostrado que la combinacién
disminuye estas ansias de comer debido a que ambos componentes actian sobre el
sistema de recompensa y adicionalmente sobre los centros del hambre en el
hipotdlamo 155. Aumenta la activacién de la POMC (proopiomelanocortina) por el
bupropidn y la inhibicién de la supresion contrarreguladora de las endorfinas por la
naltrexona. La combinacion produce pérdidas de peso aceptable de 7.3% y 7.8%
superiores al placebo en un afio 154,

El bupropion es un inhibidor de la recaptacion de dopamina/norepinefrina
inicialmente prescrito como antidepresivo y para el cese del tabaquismo, pero

también demostré efectos en relaciéon con la pérdida de peso. Dicho efecto es
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secundario a la estimulacién de las neuronas POMC hipotalamicas, con lo que
disminuye la ingesta de alimentos y aumenta el gasto energético al incrementar la
termogénesis mediante la secreciéon de hormona estimulante de los melanocitos
(MSH) 155, La naltrexona es un antagonista del receptor de opioide, prescrito para
tratar la dependencia al alcohol y para disminuir los antojos a través de la supresion

de la accidn de la endorfina en las vias de recompensa dopaminérgica 154,

Fentermina/topiramato. En 2012, la FDA aprob6 la combinacion fija de liberacién
controlada de fentermina/topiramato como tratamiento a largo plazo de la obesidad
156, En México se comercializan por separado. La combinacién fue aprobada para su
uso en adultos con un indice de masa corporal (IMC) de 30 o mas o en adultos con
un IMC de 27 o mayor que tienen al menos una enfermedad relacionada con el peso,
como hipertensidn, diabetes tipo 2 o dislipidemia ¢3. Ambos medicamentos reducen
el apetito e incrementan la termogénesis. La fentermina es un inhibidor del apetito
y actda liberando noradrenalina y dopamina, quimicamente similar a la anfetamina.
Fue probado por la FDA para uso a corto plazo por potencial abuso. Tiende a
desarrollar tolerancia, por lo que es necesario aumentar la dosis con el tiempo. Los
efectos adversos son: Estimulacion del SNC, cefalea insomnio, palpitaciones,

taquicardia, aumento de la presidn arterial y hemorragia intracraneal 3.

El topiramato es un agonista GABA que se aprobé inicialmente para el tratamiento
de la migrafa y epilepsia. Induce la supresion del apetito mediante la modulacién de
canales dependientes de voltaje, incrementa la actividad de los receptores GABA-A,
inhibe receptores glutamato AMPA /kainato y la actividad de anhidrasa carbonica;
incluso, en diversos estudios se demostro la capacidad del topiramato para inhibir

los antojos compulsivos y el comportamiento adictivo 153 156,

1.2.2.2 Otros medicamentos

Orlistat. El orlistat, es un fArmaco que inhibe la lipasa pancreatica y produce mala
digestion de la grasa ingerida, con la consecuente pérdida fecal de mas del 30% de
ésta. Ha demostrado que logra reducir 8% a 10% del exceso de peso en un afio, en
conjunto con la dieta, en comparaciéon con el placebo (6%)7. El orlistat fue

aprobado en 1998 por la FDA para el tratamiento de la obesidad asociado a una dieta
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baja en calorias supervisada por el médico. En 2006 se convirtio en el dnico farmaco
de venta libre comercializado con este proposito.

La tetrahidrolipstatina (orlistat) actia a un nivel fisiolégico completamente distinto,
disminuyendo la absorcién de los triglicéridos de cadena larga y aumentando de
este modo la eficacia de una dieta moderadamente hipocaldrica, sin modificar ni la
sensacién de hambre/saciedad ni el gasto energético. Se trata de una sustancia
procedente en estado natural del hongo Streptomyces toxytricini, que se sitda en la
parte externa de las emulsiones lipidicas intestinales, por lo que se expone de forma
directa a la accidén de la lipasa pancreatica y bloquea su accidn 157. De esta manera,
impide la hidrélisis de un 30% de los triglicéridos de cadena larga a acidos grasos y
monoglicéridos, por lo que no pueden formarse micelas grasas solubles por efecto
de las sales biliares y se limita su absorciéon por los vasos linfaticos del tracto
digestivo. Al disminuir la absorcién de los triglicéridos, disminuye la litogénesis y

promueve a su vez la lip6lisis 157,

Liraglutida. Es un agonista de larga duracién del péptido similar a glucagén 1 (GLP-
1), que inicialmente se aprobé como tratamiento de segunda linea contra la diabetes
mellitus tipo 2, y en diciembre de 2014 se aprobé para tratamiento de la obesidad
con al menos una comorbilidad relacionada con la misma, como hipertensidn,
diabetes o dislipidemia 158, Las incretinas son péptidos responsables de la liberacién
postprandial de insulina por parte de las células beta pancreaticos, asi como
inhibicion de la liberacion de glucagon por parte de las células alfa. Este mecanismo
forma parte del eje enteropancreatico y ayuda a la preservacién de la célula beta 15°
El GLP-1 es una incretina enddgena que se secreta en las células L del intestino en
respuesta a la ingesta de alimentos que estimula la liberacion de insulina, inhibe la
secrecion de glucagéon y gluconeogenésis con lo que se reducen las concentraciones
séricas de glucosa. Ademas, retrasa el vaciamiento gastrico e incrementa la saciedad

mediante la estimulacion de las neuronas POMC en el hipotalamo 15°.

1.2.3 Cirugia
La cirugia bariatrica es un método eficaz y seguro de pérdida de peso en pacientes
con obesidad moérbida o con obesidad y comorbilidades, como la enfermedad

coronaria 160,
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Algunos estudios indican que la cirugia bariatrica puede inducir mejoras
significativas en la presion arterial, la glucemia, las concentraciones lipidicas y la
calidad de vida. Mas del 70% de los pacientes con hipertensiéon notaron mejoria o
resolucion de los valores de presidn arterial 161, Cerca de la mitad de los pacientes
diabéticos que se someten a cirugia bariatrica pueden normalizar la HbA1c e incluso
pueden dejar de usar insulina o medicamentos hipoglucemiantes 162. Los pacientes
sometidos a cirugia bariatrica experimentan una reduccion significativa en el riesgo
cardiovascular estimado y algunos estudios indican disminucion en la mortalidad

después de la cirugia bariatrica 162.

Las complicaciones quirurgicas mas frecuentes e inherentes a la propia cirugia
bariatrica incluyen la dehiscencia de suturas, ulcera marginal, comunicacién
gastrogastrica, estenosis de la anastomosis gastroyeyunal o eventracion (25-50%)
en cirugias abiertas. Entre las complicaciones médicas se encuentran los vomitos,
diarreas, sindrome de dumping y aquellas relacionadas con la malabsorcién de
proteinas y vitaminas. Por ello, el seguimiento de las pautas alimentarias y la
suplementacién diaria de complejos de vitaminas y minerales (en especial hierro,
calcio y vitaminas B12 y D) deben conformar parte de la educacion nutricional que
necesariamente deben recibir estos pacientes tras la cirugia y la monitorizacién

analitica periddica para ajustar los tratamientos 163,

Balo6n gastrico

El balén intragastrico consiste en la colocacion endoscépica de un balén relleno de
suero salino o aire en la cavidad gastrica, con la finalidad de reducir sensiblemente
la capacidad para la ingestién de alimentos y en consecuencia se alcanzan pérdidas
promedio de 15 a 20 kg durante un periodo temporal de 6 meses 164, La ausencia de
datos disponibles a largo plazo, una vez retirado el balén y los posibles efectos
secundarios y complicaciones descritas, relegan esta técnica a casos excepcionales,
de aplicacion limitada en el tiempo, donde han fracasado medidas intensivas
dietéticas y farmacoldgicas y al mismo tiempo las opciones quirurgicas pueden

representar un riesgo no asumible por el paciente 165,
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1.3 Modelos experimentales de obesidad

Los modelos experimentales constituyen una valiosa herramienta en el campo de la
investigacion y ayudan a comprender los procesos fisiologicos asociados a
enfermedades. Una gran parte de estudios se desarrollan en roedores dada la

similitud biolégica con el humano.

La importancia de los modelos experimentales animales en el estudio de la obesidad,
SM y NAFLD se justifica por la gran cantidad de parametros biol6gicos relacionados
cuyo estudio se puede abordar en un modelo in vivo. De forma sencilla, podemos
distinguir dos grandes grupos de modelos animales: Los inducidos por agentes
externos (sea la dieta, farmacos o toxinas) o los que son resultado de modificaciones

genéticas (espontaneas o artificiales). A veces se combinan ambos tipos 166,

1.3.1 Obesidad inducida por la dieta

La dieta ha sido de gran importancia en los estudios sobre SM debido a que afecta al
metabolismo de todo el organismo, siendo especialmente grande su importancia en
la actividad reguladora sobre el metabolismo de la glucosa y los lipidos. Los
roedores mas utilizados para este tipo de estudios son las ratas Sprague Dawley

(SD), Wistar, ratones C57BL/6 y el hamster sirio dorado 1¢7.

Los estudios epidemiolégicos sugieren que una dieta rica en grasas podria ser un
factor de riesgo para el desarrollo de la obesidad y la resistencia a la insulina 167.
Ademas, la grasa es el macronutriente mas denso en energia por lo que aumenta las
probabilidades de desarrollar obesidad cuando se consume en cantidades excesivas.
En consecuencia, las dietas ricas en grasa (HFD), por ejemplo, 30% - 75% del total
de calorias derivadas de acidos grasos saturados (* acidos grasos insaturados) se
han propuesto como una herramienta util para inducir alteraciones metabolicas y
NAFLD. De hecho, dependiendo del porcentaje de grasa, la duracidn del tiempo de
alimentacién y la combinacién de acidos grasos, los roedores desarrollan obesidad,
intolerancia a la glucosa, dislipidemia, aumento de la expresién de reguladores de
lipogénesis y expresion de citoquinas proinflamatorias 18. Estas dietas son ttiles

para el estudio de la obesidad ya que las alteraciones que producen en roedores son
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similares a las alteraciones patoldgicas y moleculares encontradas en humanos con

NAFLD.

Los resultados de varios estudios clinicos y epidemiolégicos en diferentes paises
sugieren que un cambio en los patrones dietéticos hacia una dieta rica en aztcares
sencillos (dieta rica en fructosa) también puede ser un factor de riesgo para el
desarrollo de NAFLD en humanos 169, Las dietas con un contenido elevado de
hidratos de carbono sencillos como dietas altas en sacarosa o altas en fructosa
también se han usado para inducir el desarrollo de NAFLD en modelos de raton. Tras
estudiar el efecto de distintos monosacaridos y disacaridos se revel6 que la fructosa
era el que tenia el efecto mas dafiino en el higado a pesar de tener el menor impacto
en el aumento de peso corporal 170. Ademas, se demostro que la fructosa disuelta en
el agua de bebida no solo conduce al desarrollo de NAFLD sino también a la
resistencia a la insulina 171. Al igual que las dietas ricas en grasa, las ricas en fructosa
pueden conducir al estrés oxidativo, expresion de citoquinas proinflamatorias y
niveles elevados de endotoxinas en la sangre portal asi como alteraciones en la
expresion de adipoquinas en el tejido adiposo visceral en relacién a la dosis y el

tiempo de exposicion 168,

Una combinacidn de altas proporciones de grasa y fructosa en la dieta, se relaciona
con la dieta consumida actualmente en el mundo occidental. Ha sido utilizada
también, en repetidas ocasiones, como modelo dietético para inducir NAFLD y SM
en roedores. Un estudio de Charlton et al. 172 mostré que después de alimentar
ratones C57BL/6 durante 6 meses, con una dieta rica en grasa (40% de energia en
forma de grasa con 2% de colesterol) y agua potable enriquecida con jarabe de maiz
de alto contenido en fructosa (concentracion final de 42 g/L) los ratones no solo
adquirieron sobrepeso y resistencia a la insulina, sino que también desarrollaron
esteatohepatitis no alcohoélica con una expresion génica que indicaba un aumento
del riesgo de fibrosis. En este estudio, también se demostr6 que los ratones
alimentados con la dieta de comida rapida desarrollaron estrés en el reticulo
endoplasmatico y disfuncién del tejido adiposo, signos que también aparecen en
humanos con NAFLD. La combinacién de una dieta rica en grasa con un elevado
consumo de fructosa favorece la progresion de la esteatosis a etapas mas avanzadas

de la enfermedad en los modelos estudiados con mayor rapidez que los que son
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alimentados con una dieta rica en grasa o fructosa Unicamente e incluso parecen

sufrir una mayor ganancia de peso 172.

1.3.2 Obesidad por alteracidn genética

Se ha creado un gran numero de modelos transgénicos y knockout (KO) con
fenotipos obesos y delgados desde la caracterizacion de los primeros genes de la
obesidad 173 174, La actualizacién en 2005 del mapa genético de la obesidad humana
citaba 248 genes que, cuando son mutados o expresados como transgenes en el
ratén, resultan en fenotipos que afectan al peso corporal y a la cantidad de tejido
adiposo 175, La capacidad de introducir o eliminar genes en la linea germinal de los
animales ha facilitado el desarrollo de complejos modelos genéticos de enfermedad,
asi como el estudio in vivo de las funciones génicas. Las investigaciones sobre la
obesidad han sido un reto debido a su compleja etiologia en lo que se refiere a los
factores genéticos, metabdlicos, de comportamiento y ambientales 174 La
investigacion utilizando modelos animales, genéticamente modificados, de obesidad
y delgadez ha llevado a una importante expansién de nuestro conocimiento sobre
los mecanismos fisiolégicos y moleculares que afectan al equilibrio energético.
Dicho conocimiento es util para la identificacion de dianas potenciales para el

desarrollo de terapias frente a la obesidad humana 175,
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Contribuir a la prevencién y control de las alteraciones asociadas a la obesidad y
SMet mediante la combinacién de una dieta hipocalérica, un protocolo de ejercicio
fisico mixto y la administracion de un farmaco inhibidor del sistema
endocannabinoide para prolongar y mantener la pérdida de peso y mejorar

parametros de funcionalidad hepatica, cardiovascular y renal.

2.2 Objetivos especificos

v" Desarrollar un modelo experimental de obesidad inducida por la dieta.

v' Conseguir el control de la obesidad con una pérdida de peso efectiva mediante
intervenciones nutricionales, ejercicio fisico y administraciéon de un farmaco de
control de ingesta

v Conseguir el mantenimiento del peso perdido evitando el efecto rebote mediante las
intervenciones mencionadas.

v' Determinar el efecto de las estrategias disefiadas en el control del metabolismo
glucidico.

v Estudiar los cambios en la capacidad aérobica y la funcionalidad cardiovascular
asociadas a la obesidad y los cambios producidos por las intervenciones de control
de peso y mantenimiento de peso perdido.

v Estudiar las alteraciones renales asociadas a la obesidad y su modificacién por las
intervenciones ensayadas.

v Estudiar las alteraciones de la funcion hepatica asociadas a la obesidad y la eficacia

de las estrategias ensayadas para su control.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1Experimentos con animales

Para el desarrollo de este estudio fue elegido el modelo de rata Sprague Dawley, con
un peso corporal medio para el inicio (Charles Rives, Barcelona, Espafia). El tamafio
promedio de la camada de la rata Sprague Dawley es de 10,5. El peso corporal de
adultos es de 250g a 300g para las hembras, y 450g a 520g para los machos. Fueron
seleccionados unicamente machos debido a la menor influencia hormonal que

presentan estos frente al femenino.

3.2 Diseiio experimental y dietas

Se asignaron un total de 112 ratas macho Sprague Dawley con un peso corporal
medio 184 + 10 g (6 semanas de edad, Charles Rives, Barcelona, Espafia) en catorce
grupos experimentales diferentes (n = 8). Los experimentos tuvieron una
duraracion de 21 semanas y se dividieron en tres etapas (0-12, 12-15 y 15-21

semanas) (Figura 10).
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EXPERIMENTAL DESIGN I

WEEK 0 WEEK 12 WEEK 15 WEEK 21
I STANDARD NORMOCALORIC DIET (SD) SD

DIET-INDUCED OBESITY.

HIGH-FAT DIET (HFD)

FD
| m ﬁm I
HFD 21 (G8)

WEIGHT
DIET-INDUCED OBESITY. WEIGHT-LOSS MAINTENANCE
HIGH-FAT DIET (HFD) IINTERVENTION(WL) I INTERVENTION(WM)*™ |
12 weeks I 3 weeks 6 weeks

NN (G11)

SD: Standard normocaloricdiet. 2 (011)

HFD: High-fat diet.

*WL: high protein diet for weight-loss intervention

**WM: high protein diet for weight-loss intervention
(weeks 12-15) followed by standard
normocaloric diet (SD) for weight-maintenance
(weeks 16-21) WLeAM 15 (G10) WMeAM 21(G14)

s: sedentary group

e: exercise training protocol

AM: pharmacological treatmentwith AM251

WLe 15 (G8) WMe 21(G12)

WLsAM 15 (G9) WMsAM 21 (G13)

Figura 10.- Disefio experimental.

Se organizaron dos experimentos de control que involucraron a tres grupos de

animales en cada uno de ellos con el siguiente disefio:

1. Los grupos de control de SD alimentados con una dieta estdndar normocaldrica

para roedores (Teklad Global Diet 2014; 2,4 Kcal / g) durante todo el experimento:
G1.SD 12 semanas
G2.SD 15 semanas
G3.SD 21 semanas

2. Grupos de control de HFD alimentados con una dieta hipercaldrica obesogénica
que contiene 60% de Kcal en forma de grasa (Dietas de investigacion D12492; 5,2

Kcal / g) alo largo de todo el experimento:
G4. HFD 12 semanas

G5. HFD 15 semanas
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G6. HFD 21 semanas

Tras la primera etapa de 12 semanas de obesidad inducida por la dieta mediante la
ingesta de la dieta hipercaldrica, le sucede una segunda etapa de 3 semanas del
experimento (hasta la semana 15), 4 grupos experimentales fueron sometidos a las

siguientes intervenciones con el fin de adelgazar y mejorar las alteraciones

metabdlicas.

G7. Se implement6 una intervencién de restriccién caldrica utilizando una dieta
experimental disefiada para inducir una mayor saciedad, combinando los efectos del
contenido alto en proteinas y fibra dietética soluble (WLs15) (2,9 Kcal / g; (Tabla 9).
Ademas de su accién saciante, la fibra dietética soluble es un agente terapéutico

eficaz para tratar muchos de los componentes del sindrome metabdlico asociados a

la obesidad 17e.

Tabla 9.- Disefio de dietas y composicion.

SD HFD WL
Protein (%) 13.5 22.2 26.7
Ash (%) 453 411 4.2
Fiber (%) 223 5.0 23.1
Carbohydrate (by difference) (%) 55.3 37.5 41.8
Energy (Kcal/g) 2.4 5.2 2.5
Fat (%) 441 31.2 4.23
Fatty acid profile (%)
Miristic (C14:0) - 0.25 -
Palmitic (C16:0) 10.36 21.33 7.20
Stearic (C18:0) 0.46 7.10 1.30
Palmitoleic (C16:1n9) - 0.36 -
Oleic (C18:1n9) 12.84 41.62 78.16
Octadecenoic (C18:1n7) - 0.36 -
Linoleic (C18:2n6) 74.35 27.86 12.42
Linolenic (C18:3n3) 1.99 1.13 0.92

[ )



G8. Intervencién dietética similar combinada con un protocolo de entrenamiento
mixto implementado 5 dias a la semana durante la intervenciéon de pérdida de peso

de 3 semanas (WLel5).

G9. Intervencion dietética similar combinada con la administracion intraperitoneal
de un bloqueador del receptor CB1 (AM251) tres veces por semana a una dosis de 3
mg / kg de peso corporal, segiin lo descrito por Martinez et al. 177 durante la

intervencion de pérdida de peso de 3 semanas (WLs AM15).

G10. Intervencidn dietética similar combinada con el protocolo de entrenamiento y
el bloqueante del receptor CB1 durante la intervenciéon de pérdida de peso de 3

semanas (WLe AM15).

Finalmente, para otros 4 grupos experimentales, una tercera etapa del experimento
se desarrollé durante un periodo entre las semanas 15 y 21 y fue disefiada para

mantener el peso corporal perdido evitando el efecto rebote:

G11. Ingesta de una dieta normocaldrica después de la intervencion dietética de
reduccion de peso de 3 semanas de restricciéon caldrica con una dieta alta en
proteinas / fibra (WMs 21). La cantidad de alimento ingerido durante ese periodo
de 6 semanas se ajusté a 23 g / d para lograr una reduccidn caldrica del 12-15% en
comparaciéon con el mismo periodo en el grupo de control CNOR como parte de la
estrategia para mantener el peso perdido, durante la etapa de posintervencién

evitando el efecto rebote.

G12. Tratamiento dietético similar combinado durante la intervencion y el periodo
de mantenimiento de la pérdida de peso con un protocolo de entrenamiento mixto

implementado 5 dias a la semana (WMeZ21).

G13. Tratamiento dietético similar combinado con la administracion intraperitoneal
de un bloqueador de los receptores CB1 tres veces por semana durante la
intervencion de pérdida de peso y una vez por semana durante la etapa de
mantenimiento de la pérdida de peso a una dosis de 3 mg / kg de peso corporal

(WMsAM21).

G14. Tratamiento dietético similar combinado con el protocolo de entrenamiento

mixto y la administracion de un bloqueador del receptor CB1 (WMeAM21).

72

——
| —



3.3 Ingesta y peso corporal

La ingesta de los animales fue determinada diariamente por diferencia de peso de la
dieta suministrada en el comedero y la restante tras la ingesta del alimento. Los
animales se pesaron al comienzo de cada semana del periodo experimental y los

distintos 6rganos se extrajeron y se pesaron después del sacrificio de los animales.

Por otro lado la determinacién de la composicion corporal se realiz6 utilizando un
EchoMRI™; EchoMedical Systems, Houston TX. Se trata de un analizador que estima
la grasa corporal de cuerpo entero en animales vivos mediante resonancia

magnética.

3.4 Protocolo de entrenamiento

Las ratas fueron entrenadas siguiendo un protocolo basado en entrenamiento
aerdbico a intervalos combinado con ejercicio de fuerza en la misma sesién descrita
previamente por Coll-Risco et al. 177 y Martinez et al. 178, El ejercicio se realiz6 en un
tapiz rodante especialmente disefiado (Panlab, LE 8710R) y todas las sesiones se
realizaron 5 dias a la semana durante el ciclo de oscuridad de los animales (periodo
activo). Todas las sesiones del protocolo de entrenamiento mixto consistieron en 60
min de trabajo eficaz. Las sesiones comenzaron con un calentamiento de 10 minutos
a una velocidad equivalente al 35-50% del consumo maximo de oxigeno, seguido
por el entrenamiento de fuerza que consiste en ocho bloques de 2 min seperados
por 1 min de descanso durante los cuales los animales corrian por el tapiz con una
inclinaciéon desde 10° hasta 20° a una velocidad lenta constante (20-25 cm / s,
equivalente a 30-40% de consumo maximo de oxigeno). El ejercicio de fuerza fue
seguido por 30 minutos de ejercicio aerdbico en intervalos, alternando episodios de
4 minutos al 50-65% del consumo maximo de oxigeno con episodios de 3 min a
intensidad submaxima al 65-85% del consumo maximo de oxigeno. El protocolo de
entrenamiento fue disefiado en base a los efectos beneficiosos del entrenamiento
aerdbico en intervalos de alta intensidad sobre la obesidad y los parametros de

metabolismo de los lipidos. Ademas, se implementé un protocolo de entrenamiento
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de fuerza aerdbica ya que este tipo de ejercicio se ha postulado como una buena

herramienta para la mejora de sensibilidad a la insulina y perfil lipidico.

Una semana antes del inicio del estudio, los animales se sometieron a un proceso de
adaptacion para los procedimientos de entrenamiento a través de un protocolo de
carrera de baja intensidad cada dia durante 20 min en la cinta a 18 m / min. Para
establecer la velocidad que corresponden al consumo maximo de oxigeno (VO2
max) de cada rata, se realizé un test incremental al inicio del estudio.
Posteriormente se realizé un test incremental final 96 h antes del final del estudio
para probar la capacidad aerébica maxima y el rendimiento fisico alcanzado por los
animales como resultado de las intervenciones. La prueba incremental maxima se
llevé a cabo siguiendo el protocolo descrito por Wislgff et al. 179 y 180 con leves

modificaciones.

3.5 Metabolismo basal y capacidad aerobica

La determinacion del metabolismo basal en los animales se llevé a cabo durante un
periodo experimental de 24 horas, durante el cual los animales permanecieron en
jaulas metabdlicas individuales con acceso libre de agua y alimento. El gasto
metabolico se determind en periodos de ayuno y de acceso a alimento. Se realiz6 un
control de peso de los animales antes de comenzar las 24 horas de determinacion

del gasto metabdlico basal, asi como al final del periodo experimental.

El procedimiento consistié en utilizar un analizador de gases Panlab Oxylet System,
que dispone de un tapiz rodante y jaulas metabdlicas individuales. Este sistema
utiliza una calorimetria indirecta, que se basa en determinar el consumo de O, y
producciéon de CO,. Se establece un flujo de aire dentro de cada jaula. La velocidad
del tapiz rodante se mantiene a una velocidad de 0.5 - 0.8L/min cuando las ratas se
encuentran en reposo y de 0.7 - 1.2 L/min cuando estan en movimiento (test
incremental). Los gases son detectados por medio de sensores especificos de 02 y
CO2, estos sensores estan asociados a un equipo que registra los valores obtenidos.
Este sistema utiliza un “Laser Absorption 02 Sensor” que atraviesa la cavidad donde

se realiza la determinacion y es importante para disminuir la influencia de humedad
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ambiental en las determinaciones de paradmetros metabdlicos en animales dentro
de jaulas. El gasto metabdlico basal (kcal/min/kg0.75) se obtuvo realizando una
media con los valores obtenidos de los periodos de luz y oscuridad. Los datos se
registraron en el Software (METABOLISM V2.2.00) instalado previamente en el

procesador informatico.

La capacidad aerdbica se determin6 mediante un analizador de gases Panlab Oxylet
System conectado a un tapiz rodante disenado especificamente para animales de
experimentacion. Se utilizé el protocolo propuesto por Wislgff et al. 179 con minimas
modificaciones. La metodologia de esta técnica se basa en determinar los valores de
02 y CO2 por calorimetria indirecta a través de un circuito abierto. Se inicié
registrando valores de O, y CO, del aire ambiental durante 5 minutos y a
continuacién dio comienzo el test con un incremento en la velocidad de 3cm por
segundo. Dicho test finaliz6 cuando el animal estaba visiblemente exhausto. Se par6
el tapiz rodante y los datos se guardaron en el procesador informatico. En la (Tabla

10) se describe el aumento progresivo de la intensidad del test incremental.

Tabla 10.- Valores de intensidad del test incremental.

Tiempo Velocidad Tiempo Velocidad
(minutos) (cm/s) (minutos) (cm/s)
5 25-30 18 66 - 69
6 30-33 19 69 - 72
7 33-36 20 72-75
8 36 -39 21 75-78
9 39-42 22 78 - 81
10 42 - 45 23 81 -84
11 45-48 24 84 -87
12 48 - 51 25 87 -90
13 51-54 26 90 -93
14 54 -57 27 93-96
15 57 - 60 28 96 - 99
16 60 - 63 29 99 - 102
17 63 - 66 30 102 - 105
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3.6 Administracion intraperitoneal de AM251

El agonista inverso del receptor CB1, N- (piperidin-1-il) -5 (4-yodofenil) -1- (2,4-
diclorofenil) -4-metil-1H-pirazol-3-carboxamida (AM251) (Tocris Cookson , Reino
Unido) fue reconstituido en el vehiculo dimetilsulf6xido: tween-80: NaCl al 0,9% (1:
2:97) para su posterior administracion intraperitoneal en ratas a una dosis de 3 mg

/ kg de peso corporal 181,

3.7 Analisis de sangre, plasma y orina

La glucosa en sangre en ayunas y la prueba de tolerancia a la glucosa se realizaron
mediante sobrecarga de glucosa oral siguiendo el protocolo descrito por Prieto et al
182 La concentracion de glucosa en sangre de la cola de los animales se registr6 en
los periodos 0, 15, 30, 60, 90 y 120 min después de la ingestion de sobrecarga de

glucosa y el area bajo la curva (AUC) se calculé siguiendo la regla trapezoidal.

Elindice aterogénico (IA) se calcul6 con la férmula: IA = (Colesterol total - Colesterol
HDL) / Colesterol HDL. El indice de triglicéridos-glucosa como medida de RI, se
calcul6 con la férmula: Tr-Gl = Ln [triglicéridos plasmaticos en ayunas (mg / dL) x
glucosa en ayunas (mg / dL) / 2]. El pH urinario se analiz6 utilizando un pHmetro

de mesa.

Los parametros bioquimicos plasmaticos y urinarios se midieron utilizando un
analizador Shenzhen Midray BS-200 Chemistry Analyzer (Bio-Medical Electronics)
en la Unidad de Bioanalisis del Centro de Instrumentacién Cientifica (Centro de
Investigacion Biomédica, Universidad de Granada). Se utilizaron kits analiticos
(Spin-React, Espafia) para medir lo siguiente parametros en plasma (acido urico,
urea, creatinina, proteina total, albumina, Ca, P, MB creatincinasa, actividad de la
enzima convertidora de angiotensina, aspartato aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT), actividades de y glutamil transferasa (y-GT) y fosfatasa

alcalina (ALP).
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) y orina (proteina total, albimina, creatinina). La tasa de aclaramiento de creatinina
renal como indice de la tasa de filtracion glomerular fue calculado usando la férmula
estandar C=U x V / P, donde U es la concentracion en orina (mg / dL), V es la tasa

de flujo de orina (mL / min) y P es la concentracién plasmatica (mg / dL).

3.8 Electrocardiograma

Para el estudio del electrocardiograma (ECG) en ratas se llevd a cabo utilizando el
sistema de adquisicion de datos Power Lab (ADInstruments) asociado al mddulo
BIO - AMP y el software Labchart Pro, disefiado con objetivo de adquirir, analizar e
interpretar los datos obtenidos. El ECG se realizé en animales previamente tratados
con ketamina (75mg /kg) y xilacina (10mg/kg) inyectada de modo intraperitoneal.
Para las distintas medidas determinadas se emple6 la derivacion II, donde el valor
medio para cada rata se obtuvo mediante 10 medidas en ciclos cardiacos
consecutivos durante los periodos 10-20seg, 30-40seg, 50-60seg, a lo largo de un
intervalo de 1 min. Las medidas determinadas en el estudio del ECG fueron las
siguientes: Intervalo RR, frecuencia cardiaca, duracién y amplitud de la onda P,
amplitud de complejo QRS, duracion y amplitud de la onda T, duracidn intervalo PR,
duracion intervalo QT, QTc calculado segun la formula de Bazett (QTc = Intervalo
QT/VIntervalo RR) y variabilidad de la frecuencia cardiaca (desviacion estandar de

los intervalos RR).

3.9 Determinacion de grasa total y perfil de acidos grasos del
higado

3.9.1 Contenido total de lipidos hepaticos

Se liofiliz6 una porcién de higado para determinar el porcentaje de agua. Se
extrajeron lipidos hepaticos con hexano de una alicuota de la porcién de higado
liofilizado utilizando el método descrito por Prieto et al. 182 con ligeras
modificaciones 183. Los lipidos hepaticos totales se midieron gravimétricamente

después de la evaporacion del solvente bajo Corriente de nitrégeno.
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3.9.2 Perfil de acidos grasos del higado

Una porcidn de higado liofilizado fue extraida y metilada de acuerdo con Lepage y
Roy 184, El analisis cromatografico del perfil de acidos grasos se realiz6 utilizando un
cromatografo Agilent 7890A equipado con CTC Muestreador modelo Pal combi-xt y
detector espectrometro de masas Waters Quattro micro GC. Grasa individual. Los
ésteres metilicos de los acidos grasos (FAME) se separaron con una columna capilar
ZB Fame de 30 m x 0,25 mm (0,2 um espesor) (Phenomenex, Torrance, CA, EE. UU.).
Las condiciones de la cromatografia de gases fueron las siguientes: inyector
temperatura 250 ° C, volumen de inyeccién 2 pL Split (proporcién 10: 1), gradiente
de temperatura de 100 ° C a 210 ° C con una velocidad de 4 ° C / min, tiempo de
retencion 5 min. El caudal del gas portador (helio) fue de 1 ml / min.

El tiempo de andlisis fue de 40 minutos y el rango de medicién de 45 a 450 uma
(modo de escaneo). Los datos cromatograficos fueron grabados e integrados con el
software Masslynx, versién 4.1. Los FAME se identificaron mediante analisis de
estandares y biblioteca de espectros de masas. Se midieron las areas de los picos y
se usaron para calcular el porcentaje de cada acido graso individual relacionado con
la suma total de todas las areas de acidos grasos de la muestra. Las proporciones de
acidos grasos precursores se utilizaron como indices de las actividades de la enzima
desaturasa o desaturasa-elongasa en la higado como describen Gonzalez-Torres et
al. 185 utilizando las siguientes férmulas. Delta-6-elongasa-desaturasa: Acido
araquidénico / acido linoleico. Actividad oleoil-coA (SCD): acido oleico / acido

estearico.

3.10 Actividad antioxidante del higado y rifion y ensayos de
peroxidacion lipidica

3.10.1 Homogenizacion de tejidos
Para realizar el homogeneizado de los tejidos se siguié el método descrito por Oboh
y Rocha, (2007) con minimas modificaciones descritas a continuaciéon. Se
homogeneiz6 una alicuota de rifidn o higado (1g:10mL respectivamente) en tampo6n
fosfato 50 mM (pH 7,8), compuesto por Triton X-100 al 0,1% y 1.34 mM de
DETAPAC. Se utiliz6 un homogeneizador Micra D-1 (ART moderne labortechnik) a
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18,000 rpm por 30 segundos, consecutivamente se realizé un tratamiento con
homogeneizador ultrasénico Sonoplus HD 2070 (Bandelin) por tres veces (10 seg.)
al 50% de su potencia. Los homogeneizados renales y hepaticos se centrifugaron a
16.000rpm, 4°C durante 45 minutos (BECKMAN, Allegra 64R) y el sobrenadante se
us6 para determinar la actividad de las enzimas antioxidantes y peroxidaciéon

lipidica.

3.10.2 Determinacion de la concentraciéon de proteina
Para determinar la concentraciéon de proteina en los homogeneizados de rifion e
higado se utilizé la técnica de Lowry y col,, (1951) con minimas modificaciones, el
objetivo fue adaptarlo al protocolo de microplaca de 96 pocillos (MultiskanTM FC
Microplate Photometer, Thermo Ficher Scientific. Shanghai - China).
Se realizé una recta patrén para todas las determinaciones de concentracién de
proteina con las siguientes cantidades 0, 100, 200, 300, 400 y 500 pg/mL utilizando
una solucion de albimina de suero bovino (BSA) concentracién inicial 1000 pg/mL.
Se prepararon tres reactivos, ademas de la solucién de Folin - Ciocalteatu en la que
se diluyé con agua tipo I en una proporcién 1:4. A continuacion, se describe la
composicion de los reactivos:

e Reactivo A: Cu2S04 al 1%

e Reactivo B: Tartrato al 2%

e Reactivo C: Na2CO3 al 2% y NAOH 0.1N

Para obtener el reactivo Cu alcalino los reactivos se mezclaron de la siguiente

manera.

Reachvo
c

[Trnl)

Reaciivao
Cu

Reactivo
A

Reactivo i
B E 0

(0.0Tml) .l alzalino

{301mL}

La determinacion de proteina se inicié agregando a cada pocillo de la placa 50uL de
las muestras diluidas o los patrones y posteriormente se afiadié 200uL del reactivo
de Cu alcalino, las muestras se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo de incubacién se afiadi6 50 pL de soluciéon de Folin -
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Ciocalteau diluida. Las muestras se incubaron durante 30 minutos nuevamente a
temperatura ambiente y después se hizo la lectura de la placa a 750nm. Todas las
muestras y la recta patrén se determinaron por réplicas de cuatro. Los valores
resultantes de la recta patron se ajustaron a un modelo de ecuacién polinémica para
extrapolar los valores obtenidos de las absorbancias de las muestras en la recta
patron. Los resultados obtenidos se expresaron como mg proteina/mL de

homogeneizado.

3.11 Actividad enzimatica superoxido dismutasa

La actividad enzimatica de la Superéxido Dismutasa (SOD) se midié como se
describe por Ukeda et al., (1997) mediante el método colorimétrico, adaptado para
un lector de microplacas (MultiskanTM FC Microplate Photometer, Thermo Ficher
Scientific. Shanghai - China). La funcién principal de esta enzima es catalizar el
superdxido en oxigeno y per6xido de hidrogeno. Basicamente esta reaccién
enzimatica se centra en la inhibicién por parte de la SOD de realizar una accién de
oxidacion entre aniones superoxido (2-methoxi -4 nitrito-5-sulfofenil) -2H-
terazolium- 5 - carboxanilido (XTT). La actividad enzimatica total de la SOD se
determiné preparando una mezcla de reacciéon que contenia de volumen final 1ml,

constituida con los siguientes reactivos:

¢ 740 pL de tampodn fosfato (50mM pH 7.8)

« 38uL de DETAPAC (3mM)

e 55 uL. de XTT (0.0007g/1mL de tampon fosfato 50mM)
¢ 167uL de xantina oxidasa (70mU/mL)

En cada pocillo de la placa se afiadieron 150uL de la mezcla de reaccién, 35 pL de la
muestra previamente diluida o 35pL de tampon fosfato (50mM) para los controles
y para finalizar 55puL de xantina (3mM). La absorbancia se midié durante 15 minutos

a492nm y 25°C haciendo una lectura de la placa por minuto.

La determinacion de la actividad enzimatica de SOD-Mn se realizdé con el mismo

protocolo (Ukeda y col., 1997) con la diferencia de que las muestras previamente
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fueron tratadas con cianuro de potasio (KCN) 120mM durante 30 minutos en hielo

(concentracion final de KCN 4.8mM).

La determinacién de la actividad de SOD-CuZn se obtuvo por la diferencia entre

actividad enzimatica de SOD total y actividad enzimatica de SOD-Mn.

Se define que una unidad de actividad enzimatica es igual a la enzima necesaria para
inhibir el 50% de la reduccién de XTT. Los valores de la actividad se obtuvieron
aplicando la siguiente formula y los resultados fueron expresados en unidades de

actividad antioxidante (UAA) / mg de proteina.

% de inhibicion = ({Ao— Aj) [ (Ai) x 100

e Ao = actividad del control.
e A= actividad de la muestra.

3.12 Actividad enzimatica glutation peroxidasa

La determinacién de esta enzima se realizé por el método descrito por Lawrence y
col, (1974) con minimas modificaciones. La técnica se basa en la oxidaciéon de
nicotin adenin dinucleotido fosfato (NADPH) por medio de la enzima glutation
reductasa, la velocidad de reduccion esta relacionada con la actividad enzimatica del

glutation peroxidasa de cada una de las muestras.

Para realizar esta determinacion, se realizaron paralelamente reacciones

catalizadas y no catalizadas (todas por cuadruplicado).

Para las reacciones no catalizadas se afiadio a cada pocillo de la placa los siguientes

reactivos:

. e 240uL de NADPH 2Mm de tampén fosfato 50mM

. e 1mM de acido etil - diamino - tetra - acético (EDTA) (pH:7.4)
. e 20puL de homogenizado de rifién

. ¢ 10 pL una solucion de cumeno hidroperoxido (22mM)
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Para las reacciones catalizadas se afiadié a cada pocillo de la placa los siguientes
reactivos:

e 240uL de mezcla de reacciéon también en tampoén fosfato 50 mM
. e ImM de EDTA (pH:7.4) adicionada de azida sd6dica 4.3 mM
. * 4.3mM glutatién reducido

. e NADPH 2mM

. e 10pL de homogeneizado de rifién
. e 4.5uL de glutation reductasa de una soluciéon de 0.04 mU/mL
. e 10pL de cumeno hidroperoéxido

Se utilizé un Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo Ficher Scientific.
Shanghai, China para la lectura de la placa a 340nm, durante 4 minutos a 37°C. Se
realizé una lectura cada 15 segundos. Los resultados de la actividad enzimatica se
obtuvieron utilizando la siguiente ecuacién y los resultados fueron expresados como
nmol NADPH/min/mL.

nmol NADPH{min x mg proteinag =

({A Absorbancia reaccion catalizada — A Absorbancia
reaccién no catalizada) /0.0062) x (volumen total
pocillofvolumen muestral) / (mg proteina/ml)

3.13 Actividad enzimatica catalasa

La determinacién de la actividad enzimatica de la catalasa (CAT) se determiné por
el método descrito por Gerald Cohen y col, (1996) con minimas modificaciones
descritas brevemente. La enzima CAT cataliza el H202 en una cinética a lo largo de
4 minutos, seguido de una coloracién rojiza - ocre con absorbancia medible a
450nm. Para llevar a cabo la reaccién se prepararon dos baterias de tubos unos de
muestreo y los segundos de reaccién descritos a continuacion:

1)Tubos de muestreo:

e 2mL de H2S04 (0.6N)

¢ 500uL de FeSO4 (10mM)
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2) Tubos de reaccion:

¢ 1650uL de tampon fosfato (10mM)
¢ 100uL de agua bidestilada

¢ 50uL de la muestra diluida

Para iniciar la reaccion se afiadieron 200pL de H202 a cada tubo. Transcurrido 1
minuto se tomaron 50uL del tubo de reaccién y se afiadié al tubo de muestreo
agitando nuevamente en vortex. Transcurridos 4 minutos mas, se tomaron
nuevamente 50uL del tubo de reaccidon y se afiadieron al tubo de muestreo agitando
con el vortex. Para activar la coloracion rojo - ocre a cada tubo de muestreo se
afiadié 200pL de KSCN 2.5M, permaneciendo en oscuridad por 3 minutos.

La lectura de absorbancias se realiz6 en un lector de placas a 460nm (MultiskanTM

FC Microplate Photometer Thermo Ficher Scientific. Shanghai - China).

4 \

Unidades enzimdticas = [In (A1/Az2) [1]/proteina

* [n=log neperiano

e A1y A2 = absorbancias medias de los 2 tiempos
seleccionados (fiempo 1y 4)

+ {=diferencia de tiempo entre los 2 puntos

. o

3.14 Peroxidacion lipidica (TBARS) en higado y rifion

La peroxidacion lipidica (TBARS) se determind en los homogeneizados renales y
hepaticos previamente preparados para medir actividad enzimatica antioxidante
utilizando la metodologia descrita por Ohkawa y col, (1979) con pequefias

modificaciones.

Se afiadi6 a cada tubo los siguientes reactivos hasta llegar a un volumen final de 2mL.

¢ 100 uL de homogeneizado de tejido (o 100 pL de solucién estandar)
¢ 100 puL. de SDS al 8,1 % (p/v)

e 750 pL de acido acético al 20 % (pH 3.5)

¢ 750 uL.de TBA al 0,8 % (p/v)

¢ 300 pL de agua tipo I
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Las muestras se calentaron 95°C durante 60 minutos, se enfriaron y se afiadi6 1.5mL
de mezcla organica compuesta de butanol/piridina 15:1 respectivamente. Las
muestras se agitaron y se pasaron por centrifuga (4.000rpm) durante 10 minutos. Las
Sustancias Reactivas del Acido Tiobarbitirico (TBARS), se midieron
espectrofotométricamente a 532 nm de la capa organica formada. Los resultados se
expresaron como nmol MDA / mg de proteina (nmol / mg). Para todas las muestras se

realizaron 4 réplicas.

3.15 Extraccion de RNA y RTq-PCR

El ARN total se aislo del tejido. Aproximadamente 100 mg de tejido fueron
introducidos en tubos especiales con una matriz de lisis (Lysing Matrix SS -
116921100, MP BIOMEDICALS) donde se afiadié 1 mL de Tri-Reagent® (Sigma,
Aldrich), que contenia guanidina isotiocianato, fenol y un agente solubilizante para
disolver el ADN, ARN y las proteinas de las muestras lisadas. Los tejidos fueron
homogeneizados utilizando un homogeneizador FastPrep®-24 (Modelo
116004500 MP Biomedicals, EEUU). La muestra anteriormente homogeneizada fue
transferida a un tubo libre de ribonucleasas (RNasas) y se dejé incubar a
temperatura ambiente durante 5 min para asegurar la completa disociacién de los
complejos nucleoproteicos. Posteriormente se afadié a cada muestra 200 pL de
cloroformo y se agitaron vigorosamente durante 15 segundos. Las muestras se
volvieron a incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos y se centrifugaron
a 15.000 a 4 °C. La mezcla se separé en tres fases: una fase acuosa superior que
contenia el ARN, otra interfase que contenia el ADN y por ultimo una fase organica
que contenia las proteinas. La parte acuosa fue transferida a un tubo nuevo y se le
afiadi6 500uL de isopropanol, las muestras se mezclaron y se mantuvieron a
temperatura ambiente de 5-10 minutos centrifugando después a 15.000 rpm
durante 10 min a 42C. El sobrenadante fue descartado y el pellet formado se disolvié
en un volumen de 50 - 200 pL con agua libre de RNAsas (Sigma, Aldrich)
dependiendo del tamafno del pellet formado y por tanto del material genético

extraido.
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Posteriormente, las muestras fueron tratadas con DNasas (Ambion turboDNA-free
TM kit, AM1907) para eliminar cualquier ADN presente y el ARN fue transferido a
tubos libres de RNasas para determinar la concentracién y calidad del acido nucleico
mediante el indice de A=260/A=280 que se establecié entre 1.90 a 2.00 (NanoDrop
2000, Thermo Scientific).

Para realizar la transcripcion reversa de ARN a ADNc, a un total de 1 - 500ng de ARN
se le afiadieron: agua libre de ARNasas hasta un volumen final de 13.75uL y 1uL de
hexadeoxinucle6tidos (Random Hexamer, Promega C1181), las muestras se
introdujeron en un termociclador Peltier Thermal Cycler-200 (M] Research,
Waltham, MA, USA) durante 5 minutos a 652C para desnaturalizar el ARN molde.
Posteriormente se mantuvieron en hielo durante 2 min. A cada muestra se anadid
0,625 pL de nucleasa (RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor, Life
Technologies); 0,5 pL de desoxinucleétidos trifosfato 25 mM (dNTPs, Promega);
1,25 pL de retrotranscriptasa inversa, 5 uL. de First Buffer (250 mM Tris-HCI (pH
8,3), 375 mM KCl, 15 mM MgCl2) y 2,5 uL. de DTT 100 mM (SuperScript® II Reverse
Transcriptase, InvitrogenTM). La mezcla de reaccion se llevé hasta un volumen final
de 25 pL con agua libre de ARNasas; se establecio el programa en el termociclador
para llevar a cabo la reaccién: 10 min a 252C, 50 min a 4292Cy 15 min a 702C.

A partir del cADN obtenido, la PCR cuantitativa se llevé a cabo en el sistema 7900
HT Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems), usando cebadores/sondas (Life
TechnologiesTM) para: glp-1r (Rn00562406_m1). A cada reaccién (o muestra) se le
afiadieron 6,25 uL de Tagman Master Mix (2X TagMan® Fast Universal PCR Master
Mix, no AmpErase® UNG), que contiene la ADN polimerasa, 4,5 pL de agua libre de
ARNasas; 0,5 pL del ADNc de la muestra correspondiente y 1,25 pL del cebador o
primer. La reaccion se llevd a cabo durante 40 ciclos y siguiendo los siguientes
parametros para cada ciclo: 952C/20segundos para activar la ADN polimerasa; 95
9C/1 segundo para desnaturalizar las hebras de ADN y 60 2C/20segundos para
permitir la alineacion y extension de los cebadores. La expresion de cada gen fue
comparada con la expresion de Beta-actina determinada en la misma muestra. Se
calcul6 la diferencia CT para la feta-actina menos el gen testado. Media, desviacién

estdndar y error estandar de la media se calcularon desde ACT.
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3.15 Tratamiento estadistico

Se realizaron diferentes tratamientos estadisticos segun el disefio experimental de
cada fase de trabajo y en todos los casos utilizando el programa estadistico IBM

SPSS, version 20.0.

Las diferencias significativas en la capacidad aerébica, el perfil glucémico, los
parametros e indices bioquimicos plasmaticos y urinarios, los parametros
electrocardiograficos, los datos de expresion génica y los datos de la actividad de las
enzimas antioxidante renal y hepatica entre los grupos con dieta estandar y dieta
alta en grasas saturadas se analizaron mediante la prueba t de student al final de la
etapa de induccion a la obesidad mediante dieta hipercaldrica (12 semanas). Al final
de las etapas de pérdida de peso (PP, 13-15 semanas) y mantenimiento de peso (PM,
16-21 semanas), se analizaron las diferencias significativas mediante ANOVA de una
via entre todos los grupos experimentales en cada etapa. Se utilizé la prueba de
Tukey para detectar diferencias entre las medias de los tratamientos. El analisis
estadistico se realizé con Statistical Package for Social Sciences (IBM SPSS para

Windows, version 22.0, Armonk, NY) y el nivel de significancia se fij6o en p <0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 Ingesta calorica y peso corporal

Los efectos de la obesidad inducida por el consumo de una dieta rica en grasa
mayoritariamente saturada (HFD) y las diferentes intervenciones de pérdida de
peso y mantenimiento del peso perdido sobre la ingesta calorica diaria y el peso
corporal al final de las diferentes fases experimentales se muestran en la figura 11A
- D. Para una descripcion mas precisa de los datos, el periodo experimental se
dividira en tres fases diferentes: 1) induccién de la obesidad durante las semanas 0-
12, 2) intervenciones de pérdida de peso individual o combinada: dieta (restriccion
caldrica), estilo de vida (protocolo de entrenamiento de ejercicio mixto) e
intervencién farmacoldgica (agonista inverso del receptor CB1, AM251, tres dias a
la semana) durante las semanas 13-15, y 3) mantenimiento de la pérdida de peso
con dieta normocalérica combinada o no con un protocolo de entrenamiento y

administraciéon de AM251 una vez una semana durante las semanas 16-21.

Alo largo de todo el periodo experimental, y debido al mayor contenido calérico de
la dieta HFD, las ratas tratadas con dicha dieta exhibieron una ingesta calérica
significativamente mayor en comparaciéon con sus controles normocaldricos, lo que
dio lugar a un peso corporal significativamente mas elevado en el grupo de animales
obesos. Durante el periodo de intervencion de pérdida de peso de la semana 12-15
del periodo experimental, la accién individual de la restriccion caldrica, el ejercicio
fisico y la administracion de AM251 caus6 una disminucion en la ingesta calorica
que condujo a una disminucién concomitante en el peso corporal de las ratas
tratadas. Sin embargo, se observaron efectos mas fuertes cuando se combinaron las

tres intervenciones.
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Figura 11.- Efectos de la obesidad inducida por la dieta e intervenciones de control de peso sobre la
ingesta caldrica, el peso corporal y la relacion peso corporal / longitud del fémur. Se llevaron a cabo
seis experimentos de control durante 21 semanas utilizando una dieta normocalérica estandar para
ratas (SD12, SD15 y SD21) o una dieta alta en grasa (60% Kcal en forma de grasa) para inducir
obesidad (HFD12, HFD15 y HFD21). Para los experimentos de intervencion, las ratas se dividieron
en 8 grupos que fueron alimentados con la dieta hipercaldrica para inducir la obesidad durante 12
semanas, seguidas de tres semanas de intervencién con restriccién calérica para perder peso
(WL15) combinada o no con el protocolo de entrenamiento (e 6 s, respectivamente) y el tratamiento
farmacolégico con el farmaco bloqueante del receptor CB1 (AM). El periodo de intervencion fue
seguido por un periodo adicional de mantenimiento de peso de 6 semanas de tratamiento dietético
con una dieta normocaldrica estindar para ratas (WM21) combinada o no con el protocolo de
entrenamiento (e 6 s, respectivamente) y el tratamiento farmacolégico (AM) para mantener el peso
perdido durante el periodo de intervencion anterior de tres semanas. (A) Disefio experimental, (B)
ingesta caldrica diaria promedio (kcal/dia) a lo largo de las diferentes etapas experimentales
(induccién de la obesidad, intervencién de adelgazamiento y mantenimiento de peso), (C) peso
corporal promedio al final de las diferentes etapas experimentales, (D) relacién peso
corporal/longitud del fémur (g/cm?) al final de las diferentes etapas experimentales. Los resultados
son medias de ocho ratas + EEM representado por barras verticales. *** P <0,001 en la prueba t (12
semanas). A,B,C, medias con letras diferentes son significativamente diferentes (tratamiento ANOVA,
P <0,05; 15y 21 semanas).

A lo largo de la etapa de mantenimiento de peso, se logr6 una estabilizacion de la
ingesta caldrica y el mantenimiento del peso corporal entre los diferentes grupos de
intervencion por debajo de los valores mostrados por los controles SD y HFD.
Ademas, el protocolo de entrenamiento y la administraciéon del supresor del apetito
jugaron un papel importante para evitar el efecto rebote en dicho parametro. Estas
acciones beneficiosas sobre el peso corporal se reflejaron en una tendencia similar
en la relaciéon peso corporal / longitud del fémur en las diferentes etapas
experimentales, especialmente cuando el ejercicio se combiné con la administracién

de AM251. Dicha relaciéon se ha considerado representativa del indice de masa
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corporal y adecuada para establecer el grado de obesidad y evolucién de las ratas en

un periodo experimental de larga duracidn.

WEIGHT-LOSS WEIGHT
DIET-INDUCED OBESITY INTERVENTION (WL) MAINTENANCE (WM)
1000
900 C
800
C
i
E 00 ke
£
- 600 é AR
AB b AB ‘.\B. A X
400 - L b A EE0] | L Eiidd |
12 WEEKS 15 WEEKS 21 WEEKS
mSD OHFD Os Re B8sAM HeAM

Figura 12.- Evoluciéon del peso corporal de los distintos grupos de estudio. (CNOR), Control
Normocalérico (CHC) Control Hipercalérico, (HPSED) dieta Hipocalérica y Sedentarismo ,(HPEXE)
dieta Hipocaldrica y Ejercicio fisico, (HPSEDAM) dieta Hipocalérica y Sedentarismo con farmaco
AM251 y (HPEXEAM) dieta Hipocaldrica y Ejercicio fisico y el farmaco AM251, a lo largo del periodo
experimental medida en g/dia, en el eje de las abscisas se encuentra representada la semana del
periodo experimental y en el eje de las ordenadas se encuentra presente los gramos consumidos al
dia.
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4.2 Expresion génica en el hipotalamo de trascriptos relacionados

con la ingesta de alimento y balance energético

El efecto de la obesidad inducida por la dieta y las diferentes intervenciones de
control de peso ensayadas sobre la expresion génica en el hipotdlamo de
transcriptos relacionados con el control de la ingesta de alimento y el gasto

energético (cFos, Npy, Lepr, Cnrl, Hcrt) se muestra en la Figura 13.
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Figura 13.- Efectos de la obesidad inducida por la dieta y diferentes intervenciones de control de peso sobre la expresiéon génica hipotalamica de transcripto
de alimentos y el equilibrio energético al final de las etapas de intervencion de pérdida de peso y mantenimiento del peso perdido. SD, control normocaléri
pérdida de peso con restriccién caldrica (sem 12-15), WLe, intervencién de pérdida de peso con restriccion calérica y ejercicio fisico (sem 12-15), WLsA
caldrica y bloqueante de los receptores CB1 (sem 12-15), WLeAM, intervencion de pérdida de peso con restriccion caldrica, ejercicio y bloqueante de los re
peso perdido con dieta normocaldrica (sem 15-21), WMe, mantenimiento de peso perdido con dieta normocaldrica y ejercicio fisico (sem 15-21), W
normocalérica y bloqueante de los receptores CB1 (sem 15-21), WMeAM, mantenimiento de peso perdido con dieta normocaldrica, ejercicio fisico y b
resultados son medias de ocho ratas + SEM representado por barras verticales. A,B,C, medias con letras distintas son significativamente diferentes (tratami

Npy, neuropéptido Y, Lepr, receptor de leptina, Hcrt, orexina A, Cnr1, receptor cannabinoide 1.
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La expresion de c-fos y Npy aumenté en los animales alimentados con HFD en las
semanas 15y 21 en comparacién con el grupo de SD, y disminuy6 como resultado
de la pérdida de peso corporal. Tal disminucién solo fue observable en Npy durante
la etapa de mantenimiento del peso perdido. Por otra parte, la administracion del
farmaco AM251 dio lugar a una potenciacion en el efecto inhibidor de la expresion
de Npy y Cnrl que mostraron las intervenciones de restriccion caldrica y ejercicio

fisico.

4.3 Capacidad aerodbica y parametros de condicion fisica

En la Figura 14 se muestran los resultados de un test incremental realizado a los distintos
grupos experimentales en el momento de finalizacién del periodo experimental de 21
semanas. Dicho test valoré la capacidad aerdbica de los grupos experimentales ademas de
la distancia recorrida y la velocidad maxima obtenida, estos dos ultimos parametros pueden
darnos idea de la condicién fisica del animal, ademas de su relacién con la capacidad

aerodbica.
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Figura 14.- Efectos de la obesidad inducida por la dieta y diferentes intervenciones de control de peso sobre la capacidad aerébica y para
periodo experimental. SD, control normocalérico, HFD, control hipercalérico, WMs, mantenimiento de peso perdido con dieta normocal6r
perdido con dieta normocaldrica y ejercicio fisico (sem 15-21), WMsAM, mantenimiento de peso perdido con dieta normocaldrica y bl
WMeAM, mantenimiento de peso perdido con dieta normocaldrica, ejercicio fisico y bloqueante de los receptores CB1 (sem 15-21). Lo
representado por barras verticales. A,B,C, medias con letras distintas son significativamente diferentes (tratamiento ANOVA, P <0,05).
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4.4 Perfil glucémico y area bajo la curva

Los resultados del test de O’Sullivan (area bajo la curva tras la administraciéon de una
sobrecarga oral de glucosa) realizado ala 12, 15 y 21 semanas del periodo experimental en
los grupos control e intervencion se muestra en la Figura 15. Tras el periodo de inducciéon
de la obesidad de 12 semanas, el grupo de animales que consumi6 la dieta hipercalérica,
mostré un aumento en el pico de glucemia a los 30 minutos tras la administracién de la
sobrecarga oral, asi como unas cifras elevadas de glucemia durante un tiempo mas
prolongado en comparacion con los animales pertenecientes al grupo SD. Ademas, el area

bajo la curva para el grupo obeso fue mas del doble en superficie que el grupo control.

Tras el periodo de 12 a 15 semanas en el cual se implantaron las distintas intervenciones de
control de peso, se volvié a observar en el grupo HFD un perfil glucémico claramente
diferenciado y caracteristico de una situacién de resistencia a la insulina, asi como un area
bajo la curva significativamente superior al grupo SD. Las diferentes intervenciones dieron
lugar a una mejora significativa en estos parametros los cuales volvieron a valores parecidos
al del grupo control normocalérico. Similares resultados se observaron tras 21 semanas en
el cual predomin6 el objetivo del mantenimiento del peso perdido ingiriendo dieta
normocaldrica en combinacién a las distintas intervenciones descritas. Cabe destacar el
efecto del ejercicio fisico junto a dieta normocaldrica donde a pesar de no existir diferencias
estadisticamente significativas respecto a los demds grupos si se pudo apreciar un mejor
control glucidico. Estos datos apuntan a una situacion de resistencia a la insulina, que se

revirtio con las intervenciones de control de peso ensayadas.
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Figura 15.- Efectos de la obesidad inducida por la dieta y diferentes intervenciones de control de peso sobre el perfil glucémico y are:
glucosa oral medido alas 12,15 o 21 semanas del periodo experimental. SD, grupo de dieta estandar normocalérica, HFD, grupo tratado cor
parala pérdida de peso (WL) en las semanas 13-15: WLs, ratas obesas tratadas con restriccion calérica y sin ejercicio, WLe, ratas obesas tr:
con ejercicio fisico, WLsAM, ratas obesas tratadas con restriccion caldrica en combinacién con la administracién de AM251 y sin ejercicio,
calérica en combinacidn con ejercicio fisico y administracion de AM251. Intervenciones de mantenimiento de peso (WM) en las semana:
ejercicio, WMe, ratas tratadas con dieta SD en combinacién con ejercicio fisico, WMsAM, ratas tratadas con dieta SD en combinacién
WMeAM, ratas tratadas con dieta SD en combinacién con ejercicio fisico y administracién de AM251. Los resultados son medias de ocho r:
*P <0,05 en la prueba t (12 semanas). A,B,C tratamientos con letras distintas son significativamente diferentes (ANOVA, P <0,05; 15y 21
(unidades arbitrarias).
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4.5 Peso del higado, contenido de grasa hepatica, perfil de acidos
grasos y expresion génica de enzimas lipogénicas y lipoliticas

4.5.1 Peso del higado y contenido de grasa hepatica

La induccion dietética de la obesidad mediante una dieta alta en grasa resulté en
incrementos significativos en el peso del higado y en el contenido de grasa hepatica
alas 12 o 15 semanas del periodo experimental, mientras que en la semana 21 se
observé un aumento significativo en el contenido de grasa hepatica pero no en el
peso del higado con respecto a la fase anterior del periodo experimental (Figura 16).
Todas las intervenciones ensayadas revirtieron eficazmente la hepatomegalia y la
esteatosis inducida por la obesidad. De hecho, solo la restriccion calérica de la dieta
durante el periodo de intervencion y el cambio posterior a una dieta normocalérica
fue suficiente para revertirlos. Sin embargo, el protocolo de entrenamiento mixto
mostré una tendencia hacia disminuciones mds consistentes en el peso del higado,
con una accion especialmente pronunciada en el grupo al que se administré6 AM251
a las 21 semanas. Con respecto a las comparaciones entre los controles normo e
hipercaléricos dentro del grupo entre las semanas 15 y 21, se observé una pequefia
disminucion en el peso del higado y el contenido de grasa en el grupo HFD, mientras
que esta ultima aumenté en el grupo SD. En cuanto a los grupos de intervencion, se
observo un pequeiio aumento en el peso del higado en los animales WM y WMe al
final del periodo posterior a la intervencién (21 semanas) en comparacién con WL
y WLe las 15 semanas, aunque no se encontraron diferencias significativas entre
ninguno de los grupos en relacion al contenido de grasa hepatica, lo que indica un
mantenimiento general de los efectos beneficiosos logrados por los tratamientos de

pérdida de peso después de las 6 semanas posteriores a la intervencion.
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Figura 16.- Efectos de la obesidad inducida por la dieta y diferentes intervenciones de control de peso sobre el
peso del higado y el contenido de grasa hepatica a las 12, 15 o 21 semanas del periodo experimental. SD, grupo
de dieta estdndar normocalérica, HFD, grupo tratado con dieta hipercaldrica y fructosa. Intervenciones para la
pérdida de peso (WL) en las semanas 13-15: WLs, ratas obesas tratadas con restriccidn calérica y sin ejercicio,
WoLe, ratas obesas tratadas con restriccion calérica en combinacién con ejercicio fisico, WLsAM, ratas obesas
tratadas con restriccién caldrica en combinacién con la administracién de AM251 y sin ejercicio, WLeAM, ratas
obesas tratadas con restriccion calérica en combinacién con ejercicio fisico y administraciéon de AM251.
Intervenciones de mantenimiento de peso (WM) en las semanas 16-21: WMs, ratas tratadas con dieta SD y sin
ejercicio, WMe, ratas tratadas con dieta SD en combinacién con ejercicio fisico, WMsAM, ratas tratadas con dieta
SD en combinacién con administracién de AM251 y sin ejercicio, WMeAM, ratas tratadas con dieta SD en
combinacién con ejercicio fisico y administracién de AM251. Los resultados son medias de ocho ratas + SEM
representado por barras verticales. ***, P < 0,05 0 0,01 en la prueba t al comparar un mismo grupo experimental
entre 15 y 21 semanas. ***, P < 0,001 en la prueba t a las 12 semanas. A,B,C/a,b,c, tratamientos con letras
distintas en la misma fase del periodo experimental son significativamente diferentes (ANOVA, P <0,05; 15y 21
semanas).

4.5.2 Perfil hepatico de acidos grasos

El efecto de la obesidad y las diferentes intervenciones de pérdida de peso sobre el perfil de
acidos grasos hepaticos se presenta en la Tabla 11. Los animales obesos mostraron una
disminucién en el porcentaje de acidos grasos saturados y poliinsaturados totales que fue
especialmente evidente para el estearico, araquidénico o docosahexaenoico (DHA). De
acuerdo con estos cambios, el indice de actividad Aelongasa/desaturasa (acido
araquidoénico/acido linoleico) fue significativamente menor en estas ratas. Por el contrario,
se encontré un aumento significativo en los &cidos grasos monoinsaturados que fue
especialmente pronunciado en el acido oleico y se observé un aumento significativo

correspondiente en el indice de actividad Oleoil-CoA (relacién acido oleico/acido estearico).

Al final del periodo de intervencion de tres semanas (semana 15), las modificaciones
inducidas por la obesidad en los 4cidos grasos saturados, mono y poliinsaturados totales,

asi como en los acidos grasos estedricas, oleicas, linoleico, araquidénico y DHA fueron
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revertidas por la restriccion calérica. El acido palmitico alcanz6 valores significativamente
inferiores en los grupos de intervencion no solo en comparacién al grupo HFD, sino también
al SD. Ademas, el protocolo de entrenamiento mantuvo los cambios debidos a la restriccién
caldrica. La administracion de AM251 potencio los efectos de la restriccion calérica y el
ejercicio fisico sobre los acidos grasos mono y poliinsaturados, especificamente sobre el
oleico, linoleico, araquidénico y DHA, disminuyendo el contenido de acido palmitico. Los
cambios inducidos por la obesidad en el indice de relacion Aelongasa/desaturasa y la
actividad Oleoil-CoA también fueron revertidos por la restricciéon calérica y el ejercicio y

potenciados por AM251.

Después del periodo de mantenimiento postintervenciéon de 6 semanas (semana 21), se
observaron los siguientes cambios en el perfil de acidos grasos hepaticos en comparacion
con el grupo de HFD derivados del mantenimiento de la ingesta calérica en niveles
adecuados en asociacién con el ejercicio fisico y potenciados por la administracién de
AM251: Un aumento en el porcentaje del total de acidos grasos saturados y poliinsaturados
que fue especialmente evidente para el estearico, araquidénico o DHA, una mayor relaciéon
Aelongasa/desaturasa y una disminucién significativa en los 4acidos grasos
monoinsaturados que fue especialmente pronunciada en el acido oleico y causé una

disminucién analoga en la actividad de Oleoil-CoA.

4.5.3 Expresion de genes hepaticos de enzimas lipogénicas y lipoliticas

La induccién de la obesidad y diferentes intervenciones de pérdida de peso
afectaron criticamente la expresion génica hepatica de enzimas relacionadas con la
lipogénesis (Fasn, Gépd, Scd-1, Ldlr, Gpat2, Hmgcr) y la lipdlisis (Cptla, Lpl, Lipc,
Cyp7al, Acox1, Ucp2), aunque Los efectos sobre los factores de transcripcion Srebf1
y Ppara, conocidos por controlar la expresion de las primeras enzimas, no fueron
significativos y solo se observaron tendencias para disminuir la expresiéon de Srebf1
y aumentar la de Ppara por el HFD (Figura 17 y Tabla 12). En cuanto a las enzimas
lipogénicas y lipoliticas individuales estudiadas, se observé una accién inhibidora
general del consumo de dieta HFD sobre la expresion de las enzimas lipogénicas a
lo largo del periodo experimental (12, 15y 21 semanas). Dicha accion inhibidora fue
neutralizada parcial o completamente por las diferentes intervenciones de pérdida

de peso con la excepcion de G6pd en la semana 15. En general, los efectos derivados
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de la intervencién fueron mas pronunciados a las 21 semanas en comparacioén con

las 15 semanas del periodo experimental.
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Tabla 11.- Perfil de dcidos grasos hepaticos (%) de ratas Sprague Dawley en diferentes etapas del periodo experimenta

Palmitico  Palmitoleico  Estedrica Oleico Linoleico Linolenico  Araquiddnico DHA Octadecenoico A
(C16:0) (C16:1) (C18:0) (C18:1n9)  (C18:2n6)  (C18:3n3) (C20:4n6) (C22:6n3) (C18:1n7) d
12 SEMANAS .
SD 22.0 0.92 (0.17) 14.2 8.66 25.6 nd 21.9 2.60 3.76
HFD 233 Nd 8.55%** 29.88*** 27.6 nd 7.7 2%%* 1.26%* 1.73%+*
SEM 1.45 - 1.18 1.18 1.29 - 2.04 0.41 0.19 |
15 SEMANAS .
SD 20.9b 1.18 13.6b 7.07a 23.4b 0.04 (0.03) 26.1b 3.56b 4.09a
HFD 21.1b Nd 5.42a 30.99d 32.2c nd 6.65a 1.31a 2.32b
WLs 16.92 Nd 17.3b 18.31bc 18.4ab nd 23.6b 3.31b 2.86a
WLe 16.82 Nd 14.7b 21.09¢ 21.9b nd 20.5b 3.45b 1.64b
WLsAM 14.32 0.392 18.3b 11.13ab 14.7a nd 34.2c 5.08b 2.03a
WLeAM 14.72 0.012 15.8b 13.68abc 19.4ab nd 29.6bc 4.66b 1.87a
SEM 1.27 0.186 1.64 3.18 1.93 - 3.11 0.74 0.26 |
21 SEMANAS
SD 22.9c 1.91bc 10.8ab 11.40ab 29.8c 0.40 17.0ab 2.18ab 3.55bc
HFD 19.9abc Nd 7.98a 30.15¢ 27.2bc 0.11 10.1a 2.08a 1.51a
WMs 21.3bc 2.04bc 11.0ab 17.52b 21.7ab nd 19.3b 3.17abc 4.01c
WMe 18.9ab 2.51c 13.7bc 8.44a 19.9a nd 29.4c 3.43abc 3.69¢
WMsAM 17.9ab 0.92ab 15.0bc 7.70a 19.7a nd 32.0c 3.93bc 2.88bc
WMeAM 16.72 0.572 15.6¢ 8.48a 21.9ab nd 30.0c 4.38c 2.40ab
SEM 1.47 0.42 1.43 2.24 1.83 0.103 2.86 0.57 0.40

SD, control estdndar normocaldrica, HFD, dieta control hipercalérica para la induccién dietética de la obesidad. Intervenciones para la pérdida de peso (W1
hiperproteica, WLe, dieta de intervencion hiperproteica con protocolo de ejercicio fisico, WLsAM, dieta de intervencion hiperproteica y tratamiento farma:
hiperproteica con protocolo de ejercicio fisico y tratamiento farmacolégico con AM251. Intervenciones de mantenimiento de peso perdido (WM) e
dieta SD y sin ejercicio, WMe, ratas tratadas con dieta SD en combinacién con ejercicio fisico, WMsAM, ratas tratadas con dieta SD en con
ejercicio, WMeAM, ratas tratadas con dieta SD en combinacién con ejercicio fisico y administracién de AM251. DHA, docosahexaenoico; Re
base de la relacion de acido araquidénico/acido linoleico; Actividad oleoil-coA (SCD) calculada usando la relacién acido oleico/acido estedrico como se d
grasos saturados totales; MON, acidos grasos monoinsaturados totales; POL, acidos grasos poliinsaturados totales. Los resultados son la media de 8 ratas
<0,001 en la prueba t a las 12 semanas.; nd: no detectado; a,b,c,d, medias dentro de la misma columna en cada etapa del periodo experimente
significativamente (ANOVA, P <0,05; 15 y 21 semanas).

—

102

—t



Sterol regulatory element-binding protein 1(Srebf1)

12 weeks 200 15 weeks 400 21 weeks

1.20 - .
£ £ 180 £ 360 B
< k31 b S T
@ 1.00 S 1.60 T T 3.20
3 S gyl :
> 080 || g 140 AB A g 280
.é §120 A A § 240
I L] a a AB
g 0.60 g voo A T g 200 A

| T 5

Fs 2 0.80 2 160 A

040 1] © 060 || 5 120 A ks
2 N 2 T
< 020 || g 0.40 | - 0.80 -
& & 020 || & 0.40 ]

0.00 - 0.00 0.00

SD HFD Sb HFD WLs WLs WLSAM WLeAM SD HFD WMs Wme WMsAM WMeAM

Peroxisome proliferator-activated receptor (Ppara)

12 weeks 15 weeks 21 weeks

240 2.40 2.00
£ *x £ % B £ 1.80 B
S T S 2.00 S T
© 2.00 ? T T 1.60
' Q Q AB
by 0 AB | @140 T b AB
2 160 > 1.60 A ] > A A

c c il
s S A 5120 ~
'g 120 3 120 A ] 3 100 ]
= s S 080 || | |
x x

% 080 3 080 - & 060 1 | -
Py ) o
2 2 2 040 || ] | ]
B 0.40 S o4 | i
® s & 020 | | |

0.00 0.00 0.00

sD HFD sD HFD WLs WLs  WLSAM  WLeAM sD HFD WMs WMe  WMsAM  WMeAM

Figura 17.- Efectos de la obesidad inducida por la dieta e intervenciones de control de peso sobre la expresié de
los transcriptos Srebf1 y Ppara. Se llevaron a cabo seis experimentos de control durante 21 semanas utilizando
una dieta normocaldrica estandar para ratas (SD12, SD15 y SD21) o una dieta alta en grasa (60% Kcal en forma
de grasa) para inducir obesidad (HFD12, HFD15 y HFD21). Para los experimentos de intervencidn, las ratas se
dividieron en 8 grupos que fueron alimentados con la dieta hipercalérica para inducir la obesidad durante 12
semanas, seguidas de tres semanas de intervenciéon con restriccién caldrica para perder peso (WL15)
combinada o no con el protocolo de entrenamiento (e 6 s, respectivamente) y el tratamiento farmacolégico con
el farmaco bloqueante del receptor CB1 (AM). El periodo de intervencién fue seguido por un periodo adicional
de mantenimiento de peso de 6 semanas de tratamiento dietético con una dieta normocaldrica estandar para
ratas (WM21) combinada o no con el protocolo de entrenamiento (e 4 s, respectivamente) y el tratamiento
farmacolégico (AM) para mantener el peso perdido durante el periodo de intervencién anterior de tres semanas.
(A) Disefio experimental, (B) ingesta caldrica diaria promedio (kcal/dia) a lo largo de las diferentes etapas
experimentales (induccién de la obesidad, intervencién de adelgazamiento y mantenimiento de peso), (C) peso
corporal promedio al final de las diferentes etapas experimentales, (D) relaciéon peso corporal/longitud del
fémur (g/cm?) al final de las diferentes etapas experimentales. Los resultados son medias de ocho ratas + EEM
representado por barras verticales. *** P <0,001 en la prueba t (12 semanas). A,B,C, medias con letras diferentes
son significativamente diferentes (tratamiento ANOVA, P <0,05; 15y 21 semanas).
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Tabla 12.- Expresion génica hepatica de transcriptos que codifican enzimas lipogénicas y lipoliticas.

Fasn Ldlr Gé6pd Scd1 Gpat2 Hmgcr
»n | SD 1.00 (0.05) 1.00 (0.05) 1.00 (0.01) 1.00 (0.28) 1.00 (0.01) 1.00 (0.04)
N 0.36
- HFD 0.29 (0.06)***  0.65 (0.09)* 0.39 (0.04)*** 0.41 (0.11) 0.49 (0.09)*  (0.08)***
1.00 (0.05)
SD 1.00 (0.09)b  1.00 (0.09)d 1.00(0.02)c 1.00(9.88)a 1.00 (0.01)abc ab
HFD 0.12(0.01)a 0.20(0.02)a 0.13(0.02)ab 0.07 (0.02)a  0.67 (0.08)a 0.12(0.02)a
@ WLs 1.05(0.17)b  0.48 (0.02) bc 0.12 (0.01)ab 0.29 (0.10)a 0.75(0.08)ab 2.92 (0.54)c
— | WLe 0.60 (0.10)b 0.42(0.07)abc 0.08 (0.01)a 0.07 (0.02)a 0.78(0.09)ab 2.14 (0.26) bc
1.68 (0.47)
WLsAM 0.95(0.14)b  0.65(0.07) c 0.17 (0.02) b 592(2.33)a 1.28(0.27)bc abc
WLeAM 0.66 (0.09)b 0.36(0.03)ab 0.11(0.01)ab 2.27 (0.88)a 1.32(0.27)c  2.63(0.63)c
1.00 (0.75) 1.00 (0.04)
SD 1.00(0.08) a 1.00(0.09)b  1.00(0.02)ab ab 1.00 (0.01) ab ab
HFD 0.20 (0.04)a  0.30(0.05) a 0.51(0.02)a 0.06(0.01)a 0.33(0.05)a 0.33(0.06)a
WNMs 1.61(0.20)bc 1.21(0.18)b  1.18(0.31)ab 4.74(0.82)b 1.18(0.09)ab 2.77 (0.36) bc
- 11.61 (1.79)
N | WMe 6.06 (0.62)d 1.07 (0.12) b 1.32(0.14)b ¢ 1.41(0.19)b  4.90 (0.42) cd
3.71 (1.26)
WMsAM 2.62(0.05)c 094(0.11)b 0.77 (0.08)ab ab 1.39(0.32) b 4.11 (0.43) cd
2.19 (0.37)
WMeAM 1.14 (0.22)ab  0.77 (0.08) b  1.00 (0.14)ab ab 3.00(0.44)c 5.56(1.04)d
Cptla Lpl Lipc Cyp7al Acox Ucp2
SD 1.00 (0.09) 1.00 (0.01) 1.00 (0.11) 1.00 (0.04) 1.00 (0.32) 1.00 (0.02)
&g 2.75
— | HFD 0.93 (0.08) 0.42 (0.10)*** 0.48 (0.06)*  (0.40)*** 1.57 (0.22)  2.42 (0.25)**
SD 1.00 (0.15)a  1.00(0.02)a  1.00(0.13)ab 1.00(0.17)a  1.00(0.15)a 1.00(0.02)a
HFD 0.98(0.08)a 1.00(0.11)a  0.79(0.05)ab 2.51(0.30)a 1.17(0.12)a 0.56 (0.06) a
WLs 1.21(0.14)a 0.95(0.14)a 0.80(0.08)ab 6.47 (0.85)c 1.06 (0.11)a 1.03(0.15)a
A 2.86 (0.44)
— | WLe 1.00 (0.14)a  1.11(0.12)a  0.90(0.12)ab ab 1.05(0.09)a 0.86(0.08) a
WLsAM 092 (0.22)a 2.84(0.69)a 0.52(0.12)a 2.48(046)a 1.55(0.60)a 0.91(0.17)a
6.30 (1.73)
WLeAM 1.66(0.38)a 4.61(1.05)b 1.35(0.25)b  bc 3.25(0.53)b 191 (037)b
SD 1.00 (0.10)a 1.00 (0.02)ab  1.00(0.04)a 1.00(0.06)a  1.00(0.14)a 1.00(0.01)a
2.95(0.36)
HFD 0.63(0.07)a  0.53(0.08) a 0.59 (0.05)a ab 0.67 (0.08)a 0.62 (0.09)a
4.87 (0.99)
v | WMs 0.84(0.13)a 0.60(0.10)ab  1.27(0.12)a ab 0.58(0.03)a 0.80(0.09)a
3 8.74 (1.35)
WMe 0.79(0.05)a 0.66(0.08)ab  1.53(0.16)a ab 0.95(0.04)a 1.28(0.11)a
12.43 (4.56)
WMsAM 1.55(0.21)a 1.66(0.37)b 1.50(0.18)a b 2.23(0.36)a 3.05(0.33)b
12.79 (3.63)
WMeAM 4.62 (1.09)b  3.20(041)c 2.82(0.62)b b 5.13(1.14)b  6.29(0.89) c

SD, dieta control estindar normocalérica, HFD, dieta control hipercalérica para la induccion dietética de la obesidad.
Intervenciones para la pérdida de peso (WL) en las semanas 12-15. WLs, dieta de intervencion hiperproteica, WLe, dieta de
intervencion hiperproteica con protocolo de ejercicio fisico, WLsAM, dieta de intervencion hiperproteica y tratamiento
farmacolégico con AM251, WLeAM, dieta de intervencién hiperproteica con protocolo de ejercicio fisico y tratamiento
farmacolégico con AM251. Intervenciones de mantenimiento de peso perdido (WM) en las semanas 16-21: WMs, ratas
tratadas con dieta SD y sin ejercicio, WMe, ratas tratadas con dieta SD en combinacién con ejercicio fisico, WMsAM, ratas
tratadas con dieta SD en combinacién con administracién de AM251 y sin ejercicio, WMeAM, ratas tratadas con dieta SD en
combinacién con ejercicio fisico y administracién de AM251. Los datos de expresidn génica se expresan relativamente frente
a la B-actina para Fasn, acido graso sintasa, Ldlr, receptor de lipoproteinas de baja densidad, G6pd, glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa, Scdl, estearoil-CoAdesaturasa-1, Gpat2, glicerol-3-fosfato acil transferasa 2, Hmgcr, 3-hidroxi-3-metil-
glutaril-CoA reductasa, Cptla, carnitina palmitoil transferasa-1, Lpl, lipoprotein lipasa, Lipc, triacilglicerol lipasa hepatica,
Cyp7al, colesterol 7 alfa-hidroxilasa, Acox1, acil-CoA oxidasa peroxisomal, Ucp2, proteina desacopladora 2. Los Resultados
son media de 8 ratas. SEM, error estandar de la media. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 en la prueba t a las 12 semanas.; nd:
no detectado; a,b,c,d, medias dentro de la misma columna en cada etapa del periodo experimental (15 0 21 semanas) con letras
distintas difieren significativamente (ANOVA, P <0,05; 15 y 21 semanas).

——

104

—




La induccién de la obesidad dio lugar a una disminucién en la expresion de Lipc a lo
largo de todo el periodo experimental, al tiempo que causé un aumento de la
expresion de Cyp7al a cargo de la sintesis de acidos biliares. Para el resto de
enzimas lipoliticas, los cambios inducidos por la obesidad variaron dentro de los
diferentes periodos experimentales, tales como la disminucion de la expresion de
Lpl en las semanas 12 y 21 sin observarse cambios en la semana 15 o el incremento
de UcpZ2 solo en la semana 12. Aunque los efectos inductores de la obesidad sobre la
expresion de las enzimas lipoliticas fueron complejas y no siguieron una tendencia
uniforme, las intervenciones de adelgazamiento, especialmente el protocolo de
entrenamiento, mostraron una tendencia a incrementar la expresiéon de los
transcriptos que codifican enzimas lipoliticas. No obstante, dicho efecto fue mas
pronunciado en la semana 21 (Lpl, Lipc, Cyp7al, Acox1, Ucp2) en comparaciéon con
la semana 15 (Lpl, Lipc). Curiosamente, los efectos activadores del ejercicio se
potenciaron considerablemente con la administracion de AM251 en cualquiera de
los puntos de tiempo mencionados anteriormente. Ademas, se observo un efecto
inductor especifico de AM251 sobre la expresiéon de Lpl, Acox y Ucp2 en la semana
15, y de todas las enzimas lipoliticas en la semana 21. Todos estos hallazgos apuntan
al hecho de que los efectos de las intervenciones de pérdida de peso sobre la
expresion génica de las enzimas lipogénicas y lipoliticas se mantuvieron y, en

algunos casos, aumentaron durante las 6 semanas posteriores a la intervencion.

4.6 Funcionalidad cardiovascular: ECG y Expresion génica en aorta

Los efectos de la obesidad y las distintas intervenciones de control de peso corporal
(Restriccion calorica ejercicio fisico y agonista inverso de los receptores CB1) sobre
parametros electrocardiograficos auriculares y ventriculares de ratas SD a lo largo
de las 3 fases del periodo experimental (12 semanas periodo de induccién de la
obesidad, 15 semanas intervencion de pérdida de peso y 21 semanas

mantenimiento del peso perdido) se muestran en la (Tabla 13).
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Tabla 13.- Efectos de las intervenciones de la obesidad y las intervenciones de control de peso sobre parametros de funcior

Bodyweight Heart Heart P P wave PR QRS QRS
(g) weight rate wavelengt amplitude  Interval length amplitude
(8) (bpm) h (mV) (s) (s) (mV)
(s)
12 weeks
SD 516.9 1.53 293.7 0.019 0.105 0.027 0.019 1.35
HFD 648.7%** 1.65 290.0 0.020 0.134* 0.025 0.020 1.69*
SEM 19.7 0.045 7.3 0.002 0.010 0.002 0.003 0.075
15 weeks
SD 503.3b 1.412 263.5a 0.029b 0.112a 0.059b 0.0212 1.15a
HFD 704.12 1.96b 242 4a 0.022b 0.066a 0.055b 0.0212 1.76b
WLs 566.7c 1.542 265.3a 0.024ab 0.117a 0.064b 0.0212 0.911a
WLe 552.5bc 1.502 260.9a 0.020b 0.130a 0.030a 0.0212 1.15a
WLsAM 544.2bc 1.552 268.0a 0.025ab 0.119a 0.065b 0.0202 0.885a
WLeAM 511.5bc 1.452 254.4a 0.019b 0.106a 0.059b 0.0202 1.12a
SEM 21.2 0.09 7.8 0.002 0.041 0.003 0.001 0.105
21 weeks
SD 631.7a 1.692 267.9a 0.021ab 0.089a 0.061ab 0.023ab 1.64b
HFD 803.8b 2.02b 274.5a 0.023b 0.129b 0.063ab 0.0212 1.97c
WMs 634.2a 1.732 263.7a 0.020ab 0.103ab 0.061ab 0.0212 1.09a
WMe 574.4a 1.642 255.9a 0.020ab 0.127a 0.067b 0.027b 1.14a
WMsAM 546.4a 1.722 257.1a 0.022b 0.076a 0.057a 0.022ab 1.32a
WMeAM 590.9a 1.642 273.9a 0.017c 0.095b 0.054a 0.0212 1.28a
SEM 41.8 0.093 6.5 0.001 0.010 0.002 0.002 0.102

SD, dieta control estandar normocaldrica, HFD, dieta control hipercaldrica para la induccién dietética de la obesidad. Intervenciones para la pérdida de peso (WL) en las semz
dieta de intervencion hiperproteica con protocolo de ejercicio fisico, WLsAM, dieta de intervencion hiperproteica y tratamiento farmacoldgico con AM251, WLeAM, dieta de in
tratamiento farmacoldgico con AM251. Intervenciones de mantenimiento de peso perdido (WM) en las semanas 16-21: WMs, ratas tratadas con dieta SD y sin ejercicio, WMe
fisico, WMsAM, ratas tratadas con dieta SD en combinacién con administracién de AM251 y sin ejercicio, WMeAM, ratas tratadas con dieta SD en combinacién con ejercicio fisicc
intervalo QT corregido. Los Resultados son media de 8 ratas. SEM, error estandar de la media. * P <0,05 en la prueba t alas 12 semanas. a,b,c, medias dentro de la misma columna
con letras distintas difieren significativamente (ANOVA, P <0,05; 15 y 21 semanas).
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El aumento del peso corporal relacionado con la obesidad dio lugar a un corazén
hipertrofiado, mientras que las intervenciones para bajar de peso redujeron el peso
del corazon a valores similares a los encontrados en el grupo SD en todas las fases
del periodo experimental (Tabla 13). De igual forma, los parametros
electrocardiograficos ventriculares se vieron fuertemente afectados en los grupos
de HFD que mostraron un aumento significativo en las amplitudes del complejo QRS
y la onda T. El aumento de amplitudes se revirtié con la pérdida de peso corporal
lograda por las diferentes intervenciones ensayadas, alcanzando valores iguales o
incluso inferiores a los del grupo SD. En cuanto al intervalo QTc, se incrementé con
la obesidad y tendié a disminuir con la restricciéon caldrica y el ejercicio fisico
excepto para el grupo WMeAM en la semana 21. No se observaron cambios
relevantes en ninguno de los parametros relacionados con la funcionalidad
auricular. La actividad plasmatica de CK-MB aument6 en animales que consumieron
la dieta de induccién de la obesidad en las semanas 15 y 21 y disminuyé por las
diferentes intervenciones de pérdida de peso en estas fases del periodo
experimental (Tabla 14). Sin embargo, el desarrollo de la obesidad no condujo a
modificaciones apreciables en la medida de presion arterial (datos no mostrados) o

en los niveles plasmaticos de enzima convertidora de angiotensina.
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Tabla 14.- Influencia de la obesidad y las intervenciones de control de peso sobre pardmetros

plasmaticos de funcionalidad cardiaca y renal.

CK-MB ACE Pis::li::S Albumina Urea ﬁiif(? Craeatinina Fosforo
(U/aL) UL o (gL (mg/dl) PRl (mg/dl)  (mg/dL)
12 week
SD 395.6 69.1 5.87 2.66 28.0 0.95 0.57 6.08
HFD 2924 81.8 6.17* 292 32.7* 0.69 0.11 595
SEM 0.16 0.67 0.14 0.15 0.16 0.16 0.08 0.41
15 week
SD 358.9a 73.4a 6.22c 3.33b 28.2a 0.94ab 0.71bc 6.13b
HFD 987.0b 73.6a 6.51c 3.08ab 31.0a 0.90ab 0.15a 5.40ab
WLs 335.6a 57.5b 5.57a 2.88ab 28.0a 0.72a 0.49abc 493a
WlLe 362.1a 77.3a 5.85ab 2.86ab 29.7a 0.92ab 0.81c 5.45ab
WLsAM 213.6a 72.3a 5.34a 2.61a 34.0a 1.02ab 0.40ab 5.41ab
WLeAM 196.1a 79.8a 5.42a 2.73ab 26.2a 1.19b 0.40ab 6.16b
SEM 154.0 9.42 0.18 0.21 3.10 0.15 0.13 0.30
21 week
SD 166.7a 65.0a 6.39a 2.92ab 32.3b 0.78a 0.054a 6.28a
HFD 571.7b  70.8b 6.07a 2.94ab 24.3ab 1.07a 0.046a 5.93a
WMs 206.4a  85.7bc 6.24a 3.09ab 24.0a 1.29ab 0.47a 5.59a
WMe 207.6a  96.7d 6.09a 3.37b 26.6ab 0.86a 0.55a 5.99a
WMsAM 283.0a 72.5b 6.00a 2.60a 25.6ab 1.29ab 0.54a 5.85a
WMeAM 254.0a 75.4b 5.74a 3.09ab 40.6¢ 1.24ab 0.55a 5.63a
SEM 307.4 11.8 0.23 0.22 2.70 0.24 0.67 0.57

SD, dieta control estindar normocalérica, HFD, dieta control hipercalérica para la induccion dietética de la obesidad.
Intervenciones para la pérdida de peso (WL) en las semanas 12-15. WLs, dieta de intervencion hiperproteica, WLe, dieta de
intervencion hiperproteica con protocolo de ejercicio fisico, WLsAM, dieta de intervencion hiperproteica y tratamiento
farmacolégico con AM251, WLeAM, dieta de intervenciéon hiperproteica con protocolo de ejercicio fisico y tratamiento
farmacol6gico con AM251. Intervenciones de mantenimiento de peso perdido (WM) en las semanas 16-21: WMs,
ratas tratadas con dieta SD y sin ejercicio, WMe, ratas tratadas con dieta SD en combinacidn con ejercicio fisico,
WMsAM, ratas tratadas con dieta SD en combinacién con administracién de AM251 y sin ejercicio, WMeAM,
ratas tratadas con dieta SD en combinacién con ejercicio fisico y administracién de AM251. CK-MB, creatina
quinasa MB. Los Resultados son media de 8 ratas. SEM, error estandar de la media. * P <0,05, *** P <0,001 en la prueba
talas 12 semanas. a,b,c, medias dentro de la misma columna en cada etapa del periodo experimental (15 0 21 semanas) con
letras distintas difieren significativamente (ANOVA, P <0,05; 15 y 21 semanas).
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La influencia de la obesidad y los tratamientos de control de peso sobre la expresion génica
de transcriptos relacionados con adhesién (Vcam, Sele y Vegfa) e inflamacion vascular a
nivel de aorta (Nos2 y Ptgs2) a las 21 semanas de periodo experimental, y sobre el indice

aterogénico a lo largo de todo el periodo experimental se muestra en la (Figura18).
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Figura 18.- Efectos de la obesidad e intervenciones de control de peso sobre la expresion de transcriptos relacionados con la adhesién e inflamacién vascu
plasmatico. (A) expresion génica de transcriptos que codifican moléculas de adhesion vascular y marcadores de inflamacidn al final del periodo experiment
al final de las diferentes fases del periodo experimental. Vcam molécula de adhesion de células vasculares 1, Sele, Selectin E, Vegfa, factor de crecimiento
Ptgs2, Prostaglandina-endoperéxido sintasa 2. indice aterogénico, (colesterol total (mg / dL) / colesterol HDL (mg / dL). SD, dieta control estandar norr
induccién dietética de la obesidad. Intervenciones para la pérdida de peso (WL) en las semanas 12-15. WLs, dieta de intervencién hiperproteica, WLe, di
ejercicio fisico, WLsAM, dieta de intervencién hiperproteica y tratamiento farmacolégico con AM251, WLeAM, dieta de intervencion hiperproteica con prot
con AM251. Intervenciones de mantenimiento de peso perdido (WM) en las semanas 16-21: WMs, ratas tratadas con dieta SD y sin ejercicio, WMe, ratas
fisico, WMsAM, ratas tratadas con dieta SD en combinacién con administracién de AM251 y sin ejercicio, WMeAM, ratas tratadas con dieta SD en combina
Los resultados son medias de ocho ratas + SEM representado por barras verticales. * P < 0,05 en la prueba t a las 12 semanas. a,b,c, medias con letras dis
21 semanas) difieren significativamente (ANOVA, P <0,05).
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La expresion génica de transcriptos relacionados con la adhesién vascular y la
angiogénesis (Vcam, Sele, Vegfa) fue mayor en la aorta de los controles HFD en
comparacién a SD después de 21 semanas del periodo experimental (Figura 19). Por
el contrario, las diferentes intervenciones de pérdida de peso y mantenimiento
provocaron una disminucion significativa de los niveles de expresion a valores
incluso inferiores a los observados en el grupo alimentado con dieta estandar
normocaldrica. Dichos cambios se correspondieron con mejoras significativas en el
indice aterogénico del plasma (Figura 18). De igual forma, la expresion génica de
Nos2, relacionada con el estado inflamatorio, fue mayor en la aorta de los animales
alimentados con HFD y este incremento se revirti6 mediante intervenciones de

control de peso que también regularon negativamente la expresiéon de Ptgs2.

4.7 Parametros plasmaticos de funcionalidad cardiaca y renal

La influencia de la obesidad inducida por la dieta y las diferentes intervenciones de
control de peso en las 3 etapas diferenciadas del periodo experimental sobre
parametros plasmaticos relacionados con la funcionalidad metabolica y renal se
muestra en la tabla 14. A nivel metabdlico se observo un aumento en los niveles de
calcio plasmatico en los grupos de animales obesos y en aquellos administrados con
AM251, que no se correlacion6 con valores elevados de fosforo albumina o proteinas
plasmaticas totales. Por otra parte, parecen de especial relevancia bajo nuestras
condiciones experimentales, los cambios inducidos por la administracién del
agonista inverso de los receptores endocannabinoides en pardmetros como en

bilirrubina total y acido urico que aumentaron considerablemente.

En referencia a posibles indices de funcionalidad renal como el contenido de urea o
creatinina en plasma, el primero aumenté como consecuencia de la obesidad
inducida por la dieta, aunque el ascenso no fue consistente a lo largo de todo el
periodo experimental, asi como tampoco lo fue el efecto de las intervenciones
ensayadas. Por contra, el contenido plasmatico de creatinina disminuyd
significativamente en los animales alimentados con dieta HFD, durante las tres fases
del periodo experimental, revirtiéndose este descenso por las diferentes

intervenciones ensayadas.
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4.8 Parametros urinarios de funcionalidad renal

La influencia de la obesidad inducida por la dieta y las distintas intervenciones de
control de peso sobre parametros urinarios de funcionalidad renal, se muestra en la

Tabla 15.

Tabla 15.- Efectos de las intervenciones de control de peso y DIO sobre los pardmetros urinarios de

la funcionalidad renal.

i - Renal
3;111111?111‘2 Urinary Phosls)horu Calcium  Albumin Creaetmm Clearanc
(mL) P mgray D gy R
12 weeks

SD 6.25 7.86 2.22 12.08 0.081 89.7 1.53
HFD 4.33 6.10 88.9%** 3.15%** 0.062 94.2 3.76*

SEM 0.78 0.160 0.048 0.232 0.014 3.69 0.53

15 weeks

SD 5.99a 8.33¢c 2.31a 16.8b 0.077bc 79.50a 1.33ab
HFD 4.15a 6.73abc 88.8c 2.51a 0.112c 103.3b 2.55bc
WLs 5.37a 7.58bc 63.2bc 1.56a 0.061abc 88.4ab 1.41ab
WLe 5.26a 7.35bc 45.7b 2.43a 0.042ab 92.4ab 0.932a
WLsAM 13.2b 6.38ab 8.32a 8.95ab 0.012a 89.1ab 4.49d
WLeAM 12.1b 5.21a 3.60a 16.2b 0.034ab 77.6a 3.84cd

SEM 1.11 0.838 10.32 2.711 0.017 7.07 0.47

21 weeks

SD 7.06b 6.79ab 81.2c 1.73a 0.042a 95.1a 3.90a
HFD 4.20a 6.45a 95.9¢ 4.89ab 0.168b 101.5a 3.60a
WMs 8.07b 7.98b 2.46a 13.5¢ 0.043a 88.1a 1.77a
WMe 7.83b 8.26b 2.48a 7.09abc 0.071ab 94.9a 1.94a
WMsAM 14.9¢ 8.20b 4.32a 10.9bc 0.057a 91.7a 3.65a
WMeAM 13.2¢c 6.42a 64.3b 9.54abc 0.062a 93.7a 4.10a
SEM 1.34 0.550 5.41 2.78 0.322 6.58 0.841

SD, dieta control estandar normocaldrica, HFD, dieta control hipercalérica para la induccién dietética de la obesidad.
Intervenciones para la pérdida de peso (WL) en las semanas 12-15. WLs, dieta de intervencién hiperproteica, WLe, dieta de
intervencién hiperproteica con protocolo de ejercicio fisico, WLsAM, dieta de intervencién hiperproteica y tratamiento
farmacolégico con AM251, WLeAM, dieta de intervencién hiperproteica con protocolo de ejercicio fisico y tratamiento
farmacolégico con AM251. Intervenciones de mantenimiento de peso perdido (WM) en las semanas 16-21: WMs,
ratas tratadas con dieta SD y sin ejercicio, WMe, ratas tratadas con dieta SD en combinacién con ejercicio fisico,
WMsAM, ratas tratadas con dieta SD en combinacién con administracién de AM251 y sin ejercicio, WMeAM,
ratas tratadas con dieta SD en combinacidn con ejercicio fisico y administracién de AM251. CK-MB, creatina
quinasa MB. Los Resultados son media de 8 ratas. SEM, error estandar de la media. * P <0,05, *** P <0,001 en la prueba
talas 12 semanas. a,b,c,d, medias dentro de la misma columna en cada etapa del periodo experimental (15 o 21 semanas)
con letras distintas difieren significativamente (ANOVA, P <0,05; 15y 21 semanas).
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La proporcion de aclaramiento de creatinina aument6 significativamente en
nuestras condiciones experimentales como consecuencia del desarrollo de la
obesidad y de la administracién de AM251 durante las 2 primeras etapas del periodo
experimental (Tabla 15). Ademas, el aumento relacionado con la obesidad se asoci6
con una albuminuria incipiente a las 15 semanas que se volvi6 significativa a las 21
semanas (HFD vs SD). Este no fue el caso de la administracion de AM251 en la que
no se detect6 albuminuria. La relacion de aclaramiento de creatinina también
pareci6 verse afectada por la edad de los animales y aumenté en las ratas SD a las
21 frente alas 12 o 15 semanas. Por el contrario, la restriccion caldrica y el ejercicio
fisico tendieron a normalizar todos los marcadores anteriores de funcionalidad
renal alterada, aunque los resultados no alcanzaron significaciéon estadistica en
todos los casos. En cuanto al volumen urinario y los parametros relacionados con la
formacidén de calculos renales, la induccién de la obesidad provocé una disminucién
considerable del volumen urinario y del pH, asi como un aumento de la fosfaturia en
las semanas 12 y 15, que corren en paralelo a una disminucién de la calciuria y un
aumento de la calcemia (tabla 15). El estado metabdlico de ambos minerales tendié
a normalizarse mediante las estrategias de control de peso implementadas. La
funcionalidad renal también se vio afectada por la edad de los animales, y fueron
evidentes cambios considerables en el pH urinario, fosfaturia, calciuria y
aclaramiento renal en las ratas alimentadas con la dieta SD en la semana 21 en

comparacion con las semanas 12 y 15.

4.9 Capacidad antioxidante en higado y rifion

Con objeto de evaluar si los cambios inducidos por la obesidad en la funcionalidad
hepatica y renal podrian estar mediados por un mayor estrés oxidativo, se evaluo la
actividad de las enzimas antioxidantes catalasa, glutation peroxidasa y superoxido

dismutasa, asi como la peroxidacién lipidica en ambos érganos (Tabla 16y 17).
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v' Higado

Los marcadores plasmaticos de dafio hepatico seleccionados (actividades de ALT y
AST) aumentaron significativamente con el tratamiento de induccién de la obesidad
a lo largo de las 12, 15 y 21 semanas del periodo experimental (Tabla 16), y
disminuyeron como resultado de las intervenciones de pérdida de peso de
restriccion calérica y su combinaciéon con Administracion de AM251 en la semana
15, pero no en respuesta al protocolo de entrenamiento. En la semana 21 se observo
una tendencia similar hacia la disminucion de las actividades plasmaticas de ALT y

AST en respuesta a las estrategias de mantenimiento del peso perdido.

La expresion génica de Nfe2l2 disminuy0 significativamente en los animales obesos
en las semanas 12 y 21, pero no en la semana 15, mientras que los efectos
diferenciales de pérdida de peso resultaron en un mantenimiento del mismo
postiintervenicon, observandose un ligero aumento de la expresion de Nfe212
provocado por la combinaciéon de restriccién caldérica y el protocolo de
entrenamiento solo en los animales a los que no se les administr6 AM251. La
actividad catalasa se redujo en casi un 50% después de 15 o 21 semanas de
tratamiento con la dieta HFD, revirtiéndose dicha disminucién como consecuencia
de la intervencion de la restriccidn caldrica asociada o no al ejercicio fisico. Sin
embargo, el mayor impacto en la actividad de la catalasa se presentd con la
administracion de AM251 a animales sedentarios, lo que provocé un aumento del
60-63% en comparacion con los grupos SD. Curiosamente, la implementacion de un
protocolo de entrenamiento mixto en los animales a los que se administr6 AM251
condujo a una disminucion significativa en la actividad de la catalasa frente a sus
contrapartes sedentarias y dio como resultado valores cercanos a los grupos

normocaloéricos de control.

La peroxidacion lipidica evaluada mediante la determinacién de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico tendié a incrementarse por la induccién dietética
de obesidad, pero los resultados solo fueron significativos en la semana 15 del
periodo experimental. Todas las intervenciones de pérdida de peso tuvieron un
efecto reductor sobre este parametro, pero la mas eficiente pareciéo ser la
combinacién de restricciéon caldrica, protocolo de entrenamiento y administracién

de AM251.
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Table 16. Marcadores de dafio hepatico y enzimas antioxidantes.

AST ALT y-GT ALP Mn-SOD Cu/Zn-SOD CAT GPX
(UAA/mg/p (UAA/mg/p (UAA/mg/p (UAA/mg/p (UAA/mg/p (UAA/mg/pro (UAA/mg/p (UAA/mg/p
roteina) roteina) roteina) roteina) roteina) teina) roteina) roteina)
12 semanas
SD 69.0 20.2 2.72 109.0 29.5 555.7 16.8 12.7
HFD 92.1* 31.6* 0.58** 133.1 33.0 501.7 15.7 10.3
SEM 9.60 4.58 0.68 13.1 7.04 90.5 1.67 2.15
15 semanas
SD 58.3a 30.5a 5.08d 88.4b 35.7ab 548.8bc 17.2b 5.78a
HFD 178.9b 74.6b 0.15a 78.8ab 39.5bc 416.8a 10.6a 11.2c
WLs 86.1a 48.5ab 2.46ab 78.0ab 29.2a 624.6¢ 21.5b 6.15a
WLe 94.9a 41.6a 2.62bc 51.6a 41.7bc 524.0b 19.9b 10.3bc
WLsAM 63.9a 35.6a 4.83cd 90.0b 47.8c 475.8ab 28.4c 7.91ab
WLeAM 66.6a 34.7a 4.96d 87.7b 40.2bc 452.0ab 20.9b 10.1bc
SEM 15.4 9.27 0.77 12.5 3.23 33.2 2.03 0.93
21semanas
SD 146.2ab 38.9a 0.43a 117.2ab 27.5a 367.4ab 15.9ab 6.94a
HFD 181.9b 50.5b 0.74a 130.3b 26.4a 386.4ab 8.82a 3.36a
WLs 64.7a 31.9a 2.59b 96.6ab 47.3bc 592.1c 21.6b 17.8c
WLe 89.6ab 27.8a 4.32bc 77.1a 39.7b 626.7c 22.9b 16.8¢c
WLsAM 99.8ab 31.8a 4.67c 82.2a 52.0cd 456.6b 33.4c 13.0b
WLeAM 56.4a 27.6a 4.87c 79.12 58.0d 342.0a 17.9b 11.3b
SEM 33.0 3.90 0.62 15.0 2.75 30.5 2.63 1.16

SD, dieta control estdndar normocalérica, HFD, dieta control hipercaldrica para la induccion dietética de la obesidad. Intervenciones para la pérdida
intervencion hiperproteica, WLe, dieta de intervencidn hiperproteica con protocolo de ejercicio fisico, WLsAM, dieta de intervencion hiperproteica y trata
intervencién hiperproteica con protocolo de ejercicio fisico y tratamiento farmacolégico con AM251. Intervenciones de mantenimiento de peso perdido (}
dieta SD y sin ejercicio, WMe, ratas tratadas con dieta SD en combinacion con ejercicio fisico, WMsAM, ratas tratadas con dieta SD en combinacién con adm
tratadas con dieta SD en combinacidén con ejercicio fisico y administracion de AM251. AST, aspartato amino transferasa; ALT, alanina amino transferase;
SOD, superoéxido dismutase; CAT, catalasa; GPX, glutation peroxidasa; TBARs, sustancias reactivas con el cido tiobarbittrico. Los Resultados son media d
y **P <0,01 enla prueba t alas 12 semanas. a,b,c,d, medias dentro de la misma columna en cada etapa del periodo experimental (15 o 21 semanas) con le

<0,05; 15y 21 semanas).
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En general los resultados de capacidad antioxidante renal fueron complejos y se
observaron diversas interacciones entre el desarrollo de la obesidad y las
intervenciones de control de peso que dificultan su interpretacion. La induccién de
la obesidad generd un aumento del estrés oxidativo que se ve reflejado en cambios
en la actividad de Mn-SOD y GPX, las cuales aumentaron en todas las fases del
periodo experimental, mientras que para la actividad de la Cu/Zn-SOD se observo
un aumento como consecuencia del consumo de dieta HFD a las 15 semanas y un
descenso a las 21 semanas. A diferencia de lo anteriormente descrito, la actividad
catalasa tiende a subir en las semanas 12 y 15. El efecto de las intervenciones difiere
en base a que el estudio se haga durante las tres semanas de pérdida de peso o tras
las 6 semanas de mantenimiento de peso perdido. En la fase de pérdida de peso es
destacable el aumento adicional en la actividad Mn-SOD y Catalasa como
consecuencia de las intervenciones, asi como el efecto diferencial del ejercicio que
en un caso conduce a elevacién en actividad antioxidante (Mn-SOD) y en otro la
disminucién (Catalasa). En la fase de mantenimiento del peso perdido (21 semanas),
el ejercicio tuvo un claro efecto inhibidor sobre Cu/Zn SOD y GPX, mientras que su
efecto sobre Mn-SOD y Catalasa se vi6 claramente modulado por la administracién

de AM251.
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Tabla 17.- Efectos de las intervenciones de DIO y control de peso sobre las actividades antioxidantes

renales y la peroxidacion lipidica.

GPX
Mn-SOD Cu/Zn-SOD CAT (nmol TBARs
(UAA/mg/protei (UAA/mg/protei (U/mg/prote NADPH/ (nmol MDA/mg
n) n) in) min/mg protein)
protein)
12 weeks
SD 72.9 583.4 18.1 22.7 1.63
HFD 89.8** 581.3 20.9 26.4 1.24**
SEM 4.75 353 4.21 4.23 0.42
15 weeks
SD 35.1a 547.1b 13.9a 22.1a 0.71a
HFD 50.6b 785.1c 15.7ab 23.9a 1.33bc
WLs 56.6bc 569.4b 18.7bc 27.1ab 1.66¢
WLe 61.2bcd 465.2ab 16.4abc 21.7a 1.47bc
WLsAM 65.7cd 427.12 19.8¢ 31.7b 1.42bc
WLeAM 71.1d 531.6ab 16.3abc 33.7b 0.99ab
SEM 4.20 37.1 1.28 2.32 0.07
21 weeks
SD 55.5a 449.5ab 26.1c 24.1a 0.902a
HFD 85.6¢cd 353.12 19.6abc 36.7c 1.15a
WMs 69.1abc 433.5ab 24.7c 31.5bc 0.984a
WMe 98.4d 374.4ab 20.7bc 30.1b 1.39a
WMsAM 81.5bcd 419.3ab 12.9a 241a 1.36a
WMeAM 63.5ab 374.4ab 14.7ab 18.9a 0.913a
SEM 6.34 33.1 242 1.95 0.17

SD, dieta control estandar normocaldrica, HFD, dieta control hipercaldrica para la induccién dietética de la obesidad.
Intervenciones para la pérdida de peso (WL) en las semanas 12-15. WLs, dieta de intervencién hiperproteica, WLe, dieta de
intervencion hiperproteica con protocolo de ejercicio fisico, WLsAM, dieta de intervencién hiperproteica y tratamiento
farmacolégico con AM251, WLeAM, dieta de intervencién hiperproteica con protocolo de ejercicio fisico y tratamiento
farmacol6gico con AM251. Intervenciones de mantenimiento de peso perdido (WM) en las semanas 16-21: WMs,
ratas tratadas con dieta SD y sin ejercicio, WMe, ratas tratadas con dieta SD en combinacién con ejercicio fisico,
WMsAM, ratas tratadas con dieta SD en combinacion con administracién de AM251 y sin ejercicio, WMeAM,
ratas tratadas con dieta SD en combinacién con ejercicio fisico y administracién de AM251. SOD superoéxido
dismutasa (Unidades / mg de proteina), CAT catalasa (Unidades / mg de proteina), GPX glutatiéon peroxidasa
(nmol NADPH / min / mg de proteina), sustancias reactivas del acido tiobarbitirico TBARS (nmol MDA / mg de
proteina). Los Resultados son media de 8 ratas. SEM, error estindar de la media. ** P <0,01 en la prueba t a las 12
semanas. a,b,c,d, medias dentro de la misma columna en cada etapa del periodo experimental (15 o 21 semanas) con letras
distintas difieren significativamente (ANOVA, P <0,05; 15y 21 semanas).
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5. DISCUSION

La obesidad es una enfermedad en expansién relacionada con alteraciones
metabolicas como la hiperlipidemia, la resistencia a la insulina, alteraciones
cardiovasculares, renales o el desarrollo de NAFLD, que ademas genera un estado
proinflamatorio y alteraciones en el estado antioxidante. Es conocido el empleo de
distintas intervenciones relacionadas con el estilo de vida ademdas de terapias
farmacologicas para lograr una pérdida de peso mas eficiente y evitar los efectos de
rebote en el peso corporal que son habituales después de muchos tratamientos de
control de peso.

El objetivo de este estudio fue comprobar cémo diferentes estrategias de pérdida de
peso corporal, la restriccion caldrica, el ejercicio fisico y un tratamiento
farmacolégico con un bloqueante de los receptores CB1, pueden revertir diferentes
alteraciones inducidas por la obesidad en el peso corporal, afectaciéon
cardiovascular, funcién renal y el metabolismo lipidico hepatico que conducen al
desarrollo de NAFLD, prestando especial atenciéon a los posibles mecanismos
moleculares implicados. Ademas del periodo de intervencién para la pérdida de
peso, se ensayd una fase de mantenimiento del peso corporal, posterior a la

intervencion, con el fin de evitar los efectos de rebote posteriores al tratamiento.

5.1 Ingesta caldrica y cambios ponderales

En nuestras condiciones experimentales, el consumo de HFD fue eficaz para inducir
la obesidad en un modelo experimental de rata Sprague Dawley. La obesidad quedé
plenamente establecida a partir de la 52 semana mediante el consumo de una dieta
obesogénica en comparacién con los grupos normocaldricos (la diferencia de peso
corporal entre los animales alimentados con dieta normocalérica y los alimentados
con HFD fue igual o superior a 2 desviaciones estandar). Se han descrito otros
modelos de DIO 186,187, Sin embargo, cabe destacar que esta combinacién dietética
dio lugar a un aumento de peso mas rapido en los animales de experimentacién. Una
vez establecida la obesidad, se continu6 administrando la dieta HFD a lo largo de

todas las etapas del periodo experimental para poder mostrar mas claramente las
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alteraciones relacionadas. Durante el periodo de intervencion de 12 a 15 semanas,
se aplicaron diferentes estrategias que dieron lugar a una pérdida de peso corporal.
Esta disminucién puede ser consecuencia de varios factores que interactdan entre
si, como el alto contenido proteico de la dieta por su accién termogénica y sus altos
niveles de fibra dietética soluble saciante, la potencial acciéon anorexigénica del
ejercicio fisico, la accion inhibidora sobre la ingesta de alimentos de la AM251 en el
hipotalamo y la sensibilidad a la leptina que suele inhibirse con el consumo de una
dietarica en grasas 176, 188 En este contexto, se ha demostrado que la administracién
de AM251 muestra una disminucidon dependiente de la dosis en la ingesta de
alimentos y el aumento de peso, especialmente a dosis de 2-5 mg/kg?4. Se ha
descrito que los modelos de DIO en roedores presentan una resistencia a la leptina
asociada a unos niveles circulantes mas elevados de leptina derivados de un exceso
de actividad del tejido adiposo 189, 190191y dicha resistencia podria disminuir al
finalizar el tratamiento con la HFD, potenciando asi la accién anorexigénica de la
leptina. Ademas, Tam et.al, 1°2 informaron de que el bloqueo de los receptores CB1
en ratones obesos restablecia la sensibilidad a la leptina end6gena, que a su vez
desencadenaba la hipofagia a través de la reactivacién de la sefializacién de la
melanocortina en el ndcleo arqueado del hipotalamo. Por otra parte, la accién
inhibidora de AM251 puede potenciarse mediante la coadministracién de leptina.
Recientemente, se ha descrito una interralacion entre los receptores CB1y GLP1 que
proporciona nuevas terapias para la obesidad 193. La coadministraciéon de un
inhibidor del receptor CB1 periférico con agonistas de GLP1R de accién prolongada
logra una mayor reduccion del peso corporal y la masa grasa que las monoterapias
al promover un balance energético negativo.

No obstante, la accion inhibidora de las diferentes intervenciones sobre la ingesta
de alimentos y, en concreto, de la administracion de AM251, fue muy intensa
durante la primera semana de intervencion para la pérdida de peso, pero disminuyé
sus efectos durante las dos siguientes. En este sentido, se ha demostrado que la
accion anorexigénica del farmaco disminuye tras 2-3 semanas de administracion 176,
194 195 y puede atribuirse al desarrollo de tolerancia. Ademas, otros factores como el
estrés inicial inducido por el manejo diario de los animales hasta que se
acostumbraron a la administracion del farmaco, la toxicidad de este o del vehiculo,

podrian estar también implicados y constituirian una limitacién a nuestro estudio.
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Durante las semanas 15-21 se observd que el peso corporal perdido durante la
intervencion realizada inmediatamente antes no se recuperé. En esta dltima etapa
del experimento, se implementé un patrén dietético normocalérico, disminuyendo
ligeramente la cantidad de alimentos consumidos para evitar un efecto rebote.
Durante este periodo de mantenimiento, se continud con el ejercicio fisico para
implantar un habito de vida saludable, y se disminuy¢ la intervencién farmacolégica
a un minimo de una administracion semanal. El protocolo de entrenamiento mixto
y, especialmente, la administraciéon de AM251, contribuyeron a mantener el peso
corporal mediante la regulacion a la baja de los transcriptos hipotalamicos que
codifican el NPY. Se ha descrito que la administracién de AM251 produce una
disminucién significativa del nimero de neuronas que expresan orexina A en el
hipotalamo 196, mientras que la orexina-A inhibe las neuronas POMC inductoras de
la saciedad y contribuye a la obesidad mediante la estimulaciéon del sistema
endocannabinoide 1°7. Por otra parte, Di Marzo et al 198 han demostrado que la
sefializacion defectuosa de la leptina se asocia con niveles hipotalamicos elevados
de endocannabinoides en ratones obesos db/db y ob/ob y en ratas Zucker, mientras
que el tratamiento agudo con leptina de ratas normales y ratones ob/ob reduce los
endocannabinoides anandamida y 2-araquidonoil.

En definitiva, la aplicacion de las tres intervenciones (dos de ellas a una escala
inferior en comparacion con la etapa de pérdida de peso de 3 semanas) fue eficaz
para mantener los beneficios de nuestro programa de pérdida de peso durante un

periodo post-intervencidon a largo plazo en relacién con el peso corporal.

5.2 Resistencia a la insulina y perfil glucémico

La induccion de la obesidad después del consumo de HFD durante 12 semanas
resulto en la instauracion de resistencia a la insulina, como lo demuestra el AUC mas
alto después de una sobrecarga de glucosa oral en comparacion con los grupos de
SD. Sin embargo, esta situacion patolédgica se revirtié con intervenciones de pérdida
de peso y el AUC volvié a valores similares a los de los animales SD. Otras estrategias
que incluyen ingredientes funcionales derivados de leguminosasy / o ejercicio fisico

199también han confirmado esta accion beneficiosa. El mantenimiento de la pérdida
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de peso mejor6 aun mas el perfil glucémico de los animales después de la accién
combinada del ejercicio fisico y la administracién de AM251, mejorando las
alteraciones metabdlicas derivadas de la resistencia a la insulina.

El receptor CB1 se expresa en el sistema nervioso central y periférico, asi como en
varios tejidos periféricos 200, 201, |3 literatura cientifica aporta datos que apoyan que
los endocannabinoides estan directamente involucrados en el control de la ingesta
de alimentos y en la utilizacion de energia al dirigirse a estas dianas a nivel central
y periférico y que incluyen el musculo esquelético, el higado y el tejido adiposo 202.
Los efectos del AM251 sobre el metabolismo de la glucosa se pueden explicar de
forma similar a otros agonistas inversos del receptor CB1 203 mediante la accién
metabolica "periférica” en el tejido adiposo, ademas de su conocido efecto "central”
sobre la ingesta de alimentos, proporcionando asi una estrategia eficaz para mejorar
la resistencia a la insulina. La acciéon beneficiosa observada del AM251 también
concuerda con los resultados de Esposito et al. 204, quienes concluyeron que la
modulaciéon del receptor CB1 regulaba la captacion a nivel del sistema de
sefializacion PI3K en las células del musculo esquelético. Por lo tanto, interferir con
la sefializacion de CB1 podria mejorar las funciones glucorreguladoras en los tejidos
periféricos. De manera similar, Crespillo et al. 205 sugirieron que el bloqueo del
receptor CB1 podria desempefiar un papel importante en la restauracion del estado
metabdlico comprometido causado por la ingesta alta de grasas y mejorar los
factores de riesgo cardiometabdlico. Ademas, en un estudio reciente, Eid et al. 206
han probado los efectos de dos antagonistas del receptor CB1 neutros (nivel central
y periférico) con perfiles de seguridad mejorados en un modelo preclinico de
resistencia a la insulina. Ambos compuestos mejoraron la resistencia a la insulina a
nivel periférico y ejercieron efectos similares en ratas con sindrome metabdlico.
También mostraron efectos antidislipidémicos, antihiperuricémicos y

antiinflamatorios.
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5.3 Efecto sobre funcion cardiovascular

El consumo de una dieta rica en grasas saturadas se ha asociado con cambios en el
peso del corazén que van en paralelo al desarrollo de obesidad y resistencia a la
insulina y que pueden provocar especificamente modificaciones ventriculares,
aumentando la masa del ventriculo izquierdo que, a su vez, conducira a alteraciones
diastolicas y sistolicas 207. Esos cambios se reflejan en modificaciones
electrocardiograficas como el aumento de la amplitud del complejo QRS o del
intervalo QTc relacionados con patologia cardiaca y arritmia ventricular 208, En
nuestras condiciones experimentales, las alteraciones inducidas por la HFD en la
funcionalidad cardiaca parecian estar relacionadas principalmente con el grado de
hipertrofia cardiaca y se produjeron principalmente a nivel ventricular, lo que
resulté en una mayor amplitud del complejo QRS y la onda T, asi como en el
alargamiento del intervalo QT corregido. La alteracion patoldgica de estos
parametros indica alteraciones en la actividad eléctrica del corazén y, en
consecuencia, en la eficiencia del bombeo de sangre. Estos cambios comenzaron a
mostrar una tendencia a las 12 semanas y fueron significativos a las 15 semanas. No
hemos observado cambios en los parametros del ECG relacionados con la
despolarizacion y conducciéon auricular (longitud de onda P, amplitud de onda P o
intervalo PR), lo que refuerza la idea de que la obesidad afecta principalmente a la
funcién ventricular. Las modificaciones en el ECG (amplitud del QRS y amplitud de
la onda T) se corrigieron después de las intervenciones de pérdida de peso, aunque
no se logro ningun efecto adicional al de la restriccion caldrica con el ejercicio, el
bloqueo del receptor CB1 o la combinacién de ambas intervenciones. Ademas, no se
encontro ningun efecto significativo del ejercicio en el intervalo QTc de una manera
similar a lo que se ha descrito en el modelo de rata Zucker obesa 119,

La mejora en los parametros de salud cardiovascular lograda por las intervenciones
de pérdida de peso y mantenimiento del peso estuvo estrechamente asociada con
una capacidad aerdbica significativamente mayor y mejores niveles de marcadores
de aptitud fisica, como la velocidad maxima y la distancia total recorrida durante
una prueba incremental. El farmaco AM251 mostré una acciéon potenciadora muy
fuerte de estos pardmetros, lo que concuerda con Zhou y Shearman 209, que

describieron una accidén similar de la administracion de AM251 y la actividad fisica
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sobre la pérdida de peso corporal y la capacidad aerdbica. En contraste, Zhou y
Kumar 210 afirmé que la inhibicién de los receptores CB1 podria tener una influencia
negativa en la practica de ejercicio fisico. Los beneficios de AM251 se pueden
atribuir al papel que desempenan los receptores CB1 en el metabolismo del musculo
esquelético. Se ha descrito que su bloqueo mediante el agonista inverso SR141716
induce una mayor entrada de glucosa del torrente sanguineo a las células
musculares y potencialmente un mayor almacenamiento de energia durante la
practica de ejercicio fisico, lo que, a su vez, es consistente con la mejora del AUC de
glucosa 211, que hemos descrito anteriormente.

Otro factor importante a considerar relacionado con la funcién cardiaca es la
funcionalidad vascular. En este sentido, la obesidad, el SM y la falta de actividad
fisica pueden causar disfuncién endotelial y envejecimiento vascular precoz 212, 213,
por sobreexpresion de moléculas de adhesion vascular asociadas a aterogénesis
manifestada antes de necrosis y lesiones coronarias. En nuestro estudio, el aumento
de la capacidad aerébica se asocié con una mejor salud vascular, evaluada por la
expresion adrtica de diferentes transcriptos relacionados con moléculas de
adhesion endotelial (Sele y Vcam) y parametros de inflamacién (Nos, Ptg2, Vegfa) al
final del periodo experimental de 21 semanas. La normalizaciéon de la ingesta
calorica asi como el protocolo de entrenamiento mixto regularon significativamente
a la baja su expresidn, alcanzando valores incluso inferiores a los del grupo SD, y
redujeron el indice aterogénico plasmatico, un marcador ampliamente utilizado de
dislipidemia, obesidad y enfermedad cardiovascular 214, 215, En conjunto, estos
resultados muestran una respuesta muy positiva a nuestras intervenciones de

mantenimiento y pérdida de peso a nivel cardiovascular.

5.4 Efecto sobre la funcion renal

La obesidad también representa un factor de riesgo clave para la enfermedad renal.
El consumo de HFD en nuestro estudio provocé un marcado aumento en la tasa de
aclaramiento renal, una medida de filtraciéon glomerular. Este aumento se asocio a
albuminuria que es un conocido marcador de dafno renal. Estos dos marcadores

fueron revertidos por las intervenciones de pérdida de peso y mantenimiento de la
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restriccion caldrica y ejercicio fisico a valores similares al grupo SD. Se ha descrito
que el tratamiento farmacoldgico con antagonistas especificos del receptor CB1
mejora la estructura y funcionalidad renal en modelos experimentales de
enfermedad renal crénica 216, Ademas, un estudio reciente de Udi et al. 217 describe
la administracién de un nuevo antagonista del receptor CB1 / iNOS biodisponible
por via oral, de accion periférica, en un modelo preclinico de enfermedad renal
crénica inducida por obesidad. Este inhibidor mejor6 los cambios morfolégicos y
funcionales del rifion inducido por la obesidad mediante la disminuciéon de la
inflamacion renal, la fibrosis, el estrés oxidativo y la lesiéon renal. Destaca que
algunas de estas caracteristicas eran independientes del perfil metabdlico mejorado
inducido por la inhibicién de los receptores CB1. Aqui, la administracion de AM251
contribuy6 en gran medida a la estrategia de pérdida de peso, ayudé a revertir las
alteraciones inducidas por la obesidad en el metabolismo de la glucosa y provocé un
aumento significativo en la tasa de filtracion glomerular y la diuresis. Sin embargo,
de forma diferente a lo observado en animales alimentados con HFD, no se
correlacioné con la presencia de albuminuria. Jenkin et al. 216 han descrito que la
administracién crénica de AM251 durante 6 semanas con una dosis diaria de 3 mg
/ kg redujo significativamente el aumento de peso, la presion arterial sistélica, la
leptina plasmatica, la albuminuria, la creatinina plasmatica y el diametro de la
seccién transversal tubular en un modelo DIO de ratas Sprague Dawley , mientras
que Barutta et al. 218 han encontrado que el bloqueo de los receptores CB1 mejora la
albuminuria en un modelo experimental de ratones con nefropatia diabética. En
nuestras condiciones experimentales, la disminucién de la albuminuria también
podria deberse a un efecto de dilucién asociado con una mayor diuresis en ratas a
las que se administréo AM251.

El aumento de la tasa de filtracion glomerular resultante de la administracion de
AM251 esta de acuerdo con el estudio de Koura et al. 219, Ademads, Sampaio et al. 220
han descrito la accién inhibidora de este compuesto en la actividad Na* / K*-ATPasa
de las células tubulares, lo que disminuiria la reabsorciéon de Na* y aumentaria la
natriuresis y el volumen urinario. Este mecanismo explicaria nuestros resultados en
el grupo de ratas a las que se le administr6 AM251. Por otro lado, las ratas obesas
de nuestro experimento mostraron signos claros relacionados con la activacion de

la parathormona alas 12 o 15 semanas del periodo experimental, caracterizados por
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un aumento de la fosfaturia y una disminucién de la calciuria. La administracién de
AM251 revirtio estos efectos independientemente de la pérdida de peso después de
3 semanas de tratamiento.

El estudio de la actividad antioxidante en el rifidn aporté datos adicionales sobre el
efecto de las intervenciones de nuestro estudio. Se sabe que las alteraciones en el
estado antioxidante renal inducidas por la obesidad contribuyen al dafio renal 221,
La DIO result6 en signos claros de estrés oxidativo renal caracterizado por Mn y Cu
/ Zn-SOD alterados y, en menor grado, actividades de GPX, mientras que los efectos
normalizadores de las intervenciones de control de peso solo fueron relevantes en
el estado de Cu / Zn-SOD. Se ha demostrado que el bloqueo del receptor CB1 protege
contra el dafio tubular atenuando el estrés oxidativo renal y la inflamacion 222. En
nuestras condiciones experimentales, la administracién de AM251 fue eficaz para

normalizar el estado de la actividad de Mn-SOD y GPX en la semana 21.

5.5 Efecto sobre el higado

Un hallazgo interesante de nuestro trabajo de investigacién es que la restricciéon
calédrica aplicada durante un periodo de intervenciéon de 3 semanas fue eficaz para
revertir no sélo el peso del higado y la acumulacién total de grasa, sino también la
mayoria de las alteraciones histolégicas hepaticas, especificamente la esteatosis
macro y microvesicular, asi como el cambio morfoldgico de los hepatocitos por
acumulacion de grasa, disminuyendo la posibilidad de desarrollar estatohepatitis no
alcoholica (puntuacién NAS 1-2). Ademas, los beneficios de la intervencién
permanecieron durante el periodo de mantenimiento de la pérdida de peso
posterior a la intervencion, en el que el indice de puntuacién NAS para medir el
desarrollo de NAFLD sigui6é siendo el mismo que el obtenido justo después de la
intervencion de pérdida de peso, y consistentemente mas bajo que el control HFD.

La lesion esteatoésica inducida por la HFD puede estar fuertemente asociada a la
toxicidad de ciertos acidos grasos. El acido palmitico ha mostrado una fuerte accién
lipotéxica tanto en modelos in vitro de HepG2 o de cultivo de hepatocitos primarios
como en la DIO alta en grasas in vivo, causando no sélo la hepatomegalia estdndar y

alteraciones en la histologia hepatica, sino también el desarrollo de inflamacién,
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estrés del reticulo endoplasmico y apoptosis 223. La dieta hipercaldrica utilizada en
nuestro estudio para la induccién dietética de la obesidad casi duplicé el porcentaje
de acido palmitico en comparaciéon con su control normocalérico y, por tanto,
presenté un mayor potencial lipotdxico. Sin embargo, cuando se compara el perfil
de acidos grasos del higado, las diferencias entre los grupos normocaléricos e
hipercaléricos fueron apenas perceptibles, mientras que los porcentajes de acido
estearico y oleico se alteraron significativamente. Estos cambios pueden atribuirse
alaactivacion de las vias de la elongasa desaturasa que convierten el acido palmitico
en estedrico, seguido de la desaturacién a acido oleico, como se observa en el
marcado aumento de la relacion oleico/estearico paradigmatico de la actividad de
la Scd1. Dado que el acido oleico presenta una lipotoxicidad mucho menor 223, la
activacion de su sintesis podria tener una accién protectora sobre la viabilidad
hepatica, aunque también puede estar asociada a una mayor facilidad de
almacenamiento y metabolismo en comparaciéon con los acidos palmitico o
estedrico.

Es muy probable que haya varios mecanismos implicados en los efectos de las
diferentes intervenciones sobre el perfil de dcidos grasos hepaticos y que puedan
mostrar interesantes sinergias para reforzar la acciéon global. Por un lado, la
restriccion caldrica puede modificar la expresion hepatica de los genes implicados
en el metabolismo lipidico para promover la utilizacion de los lipidos a través de la
alteracién transcripcional hepatica, evitando asi la esteatosis hepatica 224, Por otra
parte, el protocolo de entrenamiento mixto durante 8 semanas puede ejercer
marcados efectos beneficiosos en la alteracion de los niveles hepaticos de acido
estearico, palmitico, oleico y araquidonico a través de la disminucién de la Scd-1 y
el aumento de las actividades de la 5-elongasa en los animales obesos, tal y como
informaron Martinez et al. 225. En este caso, la combinacién de la restriccion calérica
y el protocolo de entrenamiento mixto tendieron a disminuir la actividad de la Scd-
1 y el porcentaje de los acidos palmitico, oleico y linoleico, mientras que aumento
los de estearico y araquiddnico tanto durante el periodo de pérdida de peso como
en el de mantenimiento. Otro hallazgo interesante es el efecto de las intervenciones
en la recuperacion e incremento de los niveles de DHA, dado que este acido graso es
el precursor de diferentes mediadores que contrarrestan el estado inflamatorio

persistente que suele asociarse al desarrollo de la obesidad 22¢.
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Los conocimientos sobre el efecto de los bloqueadores de los receptores CB1 en el
perfil de acidos grasos del higado y en la expresion génica de las enzimas
lipogénicas/lipoliticas son escasos. Anteriormente, detectamos que la
administracion diaria de AM251 a una dosis de 3 mg/kg durante un periodo de 21
dias disminuia la hepatomegalia, la esteatosis y los niveles plasmaticos de
transaminasas, bilirrubina, colesterol total y LDL en ratas Zucker obesas 1°4. En el
presente estudio, su fuerte accion sobre las actividades de la oleoyl-CoA y de la
Aelongasa/desaturasa, que condujo a cambios significativos en los acidos grasos
mono y poliinsaturados, parecié de especial relevancia. La influencia del sistema
endocannabinoide en la via de la lipogénesis ha sido sefialada por diferentes autores
227 228 que destacaron que la activacion endocannabinoide del receptor CB1 inducia
intolerancia a la glucosa, esteatosis hepatica y nuevos genes sensibles al CB1. Por el
contrario, se ha demostrado que el bloqueo del receptor CB1 provoca una accién
inhibidora de la lipogénesis por parte del hepatocito y del tejido adiposo periférico
229, 230, Ademads, Vida et al 230 describieron una inhibicién significativa de la
expresion de SREBP1c y CHREBP en animales alimentados con una HFD, asi como
una sefializacion significativa mediada por CB1 de los genes lipogénicos que fueron
regulados a la baja en ratas normocaléricas pero no alimentadas con HFD tras la
administracion de AM251. Por otra parte, Chen et al. 231 han identificado
recientemente los principales cambios proteémicos en el higado de ratones
alimentados con una HFD tras la administracion diaria de AM251 durante 7 dias a
una dosis de 5 mg/kg. Los autores describieron alteraciones en la expresion de
proteinas implicadas en el metabolismo de la glucosa, los lipidos y los xenobidticos,
asi como en el proceso mitocondrial de sintesis de ATP, y concluyeron que el
bloqueo del receptor CB1 puede contribuir a la mejora de la funcién mitocondrial
en la esteatosis hepatica. En nuestro experimento, el bloqueo del CB1 contribuyé a
la normalizacién del contenido lipidico hepatico y el metabolismo a través de la
normalizacion en la expresion de las enzimas lipogénicas y la significativa
regulacion al alza de los transcritos lipoliticos. En este sentido, la asociacion del
ejercicio fisico y la administracion de AM251 fue especialmente eficaz, en concreto

sobre la expresion de Cyp7al, una enzima implicada en la formaciéon de acidos

128

——
| —



biliares que alcanz6 un aumento de 12 veces, o el aumento de 6 veces en la expresion
de Ucp2 alas 21 semanas.

Por otra parte, hemos estudiado la actividad antioxidante en el higado, ya que los
modelos de obesidad inducida por dieta se han asociado habitualmente a un
aumento de la peroxidacion lipidica hepatica, a una disminucion de las actividades
de las enzimas antioxidantes y a un compromiso del estado de estrés oxidativo 232,
233, En nuestras condiciones experimentales actuales, la obesidad provocé una
disminucion general de la expresion del factor de transcripcion nuclear Nrf2 y de la
actividad de las enzimas antioxidantes, especialmente Cu/Zn-SOD, CAT y GPX, con
un aumento concomitante del marcador de peroxidacion lipidica TBARs. Se ha
descrito?34 que la expresién génica y proteica de Nrf2, catalasa, SOD, GPX y GR
mejoran significativamente con la intervencion de restriccién calérica en el modelo
de NAFLD en el raton inducido por HFD.

En nuestro estudio las intervenciones combinadas consiguieron contrarrestar de
forma diferencial las alteraciones de la actividad antioxidante hepatica relacionadas
con la obesidad, aunque cabe destacar varias interacciones en funcién del periodo
experimental (12, 15 o 21 semanas). Entre las mas llamativas, encontramos la
interaccidn ejercicio-AM251 sobre la actividad Mn-SOD o catalasa. Lo cual refuerza
los efectos positivos de nuestras intervenciones observadas en otros parametros

hepaticos mencionados.
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. CONCLUSIONES

El modelo experimental de obesidad inducida por la dieta logré establecer la
obesidad desde la semana cinco ademas de alteraciones cardiovasculares,

renales, hepaticas y metabolicas.

El peso corporal se redujo en 6.5% en los animales por efecto de la restriccion
calérica. El efecto se reforz6 en un 7% por el ejercicio fisico. La
administracién del firmaco en ausencia de actividad consiguié reducir un 14
% el peso corporal. El mejor resultado en cuanto a pérdida de peso se obtuvo
con la combinacién de restricciéon calérica, ejercicio fisico y administracion

de AM251 dando con un descenso del 17% sobre el peso.

El mantenimiento del peso perdido se consiguié de forma eficaz cuando se
combind el control de la ingesta calorica y el programa de ejercicio mixto
disefiado. El resultado se potencié por la administracion del inhibidor de la

ingesta AM251 a dosis de 3mg/kg peso/ con pauta de 1 vez por semana.

La induccion de la obesidad después del consumo de HFD durante 12
semanas resulté en la instauracion de resistencia a la insulina, como lo
demuestra el AUC mas alto después de una sobrecarga de glucosa oral en
comparaciéon con los grupos de SD. La situacién se revirti6 con la

intervencion de ejercicio fisico asociado a la administracion de AM251.

La HFD provoco6 una hipertrofia principalmente ventricular, valorable por
una mayor amplitud del complejo QRS y onda T, asi como un alargamiento
del complejo QT. Por otra parte la restricciéon calérica logré revertir las

modificaciones electrocardiograficas resultantes del aporte de HFD.

Se obtuvo una mejora en los pardmetros de la salud cardiovascular lograda
por las intervenciones de pérdida de peso y el mantenimiento del peso
asociada estrechamente con una capacidad aerdbica significativamente

mayor y con marcadores de aptitud fisica.
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10.

El aumento de la capacidad aerébica consiguié una mejora en la funcién
vascular, determinada por la expresion génica de los transcriptos
relacionados con moléculas de adhesion endotelial (Sele y Vcam) y de
parametros de inflamacion (Nos2, Ptg2, Vegfa) al final del periodo

experimental a las 21 semanas.

El consumo de HFD provocé un marcado aumento en la tasa de aclaramiento
renal y albuminuria. Ambos marcadores fueron revertidos por las
intervenciones de restriccion calorica y ejercicio fisico. La administracion de
AM251 mejoré los cambios de la funcién renal inducidos por la obesidad y
fue especialmente eficaz para normalizar el estado de la actividad

antioxidante Mn-SOD y GPX en la semana 21.

La instauracién de la obesidad se asocié a esteatosis hepatica, aumento del
peso del higado y el porcentaje en grasa asi como la disminucion del
porcentaje de 4acidos grasos poliinsaturados. Las tres intervenciones
ensayadas consiguieron revertir la esteatosis hepatica tras la pérdida de peso
y mantuvieron este efecto beneficioso sobre la funcionalidad hepatica en el

periodo de mantenimiento del peso perdido.

El estudio de la expresion génica de las enzimas relacionadas con los
mecanismos de lipogénesis y lipolisis en el higado mostré que el consumo de
dieta hipergrasa disminuyd la expresion de enzimas lipogénicas. Estas
alteraciones en la expresion génica se vieron revertidas con las

intervenciones de control de peso ensayados.

En conclusion, las estrategias de intervencion de pérdida de peso y mantenimiento
probadas fueron eficaces para revertir las alteraciones relacionadas con la obesidad
en el peso corporal, la capacidad aerdbica, el metabolismo de la glucosa, la funcién
cardiovascular, renal y hepatica. Las acciones mas beneficiosas resultaron de la
restriccion calérica y el ejercicio fisico, mientras que la administracion de AM251
ejercié un efecto complementario. La implementacion de las estrategias propuestas

de control de peso en sujetos con sobrepeso u obesidad pueden evitar los efectos
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rebote postratamiento y son medidas muy efectivas para revertir las alteraciones
metabolicas, hepaticas, cardiovasculares y renales desarrolladas en paralelo al

desequilibrio calérico, el sedentarismo y la obesidad.
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